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RESUMO

Titulo: Nanoparticulas de prata e Ag/ZnO nanoestruturado como agentes
antimicrobiano obtidos por processo hidrotermal de micro-ondas.
Autor: Suelanio Viegas de Santana
Orientadores: Prof. Dr. Dawy Keyson de Araujo Almeida;
Prof®. Dr2. 1éda Maria Garcia dos Santos.

Este trabalho consiste na obtencéo, caracterizagdo e avaliagdo antimicrobiana
de nanoparticulas de prata e Ag/ZnO nanoestruturado. As nanoparticulas de
prata foram obtidas através de uma nova rota utilizando AgNO3z; como sal
precursor e citrato de aménio como agente redutor. Sobre 6xido de zinco
comercial foram impregnadas nanoparticulas de prata por meio do método
hidrotermal de micro-ondas em diferentes tempos de sintese. As amostras
Ag/ZnO nanoestruturado foram caracterizadas através das técnicas de difragéo
de raios X (DRX), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia
de energia dispersiva (EDS). As nanoparticulas de prata coloidais obtidas
durante os processos foram caracterizadas por meio da espectroscopia Optica
na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis). Ensaios de atividade antimicrobiana
foram procedidos para o Ag/ZnO nanoestruturado e para as nanoparticulas de
prata coloidal. Foram incluidas seis espécies bacterianas e seis espécies
fungicas. Analises da atividade toxica e citotéxica, foram procedidas para as
nanoparticulas de prata coloidal sobre alevinos de Poecilia Reticulata e sobre
Artemia salina. Os resultados demostram que método de sintese escolhido se
mostrou eficaz para a sintese da prata, bem como no processo de
impregnacao das nanoparticulas de prata sobre o 6xido de zinco comercial. Os
testes biolégicos revelaram significativa atividade antimicrobiana das
nanoparticulas de prata sobre os micro-organismos analisados e a sua baixa
toxidade.

Palavras Chave: nanoparticulas de prata, hidrotermal de micro-ondas,
antimicrobiana, toxicidade, citotoxidade.



ABSTRACT

Title: Silver nanoparticles and Ag / ZnO nanostructured as antimicrobial agents
obtained by hydrothermal process of microwaves.
Author: Suelanio Viegas de Santana
Advisers: Prof. Dr. Dawy Keyson de Araudjo Almeida;
Prof®. Dr2. Iéda Maria Garcia dos Santos.

Suelanio Viegas de Santana; orientadores: Prof. Dr. Dawy Keyson de Araujo
Almeida; Prof®. Dr2. 1éda Maria Garcia dos Santos.

This study consists of the acquisition, characterization and evaluation of
antimicrobial silver nanoparticles and nanostructured Ag/ZnO. The silver
nanoparticles were obtained through a new route using AgNO3; as precursor salt
and ammonium citrate as reducing agent. Concerning the commercial zinc
oxide, silver nanoparticles were impregnated using the microwave hydrothermal
method at different synthesis times. Samples of Ag / ZnO nanostructured were
characterized by using techniques of X-Ray Diffraction (DRX), Scanning
Electron Microscopy (SEM) and Energy Dispersive Spectroscopy (EDS). The
colloidal silver nanoparticles obtained during the processes were characterized
through optical spectroscopy in the ultraviolet and visible (UV-Vis) regions.
Antimicrobial activity assays were carried for the Ag / ZnO nanostructured and
for colloidal silver nanoparticles. They were included six bacteria species as
well as six fungal species. Analysis of toxic and cytotoxic activity was performed
for colloidal silver nanoparticles on fingerlings of Poecilia Reticulata and Artemia
salina. The results show that the chosen synthesis method is effective for silver
synthesis, as well as for the process of impregnation of the silver nanoparticles
on the commercial zinc oxide. The biological tests revealed significant
antimicrobial activity of silver nanoparticles on the micro-organisms analyzed
and their low toxicity.

Keywords: silver nanoparticles, microwave hydrothermal, antimicrobial, toxicity,
cytotoxicity.
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1 INTRODUGCAO

A nanotecnologia amiude vem sendo tratada de maneira transdisciplinar
por quimicos, fisicos, bidlogos, engenheiros e farmacéuticos, entre outros
profissionais (FERNANDES, 2008) com o intuito de desenvolver novos
materiais alicercados em quatro fundamentos basicos: () sintese/preparacao,
(I) caracterizacéo, (lll) estudo de propriedades e relagdo estrutura-propriedade
e (IV) aplicagbes (ZARBIN, 2007). Recentemente a preparacdo de
nanoparticulas tem recebido uma grande atencdo por parte da comunidade
académica devido as propriedades cataliticas, dpticas, eletrbnicas, magnéticas
e bactericidas (SIFONTES, 2010).

As propriedades diferenciadas que muitos materiais apresentam quando
em escala nanométrica, comparadas aos de dimensdes micrométricas, tém
como um dos motivos principais a alta relacdo entre superficie e volume,
fazendo com que ocorra um aumento do numero de atomos que estao
localizados na superficie do material ao se comparar ao numero de atomos que
estdo na regido interna das particulas. Por outro lado, muitas propriedades
fisicas e quimicas de materiais nanoestruturados emergem dos defeitos
presentes em suas superficies, como é o caso do nivel de ordem e desordem a
curto alcance, como por exemplo elétron/buraco e vacancia de oxigénios
(OLIVEIRA, 2005).

O método escolhido para obtencdo de um determinado material em
dimensao nanométrica tem um papel crucial nas suas propriedades
magnéticas, épticas e elétricas. De modo que um material obtido por método
diferente pode apresentar mudancas sensiveis nas suas propriedades, na sua
morfologia bem como na sua estrutura cristalina e composigédo (OLIVEIRA,
2009). Portanto no desafio de obtencdo de novos materiais, varias
metodologias e técnicas de preparacao vém sendo desenvolvidas com o intuito
de se controlar a fase, a morfologia e o tamanho de particula, como
consequéncia, melhorar e maximizar suas propriedades. Diferentes métodos
de sintese para obtencdo de nanoparticulas sdo descritos na literatura,
incluindo-se os métodos hidrotermais, co-precipitacao, microemulsdo, o método
sol-gel dentre outros (KEYSON, 2006).
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Recentemente, o uso da tecnologia de micro-ondas tem sido explorado
como uma promissora técnica para a sintese de nanoestruturas. A radiagdo de
micro-ondas gera locais de nucleagdo muito rapidamente na solucéo
aumentando assim significativamente a cinética da reacao em relacdo ao
aquecimento convencional (ASWATHY et al., 2011). Sinteses quimicas vém
sendo conduzidas em aparelhos de micro-ondas modificados que possibilitam
o controle da temperatura e pressao, de modo que esses reatores de micro-
-ondas tém se tornado mais eficientes do ponto de vista energético e
garantindo uma maior reprodutibilidade de processo (SANSEVERINO, 2002).

No ambito tecnoldgico, materiais de ordem de grandeza nanométrica
podem apresentar as mais diversas aplicacdes em diferentes areas, como por
exemplo, na optoeletrbnica, condutores transparentes, sensores de gas,
fotocatalise e fotoluminescéncia (OLIVEIRA, 2009). Na area médica, as
nanoparticulas metalicas e de seus Oxidos tém se mostrado promissoras na
sua utilizacao como farmacos, principalmente, na acao contra micro-
-organismos (GARCIA, 2011).

As propriedades antimicrobianas da prata sdo conhecidas ha séculos,
0 seu uso para fins medicinais tem se expandido com o tempo, sendo utilizada
em uma variedade de materiais na area de saude e bem-estar humano, como
por exemplo 0 seu uso em cateteres com a finalidade de evitar infeccbes
(SMETANA et al.,, 2008). Com o aparecimento e crescimento de organismos
microbianos resistentes a multiplos antibidticos, diferentes formas de
nanomateriais de prata estdo entre o0s mais promissores agentes
antimicrobianos que vém sendo desenvolvidos a partir da nanotecnologia
(ASHARANI et al., 2009; MARAMBIO-JONES e HOEK, 2010).

Uma area que tem crescido rapidamente na nanotecnologia tem sido a
concepcao e fabricacdo de novos materiais, neste sentido tem se tornado um
campo de interesse a interagdo de nanoparticulas metalicas sobre
determinadas superficies, como no caso de fibras téxteis impregnadas com
nanoparticulas metalicas (PERELSHTEIN et al,, 2008). A incorporacédo de
nanoparticulas metélicas se da principalmente via dois métodos: por dopagem
(ou substituicdo) ou ainda por impregnacdo do metal (SAHA, WANG e PAL,
2008).
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Assim sendo, o presente trabalho tem como foco a obtencdo de
nanoparticulas de prata e a sua impregnacao sobre Oxido de zinco
micrométrico, para aplicacbes antimicrobianas, através de uma nova rota de

sintese utilizando o processo hidrotermal de micro-ondas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar, caracterizar nanopatrticulas de prata e nanoparticulas de prata

impregnadas sobre Oxido de zinco comercial e avaliar sua atividade

antimicrobiana.

2.2 Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Propor uma nova rota de sintese para obtencdo de nanoparticulas de
prata;

Sintetizar nanoparticulas de prata através do método hidrotermal de
micro-ondas;

Caracterizar as nanoparticulas de prata;

Impregnar as nanoparticulas de prata sobre éxido de zinco comercial de
tamanho micrométrico através do método hidrotermal de micro-ondas;
Caracterizar o material obtido na impregnacao da prata sobre o 6xido de
zinco;

Avaliar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata coloidal.
Avaliar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata
impregnadas em 0xido de zinco micrométrico.

Avaliar a toxidade e citotoxidade das nanoparticulas de prata coloidal e

dos ions Ag®.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Atividade antimicrobiana

Ao longo do século 20, a reducdo dos indices de mortalidades por
doencas infecciosas foi atribuida a utilizacdo de agentes antimicrobianos.
Entretanto a resisténcia aos antibiéticos tem atingido, atualmente, um nivel
critico e, em alguns casos, tornando ineficaz o seu uso clinico. A continua
evolucdo da resisténcia antimicrobiana ameaga a saude humana,
compromentendo de forma expressiva a capacidade de tratar infec¢des graves
(HUH e KWON, 2011).

Um caminho para se resolver a resisténcia bacteriana as drogas
antimicrobianas tem sido a descoberta de novos antibiéticos e a modificacao
quimica de antimicrobianos ja existentes. Uma nova rota que vem sendo
explorada é a da utilizacdo de nanomateriais antimicrobianos, em que agentes
patogénicos ndo desenvolvam resisténcia. Materiais nanoestruturados como
oxido de titanio, prata e 6xido de zinco, entre outros, tém apresentado um
amplo potencial antibacteriano sobre fibras téxteis por exemplo. (HUH e
KWON, 2011; DASTJERDI e MONTAZER, 2010). Novos produtos na industria
de vestuario vém sendo desenvolvidos utilizando a imobilizacdo de materiais
nanoestruturados em seus tecidos. Através de um processo denominado
sonoquimica, que consiste na impregnacdo de nanoparticulas, foi possivel
preparar tecidos tais como: nylon, poliéster e algodado revestidos com
nanoparticulas de prata com propriedades antibacteriana, como visto na Figura

Figura 1 - (a) Imagens de fibras virgens, (b) Os tecidos revestidos com nanoparticulas de Ag
com uma ampliagdo baixa, (c) Os tecidos revestidos com Ag nanoparticulas com uma
ampliagao elevada (PERELSHTEIN, 2008).
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Entre as propriedades apresentadas em produtos téxteis tratados com
nanomateriais podem ser citadas a: repeléncia a agua, resisténcia ao
amarrotamento, retardantes de chama, sistemas bactericidas, protecdo UV etc
(GARCIA, 2011).

Desde a antiguidade, a prata metélica vem sendo aplicada e estudada
como agente bactericida, devido a sua eficiéncia e baixa toxidade para as
células humanas (DASTJERDI e MONTAZER, 2010). A prata metalica, nitrato
de prata e sulfadiazina de prata ja foram utilizados no tratamento de
queimaduras e no controle bacteriano, mas 0 seu uso se tornou impopular com
a descoberta da penicilla na década de 1940. Diante do surgimento de
bactérias resistentes a antibidticos, reacendeu-se o interesse na utilizagao
clinica da prata (HUH e KWON, 2011).

As propriedades antimicrobianas de nanoparticulas de prata sdo bem
estabelecidas e tém se mostrado eficazes contra bactérias, como a Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Leuconostoc mesenteroides, Bacillus subtilis,
entre outras (MARAMBIO et al., 2010).

Diversos produtos usando prata, seja ela na forma metélica ou ibnica,
administrada de forma tépica, como agente bacteriano tém sido langados no
mercado e vém ganhando popularidade diante da propagacao de bactérias
resistentes a antibidéticos como é o caso da Staphylococcus aureus resistente.
Varios curativos, com acao antimicrobiana, para o tratamento de feridas estao
sendo comercializados pela industria farmacéutica, a Tabela 1 mostra alguns

curativos disponiveis no mercado e o conteudo de prata presente.
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Tabela 1- Descricao de alguns curativos comerciais que utilizam a prata como agente
antimicrobiano (GARCIA, 2011).

Nome do produto

Fabricante

Conteudo de Ag

(mg/100 cm2)

Descricao resumida do
medicamento

Silverlon ®

Argentum Medical

546

E um tecido contendo prata
depositada pelo  processo de
oxirredugéo catalitica de metalizagéo
onde cada fibra do tecido é revestida
totalmente com prata, resultando
numa liberagdo de prata idnica muito
abrangente.

Calgitrol®

Biomedical
Technologies Inc

141

Formado por espuma absorvente,
revestido na superficie por uma
matriz de alginato e prata iénica.

Acticoat®

Smith and Nephew

105

E formado por malhas de tecidos
onde a prata é aplicada a uma malha
de polietileno por deposicdo a vapor
que resulta na formacédo de cristais
microscopico de prata metalica.

Contreet Foam®

Coloplast

85

Constituido de uma espuma de
poliuretano que contém prata ibnica
que € liberada com a absor¢do do
exsudato da ferida pela espuma.

Contreet Hydrocolloid ®

Coloplast

32

Baseado na tecnologia de
hidrocoloides que libera prata ibnica
enquanto absorve liquidos oriundos
da ferida.

Aquacel Ag®

ConvaTec

8,3

Constituido de uma
carboximetilcelulose sédica contento
1,2% de prata ibnica.

SilvaSorb ®

Medline

5,3

E composto de uma matriz de
poliacrilato  hidrofilico na  qual
particulas de prata micrométrica sao
suspensas.

Actisorb Silver 220®

Johnson & Johnson

2,7

E constituido basicamente de um
tecido impregnado de carvao ativado
e particulas de prata micrométrica.
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A utilizacao de forma tépica da prata possibilita o combate direto a
infeccdo, aumentando a velocidade do processo de cicatrizacdo de doencas
cutdneas com pobre irrigacdo sanguinea onde ha um aumento da proliferacao
de bactérias em feridas crénicas, sendo de dificil tratamento com antibiéticos
que apresentam dificuldades de acesso as lesdes (GARCIA, 2011).

Apesar do estudo do mecanismo de efeito antimicrobiano ainda estar
parcialmente indefinido, é de conhecimento da comunidade cientifica que as
diferentes formas da prata, metalica em tamanho micrométrico, ions de prata e
prata nanométrica apresentam mecanismos de acao diferentes (MARAMBIO et
al., 2010).

Estudos recentes do mecanismo de acdo dos ions de prata (Ag*) em
micro-organismos parcialmente conhecidos (DIBROV et al., 2002) relatam que
o efeito inibitério do Ag* esta diretamente relacionado com a atragéo
eletrostatica entre a parede celular dos micro-organismos carregada
negativamente e a carga positiva dos ions de prata (KIM et al., 2007). No
entanto, ions de prata tém apenas uma utilizacdo antimicrobiana limitada
devido a sua elevada toxidade e baixa estabilidade. Estas limitagdes podem ser
minimizadas utilizando-se nanoparticulas de prata estaveis, em vez de ions de
Ag® (MOHANTY et al., 2011).

Embora o mecanismo de acdo das nanoparticulas de prata sobre as
bactérias ainda nao esteja completamente elucidado, os trés mecanismos mais
comuns que tentam esclarecer a bioatividade sao os seguintes:

1) Captacdo de ions de prata gerados através da dissolugdo oxidativa de
nanoparticulas de prata. Células bacterianas expostas a ions de prata
poderiam sofrer alteracbes morfoléogicas como por exemplo o
deslocamento da membrana celular permitindo assim o vazamento do
conteudo intracelular (ASHARANI et al., 2008).

2) Geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS). As espécies reativas de
oxigénio, tais como H,O, e OH:, entre outras sdo subprodutos do
metabolismo natural dos organismos. As nanoparticulas de prata poderiam
agir como catalisadores na producao das ROS em excesso gerando assim
um estresse oxidativo na célula provocando uma ruptura da membrana
celular (SU et al., 2009).
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3) Prejuizo direto a membrana celular. As nanoparticulas poderiam interagir
diretamente com membrana bacteriana aderindo e penetrando no interior
da célula induzindo a formacao de “enormes buracos” na membrana celular
e, como consequéncia, o vazamento do conteudo celular (SMENTANA et
al., 2008)

Diante do carater ndo conclusivo dessas hipéteses abordadas, ha de
se considerar que a prata pode apresentar uma agao sinérgica e nao um soé

modo de atuagdo na atividade antibacteriana (MOHANTY et al., 2011).

3.2 Sintese e caracterizacao de nanoparticulas de prata

Muitos métodos de obtencdo de nanoparticulas de prata tém sido
descritos pela literatura, rotas de preparagdo e condi¢cdes experimentais, tais
como reagentes, estabilizantes, pH, temperatura e até mesmo a taxa de adicao
dos agentes redutores sdo parametros importantes de controle do tamanho das
particulas e de sua morfologia (KHAN et al, 2011). Entre os modos de
preparacdo de particulas nanométricas de prata, um dos mais difundidos
consiste na utilizacdo do citrato de s6dio como agente redutor e tendo como
precursor solucdes de nitrato de prata. Devido as caracteristicas ndo toxicas do
citrato, o método Turkevich (TURKEVICH, STEVENSON e HILLIER, 1951) tem
recebido uma ampla aplicacdo na obtencdo de prata nanométrica. Embora
esse método seja abordado de varias maneiras em relacdo ao tempo de
reacdo, tempo de agitacdo e de aquecimento e resfriamento, a sua
reprodutibilidade consiste basicamente na utilizacdo de solu¢cées aquosas de
sais de prata e citrato de s6dio mantidos sob agitacdo, aquecimento e posterior
resfriamento (GORUP, 2011).

A reacdo global envolvida no processo ainda nao estd totalmente
elucidada. A literatura propde, dentre outras, a seguinte equacgéao:

Equacédo1: Equacdo quimica global de reducdo de Ag* a Ag° (YANG, 2010)

CeHsO7%> + 2Ag"® — ~OOCCH,COCH.COO + H' + CO.+ 2Ag

26



Estudos recentes demonstram a possibilidade da utilizagdo da aménia
como moderador na obtencéo de coloides de nanoparticulas de prata. O ponto
crucial para a obtencdo de nudcleos pequenos de nanoparticulas de prata
coloidal é a formagao de um numero grande de nucleos no inicio do processo,
mas apenas uma fragao dos ions de prata disponiveis seria reduzida. Havendo
disponibilidade de Ag" portanto, os novos nucleos iriam se formar e os nlcleos
ja formados continuariam a crescer. Adicdo de aménia pode levar a formacéao

de um complexo segundo a equacao:

AQ'aq + 2NHz@g — [Ag(NH3)2]"ag) Equacéo 2

A presenga da ambnia no meio reacional pode impedir
“‘momentaneamente” a formagdo de novos nulcleos e o crescimento das
nanoparticulas ja formadas, acarretando assim na geracdo de nanoparticulas

de tamanho muito pequeno (GORUP et al., 2011).

3.2.1 Nanoparticulas de prata em sistemas coloidais

O objeto de investigacdo dos coloides esta relacionado com o estudo
dos sistemas nos quais pelo menos um dos componentes da mistura apresenta
uma das suas dimensodes caracteristicas no intervalo de 1 a 1000 nanémetros,
dispersos homogeneamente em um meio continuo que pode ser um gas, um
liqguido ou até mesmo um sélido. As particulas dispersas podem apresentar
tamanhos diferentes (sistemas polidispersos) ou 0 mesmo tamanho (sistemas
monodispersos). Devido a elevada area superficial em virtude do pequeno
tamanho das particulas, as propriedades da interface entre as fases disperso e
dispersante determinam o comportamento dos diferentes sistemas coloidais
(JAFELICCIl e VARANDA, 1999).

A sintese de coloides nanoparticulados envolve, simultaneamente, os
processos de nucleagao, crescimento e aglomeracao das particulas. A etapa

de nucleagcao comeca quando inUmeros nucleos de cristais sédo inicialmente

27



formados, mas estes tendem a se agregar (etapa de crescimento) para formar
cristais termodinamicamente mais estaveis. A etapa de aglomeracdo é
favorecida pela maximizacdo da raz&do superficie/volume das nanoparticulas
formadas. Além disso, ha entre elas uma forca de atracdo muatua que tende a
condensa-las em grandes aglomerados a fim de minimizar a area superficial e
com isso baixar a tensdo de superficie do sistema (ATKINS, 1994; OLIVEIRA,
2005).

Para a formacao de nanoparticulas dispersas em um sistema coloidal
por uma reacao de precipitacdo, é fundamental que na etapa final da reagao
ocorra o término do crescimento e a estabilizagdo das nanoparticulas
formadas. De um modo geral, existem dois mecanismos basicos de
estabilizacdo de dispersos em sistemas coloidais. O primeiro baseia-se na
dispersao por repulsao eletrostatica das nanoparticulas formadas resultante da
interacdo entre a camada dupla elétrica (electrical double layer - EDL) que
cerca as particulas, pelo fato de haver uma distribuicdo desigual de cargas
entre o solvente e a superficie da particula. A estabilizacdo eletrostatica se
efetiva quando as forcas atrativas de Van der Waals sdo superadas pelas
forcas eletrostaticas repulsivas. A camada dupla elétrica € uma estrutura que
surge na superficie da particula quando colocada em contato com solvente
liquido. Ela é formada por duas camadas: uma é chamada carga de superficie,
podendo ser positiva ou negativa, que coincide com a superficie da particula; a
outra esta na superficie do liquido e € eletricamente oposta a primeira camada,
sendo chamada de camada difusa, pois € formada de ions livres (GARCIA,
2011).

No segundo mecanismo possivel para a estabilizacao, é utilizada uma
camada protetora com o emprego de outro material, formando assim uma
camada passivadora, onde a sua acao baseia-se no aproveitamento do efeito
estérico, evitando assim a aproximacao entre as nanoparticulas formadas
(HENGLEIN, 1989; MATIJEVIC, 1993). As nanoparticulas revestidas com
camada passivadora ao se aproximarem uma das outras tém sua mobilidade
dificultada por um efeito de natureza entrépica. O composto usado como
camada passivadora € chamado de passivante. A escolha adequada dele
depende basicamente da composicdo quimica das particulas a serem

estabilizadas no sistema coloidal. Para nanoparticulas metalicas, varios
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compostos vém sendo utilizados como estabilizadores a exemplo dos
polimeros ou moléculas contendo grupos terminais —SH, -NH,, -CN entre
outros. Coloides nanoparticulados estabilizados apresentam inumeras
vantagens, sao estaveis por mais tempo em solu¢do, podendo ser ainda
precipitados, secos ou redissolvidos sem perder suas caracteristicas de
estabilidade (OLIIVEIRA, 2005; TOLAYMAT et al., 2010).

Um exemplo interessante na estabilizacdo de particulas metélicas em
escala nanométrica € a utilizagdo de dendrimeros como passivantes. Huang e
Tomalia (2005) sintetizaram nanoparticulas de ouro e o dendrimero
poli(lamidoamina) (PAMAM), contendo nucleo disulfeto e possuindo grupos
terminais carboxilicos ou hidroxilicos . O PAMAM foi utilizado como passivante.
Na Figura 2 o esquema da sintese do PAMAM ¢ ilustrado juntamente com a
formacao das nanoparticulas de ouro passivadas pelo dendrimero.

H,N NH,
L P 3 @l
@ Aoy, R S’PNH @ ~Tope e
HQNA/S"SWNHE NvS—SMI\d\ nN— . (>-@E %FNHQ
(by ~NH: N oy ®) SNy N N,
~ O O\ representagio da
HeN 5 NH; geracgiio dois
geragio um
COH
HO;C, COH T .(\;
— { 1\ ) |—NH2 + —l-- HO;C—{’ (( @)fS\—/]A’I:—CO:H interativo {S)' / ~COzH
A = ' COH
HoN HO,C COH )
G2-CO,H G2-CO,H  reduzida

ot T,
R {S @;@?r

Figura 2 - Esquema ilustrativo demonstrando a sintese, funcionalizagdo da superficie e
reducdo do dendrimero PAMAM, juntamente com a formagdo das nanoparticulas de ouro
dendrimerizadas (HUNG e TOMALIA, 2005).
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O ion citrato também exerce a funcao de estabilizante protegendo os
recém-formados nucleos de prata, que apresentam uma preferéncia intrinseca
de crescimento de seus cristais. A concentracao de citrato também influencia a
morfologia das nanoparticulas de prata formadas (YANG et al., 2010 ). Além do
citrato, outras espécies também vém sendo usadas como estabilizadores e/ou
direcionadores podendo ser o PVP (polivinilpirrolidona), PVA (polivinilalcool),
PEG (poliestearato de etilenoglicol), entre outros.

A selecado do estabilizante depende da aplicagdo das nanoparticulas
formadas, além de estarem diretamente relacionadas com a estabilidade,
reatividade, tamanho e forma dessas particulas em escala nanométrica. Como
ilustrado na Figura 3 em uma revisdo da literatura Tolaymat et al.(2010)
mostram que o ion citrato tem sido, para aplicacées em geral, o estabilizante
mais empregado para nanoparticulas de prata.

8

= Sintese para aplicacies gerais
EE Sintese para aplicacies especificas

10

% de Agentes estabilizantes usados na
literatura cientifica

Tipos de Agentes Estabilizantes

Figura 3 - Analise dos agentes estabilizantes relatados em estudos de sintese de
nanoparticulas de prata (TOLAYMAT et al., 2010).
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3.2.2 Caracterizacao de nanoparticulas de prata coloidal

Nos ultimos anos, um dos métodos mais difundido para caracterizar
nanopaticulas de prata coloidal tem sido a espectroscopia UV — Visivel. O
comportamento de absorcdo surge devido a ressonancia plasmon de
superficie, surface plasmon resonance (SPR), que se origina decorrente das
oscilagdes dos elétrons da banda de conducdo das nanoparticulas induzidos
pelo campo eletromagnético. Nanoparticulas de prata apesentam uma SPR na
regidao do visivel, suas propriedades oépticas e fototérmicas surgem das
oscilacdes ressonantes dos seus elétrons livres. Na Figura 4 € apresentado um
espectro de absorcdo UV — Vis de prata coloidal. Observa-se que a absorcao
do plasmon de superficie d4 origem a uma banda larga, com um pico de
absorgao em torno de 408 nm. O ponto maximo de absor¢cao no espectro UV-
Vis de solugdes coloidais de nanocristais esta relacionado ao tamanho médio
das particulas, por outro lado a largura da banda de absorcao esta relacionada

com a dispersao das particulas (GARCIA, 2011; DE SANTANA, 2006).
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Figura 4 - Espectro eletrbnico de absor¢dao no UV-Vis da solugcdo de prata coloidal (DE

SANTANA, 20086).

Estudos recentes demonstram um forte impacto do tamanho das

particulas na dispersdo da luz de modo que dispersdes coloidais de
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nanoparticulas de prata de tamanhos diferentes apresentam cores diferentes,
além de bandas caracteristicas de UV-Vis. Samanta et al. (2012) utilizaram a
técnica de crescimento mediado por “semeadura” para obtencdo de
nanoparticulas de prata de tamanhos variados relacionando-os com o
comprimento de onda da banda de absorcdo, conforme ilustrada a Figura 5.
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Figura 5 - Espectro UV-Vis de nanoparticulas de prata coloidal preparadas em diferentes
quantidades de sementes (SAMANTA et al., 2012).

Estudos correlatos (SOLOMON, 2007) associam o didametro médio das
nanoparticulas de prata a um padrao de absorbancia e comprimento de onda,

cujos resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Correlagcao de tamanhos de nanoparticulas de prata e o comprimento de onda na
analise por espectroscopia por UV-vis (SOLOMON, 2007).

Tamanho da particula (nm) Comprimento de onda (nm)
5-10 380 -390
10-14 395 -405
35-50 420 - 435
60 - 80 438 — 450
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Nos processos de obtencdo de nanoparticulas de prata em solucao
coloidal, pela reducdo de ions Ag" durante o progresso da reagdo, um maior
namero de ions de prata é reduzido resultando no aumento do tamanho das
nanoparticulas; com isso as transicbes multipolares de superficie plasmon
tornam-se mais proeminentes refletindo no aumento da intensidade da banda
de absorcado (GARCIA, 2011).

El-Shishtawy, Asiri e Al-Otaibi (2011) sintetizaram nanoparticulas de
prata em solucdo coloidal utilizando AgNOs; como precursor em diferentes
concentragcdes, glicose como agente redutor e brometo de cetil trimetil aménio
(CTAB), como estabilizante. Durante o estudo analisaram o efeito da
concentracédo do AgNO3 na banda de absorcédo do UV-Vis.

Os resultados encontrados na Figura 6 demostraram uma relacao
entre a altura do pico com a concentracado de nanoparticulas de prata na
solucao coloidal, onde o aumento da concentracao de prata provocou um
aumento da intensidade da banda de absorcao.
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Figura 6 - Espectros de UV-visivel de nanoparticulas de prata em diferentes da oncentracdes
de AgNO;. [AgNO3] = 0,5 (1¢), 1,5 (2¢), 2 (3c), 2,5 (4c) mmol/l (EL-SHISHTAWY, ASIRI e AL-
OTAIBI, 2011).
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Aswthy et al. (2011) obtiveram, através da sintese assistida por micro-
ondas, uma solucéo coloidal de nanoparticulas de prata por meio da reducao
de Ag* proveniente do AgNOs, com a vanilina (C3HgO3) como agente redutor e
dodecilsulfato de sédio (SDS) ou o bis(2-etil hexil) sulfossuccinato de sédio
(AOT) como estabilizantes.

A andlise do espectro de absorcdo na regido do UV-Vis mostrou a
formagédo de uma banda de absorgdo centrada em 385 nm e um ombro em 430
nm. A presenca de uma banda larga constituida de dois picos pode ser
atribuida a formacao de uma fina camada de Ag-O formada na superficie das
nanoparticulas de prata. O pico fino em torno de 385 nm indicou a formacéao de
prata nonométrica sem camadas de Ag.0. Ja a banda de absorcdo em 430 nm
sugeriu a existéncia de Ag/Ag-O, numa estrutura conhecida como core-sheel
(nucleo-concha). A Figura 7 mostra o espectro do UV-Vis de nanoparticulas de
prata em diferentes potencias de micro-ondas.
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Figura 7 - Espectro de absor¢do do UV-Vis de nanoparticulas de prata estabilizadas com AOT
em diferentes potencias de micro-ondas (ASWATHY et al., 2011).
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3.3 Oxido de zinco

O oxido de zinco cristaliza-se em estruturas cubicas do tipo wurtzita,
sal de rocha e blenda de zinco. Sob condi¢gdes ambientes a forma wurtzita é a
estrutura mais estavel enquanto a blenda de zinco é uma estrutura
metaestavel, podendo ser estabilizada por crescimento em substratos cubicos.
Por outro lado, a forma sal de rocha é geralmente estavel apenas sob
condi¢gdes extremas de pressao.

A estrutura do tipo wurtzita apresenta uma célula unitaria hexagonal
com dois parametros deredea=b#cea=0=90°e Y = 120° sendo a =
3,25 A e c =512 A, onde a razdo de c/a = (8/3)"2 = 1,633 pertencendo ao
grupo espacial P6smc e faz parte da classe cristalografica 6mm. Essa estrutura
¢ formada por duas sub-redes hexagonais compactas, tendo camadas
ocupadas por atomos de zinco alternados com camadas ocupadas por atomos
de oxigénio em torno do eixo c. Cada sub-rede é formada por quatro atomos
por célula unitaria onde cada atomo de zinco estd coordenado por quatro
atomos de oxigénio e vice-versa. Logo 50% dos sitios tetraédricos sao
ocupados por atomos de zinco. Sendo assim, pode-se afirmar que estrutura
hexagonal do tipo wurtzita € relativamente aberta sendo, portanto, facilitada a
incorporacdo de dopantes externos na célula do ZnO. Outra caracteristica
importante do éxido de zinco, em funcao da sua estrutura, € a sua superficie
polar: as cargas positivas de zinco e as negativas do oxigénio resultam em um
momento dipolar normal e uma polarizagdo espontanea ao longo do eixo c.
(OZGUR et al., 2005).

Em uma perspectiva econbmica, 0s processos sintéticos, para a
producéo do 6xido de zinco, podem ser divididos em dois grupos: os de baixo
custo em escala industrial e os métodos laboratoriais de alto custo. As
diferencas tecnolégicas entre os métodos de producdo de ZnO envolve
principalmente o0s precursores de zinco, as temperaturas de processamento e
as operacOes unitarias utilizadas. Industrialmente, a maioria do ZnO ¢é
produzido por métodos pirometallurgicos, hidrometalirgicos ou como

subproduto de outros processos. Cada processo produz quantidades de ZnO
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com relativas diferencas de propriedades e, consequentemente, aplicacoes
distintas (MOEZZI, MCDONAGH e CORTIE, 2012).

O 6xido de zinco tem sido um importante material industrial durante
muito tempo e atualmente vem sendo objeto de interesse consideravel, por
apresentar uma combinacdo de propriedades fisicas (relativa condutividade
elétrica e térmica, absorcdo Optica no ultravioleta e estabilidade em
temperaturas elevadas), quimicas (estabilidade em pHs neutros) e biologicas
(acao antibacteriana). O tamanho de particula bem como a morfologia sao
relatados como um grande desafio na investigacao das propriedades do ZnO,
tanto em escala micrométrica como também em escala nanométrica.
(FELTRIN, 2010).

ZnO tem se destacado por suas propriedades antibacterianas e
antifingicas e pela capacidade de destruicao seletiva de células tumorais por
nanoparticulas de ZnO e seu potencial no desenvolvimento de agentes anti-
cancerigenos (MISHRA et al., 2011). As Propriedades especificas das
nanoparticulas de ZnO, tais como a sua toxicidade inerente contra células
tumorais, pelo menos, para as células de origem linféide, sua habilidade para
induzir a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) do interior da célula
levando a morte por meio de um mecanismo de apoptose, e as suas
propriedades fisico-quimicas que cunduzem a captacgao celular e facilidade de
funcionalizacdo, tém tornado o ZnO um candidato atraente para aplicagdes
biomédicas (RASMSEN et al., 2010).

Zhang et al. (2011) investigaram a atividade antibacteriana de
suspensodes contendo ZnO em tamanhos nano e micrometricos, verificando
que ambas apresentam a capacidade de inibir o crescimento de bactérias,
tendo as suspensdes de ZnO em tamanho nano uma eficiéncia claramente
superior em relagdo as de tamanhos micro. O mecanismo proposto para a
atividade antibacteriana do éxido de zinco sugere trés possiveis caminhos: 1)
interacdo quimica entre 0 ZnO e componentes da membrana celular da
bactéria, 2) Interacdo fisica entre as nanoparticulas de ZnO e a membrana
celular da bactéria, 3) Combinacéo da interagdo quimica e fisica (ZHANG et al.,
2010).

O 6xido de zinco faz parte do grupo dos agentes inorganicos

antimicrobianos mais seguros e extremamente estaveis em relagcdo aos

36



agentes antimicrobianos organicos. No entanto, o verdadeiro mecanismo para
a inibichio de microbios ainda ndo é claramente compreendida
(AMORNPITOKSUK et al., 2011).

Nas mais diversas especialidades odontoldgicas, cimentos de 6xido de
zinco e eugenol tém sido amplamente utilizados, ndo somente na sua forma
original mas também em formulagbes diversas (LEONARDI et al., 2009). Na
dentistica sdo utilizados para restauracdo e cimentagdo proviséria; na
endodontia, na obturacdo de canais radiculares; na periodontia como curativo
periodontal cirurgico, entre outras aplicacées (STANKIEWICZ et al., 2000).

3.4 Tecnologia de micro-ondas

As micro-ondas sdo radiacdes eletromagnéticas compreendidas em
uma ampla faixa de frequéncia que vai de 300 MHz a 30 GHz. Ja o intervalo do
comprimento de onda varia de 1mm a 1m (SANSEVERINO, 2002), estando,

portanto, entre a radiagao infravermelho e as ondas de radio.

comprimento ; micra Infrg. | vichs {lkr; SRy S
i radio | gndas | vermelho | Visivel | \iolefs | raios X | raios
{metros) 10° 107 105 0.5x10® 10°® 10w 1012

ammua|M\N\ANMIWWM
o tamanha de...

blim~d& & + o

prédios  humanos  abelhas  alfinetes protozodrios  moléculas  dtomos  niclecs atmicos

frequéncia
(Hz)

10¢ 108 1012 105 10%  10%  10®

Figura 8 - Faixa de abrangéncia das ondas eletromagnéticas. Disponivel em:
http://www.ced.ufsc.br/men5185/trabalhos/63_lampadas/incand/funciona03.htm acesso em 21
de abril de 20012 as 12:00h.
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Em virtude da sua extensa faixa espectral, as micro-ondas apresentam
grande multiplicidade de aplicagbes podendo ser refletidas, irradiadas ou
utilizadas para aquecimentos; sendo, portando, possivel 0 seu uso em radares,

aparelhos celulares e em fornos domésticos (KEYSON, 2006).

Certas substancias possuem a capacidade de transformar energia
eletromagnética em energia térmica através da interacdo dos atomos e
moléculas. Os principios relacionados ao aquecimento por micro-ondas
envolvem o0s conceitos fisico-quimicos tais como: temperatura, capacidade
calorifica, ligacao quimica, estrutura molecular, momento dipolo, constante
dielétrica, etc. A utilizacado das micro-ondas para o aquecimento de matérias
ocorre pela transferéncia de energia diretamente para dentro do material onde
e transformada em calor pela influéncia dos atomos e moléculas com o campo
elétrico, em processos que envolvem conducao elétrica, relaxacdo dipolar e
interacao féton — féton (OLIVEIRA, 2009).

Nas Ultimas décadas, o uso da tecnologia de micro-ondas em
laboratério tem se tornado uma técnica bem estabelecida e vantajosa, surgindo
como uma fonte de energia alternativa para a realizacdo de transformacdes
quimicas. Uma das principais vantagens € a melhoria cinética das sinteses
mediadas por micro-ondas em comparacdo aos métodos convencionais de
aquecimento. Essa melhora se deve ao fato das micro-ondas provocarem um
rapido aquecimento interno, trazendo assim beneficios econbémicos e
tecnoldgicos. (ASWATHY et al., 2011).

No campo da sintese de nanomateriais, 0 mais relevante sdo as
propriedades desses materiais influenciados basicamente pela forma e
tamanho. O controle da metodologia sintética se torna um grande desafio, visto
que o crescimento em nanoescala depende em grande parte da termodinamica
e da cinética do processo. As técnicas convencionais de aquecimento sao
baseadas em conducao de radiacdo, em que o recipiente onde ocorre a reacao
atua como um intermediério, para a transferéncia de energia, entre a fonte de
aquecimento e o solvente e, finalmente, as moléculas dos reagentes. Isto pode
gerar gradientes térmicos ineficientes e ndo uniformes em toda a reagao. Essa
problemética tem se tornado um ponto critico para a qualidade do material
(DARMANIN et al., 2012).
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Os métodos de aquecimento por micro-ondas podem resolver esses
problemas de elevacdo da temperatura ndo uniforme, baseados numa cinética
rapida com o consumo rapido dos materiais de partida e rendimentos mais
elevados. Com a escolha judiciosa dos solventes, reagentes e estabilizantes e
com um aquecimento seletivo, é possivel a producdo de nanoestruturas
especificas, o que torna o0 método de aquecimento por micro-ondas eficiente e
economicamente viavel na producdo de nanomateriais (KEYSON, 2006;
NAGOUDA, SPETH e VARMA, 2010).

Khan et al. (2011) sintetizaram nanoparticulas de prata, em curto
espaco de tempo (15 s), utilizando a técnica de aquecimento por micro-ondas
de uma solucao de AgNOs; com glicose como agente redutor suave na
presenca de microgel. A sintese foi realizada por aquecimento “diluido” em

solucdes alcalinizadas.

39



4 METODOLOGIA
4.1 Reagentes

Na preparacao das nanoparticulas de prata e na sua impregnacao
sobre o0 éxido de zinco pelo método hidrotermal de micro-ondas, foram

utilizados os seguintes reagentes:

Tabela 3 - Precursores utilizados nas sinteses nanoestruturadas de prata.

Reagente Férmula Grau de pureza Fornecedor
Nitrato de Prata AgNO; 99,8% Vetec
Oxido de zinco Zn0O 99,0% Synth
Hidréxido de amoénio NH,OH 99,9 % Sigma
Acido citrico CeHgO7.H,O 99,5 % Cargill

Para as sinteses realizadas empregando o método hidrotermal de
micro-ondas, foi utilizado um reator de micro-ondas modelo i9TEC RHM do
fabricante INOVE PRODUTOS E TECNOLOGIA (i9TEC) ilustrado nas Figuras
9¢e 10.

Figura 9 - Reator hidrotermal de micro-ondas.
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Figura 10 — Partes que compde a célula do reator hidrotermal de micro-ondas.

4.2 SINTESE
4.2.1 Sintese da prata pelo método hidrotermal de micro-ondas.

As solugbes para a sintese das nanoparticulas de prata foram
preparadas em meio aquoso, onde a concentracdo da solugdo de AgNOs;
apresentava concentragdo igual a 0,1 mol.L™". Para a preparacéo do citrato de
amoénio, foi preparada uma solucdo aquosa de Aacido citico 1 mol.L™" e
neutralizado com hidroxido de amoénio até a solugdo atingir um pH
aproximadamente igual a 7,0. Apos o preparo das solugdes, uma aliquota de
50 mL de cada reagente foi transferida para um o copo de teflon que compde o
reator hidrotermal de micro-ondas (RHM), sendo hermeticamente fechado e em
seguida levado para o aparelho de micro-ondas. No reator sob o efeito das
micro-ondas e do aumento da temperatura e da pressao, ocorreu O
fornecimento de energia suficiente para a formagdo das nanoparticulas de
prata.

As reacdes foram realizadas a uma temperatura de 150 °C durante 5,
15 e 30 minutos com taxa de aquecimento de 10 °C/minuto e submetida a uma
pressdo aproximadamente igual a 5 Kgf/cm?®. Apds esse processo, formaram-
se uma solucédo alaranjada com intensidades diferentes para cada temperatura
e um precipitado cinza escuro. A solugdo sobrenadante foi recolhida e o
precipitado foi lavado varias vezes com &gua destilada em temperatura
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ambiente. Posteriormente, o precipitado cinza foi seco em uma estufa
convencional a 60 °C durante 6 horas, obtendo-se um pé da mesma cor. Apés
as sinteses, a solug¢do sobrenadante e o p6 foram submetidos a caracterizacéao
e o séblido obtido teve sua massa medida. O método de obtencdo de
nanoparticulas de prata esta representado na forma de fluxograma, na Figura
11.

Preparagéo da solucao de acido citrico 1 mol/L.

\4

Obtencgao do citrato de amonio por neutralizagao (pH em torno
de 7,0) do acido citrico utilizando o hidréxido de aménio.

v

Preparagao do sal precursor AgNOS(aq) 0,1 mol/L

v
citrato de aménio (50 mL) + AgNOS(aq) (50 mL)

\4

Processamento no reator hidrotermal de micro-ondas a 150°C
(5, 15 e 30 minutos).

Formagéao de solugao sobrenadante e de precipitado

\4

Caracterizagtes

Figura 11 — Fluxograma da sintese de nanoparticulas de prata.
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4.2.2 Impregnacao de nanoparticulas de prata sobre 6xido de zinco

micrométrico pelo método hidrotermal de micro-ondas

No copo de teflon que compde o reator hidrotermal de micro-ondas
foram transferidos 50 mL da solugcao de AgNQOg3, 50 mL da solugéo de citrato de
aménio com pH aproximadamente igual a 7,0 e 10,79 de 6xido de zinco
micrométrico. O percentual de prata disponivel no sistema reacional
correspondia a 5% em massa em relacao ao éxido de zinco.

A mistura reacional foi levada ao RHM, sendo hermeticamente fechado
e submetido a um aquecimento de 150 °C durante 5, 15 e 30 minutos sob
pressdo de aproximadamente igual a 5 Kgf/lcm? Apds esse procedimento,
formaram-se uma solugdo amarela com intensidades diferentes para cada
temperatura e um precipitado bege. A solucao sobrenadante foi recolhida e o
precipitado foi lavado varias vezes com agua destilada a temperatura ambiente
e centrifugado em uma centrifuga convencional. Em seguida, o precipitado foi
seco em uma estufa convencional a 60 °C durante 6 horas obtendo-se um poé
com a mesma coloracdo. Posteriormente as sinteses, o sobrenadante e o p6
foram submetidos a caracterizacao e avaliagdo antimicrobiana. O método de
sintese/impregnacao de nanoparticulas de prata sobre o 6xido de zinco esta
representado na forma de fluxograma, na Figura 12.
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Preparagao da solucao de acido citrico 1 mol/L.

Obtencao do citrato de aménio por neutralizagédo (pH em torno
de 7,0) do acido citrico utilizando o hidréxido de aménio.

\4

Preparagao do sal precursor AgNOs(aq) 0,1 mol/L

citrato de amédnio (50 mL) + AgNOS(aq) (50 mL) +10,7g de ZnO

Processamento no reator hidrotermal de micro-ondas a 150°C
(5,15 e 30 minutos).

Formacgéao de solugdo sobrenadante e de precipitado

\4

Caracterizagdes

Figura 12 - Fluxograma do processo de sintese/impregnagao de nanoparticulas de prata sobre

o 6xido de zinco.
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4.3 Técnicas de caracterizacao
4.3.1 Difracao de raios X (DRX)

Essa técnica foi utilizada principalmente para a identificacdo de fases
cristalinas do material. Os difratogramas de raios X foram obtidos utilizando um
difratbmetro, marca Siemens, modelo D — 5000, na faixa de 26 = 20 — 80°, com
um passo de 0,02° e tempo de passo de 2 segundos, utilizando como fonte de
radiacdo monocromatica a radiacao Ka de cobre. Os ensaios foram realizados
no Laboratério de Combustiveis e Materiais (LACOM) da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB). Os resultados obtidos pelos ensaios de difracdo de raios X
foram comparados com os padrées do arquivo JCPDS (Joint Committee on
Powder Diffrraction Standards) de numero 89-1397 para o ZnO e 87-0720 para
a Ag.

4.3.1.1 Tamanho de cristalito (TC) e largura a meia altura (FWHM).

Para a prata, os calculos para a determinacido do tamanho de cristalito
foram realizados a partir do pico (111), utilizando-se o quartzo como padrao
externo e a equacao de Scherrer.

TC - 094
[ cost Equacéo 3

Onde:

TC: tamanho de cristalino

A: comprimento de onda da radiagao incidente
©: angulo de difracao

B: largura a meia altura (FWHM) do pico de difracdo, onde B € expresso por:

[ = *'g"lll.(;ijbs — gz) Equacio 4
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onde:

A é a largura a meia altura (FWHM) relacionada a amostra e a € FWHM
do padrao de quartzo.

A equacao de Scherrer é deduzida considerando as interferéncias
construtivas e destrutivas quando a diferenca entre os angulos difratados (A20)
€ muito pequena no cristalito, em relagcdo ao préprio dngulo 26. Através da
largura dos picos de difracdo, a equagcao de Scherrer permite a determinacao

de caracteristicas de uma fase cristalina.

4.3.1.2 Parametros de rede (PR) e volume da célula unitaria (VCU)

Segundo a equacéo de Braag, para uma dada familia de planos (h k |),
a reflexdo de radiagdo monocromatica ocorre exclusivamente em um plano (©)
e que pode ser encontrado pela distancia entre os planos adjacentes (d) e pelo
comprimento de onda dos raios X (A).

nA=2dsen@ Equacdo 5

Onde:

n é a ordem de reflexdo (n =1, 2, 3,...);

A é o comprimento de onda da radiacao eletromagnética;
d é a distancia entre os planos (h k I).

O angulo (©) formado pela dire¢ao do feixe dos raios X com os planos
cristalinos é denominado angulo de Bragg. Com os valores de d das fichas
cristalograficas JCPDS 87-0720, para a prata e com os dados experimentais de
20 e respectivos indices (h k I) dos planos, foi dado entrada para o programa
Rede 93, desenvolvido na Unesp - Araraquara, baseado no método dos
minimos quadrados, para se obter os valores experimentais dos parametros de

rede ae b e do volume da célula unitaria segundo a Equacéao 6
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4.3.2 Espectroscopia optica nas regioes ultravioleta e visivel (UV-Vis)

A analise por espectroscopia Optica nas regides das radiacdes
ultravioleta e visivel (UV-Vis) é bastante importante para estudos de bandas
eletroénicas, neste trabalho, com objetivo de confirmar o estado reduzido da
prata.

O equipamento utilizado foi um espectrobmetro UV-vis - NIR (Cary)
modelo 5G, que possui 400 W para medidas de reflectancia (no intervalo de
190 a 900 nm).

As analises utilizando a espectroscopia UV-Vis foram realizadas para
as solucdes sobrenadantes obtidas na sintese da prata dos tempos 5, 15 e 30
minutos e nas solugdes sobrenadantes obtidas na impregnacao da prata sobre

oxido de zinco também nos tempos de 5, 15 e 30 minutos.

4.3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de
energia dispersiva (EDS)

Para andlise da morfologia das particulas e das caracteristicas
microestruturais dos pés, apds a sintese e impregnacao de prata sobre o éxido
de zinco comercial, fez-se uso de um microscépio eletrébnico de varredura,
marca ZEISS DSM, modelo — 940 A. As amostras foram prensadas em vacuo
para obtencao de pastilhas e recobertas com uma fina camada de ouro, com o
objetivo de garantir uma melhor condutividade dos elétrons. As analises foram
realizadas no Laboratério de Solidificacdo Rapida (LSR) no Departamento de
Engenharia Mecéanica/CT da UFPB.
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4.3.4 Gravimetria

Os rendimentos das sinteses foram determinados por meio de
gravimetria classica. Para a sintese da prata metalica, mediu-se a massa do
precipitado formado. Sobre a solucdo sobrenadante, foi adicionado KCI
suficiente para precipitar todo Ag* residual na forma de AgCI que foi lavado
com agua destilada e seco em estufa durante 6 horas sob temperatura de

60 °C sendo, em seguida, efetuada a pesagem do precipitado.

4.3.5 Avaliacao da atividade Antimicrobiana

Os testes referentes a atividade antimicrobiana foram realizados no
laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (Centro

de Ciéncias da Saude) da Universidade Federal da Paraiba.

4.3.5.1 Produtos testados

Os produtos testados foram: Prata metalica obtida nos trés tempos de
sintese 5, 15 e 30 minutos, o 6xido de zinco, os solidos obtidos na sintese de
impregnacdo da prata sobre 6xido de zinco em trés tempos diferentes de
sintese, 5, 15 e 30 minutos e suas respectivas solu¢cées sobrenadantes. Os
mesmos produtos foram dispersos em TWEEN 80 (MERCK/Germany) e
dimetilsuféxido, numa proporcéao, respectivamente, de até 10 % e 1%, para nao
interferir sobre os microrganismos (ALLEGRINI et al., 1976).

As amostras da solugdo sobrenadante obtidas no processo de impregnacao
nos tempos de 5, 15 e 30 minutos foram testadas na sua forma “in natura” em
diluicoes seriadas na razdo de 1:2, partindo de 100uL até 1,6uL.

Para a solucdo sobrenadante obtida na sintese de 30 minutos, foi
também realizada a avaliacdo antimicrobiana, sem a presenca de ions Ag*
residuais, que foram retirados da solucao na forma de AgCI precipitado apés a
adicao de KCI.

48



4.3.5.2 Antimicrobianos sintéticos

Para o controle de atividade antimicrobiana, foram usados cloranfenicol

(50 pg/mL) para bactérias e nistatina (100 pl/mL) para as leveduras.

4.3.5.3 Micro-organismos

Nos ensaios microbioldgicos foram incluidas as espécies bacterianas:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC 10536) e Escherichia coli (ATCC 8733).
E as espécies fungicas: Candida albicans (ATCC 90028), Candida albicans
(LM-105), Candida krusei (ATCC 6538), Candida krusei (LM-12C), Candida
tropicalis (LM 14), Candida tropicalis (ATCC 13803).

As cepas foram adquiridas no Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo,
Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo e da Universidade Federal da Paraiba. As mesmas
bactérias foram mantidas em meios de cultura apropriados, conservadas a
4°C e a30°C.

A suspensdo dos micro-organismos foi preparada conforme a escala
McFarland, ajustada através de leitura espectrofotométrica (Leitz-Photometer
340-800), correspondendo, aproximadamente, a 10°® UFC/mL (NCCLS 2000;
HADACECK e GREEGER, 2000; CLEELAND e SQUIRES, 1991).

4.3.5.4 Meios de cultura
Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados,
respectivamente, em caldo Mueller-Hinton (Merck/USA) e caldo Sabouraud

dextrose — ASD (Difco Lab./USA/France) para bactérias e fungos. Os mesmos

foram preparados e usados conforme as instru¢des do fabricante.
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4.3.5.5 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados pelo método
de diluicao seriada em meio liquido, técnica de microdiluicdo (ELOFF, 1987;
CLEELAND; SQUIRES, 1991; BAWER et al., 1996; HADACECK; GREEGER,
2000; NCCLS, 2000).

A determinagéo da CIM dos compostos em estudo foi realizada através
da técnica de microdilui¢do, utilizando-se microplacas contendo 96 pogos com
fundo chato e tampa (DISPOPETRI/INTERLAB). Inicialmente, adicionou-se,
aos pocos, 100 uL de caldo nutriente (para bactérias) e caldo Sabouraud
(para leveduras) duplamente concentrados. Em seguida, foram inoculados
100pL da dispersao dos soélidos obtidos no processo de impregnacao e foram
feitas as diluicbes seriadas a razdo de um para dois, nas concentracoes de
1024 a 16 ug/mL. Em se tratando da solucdo sobrenadante obtida também no
processo de impregnacao, foram inoculados 100 uL, “in natura”, e realizadas
diluicdes seriadas de 1:2, partindo de 100 uL até 1,6 uL. Entao, nas primeiras e
sétimas filas de cavidades, os compostos se encontravam nas maiores
concentracdes e nas menores concentracbes. Posteriormente, 10 uL da
suspensao dos microrganismos foram inoculados em todas as cavidades da
placa. Em paralelo, foi feito controle do crescimento das espécies bacterianas e
de leveduras, como também com os antimicrobianos padrao: cloranfenicol (50
Hg/mL) para bactérias e nistatina (100 uL/mL) para leveduras. O sistema foi
incubado a 35°C/24-48 horas (VILJOEN et al., 2003; SAHIN et al., 2004).

Apbs o tempo de incubacédo adequado, foi feita a primeira leitura dos
resultados para determinacdo da CIM dos compostos frente aos dois grupos de
microrganismos ensaiados: a determinacdo da CIM dos compostos sobre os
microrganismos foi determinada através de observagéao visual, tomando como
base o fato de que o crescimento nos poc¢os da placa de microdiluigdo ocorreu
através da formacdo dos chamados botdes de crescimento - aglomerado de
células (ESPINEL INGROFF et al., 1991; ESPINEL INGROF et al., 1992).

Em seguida, foi utilizado o seguinte procedimento: adicionou-se 20uL
de solucdo do corante resauzurina a 0,01 % (INLAB), o qual é reconhecido
como um indicador colorimétrico de oxirreducao (MANN e MARKAN, 1998;
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BURT e REINDERS, 2003). Assim, quando ocorreu mudanca de coloragao do
corante (azul para vermelho), considerou-se como indicador de crescimento
microbiano; e se a cor permanecesse azul, significaria a auséncia de
crescimento microbiano. E foi considerada como CIM a menor concentracao do
composto capaz de inibir o crescimento da cepa ensaiada, verificado pela ndo

mudanca da coloragéo do corante indicador.

4.3.6 Analise da atividade toxica e citotoxica de nanoparticulas de prata
coloidal.

Utilizaram-se alevinos de Poecilia reticulata para o teste toxicolégico,
sendo estes aclimatados em laboratorio por um periodo de 48 horas e, em
seguida, usados nos testes. As concentracdes usadas foram as seguintes: 200;
100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 ppm. O preparo das solugdes para os testes foi
feito a partir de uma solucado de nanoparticulas de prata coloidal, sintetizadas
em 30 minutos. Por meio de uma diluicdo em agua destilada obteve-se, entao,
a concentracdo de 200 ppm. Para analisar o toxidade dos ions Ag® foi
preparada uma solugéao de 200 ppm de AgNOs.

O ensaio de citotoxicidade com Artemia salina foi baseado na
metodologia de FONTENELE com algumas adaptagdes (FONTENELE et
al.,1988). Numa cuba de vidro com capacidade para 1.000mL, foi adicionada
agua salina devidamente tratada e 50g de ovos de A. salina. O sistema foi
submetido a luz artificial e temperatura ambiente (29°C+1°C) até o periodo de
eclosdo das microlarvas, que se completou apés 48 horas do inicio do
experimento. As concentracoes utilizadas para o ensaio foram: 200, 100; 50;
25; 12,5; 6,25 e 3,125 ppm. Ambos os testes foram realizados em duplicata,
contendo dez animais em cada solucédo, com tempo de exposi¢cao de 24 horas,
usando também um grupo controle preparado nas mesmas condicdes, sem a
presenca das nanoparticulas de prata (teste em branco). Apdés 24h de

exposicao, foi realizada a verificacdo da mortalidade dos animais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Difracao de raios-X

As amostras de prata sintetizadas a 150 °C em diferentes intervalos de
tempo, 5, 15 e 30 minutos foram analisadas por difracéo de raios-X, sendo os
difratogramas apresentados na Figura 13.

(111)

—— Ag - 15 min

—— Ag - 5 min
Ag - 30 min

(200)
(220) (311)

(222)

"
=

Intensadade / u.a.

A

30 40 50 60 70 80 20
20 (graus)

Figura 13 — Difratogramas da prata em diferentes tempos de sintese.

Todos os difratogramas indicam a formacao de fase cristalina de prata
metdélica para todos os tempos indicados com caracteristicas de estrutura
cubica de face centrada de acordo com a ficha cristalografica JCPDS 87-0720
para a prata. Todos os picos de difracdo sdo bem definidos indicando a
formacdo da fase cristalina com elevada organizacdo a longo alcance. Esse
resultado indica que a prata pode ser obtida facilmente em uma Unica etapa

num baixo intervalo de tempo pelo método hidrotermal de micro-ondas.
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5.1.1 Largura a meia altura (FWHM), tamanho de cristalito e parametros de
rede.

Para se ter uma melhor discusséo dos resultados de DRX e observar e
avaliar os efeitos de organizacdo do material a longo alcance, foi calculado o
tamanho de cristalito, o parametro de rede e a largura a meia altura (FWHM)
dos picos de maior intensidade (plano (111)) dos difratogramas de raios-X,
mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — FWHM, tamanho de cristalito, para@metros de rede e volume da célula unitaria das
amostras de prata sintetizadas pelo método hidrotermal assistido por micro-ondas.

Amostras | FWHM DRX (114y | Tamanho Parametro | Volume da
de cristalito | de rede (A) | célula unitaria
(nm) (A%

Ag 5 min. 16,60 5,06 4.08 67,91

Ag 15 min. | 17,67 4,75 4.08 67,91

Ag 30 min. | 20,01 4,20 4.08 67,91

Padrao |- |- 4,07 67,78

Observa-se nos resultados obtidos que o tempo de sintese exerce uma
influéncia na organizacao dos cristais a longo alcance. O alargamento do pico
de difragdo no plano (111) em funcdo do aumento do tempo de exposicao a
hidrotermizacdo em micro-ondas pode ser relacionado a desorganizacao do
material a longo alcance influenciado pelo decréscimo do tamanho de cristalito
demonstrado nos valores obtidos.

A diminuicdo do tamanho do cristalito pode ter sido provocada pelo
processo de cristalizacdo e recristalizacdo das nanoparticulas de prata

formadas, influenciada pelas micro-ondas.

Em relagcdo aos parametros de rede a ao volume da célula unitaria, nao
ocorreu mudangas significativas quando comparadas aos valores teoricos

demostrando que o material apresenta-se altamente cristalino.
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Os difratogramas da prata impregnada sobre o 6xido de zinco Ag/ZnO
sintetizado em diferentes intervalos de tempo e do ZnO sdo mostrados na

Figura 14.
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- ——Ag/ZnO - 15min.] 2
] —— Ag/ZnO - Smin. :; s
1 # Zn0O é —
s ] Y——
c; - # # 3; 38.:6 (grau5)38.5 39.0
£ # T
= * * *# # #
=
2 J
3 E
< 1 N
—
] A y
. T ’ I ’ I v I v |
30 40 50 60 70 80

20/ graus
Figura 14 — Difratogramas do Ag/ZnO e do ZnO (# ZnO; * Ag)

Comparando com os dados das fichas cristalograficas para o Ag (87-
0720) e ZnO (89-1397), com o DRX da prata suportada sobre ZnO comercial
(Ag/Zn0O), observou-se a presenca dos picos mais proeminentes caracteristicos
de prata metalica (Ag®) em torno de 26 = 38,01 e 64,12 graus. Para o tempo
de processamento de 30 minutos, esses picos sdao mais intensos, devido a
presenca de uma maior quantidade de prata metdlica provocada pela maior
exposicdo a hidrotermizagdo em micro-ondas. Para as demais sinteses, o
menor tempo de processamento provocou, provavelmente, uma diminui¢cdo na
quantidade de prata formada acarretando uma diminuicdo na intensidade dos
seus picos caracteristicos. Todos os outros picos sdo caracteristicos da
estrutura hexagonal de ZnO.

Todavia, a efetiva impregnacao da prata metalica pode ser observada
também para o material obtido apdés processamento de 5, 15 e 30 minutos
conforme micrografias de MEV com EDS conforme mostra as Figuras 15a 17.
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5. 2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Espectroscopia de
energia dispersiva (EDS)

A micrografia da prata impregnada sobre o 6xido de zinco obtido em
diferentes tempos e 0 mapeamento e o espectro obtido por EDS estao
representados nas Figuras 15, 16 e 17.

‘_.6"( P v

Sum Spectrum

Figura 15 — Dados da prata suportada sobre ZnO em 5 min de sintese: a) imagem de MEV;
b) Mapeamento da Ag; c) Espectro de EDS.
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Figura 16 — Dados da prata suportada sobre ZnO em 15 min de sintese: a) imagem de MEV;
b) Mapeamento da Ag; c) Espectro de EDS.

56



:a')".'. Sl T L : Xw. ;'
4T ‘(.k’- AL S o
"3 Z5 v K2
i o ;é s -
. N
- o AT
< - =S, o
\\ St IR
“ 2 2
3 J; o .
20um o -
| 1
i 1

Eﬂpm

[R——
e

Figura 17 — Dados da prata suportada sobre ZnO em 30 min de sintese: a) imagem de MEV;
b) Mapeamento da Ag; c) Espectro de EDS.
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As micrografias 15.a, 16.a e 16.a demonstram que o material obtido
possui expressiva homogeneidade em sua superficie, ainda que nao tenha sido
possivel identificar nestas micrografias, as nanoparticulas de prata metalica
presentes sobre a superficie majoritaria do ZnO. Isto se da pelo fato das
particulas de prata apresentarem-se sob dimensodes estimadas de nado mais do
que poucas dezenas de nanOGmetros, invisiveis para esta magnitude de

ampliagao.

Uma anélise de mapeamento da prata por técnica de espectroscopia
de energia dispersiva (EDS) realizada, conforme observado nas Figuras 15.b,
16.b e 17.b respectivamente em relagcdo aos MEVs das figuras 15.a, 16.a e
17.a indicaram a presenca, em todas elas, de nanoparticulas de prata metalica
impregnadas e uniformemente distribuidas sobre toda superficie do ZnO. Além
disto, por aumento de densidade dos “pontos brancos”, que caracterizam a
prata metalica, observou-se que o aumento do tempo de processamento
promove o aumento da quantidade de prata metalica depositada/impregnada
sobre 0 ZnO comercial.

Os espectros de EDS das Figuras 15.c, 16.c e 17.c confirmam a
presengca da prata em torno de 2,6 keV. Todas as impregnacdes foram
realizadas pelo método hidrotermal de micro-ondas indicando que a referida
técnica de sintese/processamento é eficiente, mesmo a curtos periodos de
processamento em uma Unica etapa, para a impregnacdo de prata metélica
sobre éxido de zinco comercial. Estes resultados sinalizam que este método
pode prestar-se igualmente para a impregnacao sobre outros 6xidos gerando
uma gama de possibilidades para estudo e aplicagdo industrial.
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5. 3 Espectroscopia de absorcao na regiao do ultravioleta-visivel (UV-vis)

As curvas de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis)
possibilitaram a caracterizagcdo de nanoparticulas de prata coloidal (NPC). A
Figura 18 mostra as curvas de absorbancia do UV-vis para a solucédo
sobrenadante da sintese da prata em diferentes tempos de processamento.

—— Ag - 5 min
—— Ag - 15 min
Ag - 30 min

Absorbancia / u.a.
[ 5]
Il

B —

M ] M L] M L] M ] M L] M L] M L}
250 300 350 400 450 500 550 600

A/ nm

Figura 18 — Espectros de absorcédo do UV-VIS das amostras das solugbes sobrenadantes
diluidas na proporgéo 1:2.

A partir do espectro de absorcdo do UV-vis de uma solucao, € possivel
retirar informagdes importantes como por exemplo a prépria banda de absorcéo
Optica que é caracteristica dos plasmons superficiais das nanoparticulas de
prata. Coloides de nanoparticulas de prata podem apresentar coloragao
amarelada, que corresponde ao espectro de absorcdo de fétons com
comprimento de onda em torno de 400 nm, podendo variar dependendo da rota
de sintese usada e do tamanho das nanoparticulas existentes no meio
(ANDRADE, 2008).

A anadlise dos espectros de absorcdao do UV-vis (Figura 18) mostrou

curvas com perfis semelhantes com picos de comprimento de onda em torno
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de 340 nm caracterizando nanopatrticulas de prata em um sistema coloidal com
tamanho de particula, possivelmente, menor do que 5 nm (SOLOMON, 2007).

O valor maximo de absorbancia é um indicativo do numero de
nanoparticulas presentes na solucao coloidal. O aumento na absorbancia no
UV- vis em funcdo do tempo de sintese demostra um acréscimo gradativo da
concentragdo de nanoparticulas de prata na solugéo coloidal. Observa-se que
0 maior pico de absorcdo ocorre quando o tempo de sintese € de 30 minutos,
ou seja, um maior tempo de sintese possibilitou um maior numero de
nanoparticulas de prata formadas. E importante ressaltar que essas solugdes
coloidais foram diluidas na propor¢cdo de duas partes de agua destilada para
uma parte da solucao coloidal, portanto os picos de absorbancia das solucées
originais sdo cerca de duas vezes maiores do que observado na Figura 16. A
diferenca de tonalidade, das solu¢des, de amarelo dourado para um alaranjado
intenso, observada na Figura 19 é um indicativo que ocorreu uma pequena
mudanca na agregacado das particulas visto que nado ocorreram mudancas

significativas nos valores dos comprimentos de onda.

Figura 19 — Fotografia das solugdes sobrenadantes sintetizadas no RHM em diferentes tempos
de sintese (mim): a=5;b = 15; ¢ = 30.
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No processo de sintese/impregnagcao de nanoparticulas de prata sobre
0 Oxido de zinco foram obtidas, também, solu¢gdes sobrenadantes com as quais
realizaram-se caracterizacdes utilizando a espectroscopia UV- vis. As curvas
de absorbancia (Figura 20) das solucbes também seguem praticamente o
mesmo padrdao de comportamento observado na sintese da prata, ou seja,
picos de comprimento de onda em torno de 340 nm e acréscimo do valor da
absorbancia em funcao do tempo, onde o maior valor da banda de absorgao

ocorre quando o tempo de processamento € de 30 minutos.

3,5+ —— Ag-5min
1 ——Ag - 15 min
3,04 Ag - 30 min

2,5
2,0 -
1,5-

1,0 -
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| | | |
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Figura 20 - Espectros de absorcdo do UV-VIS das amostras das solucdes
sobrenadantes obtidas durante a sintese/impregnacado de nanoparticulas de prata sobre o

oxido de zinco em diferentes tempos de processamento.

Ja os valores de absorbancia obtidos nesse caso foram menores do
que os observados no processo de sintese de nanoparticulas de prata. Esse
comportamento pode ser justificado pela diminuicdo na concentragdo de
particulas de prata em escala nanométrica na solucao coloidal. Possivelmente,
a presenca de particulas de ZnO no meio favorece a ancoragem das particulas
de Ag® recém nucleadas, que, por descompensacdes de carga superficial,
preferem impregnar-se sobre o ZnO do meio para diminuicdo da sua energia
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superficial. Assim, as particulas de ZnO funcionam como retiradores de Ag® da
solucao coloidal.

Na Figura 21 observa-se também uma mudanga na tonalidade das
solugdes provocada possivelmente por uma leve mudanga na agregacao das
particulas, mas sem mudangas significativas no tamanho médio das particulas,
pois os valores do comprimento de onda nao sofreram grandes variagbes em

funcéo do tempo de processamento.

Figura 21 — Fotografia das solugdes sobrenadantes obtidas durante a sintese/impregnacéo de
nanoparticulas de prata no RHM em diferentes tempos de processamento (mim): a = 5; b = 15;
¢ = 30.

5.4 Gravimetria

No processo de sintese de nanoparticulas de prata obteve-se prata em
solucdo coloidal (pseudo solucao de cor amarela) e prata metdlica precipitada
na forma de pd cinza escuro ao término da sintese. O p6 de prata metalica
precipitada foi seco, cujas quantidades obtidas estdo na Tabela 5.

Tabela 5. Massas de prata metalica obtidas nos diferentes tempos de sintese.

Tempo de sintese (min) | Massa de prata metalica obtida (g)

5 0,1263
15 0,3064
30 0,3431
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Para os resultados obtidos na Tabela 5, observa-se que a quantidade
de produto obtido ou rendimento da sintese depende do tempo de
processamento. Para tempos maiores de sintese e consequentemente maiores
exposicoes a pressao, temperatura e micro-ondas, implicaram em maiores

quantidades de prata precipitada.

O rendimento de nanoparticulas de prata coloidal foi obtido
considerando a Equagéo 7 por meio de gravimetria indireta. Conhecendo-se a
quantidade de ions de prata de partida (AgNQO3), determinou-se a quantidade
de prata coloidal em solucdo e da prata metdlica precipitada. A prata metalica
precipitada foi recolhida, seca e pesada. Enquanto que a determinacdo da
prata coloidal se deu por meio de gravimetria indireta. Para tal, adicionou-se
KCl em excesso que precipitou a totalidade de ions Ag" na forma de AgCI
insolavel. O AgCl foi entdo seco e pesado para que se conhecesse a
quantidade de Ag* que restava em solugdo. O total de prata presente na
solucdo de partida menos a prata metalica Ag° precipitada e menos a prata na
forma de Ag" confere a quantidade de nanoparticulas de prata na forma
coloidal.

Equacao 7: Equacao Geral da obtencao de prata coloidal e precipitada

2Ag" + CsH5O73_ — Ago(co|oida|)+ Ago(ppt) + C5H4O52_+ CO, + H*

Tabela 6: Massa das nanoparticulas de prata coloidal nos diferentes tempos de sintese.

Tempo de sintese (min) Massa das NPC (g)

5 0,1240
15 0,1576
30 0,1725

Para os resultados obtidos na Tabela 6, observa-se que a quantidade
de prata coloidal obtida depende do tempo de processamento. Para tempos

maiores de sintese e consequentemente maiores exposicdes ao processo
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hidrotermal de micro-ondas, ocorreu maior formacdo gradativa de

nanoparticulas de prata na forma de solucao coloidal.

A partir dos dados obtidos, verifica-se que os resultados gravimétricos
corroboraram com os valores de absorbancia encontrados na Figura 16, ou
seja, ocorre 0 aumento gradativo da concentracdo das NPC em fungédo do
tempo de sintese quando expostas a pressdo, temperatura e emissao de
micro-ondas. De posse dos valores encontrados, calculou-se o rendimento (em

massa) da sintese para as duas fases formadas, bem como o rendimento total.

Tabela 7 Rendimento percentual (em massa) das fases obtidas na sintese em diferentes
tempos de processamento.

Tempo de | Rendimento percentual Rendimento Rendimento
sintese para a prata metalica percentual para as total (%).
(min) precipitada (%). NPC (%).
5 22,41 22,99 46,40
15 56,81 29,22 86,03
30 63,61 31,98 95,59

5.5 Testes biologicos

5.5.1 Ensaios de atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana das amostras contendo
nanoparticulas de prata coloidal obtidas em diferentes tempos de sintese
(NPC-5, NPC-15 e NPC-30) mostraram uma consideravel acao antimicrobiana,
Tabelas 7, 8 e 9. Verifica-se que as solugdes contendo NPC-5, NPC-15 e
NPC-30 provocaram inibicdo do crescimento das espécies bactérianas:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus Epidermidis (ATCC
12228), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC 10536) e Escherichia coli (ATCC 8733)

até a quarta dilui¢ao.
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Para as espécies fungicas, as NPC-5 e NPC-15 provocaram inibicao
de crescimento para as espécies Candida krusei (LM- 12C) e Candida krusei
(ATCC 6538) até a terceira diluicdo enquanto que nas demais NPC-5
provocaram inibicdo de crescimento até a primeira diluicio e as NPC-15
impediram o crescimento até a quarta diluicao (Tabelas 8 e 9).

A solucédo coloidal NPC-30 provocou a inibicdo de crescimento de
todos os organismos testados (Tabela 10) até a quarta diluicao.

Considerando que a acao antimicrobiana é produzida pelas
nanoparticulas de prata, estes resultados estdo em concordancia com o que foi
obtido na gravimetria. Ou seja, as solugdes que foram processadas por mais
tempo tiveram maior quantidade de NPC formada e por isso apresentaram

mais significativa atividade em relagdo as NPC obtidas em tempos inferiores.
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Tabela 8 - Resultados dos ensaios de atividade biolégica das solugdes contendo NPC-5 sobre

bactérias e leveduras do género candida.

Microrganismos Volumes (uL) Controle do Controle:
microrganismo | Clorafenicol/
Nistatina
100 | 50 25 | 12516,25| 3,12 | 1,6
Staphylococcus - - - - - + + + -
aureus
(ATCC 25923)
Staphylococcus. - - - - - + + + -
epidermidis
(ATCC 12228)
Pseudomonas - - - - - + + + +
aeruginosa.
(ATCC 25853)
Pseudomonas - - - - - + + + +
aeruginosa.
(ATCC 9027)
Escherichia coli. - - - - - + + + +
(ATCC 10536)
Escherichia coli. - - - - - + + + +
(ATCC 8733)
Candida krusei - - - - + + + + -
(LM- 12C)
Candida krusei - - - - + + + + -
(ATCC 6538)
Candida tropicalis - - + + + + + + +
(LM-14)
Candida tropicalis - - + + + + + + +
(ATCC 13803)
Candida albicans - - + + + + + + +
(LM-105)
Candida albicans - - + + + + + + +
(ATCC 90028)

(+): Crescimento do microrganismo

(-): Inibicdo do crescimento do microrganismo
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Tabela 9 - Resultados dos ensaios de atividade bioldgica das solugdes contendo NPC-15

sobre bactérias e leveduras do género candida.

Microrganismos

Volumes (uL)

100

50

2511251 6,25

3,12

1,6

Controle do
microrganismo

Controle:
Clorafenicol
/ Nistatina

Staphylococcus
aureus
(ATCC 25923)

Staphylococcus.
epidermidis
(ATCC 12228)

Pseudomonas
aeruginosa.
(ATCC 25853)

Pseudomonas
aeruginosa.
(ATCC 9027)

Escherichia coli.
(ATCC 10536)

Escherichia coli.
(ATCC 8733)

Candida krusei
(LM- 12C)

Candida krusei
(ATCC 6538)

Candida tropicalis
(LM-14)

Candida tropicalis
(ATCC 13803)

Candida albicans
(LM-105)

Candida albicans
(ATCC 90028)

(+): Crescimento do microrganismo

(-): Inibicao do crescimento do microrganismo
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Tabela 10 - Resultados dos ensaios de atividade bioldgica das solugdes contendo NPC-30

sobre bactérias e leveduras do género candida.

Microrganismos

Volumes (uL)

Controle do

microrganismo

Controle:

Clorafenicol/

Nistatina

100 | 50 25 | 125]6,25]|3,12| 1,6
Staphylococcus - - - - - + + + -
aureus
(ATCC 25923)
Staphylococcus - - - - - + + + -
epidermidis.
(ATCC 12228)
Pseudomonas - - - - - + + + +
aeruginosa.
(ATCC 25853)
Pseudomonas - - - - - + + + +
aeruginosa.
(ATCC 9027)
Escherichia coli. - - - - - + + + +
(ATCC 10536)
Escherichia coli. - - - - - + + + +
(ATCC 8733)
Candida krusei - - - - - + + + -
(LM- 12C)
Candida krusei - - - - - + + + -
(ATCC 6538)
Candida tropicalis - - - - - + + + +
(LM-14)
Candida tropicalis - - - - - + + + +
(ATCC 13803)
Candida albicans - - - - - + + + +
(LM-105)
Candida albicans - - - - - + + + +

(ATCC 90028)

(+): Crescimento do microrganismo

(-): Inibicao do crescimento do microrganismo
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Os resultados obtidos demostram que a concentracdo das
nanoparticulas de prata na solucdo coloidal exerceu uma fundamental
influéncia sob o0s micro-organismos, visto que as NPC-30 sdo as que
apresentam uma maior concentracdo de nanoparticulas de prata como
observado na andlise gravimétrica.

E amplamente conhecida a acdo antimicrobiana da prata idnica,
possuindo esta alguns inconvenientes. Dentre eles o fato de ser muito instavel
dada sua alta reatividade (forte agente oxidante). Sendo comum o
escurecimento da pele e de superficies que entram em contato com este
agente quimico.

Como parte dos ions de prata oriundos do AgNO3; permaneceram em
solucdo apos a sintese, logo acao antimicrobiana pode ser influenciada pela
presenca dos ions Ag" residuais. Nas Tabelas 11 e 12 sdo apresentados os
testes para um uma solugédo original de AgNO3 diluida na proporcéo de 1:1
com agua destilada e a solucdo de NPC-30 sem a presenca de ions Ag".

Os resultados encontrados na Tabela 11 demonstram a notavel
atividade antimicrobiana dos ions Ag*, entretanto os resultados da Tabela 12,
onde esta explicitada a atividade de nanoparticulas de prata coloidal livres de
Ag® residual demonstram que NPC-30 possui relevante atividade
antimicrobiana com o conveniente de ser mais estavel (mais duravel) e menos

reativa do que os ions de Ag".
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Tabela 11 Resultado dos ensaios de atividade biolégica da solugdo original de AgNO; diluida

inicialmente na proporgao 1:1 sobre bactérias e leveduras do género candida.

Microrganismos Volumes (uL) Controle do Controle:
microrganismo Clorafenicol/
Nistatina
100 | 50 | 25 | 125] 6,25 3,12| 1,6
Staphylococcus - - - - - - + + R
aureus
(ATCC 25923)
Staphylococcus - - - - - - + + _
epidermidis.
(ATCC 12228)
Pseudomonas - - - - - - + + +
aeruginosa.
(ATCC 25853)
Pseudomonas - - - - - - + + +
aeruginosa.
(ATCC 9027)
Escherichia coli. - - - - - - + + +
(ATCC 10536)
Escherichia coli. - - - - - + + + +
(ATCC 8733)
Candida krusei - - - - - + + + -
(LM- 12C)
Candida krusei - - - - - - + + R
(ATCC 6538)
Candida tropicalis - - - - + + + + +
(LM-14)
Candida tropicalis - - - - - + + + +
(ATCC 13803)
Candida albicans - - + + + + + + +
(LM-105)
Candida albicans - - - - + + + + +
(ATCC 90028)

(+): Crescimento do microrganismo

(-): Inibicdo do crescimento do microrganismo
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Tabela 12 Resultados dos ensaios de atividade biolégica das solugbes NPC-30 sem a

presencga de ions Ag* residuais sobre bactérias e leveduras do género candida.

Microrganismos Volumes (uL) Controle do Controle:
microrganismo Clorafenicol/
Nistatina
100 | 50 | 25 | 12,5]| 6,25 3,12 | 1,6
Staphylococcus - - - + + + + + -
aureus
(ATCC 25923)
Staphylococcus - - - + + + + + -
epidermidis.
(ATCC 12228)
Pseudomonas - - - - + + + + +
aeruginosa.
(ATCC 25853)
Pseudomonas - - - - + + + + +
aeruginosa.
(ATCC 9027)
Escherichia coli. - - + + + + + + +
(ATCC 10536)
Escherichia coli. - - - + + + + + +
(ATCC 8733)
Candida krusei - - - - - - + + -
(LM- 12C)
Candida krusei - - - - - - + + -
(ATCC 6538)
Candida tropicalis - + + + + + + + +
(LM-14)
Candida tropicalis - + + + + + + + +
(ATCC 13803)
Candida albicans - - - - - + + + +
(LM-105)
Candida albicans - - - - + + + + +
(ATCC 90028)

(+): Crescimento do microrganismo

(-): Inibicdo do crescimento do microrganismo
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Os resultados da atividade antimicrobiana da prata impregnada sobre o
oxido de zinco Ag/ZnO (Tabelas 13, 14 e 15) obtido em diferentes tempos de
sintese, sobre bactérias e leveduras do género Candida mostraram pouco ou
nenhum efeito, com excecdo da bactéria Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027) que foi sensivel aos materiais obtidos em 5 minutos e 15 minutos, com
CIM igual a 256 pg/mL. Para o Ag/ZnO obtido em 30 minutos de sintese,

verificou-se nenhum efeito antimicrobiano.

Os resultados das Tabelas 13 a 15 foram explicitadas a rigor,
entretanto pode ser concluido que a mesma metodologia de teste de atividade
antimicrobiana aplicada para as NPCs ndo se mostrou eficaz para avaliar a
atividade de soélidos insoluveis, como € o caso do Ag/ZnO.

Entretanto, apesar do Ag/ZnO ser insolluvel e ndo promover sua difusao
sobre 0 meio de cultura, pode-se observar inibicao de crescimento da bactéria
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) utilizando o Ag/ZnO sintetizado em 5 e

15 minutos.
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Tabela 13 Resultados dos ensaios de atividade biolégica do Ag/ZnO sintetizado em 5 minutos.

Microrganismos Concentracoes (ug/mL) Controle do Controle:
microrganismo | Clorafenicol
/ Nistatina
1024 | 512 | 256 | 128 | 64 | 32 16
Staphylococcus + + + + + + + + -
aureus
(ATCC 25923)
Staphylococcus. + + + + + + + + -
epidermidis
(ATCC 12228)
Pseudomonas + + + + + + + + +
aeruginosa.
(ATCC 25853)
Pseudomonas - - - + + + + + +
aeruginosa.
(ATCC 9027)
Escherichia coli. + + + + + + + + +
(ATCC 10536)
Escherichia coli. + + + + + + + + +
(ATCC 8733)
Candida krusei + + + + + + + + -
(LM- 12C)
Candida krusei + + + + + + + + -
(ATCC 6538)
Candida tropicalis + + + + + + + + +
(LM-14)
Candida tropicalis + + + + + + + + +
(ATCC 13803)
Candida albicans + + + + + + + + +
(LM-105)
Candida albicans + + + + + + + + +
(ATCC 90028)

(+): Crescimento do microrganismo

(-): Inibicao do crescimento do microrganismo

73



Tabela 14 Resultados dos ensaios de atividade biolégica Ag/ZnO sintetizado em 15 minutos.

Microrganismos Concentracoes (ug/mL) Controle do Controle:
microrganismo | Clorafenicol
/ Nistatina
1024 | 512 | 256 | 128 | 64 | 32 16
Staphylococcus + + + + + + + + -
aureus
(ATCC 25923)
Staphylococcus. + + + + + + + + -
epidermidis
(ATCC 12228)
Pseudomonas + + + + + + + + +
aeruginosa.
(ATCC 25853)
Pseudomonas - - - + + + + + +
aeruginosa.
(ATCC 9027)
Escherichia coli. + + + + + + + + +
(ATCC 10536)
Escherichia coli. + + + + + + + + +
(ATCC 8733)
Candida krusei + + + + + + + + -
(LM- 12C)
Candida krusei + + + + + + + + -
(ATCC 6538)
Candida tropicalis + + + + + + + + +
(LM-14)
Candida tropicalis + + + + + + + + +
(ATCC 13803)
Candida albicans + + + + + + + + +
(LM-105)
Candida albicans + + + + + + + + +
(ATCC 90028)

(+): Crescimento do microrganismo

(-): Inibicao do crescimento do microrganismo
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Tabela 15 Resultados dos ensaios de atividade bioldégica do Ag/ZnO sintetizado em 30

minutos.
Microrganismos Concentracoes (ug/mL) Controle do Controle:
microrganismo | Clorafenicol/
Nistatina
1024 | 512 | 256 | 128 | 64 | 32 | 16

Staphylococcus + + + + + + + + -
aureus
(ATCC 25923)
Staphylococcus. + + + + + + + + -
epidermidis
(ATCC 12228)
Pseudomonas + + + + + + + + +
aeruginosa.
(ATCC 25853)
Pseudomonas + + + + + + + + +
aeruginosa.
(ATCC 9027)
Escherichia coli. + + + + + + + + +
(ATCC 10536)
Escherichia coli. + + + + + + + + +
(ATCC 8733)
Candida krusei + + + + + + + + -
(LM- 12C)
Candida krusei + + + + + + + + -
(ATCC 6538)
Candida tropicalis + + + + + + + + +
(LM-14)
Candida tropicalis + + + + + + + + +
(ATCC 13803)
Candida albicans + + + + + + + + +
(LM-105)
Candida albicans + + + + + + + + +
(ATCC 90028)

(+): Crescimento do microrganismo

(-): Inibicao do crescimento do microrganismo
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Para uma melhor compreensado do comportamento dos sélidos frente
aos micro-organismos, também foram realizados testes antimicrobianos para a
prata metélica obtida em diferentes tempos de sintese, o 6xido de zinco (como
branco) e os sélidos obtidos no processo de impregnacdo nos diferentes
tempos de sintese, encontrados na Tabela 16.

Os resultados encontrados demostram que as particulas de prata
metdlica sintetizada em 30 minutos apresentaram uma notavel capacidade
antimicrobiana, para todos os micro-organismos testados. O seu relevante
desempenho, quando comparado as particulas de prata metélica sintetizada
em 5 e 15 minutos, pode ter sido influenciado pela diminuicao do cristalito, no
processo de cristalizagédo e recristalizacdo. A particula formada em um tempo
maior de sintese pode apresentar um numero expressivo de defeitos que
possivelmente pode gerar a atividade antimicrobiana.

Para o sélido obtido no processo de impregnacao da prata sobre o
oxido de zinco (Ag/Zn0O), sintetizado em 5 minutos, a atividade antimicrobiana
€ praticamente a mesma do ZnO puro. Como para esse tempo de sintese ha
uma menor quantidade de prata disponivel em relacdo aos demais tempos, a
acao antimicrobiana pode ter sido influenciada pelo préprio éxido de zinco.

Ja o produto (Ag/ZnO) obtido no tempo de sintese de 15 minutos,
apresenta uma acao antimicrobiana diferenciada em relacdo ao ZnO e seletiva
visto que a sua efetiva atividade ocorreu apenas nas espécies bacterianas.

No caso do Ag/ZnQO obtido no tempo de sintese de 30 minutos, ocorreu
uma diminuicdo da atividade antibacteriana, tanto em relacdo ao ZnO puro

como ao Ag/ZnO sintetizado em 15 minutos.
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Tabela 16. Resultados dos ensaios de atividade bioldgica dos sélidos obtidos nas sinteses e

para o ZnO.
Microrganismos Concentracao 2000 pg/mL Controle do Controle:
(Produtos) microrganismo | Clorafenicol
/ Nistatina
1 2 3 4 5 6 7
Staphylococcus + + - - - - + + -
aureus
(ATCC 25923)
Staphylococcus. + + - - - - + + -
epidermidis
(ATCC 12228)
Pseudomonas + + - + + - + + +
aeruginosa.
(ATCC 25853)
Pseudomonas + + - - - - + + +
aeruginosa.
(ATCC 9027)
Escherichia coli. + + - - - - + + +
(ATCC 10536)
Escherichia coli. + + - - + - + + +
(ATCC 8733)
Candida krusei + + - + + + + + N
(LM- 12C)
Candida krusei + + - + + + + + N
(ATCC 6538)
Candida tropicalis - - - - - + - + +
(LM-14)
Candida tropicalis + + - - - + - + +
(ATCC 13803)
Candida albicans - - - + + + + + +
(LM-105)
Candida albicans - + - + + + - + +
(ATCC 90028)
(+): Crescimento do microrganismo (-): Inibicdo do crescimento do microrganismo
1= Ag sintetizado em 5 min; 2 = Ag sintetizado em 15 min;
3 = Ag sintetizado em 30 min; 4 = Zn0O;
5 = Ag/Zn0O sintetizado em 5 min; 6 = Ag/Zn0O sintetizado em 15. min;

7= Ag/Zn0O sintetizado em 30min.;
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5.5.2 Ensaios de atividade citotoxica e toxica de nanoparticulas de prata
coloidal.

A solucado contendo nanoparticulas de prata coloidal ndo apresentou
citotoxidade em Artemia salina (Tabela 17). Em relacdo ao teste de
citotoxidade da solucdao de AgNOs, nao foi possivel verificar a atividade do Ag™,
pois 0 ensaio ocorreu em solucdo salina havendo portanto presenca de ions
cloreto o que possibilitou a precipitacao de AgCl.

Tabela 17 - Resultados dos testes citotoxicos das solugbes de nanoparticulas de prata coloidal

em Artemia salina, apds 24 horas.

Concentracao (ppm) Extrato por decocc¢ao - percentual de
mortalidade de Artemia Salina (%)

200

100

50

25

12,5

6,25

O O] O] O] O] ©o| ©

3,125

No teste toxicolégico, encontrado na Tabela 18, da solugdo de AgNOg,
observou-se a mortalidade de alevinos até a concentracdao 12,5 ppm, o0 que
demostra um consideravel efeito téxico, provocado pela presencga dos ions Ag*

em solucao.

Para o teste toxicol6gico da solucao de NPC, Tabela 19, observou-se a
mortalidade de alevinos até a concentragdo de 50 ppm. O que indica uma

menor toxidade das NPC em relacao aos ions de prata.
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Tabela 18 Resultados dos testes toxicoldgicos de uma solugéo contendo ions Ag™ em alevinos

de Poecilia reticulata, apds 24 horas.

Concentracao (ppm) Extrato por decoccao - percentual de
mortalidade de alevinos (%)

200 100

100 100
50 100
25 70

12,5 50

6,25 0

3,125 0

Tabela 19 Resultados dos testes toxicologicos das solugbes coloidais de nanoparticulas de

prata em alevinos de Poecilia reticulata, apds 24 horas.

Concentracao (ppm) Extrato por decoccao - percentual de
mortalidade de alevinos (%)

200 100

100 100
50 70
25 0

12,5 0

6,25 0

3,125 0

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que as solucbes de
NPC ndo possuem citotoxidade de acordo com os testes realizados com a
Artemia Salina, nas concentracdes de 200 a 3,125 ppm. Frente aos alevinos de
Poecilia reticulata observou-se que a DLsy foi maior do que 25 ppm. Sendo
assim, propde-se uma melhor investigacdo das propriedades téxicas do
composto em estudo.
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6 CONCLUSOES

O estudo do processo de sintese de nanoparticulas de prata pelo
método hidrotermal de micro-ondas, utilizando AgNO3; como sal precursor e
citrato de aménio como agente redutor, mostrou-se extremamente eficaz, pois
possibilitou a formagdo de nanoparticulas de prata coloidal com tamanhos
possivelmente menores do que 5 nm, e prata metalica na forma de precipitado,
via uma unica etapa de sintese sob diferentes tempos de processamento da

ordem de minutos, com rendimentos bastantes significativos.

O dominio do processo de obtencao de uma solucdo coloidal estavel
de nanoparticulas de prata coloidal remete para diversas aplicacdes

tecnolégicas em potencial.

Os resultados de atividade bioldgica obtidos remetem para corroborar
com o fato de que novos produtos a base de nanoparticulas de prata podem
ser desenvolvidos, de modo especial no campo da saude humana.

O tempo de sintese tanto no processo de obtencédo da prata como no
processo de impregnacao da prata sobre o 6xido de zinco exerceu influéncias
consideraveis, principalmente na quantidade de produto obtido e no
comportamento das particulas nos testes bioldgicos, visto que a prata metalica
sintetizada em 30 minutos apresentou notavel atividade antimicrobiana, na
concentracao testada. O sélido obtido no processo de impregnacao da prata
sobre o 6xido de zinco sintetizado em 15 minutos exerceu agdo antimicrobiana

seletiva para bactérias testadas.

As nanoparticulas de prata, na forma de solucdo coloidal,
apresentaram relevante atividade antimicrobiana com uma menor toxicidade

quando comparada a prata iénica.
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7 SUGESTAO E TRABALHOS FUTUROS

- Estudo da morfologia e tamanho das particulas de prata precipitada e
impregnada sobre o ZnO.

- Estudo da atividade antimicrobiana do Ag/ZnO sobre bactérias
presentes na flora bucal e que sdo causadoras de carie, ja que o 6xido de zinco

€ um classico material usado como curativo odontolégico.

- Estudo das propriedades mecéanicas da prata suportada Ag/ZnO
visando a estabelecer se este material pode apresentar-se com propriedades
superiores ao do ZnO puro em aplicacées odontolégicas.

- Estudo da influéncia quimica de agentes estabilizantes e/ou templates
como polietilenoglicol sobre o tamanho e sobre a morfologia das particulas.

- Estudo da influéncia da variacdo da concentracao dos componentes de
partida da reacao no produto final.
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