EMILIANE ANDRADE ARAUJO

CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E AGAO
ANTIMICROBIANA DE NANOPARTICULAS DE PRATA OBTIDAS
POR UMA NOVA SINTESE

VICOSA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagéo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, para obtencgéao do titulo
de Doctor Scientiae.

MINAS GERAIS — BRASIL

2010



Ficha catalogrifica preparada pela Secido de Catalogacio e
Classificacio da Biblioteca Central da UFVY

T

Aragjo, Emiliane Andrade, 1981-
A663¢ Caracterizagio fisico-quimica e agdo antimicrobiana de
2010 nanoparticulas de prata obtidas por uma nova sintese /

Emiliane Andrade AraGjo. — Vigosa, MG, 2010.
xit, 96f. : 1l (algumas col.) ; 29%cm.

Orientador: Nélo José de Andrade.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Tecnologia de alimentos. 2. Nanotecnologia. 3.
Bactérias. 4. Ago moxidavel. 5. Adesfo. 6. Termodinimica.

I. Universidade Federal de Vigosa. I Titulo.

CDD 22.ed. 664




EMILIANE ANDRADE ARAUJO

CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E ACAO
ANTIMICROBIANA DE NANOPARTICULAS DE PRATA OBTIDAS
POR UMA NOVA SINTESE

APROVADA: 14 de julho de 2010.

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagéo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, para obtencéo do titulo
de Doctor Scientiae.

o N
7 Aorgud - /48
Pro@rique/ﬂﬂendes da Silva  Prof. Anténio‘Férnandes de Carvalho
(Coorientador) (Coorientador)
A 1) (1A .
GOV (L Mi,!‘d\@b\
ProffAnaCtfiiissa dos Santos Pires Prof. Maurilio Lopes Martins

il Gt Quucdagtd_

Prof. Né{io José de Andrade
(Orientador)



A minha mae, Mires, por todo seu exemplo
de amor, carinho e de perseveranga, que,
desde cedo, foi me ensinado.

Dedico a ela este trabalho, fruto de muito
estudo e muita determinag&o.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela presenga constante em minha vida.

A Universidade Federal de Vigosa, por meio do Departamento de
Tecnologia de Alimentos, pela oportunidade de realizagdo do Programa.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), pela concessao da bolsa de estudo.

Ao professor Nélio José de Andrade, pela orientagdo, pelas grandes
oportunidades, pela confianga e amizade.

Ao professor Luis Henrique Mendes da Silva, pela orientacdo, pela
dedicacéo, pela confianca, amizade e paciéncia.

Ao professor Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira, pelo
aconselhamento, atencao e amizade.

Ao professor Anténio Fernandes de Carvalho, pela amizade.

Ao professor Sukarno, pela grande ajuda.

Aos professores Maurilio Lopes Martins e Ana Clarissa dos Santos
Pires, por participarem da minha banca.

A minha maravilhosa mae, simplesmente por existir!

Ao meu querido pai, pelo apoio e carinho.

As minhas irmas Viviane e Liliane, pela amizade e pelo carinho.

Ao meu namorado Alexandre, pelo amor, estimulo e companheirismo.



Aos meus tios, especialmente a Silvania, Janaina, Halliday e Dirlene, vo
Lili e aos primos, por sempre acreditarem em mim.

Aos amigos, Mirtes e Luis Henrique, pelo amor e pela grande amizade.

A toda equipe do Laboratério de Higiene e Microbiologia de Alimentos,
pela amizade.

Ao Juninho e Joao, eficientes estagiarios e pessoas adoraveis.

A Ana Clarissa, pela importante amizade.

A Patricia Bernardes, pela amizade e convivéncia agradavel.

Aos meus amigos especiais, Eva, Marali, Patricia Erica, Marcia, Geany,
Isadora, Andréa, pela torcida e pelo carinho.

Aos meus colegas de Pds-Graduacgao, pela boa convivéncia.

Aos funcionarios do DTA, pela contribuicdo em varios momentos.

A todos, que de alguma forma, contribuiram para o sucesso deste
trabalho.



BIOGRAFIA

EMILIANE ANDRADE ARAUJO, filha de Adimar Fonseca de Aratijo e de
Mires Geralda Andrade Araujo, nasceu em lpatinga, Minas Gerais, em 17 de
setembro de 1981.

Em margco de 2001, iniciou o curso de Ciéncia e Tecnologia de
Laticinios, na Universidade Federal de Vigosa, graduando-se em janeiro de
2005.

Em margo do mesmo ano, iniciou o mestrado no Programa de Pés-
Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos na Universidade Federal de
Vigosa, concluindo-o em fevereiro de 2007.

Em margo de 2007, iniciou o doutorado no Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, na mesma instituicdo, concluindo-o em
julho de 2010.



SUMARIO

RESUMO ... e
ABSTRACT .o
1. INTRODUGAO GERAL .......ccuiiiiiiiieiiieieieeiete et
2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccoovoiiieieieeieeieeeee e
CAPITULO T oottt

MECANISMO DE FORMACAO E CARACTERIZAGAO DE NANOPAR-
TICULAS DE PRATA Lot

RESUMO .......ooommmmninneeeeeeeeeeessssssessssssssssssssssss s ssssssssssssseesssessnnn
1 INTRODUGAO .....ooeeeeeeeesssseessssssssss s
2. MATERIAL E METODOS......cccouurummmmmmmnnnneeeereesesssssssessessssssssnmanassssses

2.1. Preparo das nanoparticulas de prata...........coeeeveeeiiiiiiiieneeeeeeees

2.1.1. Sintese das nanoparticulas de prata............ccccciiiiiiiinn,
2.1.2. Concentragao das nanoparticulas de prata..........c...ccccoevunnn....
2.1.3. Sintese das nanoparticulas de prata na presenca de cloreto
(o [=K =0T Lo J PSSR
2.1.4. Obtencgao das nanoparticulas de prata pelo método Turkevich..
2.1.5. Nanoparticulas de prata sintéticas ...........ccccceeeeevevieieeiiineeees
2.2. Quantificagdo das nanoparticulas de prata por espectrometria
de absorgao atOmiCa ........uuuiieee e

vi



2.3. Caracterizacao das nanoparticulas de prata por espectroscopia
de infravermelno...........ooouiiiiii
2.4. Determinacgao do diametro hidrodinamico das nanoparticulas de
prata por espalhamento dindmico de luz...............ccccoooeeieeennn.
2.5. Confirmagao da presenga de prata metalica por difracdo de

2.6. Determinacdo do diametro das nanoparticulas de prata por

microscopia eletronica de transmissao (MET)............cccccuuiiinnnnnnes
2.7. Espectroscopia de fluorescéncia de nanoparticulas de prata........
2.8. Determinacao da condutividade elétrica .............cooovvieeieiinieeenn,
2.9. Determinacdo da tensao interfacial...............cccooeeeeiiiiiiiiiiiiiceee,

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ceiieviiiieieieieeisiee et

3.1. Producgao de nanoparticulas de prata .............coeeeeeeiivieeeeiiiieeeen,
3.2. Espectroscopia de Infravermelno............coooiiiiiiiiiiie
3.3. Espalnamento de lUz.............eeiiniiiii e,
3.4. Difrag8o de RaiOS-X ......coii i
3.5. Microscopia eletrénica de transmissao (MET) ........cccccceeeeeeeeenen.
3.6. Espectroscopia de fluorescéncia.............ccceeeeeiiiiiiieeiiiie e
3.7. Condutividade elétrica...........ccccoiiiiiiiiiiiicc e
3.8. Tensdo interfacial .............coooeiiiiii i
3.9. Mecanismo proposto de formacao de nanoparticulas...................

4. CONCLUSAO .........cccvrrrreen e
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........oooovrvriririnririnressnssssssesses

CAPITULO 2 ...t
EFEITO ANTIMICROBIANO DE NANOPARTICULAS DE PRATA .........

RESUMO .......ooommimneneneeeeeeeeeeessssseesssssssssssssssssss s sssssssssssseeesssessnnn
1 INTRODUGAO .....ooeeeeesesssseessssssssss s
2. MATERIAL E METODOS......cccouurummmmmmnnnneeeereeeesssssssesesssssssssmsanassssses

2.1. Preparo das nanoparticulas de prata..........ccccoeeeveieiiiiiiiien e

2.1.1. Sintese das nanoparticulas de prata............ccccccvviiiiiiiiennn,
2.1.2. Concentragao das nanoparticulas de prata..........c....cccoeuuen.....
2.1.3. Sintese das nanoparticulas de prata na presenca de cloreto

(o L= =To To [0 TSSO
2.1.4. Obtencgao das nanoparticulas de prata pelo método Turkevich..
2.1.5. Nanoparticulas de prata sintéticas...........ccccceeeeeveiieeeeiinieeeens
2.1.6. Caracteristicas das nanoparticulas de prata............ccc.ccooeee.

2.2. Determinagao do efeito antimicrobiano pelo teste do halo............

2.3. Imersao de superficies de aco inoxidavel com bactérias aderidas
em dispersdes contendo nanoparticulas de prata.........................

Vi



Pagina

2.4. Remocgao de células vegetativas de B. cereus aderidas a

cilindros de ago INOXIAAVE! ........ccoeeeiiiiiiicceee e 53
2.5. Analise estatistica dos resultados ..............coiiiiiiiiiiiiiiiiii 56
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ccveoeeeeeeceeeeeeeee e 57
4. CONCLQSAO ..................... s 67
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 68
07\ 41 WU 1@ 1< RO 71
ASPECTOS COLOIDAIS DA ADESAO DE MICRO-ORGANISMOS:
ESTRATEGIAS DE INIBICAO DO PROCESSO DE ADESAO................ 71
1 U] 1Y [ 71
1. INTRODUQAO..' ................................................................................... 73
2. MATERIAL E METODOS.......oeieieiiieeiiiiiiieeeieseneseennnennnnnes 79
2.1. Condicionamento das SUPEerfiCies .........cuuuuiiiieeeiiiiiiiiiiiieee e 79
2.2. Micro-organismos utilizados e condi¢des de cultivo...................... 80
2.3. Determinagéo do angulo de contato ..............eeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineee, 80
2.3.1. Medida do &ngulo de contato para superficies........................ 80
2.3.2. Medida do angulo de contato para micro-organismos............. 80
2.3.3. Determinagéo do angulo de contato..............ccccccuuiiiniiiiinnnnnnns 81
2.4. Analise estatistica dos resultados ...............eeuveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 83
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ocovceeeeeeeeceee e, 85
4. CONCLUSAQO .........ccoovnnn, s 92
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cooiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 93
3. CONCLUSAQ GERAL ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 96

viii



RESUMO

ARAUJO, Emiliane Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2010. Caracterizacao fisico-quimica e agao antimicrobiana de nanopar-
ticulas de prata obtidas por uma nova sintese. Orientador: Nélio José de
Andrade. Coorientadores: Luis Henrique Mendes da Silva, Alvaro Vianna
Novaes de Carvalho Teixeira e Anténio Fernandes de Carvalho.

A sintese de nanoparticulas de prata tem atraido interesse em virtude de
novas e diferentes caracteristicas fisicas e quimicas que possuem quando
comparadas com as que compdem a fase macroscoépica. Estas caracteristicas
permitem aplicagbes atrativas em varios campos, inclusive na area de
alimentos. O trabalho teve como objetivos: 1) caracterizar as nanoparticulas de
prata obtidas segundo metodologia proposta por Fernandes (2010) utilizando
as técnicas de espectroscopia de infravermelho, espalhamento dindmico de
luz, microscopia eletrbnica de transmissao, difracdo de raios-X, bem como
quantificar as nanoparticulas formadas por meio de emissao atémica; 2) avaliar
o efeito antimicrobiano de nanoparticulas de prata obtidas por diferentes
metodologias sobre as espécies Staphylococcus aureus, Listeria innocua,
Salmonella Choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Bacillus
cereus, bem como avaliar a capacidade destas nanoparticulas em removerem
células vegetativas aderidas em superficies de aco inoxidavel; e 3) avaliar a
capacidade das nanoparticulas de prata em alterar as caracteristicas

termodinamicas de superficie de ago inoxidavel a fim de reduzir o processo de



adesao e formagcao de biofilmes. Medidas de microscopia eletrbnica de
transmissao, infravermelho, difracdo de raios-X e espalhamento dindmico de
luz confirmaram a presenca de nanoparticulas de prata na dispersao
sintetizada, sendo que o diametro médio variou de 2,8 a 4,4 nm. Observou-se
que este processo de formacado das nanoparticulas caracteriza-se por uma
reacdo de auto-oxirredugao da sulfadiazina de prata catalisada por micelas de
brometo de dodeciltrimetilaménio (Dotab), uma vez que por meio da analise de
emissao atbmica verificou-se que com aumento no numero de micelas houve
incremento na concentracdo de nanoparticulas na dispersao. As nanoparticulas
de prata testadas apresentaram eficiente acao antimicrobiana para as bactérias
avaliadas. As nanoparticulas concentradas (60 mg/L) foram eficientes na
remocgao de células aderidas de Pseudomonas aeruginosa em cupons de ago
inoxidavel (10 mm x 10 mm) alcangando cinco redug¢des decimais apds contato
com o antimicrobiano por imersdo durante 30 minutos. As nanoparticulas
concentradas também foram eficientes na remocédo de células aderidas de
Bacillus cereus em cilindros de aco inoxidavel (area interna de 336,5 cm?). Por
fim, a termodindmica de adesao tornou-se desfavoravel apds a superficie de
aco inoxidavel ter sido condicionada com nanoparticulas de prata para as
bactérias testadas neste trabalho. Portanto, as nanoparticulas de prata obtidas
por esta metodologia nova e simples apresentam ser uma estratégia
interessante na industria de alimentos para controle de adesao e consequente

formacgao de biofilmes.



ABSTRACT

ARAUJO, Emiliane Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2010. Characterization and application of silver nanoparticles obtained
by a new method. Adviser: Nélio José de Andrade. Co-advisers: Luis
Henrique Mendes da Silva, Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira and
Antdénio Fernandes de Carvalho.

The synthesis of silver nanoparticles has attracted interest due to new
and different physical and chemical characteristics they possess and these
attractive features enable applications in various fields. The present study
aimed to: 1) characterize the silver nanoparticles obtained by Fernandes (2010)
method, using techniques of infrared spectroscopy, dynamic light scattering,
transmission electron microscopy, X-ray diffraction and atomic emission to
quantify the nanoparticles synthesized Il) evaluate the antimicrobial effect of
silver nanoparticles obtained by different methodologies on Staphylococcus
aureus, Listeria innocua, Salmonella Choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli and Bacillus cereus bacteria as well as evaluating the ability of
these nanoparticles to remove vegetative cells adhered on stainless steel
surfaces; lll) evaluate the capacity of silver nanoparticles to modify the
thermodynamic characteristics of stainless steel surface to reduce the process
of adhesion and biofilm formation. Measures of transmission electron
microscopy, infrared, x-ray diffraction and dynamic light scattering confirmed the

presence of silver nanoparticles synthesized in the dispersion and they had an
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average diameter ranging from 2.8 to 4.4 nm. It was observed that this process
of formation of nanoparticles is characterized in an auto redox reaction of silver
sulfadiazine catalysed by micelles of the dodecyltrimethylammonium bromide.
The analysis of atomic emission confirmed the micelar catalyse, once with
increasing number of micelles of there was an increase in the concentration of
nanoparticles in dispersion. The silver nanoparticles evaluated showed good
antimicrobial activity for Gram-positive and Gram-negative bacteria
tested. Concentrated nanoparticles were efficient in removing adhered cells of
Pseudomonas aeruginosa on stainless steel coupons (10 mm x 10 mm) reaching
five decimal reductions after contact with the antimicrobial agent by immersion
for 30 minutes. Concentrated nanoparticles (60 mg/L) were also efficient in
removing adhered cells of Bacillus cereus on stainless steel cylinders
(336,5 cm?). Finally, the thermodynamics of adhesion became unfavorable after
the stainless steel surface was conditioned with silver nanoparticles to the
bacteria tested here. Therefore, the silver nanoparticles obtained by this new
and simple methodology have to be an interesting strategy in the food industry

to control the adhesion and subsequent biofilm formation.
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1. INTRODUGAO GERAL

A sintese de nanoparticulas tem atraido a atencdo dos pesquisadores
em virtude de diferentes caracteristicas fisicas e quimicas que possuem como
a alta relagdo superficie/volume, que ndo sdo encontradas em materiais
convencionais e que permitem aplicagdes atrativas em varios campos como
medicina, biotecnologia, catalise, 6ptica e industria de alimentos (GUZMAN et
al., 2009).

Existem varios métodos de sintese conhecidos para a obtencdo de
materiais em escala nanométrica, sendo os mais empregados os meétodos
quimicos que sao baseados em reacdes realizadas em solugdo que levam a
formacéo de coldides onde as nanoparticulas ficam dispersas em um solvente
(OLIVEIRA, 2005). As nanoparticulas de metais sintetizadas por via aquosa
sao as mais estudadas, destacando-se dentre elas as nanoparticulas de prata.

As nanoparticulas de prata destacam-se como bons agentes antimicro-
bianas por apresentar amplo espectro de agao contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, fungos filamentosos, leveduras e virus. Em relacédo a
toxicidade para as células animais, a prata € o metal que apresenta a menor
toxicidade (NETO et al., 2008). Atualmente, a prata voltou a despertar interesse
na comunidade cientifica em funcdo da necessidade de desenvolvimento de
sinteses de novos antimicrobianos em virtude do aumento no numero de

bactérias resistentes a antibiéticos.



O mecanismo de acao antimicrobiana proposto para as nanoparticulas
de prata refere-se a interagdo com grupos que contém os elementos enxofre e
fésforo que sdo encontrados tanto nas membranas celulares como no
citoplasma das bactérias. Sua interacdo ocorre com a membrana celular
causando danos no processo de respiracao celular e, no interior das mesmas,
interagem com o DNA impedindo a divisdo celular (MORONES et al., 2005).
Deste modo, em virtude da acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata,
estas se tornam uma estratégia em potencial para inibir a adesao microbiana
em superficies de ago inoxidavel que sdo comumente utilizadas nas industrias
de alimentos prevenindo assim a formacgao de biofilmes.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivos: 1) caracterizar
as nanoparticulas de prata obtidas segundo metodologia proposta por
Fernandes (2010), por meio das técnicas de espectroscopia de infravermelho,
espalhamento dindmico de luz, microscopia eletrénica de transmissao, difracéo
de raios-X, bem como quantificar as nanoparticulas formadas por meio de
emissao atdbmica; 2) avaliar o efeito antimicrobiano de nanoparticulas de prata
obtidas por diferentes metodologias sobre as espécies Staphylococcus aureus,
Listeria innocua, Salmonella Choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Bacillus cereus, bem como avaliar a capacidade destas
nanoparticulas em removerem células vegetativas aderidas em superficies de
aco inoxidavel; e 3) avaliar a capacidade das nanoparticulas de prata em
alterar as caracteristicas termodindmicas de superficie de ago inoxidavel a fim

de reduzir o processo de adesao e formacéo de biofilmes.
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CAPITULO 1

MECANISMO DE FORMAQAO E CARACTERIZAGAO DE
NANOPARTICULAS DE PRATA

RESUMO

Novos métodos de producédo de nanoparticulas tém surgido, sendo os
principais baseados na redugdo quimica de sais de prata usando agentes
redutores em solugédo aquosa. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo
caracterizar as nanoparticulas de prata obtidas segundo nova metodologia
proposta por Fernandes (2010) utilizando as técnicas de espectroscopia de
infravermelho, espalhamento dinamico de luz, microscopia eletrbnica de
transmissao, difracdo de raios-X bem como quantificar as nanoparticulas
formadas por meio de absorcdo atOomica. Misturas de solugcbes contendo
dodeciltrimetilamdnio (Dotab) na concentracdo de duas vezes a concentragao
micelar critica e sulfadiazina de prata na concentragao de 0,028 M produziram
nanoparticulas de prata e o processo de formagao representa uma auto-
oxirreducao catalisada por micelas, uma vez que houve aumento na concentra-
¢ao de nanoparticulas de prata na dispersdo quando ocorreu aumento no
numero de micelas de Dotab na reagdo. As técnicas de espectroscopia de
infravermelho, microscopia eletrénica de transmissao, difracdo de raios-X e
espalhamento dindmico de luz confirmaram a presenca de nanoparticulas de
prata na dispersao sintetizada pela nova metodologia. O didmetro médio das
nanoparticulas sintetizadas variou de 2,8 a 4,4 nm, o que proporciona grande

area interfacial, propriedade importante para nanoparticulas.



1. INTRODUCAO

Nanociéncia e nanotecnologia sdo as ciéncias que manipulam a matéria
na escala entre 0,1 e 100 nm, utilizando-se de principios da fisica, quimica e da
biotecnologia, com o intuito de sintetizar novos materiais que possuam novas
propriedades; modificar e manipular superficies, e elaborar microestruturas em
duas ou mesmo trés dimensdes, visando uma determinada aplicacédo (DAY,
1996; OLIVEIRA, 2005). O tamanho de nanoparticulas entre 0,1 e 100 nm ndo
€ 0 unico critério para caracteriza-las, devem-se considerar suas propriedades
fisico-quimicas que sao diferentes da matéria em escala macromolecular.

Nanoparticulas de prata apresentam como propriedade caracteristica
grande area superficial. Com a alta relagédo superficie/volume dos materiais em
escala nanométrica de tamanho, tem-se que o niumero de atomos presentes na
superficie do cristal € comparavel ao numero dos que estéo localizados no seu
interior, o que faz com que propriedades fisicas e quimicas, que s&o convencio-
nalmente controladas pelo bulk, tornem-se dominadas pela interface, mudando
as propriedades do nanomaterial (OLIVEIRA, 2005).

Existem varios métodos de sintese conhecidos para a obtencdo de
materiais em escala nanométrica, sendo os métodos quimicos os mais
utilizados, e sdo baseados em reacdes realizadas em solugdo, levando a
formagao de coldides, em que as nanoparticulas (NPs) ficam dispersas em um
solvente adequado (MURRAY, 2000).



Nos ultimos anos, novos métodos de produgao de nanoparticulas de
prata tém surgido. Os principais baseiam-se na reducdo quimica de sais de
prata usando agentes redutores em solugdo aquosa. As nanoparticulas de
prata tém sido produzidas também utilizando métodos eletroquimicos, decom-
posicao térmica, ablacdo a laser e irradiagdo por microondas, processos de
micelas reversas, dentre outros (JIAN et al., 2004; YIN et al., 2004; JIAN et al.,
2005; KIM et al., 2005; STAROWICZ et al., 2006; DALLAS et al., 2007;
MURUGADOSS et al., 2008; MONTEIRO et al., 2009).

Petica et al. (2008) produziram uma solugao de prata coloidal testando
diferentes misturas contendo o polimero PVP (poli (N-vinilpirrolidona)) e um dos
seguintes surfactantes ionicos: sulfonato de naftaleno de sodio (Na-NS), lauril
sulfato de sédio (Na-LS) e dodecilbenzeno sulfonato de sodio (SDBS). Os
autores objetivaram avaliar o efeito destas misturas sobre a concentragao de
prata produzida. A solugdo de prata coloidal foi produzida pelo método
eletroquimico. Segundo os autores, a presengca do PVP exibiu excelentes
propriedades de molhagem e facilitou a formagao de nanoparticulas, especial-
mente quando a massa molar foi de 10.000 Da. Além disso, o coestabilizador
(surfactante) adicionado mostrou efeito inibidor na possivel aglomeragao,
assegurando estabilidade estérica e como resultado aumento no teor de prata
na solugéo. A solugao possuia coloragao variando de amarelo a laranja escuro.
O tamanho das nanoparticulas formadas foi entre 10 e 30 nm. A estabilidade
da solugao coloidal foi determinada pela medida do potencial Zeta que indica
se a particula de um liquido tende a associar e/ou sedimentar. O valor do
potencial Zeta variou de -18 a -35 mV.

Starowicz et al. (2006) descreveram um simples e novo método para
producao de nanoparticulas de prata e investigaram a polarizagao de prata em

etanol contendo anions nitrato. A presenga dos ions no3z2 melhorou a conduti-

vidade elétrica da solugdo. As nanoparticulas foram formadas por polarizagao
de prata em solugédo de etanol. Segundo os autores, ocorreu a oxidagéo de
prata e dissolugdo na presencga de etanol. Em seguida, Ag>O é reduzido com
aldeido obtido da oxidagao de etanol e as nanoparticulas sdo formadas. O

meétodo desenvolvido € simples, ndo requer instrumentos caros e ndo necessita



de surfactantes e nem de agentes redutores adicionais. Os autores propuseram

as reagdes que ocorrem em todo o processo de acordo com a reagao.

Ag + C,Hs0H — Ag (CszOH)+ +e. (1)
Ag + CoHsOH — C,HsOAg + H' + e. 2)

Os ions de prata Ag® podem ser solvatados por particulas de solvente
organico, por isso pode ocorrer a formagdo do cation pseudomolecular Ag
(CoHsOH)" Reagbes do alcool com metais também é possivel conduzindo a
fomacdo de alcooxidos (C2HsOAg). Os céations Ag (CoHsOH) e as particulas
C2H50Ag séo dissolvidas.

202H5OAg — AgzO + CoH50CoHs. (3)

No préximo passo, Ag.O pode ser reduzido em uma reagdo com

aldeido, participando da formacgao das nanoparticulas.
Oxidagao do alcool: CH3CH,OH — CH3CHO + 2H" + 2 e. (4)
CH3 CHO + Ag,O — 2 Ag + CH3COOH. (5)

Ao mesmo tempo, os ions pseudomoleculares (Ag (C:HsOH)") sé@o

reduzidos de acordo com a reagéao:
Ag (C2H5OH)+ + e > Ag + CyH50H. (6)

Compdsitos representam uma classe de materiais em que duas ou mais
substancias combinadas passam a exibir propriedades uUnicas, que nao sao
possiveis de serem obtidas a partir de seus componentes individuais. Quando
pelo menos uma das fases constituintes do compdsito possui dimensdes em
escala nanométrica, este passa a ser denominado nanocompadsito. Dallas et al.
(2007) estudaram a polimerizagéo interfacial de pirrole e a sintese de nano-
compositos com nanoparticulas de prata finamente dispersas. Um importante
aspecto do procedimento de polimerizagao interfacial € a capacidade da adicéao
de diferentes moléculas de surfactantes carregadas positivamente ou

negativamente na fase organica. Como resultado a morfologia e caracteristicas



estruturais do polimero podem ser facilmente controlado de acordo com as
condicbes de reacdao. Os nanocompositos de prata/pirrole foram obtidos
utilizando solugdo de AgNO3 (0,75 mmol) como oxidante adicionada em pirrole
(7 mmol) em clorofébrmio. A polimerizacdo procedeu-se na interface
agualcloroférmio utilizando Fe** (Fe(NO3).9H,0) como oxidante em que a fase
organica também continha o surfactante brometo de dodeciltrimetilaménio —
DTAB, ou dodecilsulfato de sédio — SDS. Portanto, a formacéo de nanoparti-
culas de prata resultou da acg&o oxidativa de cations Ag® na polimeri-zagéo

ocorrida. Os ions No§2 do AgNOs3 sao incorporados no esqueleto do poli(pirrole)

que agem como contra-ions. O aprisionamento de nanoparticulas de prata na
matriz pirrole € uma forte indicacdo de que a reagao ocorre quase exclusiva-
mente na interface.

Um dos grandes desafios na sintese de nanoparticulas consiste em
manté-las estaveis quanto ao tamanho, evitando a aglomeragdo. Como
resultado de sua grande area superficial, nanoparticulas coloidais sdo termodi-

namicamente instaveis, o que pode ser observado pela equagao abaixo:

dG =ydo (7)

em que y € a tenséao superficial e do é a variagdo na area superficial (ATKINS,

1994; OLIVEIRA, 2005).

Segundo Oliveira (2005), um mecanismo basico de estabilizacdo de
dispersbes coloidais, de modo a evitar a aglomeragdo das particulas, é a
presenca de uma camada passivadora. As particulas sdo neutras e sua
aproximacéao é limitada por esta camada protetora de outro material, cuja agéo
baseia-se no aproveitamento do impedimento estérico, o que evita o contato
das mesmas. No caso de NPs metalicas, varios sdo os compostos possiveis de
serem utilizados como passivantes, como por exemplo, polimeros, surfactan-
tes, moléculas contendo grupos terminais -SH, -CN, -P(CsHs)2, -NH>, dentre
outros.

A estabilizacdo é explicada por adsorgdo de polimeros e, ou,
surfactantes dentro de superficies das particulas coloidais. Quando ocorre

presenca de polimeros na sintese de nanoparticulas, as particulas Ag° sao



cobertas pela cadeia polimérica e o aumento da particula é estericamente
impedido pela camada adsorvida na superficie. E claramente visto que a
formacédo e o aumento da particula sdo desacelerados pela adicdo de polime-
ros, devido o efeito inibitorio estérico das cadeias poliméricas que dificulta a
nucleagao e a taxa de aumento.

Estudos prévios indicam que a estabilidade coloidal, tamanho da
particula, morfologia e propriedades da superficie dependem fortemente do
método especifico de sintese e das condicbes experimentais aplicadas
(WANG; GU, 2004). Uma grande vantagem das nanoparticulas de prata é a
estabilidade em altas temperaturas e baixa volatilidade (PETICA et al., 2008).

No trabalho de Wang e Gu (2004), as nanoparticulas foram estabilizadas
devido a adsorcao de brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) na superficie
das nanoparticulas de prata. A medida de potencial Zeta mostrou valor de
+39 mV para as nanoparticulas estabilizadas com o surfactante e -46 mV para
as nanoparticulas sem CTAB. Esses resultados revelam que o surfactante
catiénico inverte a carga da superficie para positiva. E importante mencionar
também que os autores notaram durante a sintese que a prata coloidal ndo é
estavel, ocorrendo um precipitado cinza quando baixas concentracdes de
CTAB sado usadas. Esses resultados sugerem que as particulas de prata
necessitam de moléculas de CTAB suficientes na superficie para manter a
estabilidade estatica. Portanto, as nanoparticulas preparadas neste trabalho
foram estaveis e mantiveram em dispersdo aquosa sem sofrer agregagao por
mais de trés meses. A explicacdo fundamenta-se na presenga do surfactante
que forma uma cobertura sobre as particulas de prata carregadas negativa-
mente e assim, evita o crescimento e agregacao das nanoparticulas.

A formacao de nanoparticulas, segundo Patakfalvi et al. (2007), inicia-se
com a fase indugao onde a nucleacgao parte de uma solugéo supersaturada. O
nucleo pode aumentar por mecanismos de difusdo formando as particulas
primarias e esses agregados formam as particulas secundarias. Agregagao €
promovida por mudangas no estado quimico do sistema, como exemplo, a
forga ibnica pode aumentar ou o pH pode alterar. Esses efeitos reduzem a
repulséo eletrostatica, promovendo a agregagao de particulas.

Os processos de nucleagdo e crescimento governam o tamanho e a

morfologia do precipitado. Quando a precipitagdo comecga, inumeros nucleos



sao inicialmente formados, mas estes tendem a se agregar para formar cristais
termodinamicamente mais estaveis. Nesta etapa de crescimento das particulas
coloidais, o principal fator limitante deste processo é a difusdo. Sendo assim,
gradientes de concentragcdo e temperatura sdo os fatores predominantes que
determinam a velocidade da reagdo que um novo material é adicionado a
superficie da particula em crescimento via transferéncia de massas de longa
distancia. Para produzir nanoparticulas, a etapa de nucleacao deve ser relativa-
mente rapida e a de crescimento relativamente lenta (OLIVEIRA, 2005).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo caracterizar as
nanoparticulas de prata obtidas segundo metodologia proposta por Fernandes,
(2010) por meio das técnicas de espectroscopia de infravermelho, espalhamento
dindmico de luz, microscopia eletrénica de transmissao, difragdo de raios-X,
bem como quantificar as nanoparticulas formadas por meio de absorcao

atbmica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo das nanoparticulas de prata

2.1.1. Sintese das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata foram preparadas de acordo com a metodo-
logia proposta por Fernandes (2010). Preparou-se uma solugdo aquosa na
concentragado de duas vezes (0,0312 M) a concentragao micelar critica (CMC)
e também na concentragdo de 1 CMC (0,0156 M) do surfactante dodeciltrime-
tilaménio (Dotab) (Sigma, Sao Paulo, Brasil), cuja CMC é 0,0156 M e nesta
solucao adicionou-se sulfadiazina de prata (SAg) na concentracao de (0,028 M)
(Sigma, Sao Paulo, Brasil). A disperséo foi submetida a uma agitagao suficiente
para garantir mistura completa e em seguida realizou-se centrifugagdo da
dispersédo a 15.000 g durante 5 minutos em centrifuga (SIGMA Laboratory
Centrifuges 3k30). Apos centrifugacédo, o sobrenadante de coloragdo amarela
obtida que continha as nanoparticulas foi separado do pellet e foram realizadas
as analises de espectroscopia de infravermelho, espalhamento de luz, difracdo
de raios-X, microscopia eletronica de transmissao, espectroscopia de fluores-
céncia, condutividade elétrica e tensao interfacial para caracterizagdo das
nanoparticulas.

O mesmo procedimento de preparo das nanoparticulas foi repetido

alterando apenas o pH da solug¢do de Dotab, que foram ajustados para os
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seguintes valores: 3, 5, 7, 9, 11 e 13. As nanoparticulas com os diferentes
meios foram conduzidas para a determinagdo do didmetro hidrodinamico para

observar influéncia do pH no tamanho das nanoparticulas formadas.

2.1.2. Concentragcao das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata concentradas foram obtidas conforme
metodologia apresentada no item 2.1.1, sem variagdo no valor de pH, e em
seguida submetidas a aquecimento para evaporagao parcial (70%) do solvente
a fim de concentrar as nanoparticulas presentes na dispersao e caracteriza-las

pelas analises de espalhamento de luz e espectroscopia de fluorescéncia.

2.1.3. Sintese das nanoparticulas de prata na presenca de cloreto de

sodio

Na metodologia apresentada no item 2.1.1, sem variagdo de pH, foi
adicionado 0,1 M de cloreto de sddio (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil), a fim de
promover desestabilizagdo na dupla camada elétrica e observar a influéncia no
efeito das nanoparticulas formadas. Apos o preparo destas nanoparticulas, as
mesmas foram submetidas a microscopia de transmissdo eletrbnica e ao
espalhamento dindmico de luz com o objetivo de observar a morfologia e o

tamanho das nanoparticulas produzidas.

2.1.4. Obtencao das nanoparticulas de prata pelo método Turkevich

As nanoparticulas produzidas pelo método Turkevich (Monteiro, 2009)
foram obtidas por meio da reagdo de redugcdo do AgNOs; com citrato. Para
preparar as nanoparticulas, a solugdo de AgNOs; foi aquecida e apds 2 minutos
de ebulicdo, o citrato de sédio foi adicionado e a solugcido tornou-se amarela
apo6s poucos minutos indicando a formagéao das nanoparticulas. A mesma foi
mantida em ebulicdo por 6 minutos e entdo resfriada. Estas nanoparticulas
foram analisadas pela técnica de espalhamento de luz e espectroscopia de

fluorescéncia.

12



2.1.5. Nanoparticulas de prata sintéticas

As nanoparticulas denominadas neste trabalho de sintéticas foram
adquiridas da empresa Sigma (Sao Paulo, Brasil) e foram analisadas pelas
técnicas de espalhamento de luz, difragcdo de raios-X, espectroscopia de

fluorescéncia.

2.2. Quantificagao das nanoparticulas de prata por espectrometria de

absorgao atomica

A quantificacdo das nanoparticulas presentes nas dispersdes foi
realizada no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa. As
amostras foram preparadas com variagao na concentragao de Dotab (2 CMC, 4
CMC, 6 CMC, 8 CMC e 10 CMC) e mantendo constante a concentracao de
SAg e também para dispersdes preparadas mantendo constante a concentra-
¢ao de Dotab e variando apenas a concentragao de SAg (0,084 M; 0,14 M e
0,19 M). As leituras foram realizadas no espectrofotdmetro de absorg¢ao atémica
Specttr AA-200 (VARIAN) por meio de absorcdo atbmica com emprego de

chama.

2.3. Caracterizagdao das nanoparticulas de prata por espectroscopia de

infravermelho

O espectro de infravermelho foi obtido para os reagentes utilizados na
producao das nanoparticulas; Dotab e SAg, e para as nanoparticulas de prata.
As amostras antes da espectroscopia de infravermelho foram submetidas ao
processo de liofilizag&o.

O espectro foi realizado no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Vigosa utilizando o equipamento espectrofotémetro (SHIMADZU) na
faixa de 400 — 4.000 cm™. As medidas foram realizadas no modo de trans-

missao por meio de pellets de KBr para todas as amostras.
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2.4. Determinagao do diametro hidrodindmico das nanoparticulas de prata

por espalhamento dindmico de luz

O espalhamento dindmico de luz foi medido no Laboratério de Fluidos
Complexos do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Vigosa. As
amostras foram filtradas em filtro de fluoreto de polivinilideno (PVDF), com
didmetro de poro de 0,45 um, e armazenadas em frascos de vidro cilindricos de
10 mL, hermeticamente fechados.

As medidas de espalhamento de luz dinamico foram realizadas, em
temperatura ambiente (25 °C), com angulo de 30°, utilizando um laser de estado
sélido de 150 mW (661 nm e um fotodiodo de avalanche como detector). As
funcbes correlagcbes foram calculadas pelo correlacionador Turbocorr
(Brookhamen Co.)

Para espalhamento de particulas em solugdo que exibem movimento
Browniano, a fungao correlagéo intensidade do espalhado decai exponencial-
mente e esta relacionado ao fator de estrutura dindmica via relagdo de Sieger
(PECORA,1985):

c(r)= ! (t)<'l(;2+ ) BIF.(@.c ) =1+ p.e " (8)

em que F, representa a func&o de auto-correlagcdo temporal; /() e I(t + 7 ) s&o
as intensidades de luz espalhada nos instantes te (t + 7 ) respectivamente, qé

0 modulo do vetor de espalhamento e £ € uma constante que depende da

geometria.
A taxa de decaimento (I") relaciona-se com a difusividade das particulas

em solugao pela equacao:

r=D.q’ (9)
e o vetor de espalhamento pode ser determinado pela equacéao 10:

4
q=77msen§ (10)

em que Aé o comprimento de onda da radiagdo, ¢ o angulo da luz coletada

em relacao ao feixe incidente e n o indice de refragdo do meio.

14



A partir da fungdo correlagéo obtém-se o coeficiente de autodifusdo (D, )

das particulas. A determinacdo do didmetro médio pode ser obtida pela

equacao de Stokes-Einstein:

Kgl B Kgl

= 11
> f  3mnDy, ()

em que «, é a constante de Boltzmann e equivale a 1,381 x 10 2 J/K; T é a
temperatura; f é o fator de friccdo de Stokes (377D ); n € a viscosidade do
solvente e D, representa o didmetro hidrodinamico da particula. As curvas

foram analisadas pelo método CONTIN e por exponencial.
2.5. Confirmagao da presenca de prata metalica por difragao de raios-X

As nanoparticulas produzidas pela nova sintese foram congeladas e
liofilizadas (LABCONCO Freeze Dry System/Freezone 4.5) previamente no
Laboratério de Mineralogia do Departamento de Solos da Universidade Federal
de Vigosa e, em seguida, submetidas a analise de difracdo de raios-X para
confirmagao da presenca de prata metalica. A difracao de raios-X (XRD) foi
realizada com auxilio do equipamento Difratdmetro de raios-X (Modelo X’ Pert

Pro, Panalytical) com medidas em uma faixa de variagdo de 2 6 = 10° a 90°.

2.6. Determinagcao do diametro das nanoparticulas de prata por micros-

copia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletronica de transmissdo foi realizada no Centro de
Microscopia Eletrénica do ICB/UFMG (CEMEL) no microscopio eletronico de
transmissao Tecnai — G2-20-FEI 2006. O microscoépio é otimizado para estudos
estruturais em resolugcdo atdbmica consistindo de uma canhao com filamento
termo-idnico de LaBg, com potencial de aceleragdo de 200 KV. O preparo da
amostra consistiu na adicdo sobre uma grade de cobre recoberta com um fino
filme de carbono amorfo de uma gota da dispersao das nanoparticulas. Apds a

secagem cuidadosa com papel filtro, a grade foi observada pelo MET.
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2.7. Espectroscopia de fluorescéncia de nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata obtidas foram submetidas a analise de
fluorescéncia utilizando Espectrofotdmetro modelo USB 2000 da Ocean Opitics,
utilizando-se como fonte de radiagcdo um LED (Light Emitting Diode) com a
intensidade maxima em 369,7 nm. As medidas foram realizadas em um
ambiente fechado para evitar interferéncia da luz externa. O espectro de
fluorescéncia foi também medido para as nanoparticulas produzidas com
adicdo de NaCl ao meio, nanoparticulas de prata concentradas, para as
nanoparticulas sintéticas/Sigma, bem como para as nanoparticulas produzidas

pelo método Turkevich.
2.8. Determinagao da condutividade elétrica

A analise de condutividade foi realizada no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Vigosa. A leitura da condutividade elétrica foi feita em
um condutivimetro de bancada para solugbes aquosas SCHOTT-
Konduktometer, com faixa de leitura de 0 a 20.000 pS.cm™, células de
condutividade tipo caneta e constante de eletrodo 1,0.

As amostras analisadas foram solugcdes de Dotab em diferentes
concentragbes (0,00156 a 0,156 M) e dispersdes de Dotab nas mesmas

concentragdes mencionadas acima e com adi¢gao de SAg (0,028 M).
2.9. Determinagéao da tenséo interfacial

As medidas de tensdo interfacial foram realizadas no Laboratério de
Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universi-
dade Federal de Vigosa. A determinacao foi conduzida pelo método da gota
pendente usando o equipamento gonidmetro (Kruss, Alemanha).

As amostras examinadas foram diferentes solucdes de Dotab com
concentragdes variando na faixa de (0,00156 a 0,156 M) bem como as mesmas
solugdes de Dotab com adicao de SAg (0,028 M). A medida foi realizada a
temperatura ambiente (25°C).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Producgao de nanoparticulas de prata

A Figura 1 apresenta as dispersdes de nanoparticulas formadas pela
mistura de Dotab na concentragao de 0, 0156 M (1 CMC) e 0,028 M de SAg e
pela mistura de 0,0312 M de Dotab (2 CMC) e 0,028 M de SAg.

Figura 1 — Fotografia das dispersdes de nanoparticulas de prata sintetizadas a
partir de Dotab (1 CMC ou 2 CMC) e sulfadiazina de prata (0,028 M).

A técnica apresentada para a nova sintese de nanoparticulas & simples
e rapida. Uma dispersdo formada por nanoparticulas de prata caracteriza-se
por uma coloracdo amarela e esta cor foi verificada quando o surfactante da

mistura inicial possuia concentragdao acima da CMC (0,312 M), ndo sendo
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observada para a mistura de SAg e Dotab nas concentragcbes menores ou
iguais a 0,0156 M (1 CMC). E importante também mencionar que em estudos
prévios a sintese de nanoparticulas foi testada utilizando o surfactante brometo
de hexadeciltrimetiimonio (CTAB) e ndo houve formagao da dispersdo amarela
que é caracteristica da presenca de nanoparticulas de prata.

Segundo Link e ElI-Sayed (2003), a dispersdo das nanoparticulas
manifesta esta cor devido a absorcédo de fotons associados a ressonancia de
plasma. A origem fisica da forte absorgédo de luz por nanoparticulas de metais
nobres é a oscilacdo de elétrons induzida por interacdo com o campo
eletromagnético. O campo elétrico de uma onda induz a polarizagao dos
elétrons em relagdo ao nucleo i6nico da nanoparticula esférica, criando uma
diferenca de carga na superficie da nanoparticula. Desta forma, uma oscilagéo
dipolar de todos os elétrons com a mesma fase é produzida. Quando a fre-
guéncia do campo eletromagnético torna-se ressonante com o movimento dos
elétrons, uma forte absorgao dos elétrons é vista que origina a cor observada.

No trabalho de Guzman et al. (2009) as nanoparticulas foram sinte-
tizadas a partir de nitrato de prata como precursor do metal, hidratos de
hidrazina e citrato de sédio como agentes redutores e dodecil sulfato de sédio
(SDS) como agente estabilizante. Diferentes coloragdes foram obtidas quando
a metodologia de sintese variou. Uma dispersdo coloidal amarela foi
visualizada quando hidratos de hidrazina e citrato de sédio foram utilizados
como agentes redutores. Dispersao marrom palido foi obtido quando as
nanoparticulas foram preparadas a partir de hidratos de hidrazina como agente
redutor e SDS como estabilizante e, uma dispersdo vermelha foi produzida
quando hidratos de hidrazina e citrato de sédio foram os agentes redutores e
SDS o agente estabilizante.

Monteiro et al. (2009) produziram nanoparticulas de prata pelo método
Turkevich e observaram que a solugao tornou-se amarela apds alguns minutos
de reacao entre AgNOs; e citrato, indicando a formagao de nanoparticulas de
prata.

A formacao de nanoparticulas na dispersdo com concentragao de Dotab
acima da CMC foi confirmada com a analise de absorgc&o atdmica (Tabela 1).

Observou-se que houve dependéncia da quantidade produzida de nanoparticulas
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Tabela 1 — Concentragbes de nanoparticulas de prata produzidas a partir de
diferentes combinagdes de concentragcées de Dotab e SAg, em pH

de7ea25°C
Tratamentos Concentragao de nanoparticulas de prata (mg/L)
Dotab (2 CMC) e SAg (0,028 M) 5,3037
Dotab (4 CMC) e SAg (0,028 M) 41,7940
Dotab (6 CMC) e SAg (0,028 M) 47,8970
Dotab (8 CMC) e SAg (0,028 M) 76, 8380
Dotab (10CMC) e SAg (0,028 M) 242,1400
Dotab (2 CMC) e SAg (0,0084 M) 6,1280
Dotab (2 CMC) e SAg (0,014 M) 4,9692
Dotab (2 CMC) e SAg (0,019 M) 5,4623

com a concentragdo empregada de surfactante. A presenca de micelas de
Dotab é fundamental na sintese de nanoparticulas confirmando uma reacéo de
catalise micelar. Quanto maior a quantidade de micelas presentes, maior a
producao de nanoparticulas de prata. Pdde-se também verificar que a
concentragdo minima de SAg de 0,084 M foi suficiente para possibilitar a
formagado de nanoparticulas, ndo tendo nenhuma relagéo entre o aumento de
sua concentragdo com o aumento do rendimento da sintese quando mantida
constante a concentragao de surfactante.

Petica et al. (2008), produziram uma solugéo de prata coloidal testando
diferentes misturas contendo o polimero PVP (poli (N-vinilpirrolidona)) e um dos
seguintes surfactantes idnicos: sulfonato de naftaleno de sédio (Na-NS), lauril
sulfato de sodio (Na-LS) e dodecilbenzeno sulfonato de sodio (SDBS). A maior
concentragédo de prata obtida foi de 35 mg/L obtida da mistura contendo 3 g/L
PVP 10, 0.5 g/L Na-NS.

3.2. Espectroscopia de Infravermelho
A dispersdo contendo coloragdo amarela foi recolhida e liofilizada e

obteve-se o espectro infravermelho para as nanoparticulas produzidas pela

metodologia proposta por Fernandes (2010) (Figura 2).
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Figura 2 — Espectroscopia infravermelho de nanoparticulas de prata obtidas
pela nova metodologia.

De acordo com o trabalho de Wang et al. (2008), nanoparticulas de prata
apresentam picos caracteristicos nas frequéncias de 3.400, 3.140, 1.600, 1.364
e 1.000 cm™ (Figura 3). Bandas préximas aos picos caracteristicos apareceram
no espectro das nanoparticulas obtidas pela nova sintese (3.475,62, 3.031,24 e

997,70 cm'1), confirmando a presencga de nanoparticulas de prata na dispersao.
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4.000 3.500 3.000 2.500 2.000 1.500 1.000 500

Numero de ondas (cm™)

Figura 3 — Espectroscopia infravermelho de nanoparticulas de prata, segundo
Wang et al. (2008).

A atribuicdo destes picos as nanoparticulas de prata sintetizadas pode
ser reforcada quando se comparou os espectros das nanoparticulas com os
espectros dos reagentes empregados. Ao analisar os espectros percebeu-se
que estas frequéncias caracteristicas ndo foram detectadas para o Dotab e

SAg. Além disso, notou-se que varios picos caracteristicos destes dois reagentes
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(Figura 4) apareceram no espectro das nanoparticulas mostrando ser uma
dispersao nao pura. Nas nanoparticulas de prata existiam dois picos fortes em
torno da freqiiéncia de 2.849,98 e 2.920,23 cm™ que foram atribuidos a
estrutura do Dotab e sao referentes a estiramento de C-H presentes na
estrutura do Dotab. Foram perceptiveis também no espectro das nanopar-
ticulas dois picos cujas freqiiéncias eram 3.222 e 3.339,2 cm™ que foram
atribuidos a estrutura da SAg. Na Figura 5 estas informagdes podem ser mais
bem visualizadas, uma vez que a regido correspondente a faixa de frequéncia
de 2.600 a 3.600 cm™ foi ampliada.

T

4.000 3.500 3.000 2.500 2.000 1.500 1.000 500 4.000 3.500 3.000 2.500 2.000 1.500 1.000 500
Numero de ondas (cm™) Numero de ondas (cm™)

Figura 4 — Espectroscopia infravermelho do surfactante brometo de dodeciltri-
metilamonio (A) e da sulfadiazina de prata (B).

Observou-se que na amostra de Dotab, existe uma banda vibracional
relativamente larga variando de 3.300-3.568 cm™ atribuida a estiramento de
grupos funcionais OH presentes na molécula de agua. As duas bandas
estreitas 3.389 e 3.342 cm™ que aparecem nesta regidao na amostra de SAg
sao relativas a compostos heteroaromaticos, como a pirazina, presente na
estrutura da SAg (Figura 6) e representam modos de estiramentos de N — H.
Estas bandas n&o estdo presentes nas nanoparticulas.

A sintese de nanoparticulas de prata produzidas com adicado de NaCl
(0,1 M) ao meio teve como proposito desestabilizar a dupla camada elétrica da
micela e observar a influéncia desta quebra de blindagem na sintese da
nanoparticula, uma vez que a desestabilizacdo da dupla camada elétrica
favorece o acesso da sulfadiazina a micela. Observou-se que o sal nao
apresentou nenhuma contribuigao relevante quanto ao tamanho das nanoparti-

culas formadas, mas, sim, sobre a dispersdo das mesmas.
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Figura 5 — Espectros de infravermelho na regido de 2.600-3.600 cm™ para (A)
nanoparticulas de prata; (B) sulfadiazina de prata; e (C) Dotab.
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Figura 6 — Estrutura quimica da sulfadiazina de prata (A) e do brometo de
dodeciltrimetilamonio (B).
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O processo de adsor¢cao de SAg nas micelas de Dotab é governada por
um equilibrio de troca entre a SAg e um monémero do surfactante livre. A
entrada da SAg na micela ocorre por difusdo controlada limitada por uma
barreira eletrostatica. Adicado de eletrdlitos diminui o potencial da superficie
micelar, diminuindo o potencial eletrostatico e, portanto, contribuindo para a
adsorcao de SAg nas micelas.

De acordo com Ranganathan et al. (1999), contra-ions, como no caso do
sal adicionado, sdo atraidos pela carga oposta presente na micela e a efetiva
captura dos contra-ions ocorre na parte externa da dupla camada difusa da
micela a certa distancia da superficie micelar (Figura 7). Por outro lado, os co-
ions sdo repelidos pela superficie ibnica carregada. Portanto, os contra-ions e
co-ions chegam a micela por taxas de difusdo limitadas controladas por atragéo

ou repulsao dos ions pelo campo eletrostatico da micela idnica.

Camada Stern-Helmholtz

Camada Gouy-Chapman

Figura 7 — Esquema de uma dupla camada elétrica.

Além da obtencado do espectro infravermelho mostrando a presenca de
nanoparticulas de prata, foram utilizadas as analises de espalhamento de luz,
difracdo de raios-X, microscopia eletronica de transmissao, espectroscopia de
fluorescéncia, condutividade elétrica e tensao interfacial para a confirmacao de

nanoparticulas de prata na dispersao produzida.
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3.3. Espalhamento de luz

A Figura 8 mostra uma curva tipica de fungao correlagdo da intensidade
obtida por espalhamento dinamico de luz para nanoparticulas de prata. O
diametro médio das nanoparticulas de prata foi 2,8 nm (Tabela 2), quando a
producdo foi obtida da reagdo entre Dotab 2CMC e SAg (0,028M). Esse
mesmo diametro foi observado quando a sintese ocorreu em meio com valores
de pH ajustados para 3, 5, 7, 9, 11, 13 sugerindo que n&o ha variagdo no
mecanismo de sintese e nas nanoparticulas obtidas. A linha continua mostra o
ajuste usando uma funcado exponencial (Figura 8 e Equagao 8). O carater

difusivo dos espalhadores foi evidenciado a partir da analise de log I'" versus
log q, (Figura 9) onde se vé que os dados seguem a lei de poténcia I'  q*>. O
coeficiente de autodifusdo e os didmetros foram obtidos pelo ajuste linear de I’

versus q° (Figura 10).

0,06 ———— ————— ————

0,04

0,02

Funcao correlagao (u.arb.)

0,00

. L L1 P T SRR A
1 10 100 1.000

t (us)

Figura 8 — Correlagrama tipico para solu¢gdes com nanoparticulas de prata. A
linha continua mostra o ajuste para uma distribuicdo estreita de
particulas.
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Tabela 2 — Diametro hidrodinamico (nm) das diferentes nanoparticulas de prata

Nanoparticulas de Prata Diametro Hidrodinamico (nm)
Nanoparticulas de prata (NP) 2,8
Nanoparticulas de prata concentradas (NPC) 3,7
Nanoparticulas de prata com adicdo de NaCl 4.4
Nanoparticulas de prata sintéticas/Sigma 180,0
Nanoparticulas de prata — método Turkevich 5,6 —270,0

4,3 -
4,2 -
< 4!1 7
°
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E
S 3,9 |
(=]
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3,7 |
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Figura 9 — Comportamento difusivo das nanoparticulas.
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Figura 10 — Determinacao do coeficiente de difusdo (D) das nanoparticulas.
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No estudo de Panacek et al. (2006), a sintese de nanoparticulas de
prata coloidal foi realizada por meio de uma reacdo de oxirreducdo, em que
sacarideos eram os agentes responsaveis pela redugdo do complexo (Ag(NHs)2)".
Os autores observaram que o pH influenciou o tamanho das nanoparticulas
formadas. O pH da reacdo era, aproximadamente, 12,5 e no experimento
houve redugdo para pH 11,5 e aumento para pH 13,0. A variacdo do pH
resultou em duas observagbes sobre o tamanho das nanoparticulas. As
particulas obtidas no pH 11,5 foram menores que as obtidas no pH 12,5,
variando de 25 a 50 nm. Além disso, houve reducdo na distribuicdo do tamanho
quando ocorreu abaixamento do pH. Portanto, neste estudo a variagao do pH
permitiu sintetizar particulas menores. Entretanto houve ampla faixa de
variagao na distribuicdo do tamanho.

Em nosso trabalho, as nanoparticulas concentradas apresentaram
diametro médio de 3,7 nm e outras duas populagdes com diametros maiores
(115 e 180 nm). Estas populagbes maiores detectadas sdo provenientes de
contaminagao do solvente com poeira do ar que facilmente foi absorvida pela
agua, interferindo nos resultados. Ja as nanoparticulas com adigdo de NaCl na
sintese apresentaram diametro de 4,4 nm. Novamente foi verificada uma
relagao direta entre I e o vetor de espalhamento ao quadrado demonstrando a
confiabilidade dos resultados do espalhamento.

As nanoparticulas sintéticas/Sigma apresentaram diametro médio de
180 nm e as nanoparticulas obtidas pelo método Turkevich, observou-se
presenca de duas populagdes, sendo uma com diametro de 5,6 nm e a outra
possuindo diametro em uma ampla faixa com variacdo de 50 a 270 nm
(Tabela 2).

3.4. Difragao de Raios-X

As Figuras 11 e 12 mostram os difratogramas de raios-X para as
nanoparticulas de prata produzidas pela nova sintese e para as nanoparticulas
sintéticas/Sigma. As setas indicam a posi¢do dos picos de difragdo mais
intensos caracteristicos da prata.

O tubo de raios-X utilizado possui um alvo de cobalto, produzindo um

comprimento de onda de 1,788 A. Desta forma, para cristais de prata com a
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Figura 11 — Difratograma de raios-X para nanoparticulas de prata obtidas por
nova sintese.
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Figura 12 — Difratograma de raios-X para as nanoparticulas de prata sintéticas/
Sigma.

estrutura cristalina cubica, o pico mais intenso esta associado ao plano
cristalino (111), ocorrendo para o angulo de 44,57°, que pode ser obtido pela

equacéao 13, onde d é a distancia interplanar correspondente.

2dsenfd = 1 . (13)

Os dois picos menos intensos correspondem a difragdo dos planos (200)

e a (220), que ocorrem nos angulos de 51,90° e 76,49°, respectivamente. A
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prata pode também assumir uma estrutura hexagonal, para a qual os picos de
difragdo mais intensos ocorrem nos angulos de 41,93° e 53,13°, para os planos
(100) e (103), respectivamente. Pode-se observar que as nanoparticulas de
prata produzidas com Dotab e SAg apresentaram pico caracteristico em 51,9°
relacionado ao plano (200) e em 41,93° relacionado ao plano (100).

E importante enfatizar que os picos de difracdo correspondentes aos
planos (111), (200) e (220) foram mais marcantes no difratograma das nano-
particulas sintéticas/Sigma. Esta intensidade forte foi favorecida pela pureza
destas nanoparticulas, uma vez que este € um produto comercial com 99,5 %
de pureza. No caso das nanoparticulas produzidas pela nova sintese, a baixa
pureza foi provavel causa de intensidades mais fracas como, por exemplo, para
o plano dos cristais de prata (111). Como a dispersdo ndo era pura, O
difratograma apresentou também, os picos correspondentes ao surfactante
Dotab e a SAg que sdo os componentes necessarios para a producado das
nanoparticulas (Figuras 13 e 14). Portanto, os demais picos do difratograma
das nanoparticulas correspondem a difragcado do surfactante e da SAg.

Fragala et al. (1999) estudaram e caracterizaram agregados de prata em
filmes de matrizes poliméricas e utilizaram difracdo de raios-X (XRD) para
confirmar a presenga de prata metalica. Neste estudo, o tubo apresentava alvo
de cobre, produzindo um comprimento de onda de radiacdo de 1,54 A.
Observou-se presenga de pico mais intenso para o plano (111) em (26 =
38,1°), enquanto os picos menos intensos foram associados a difragdo em
44,36° para o plano (200) e em 77,54° para o plano (311). Também foi
observada difracdo menos intensa (27%) em 64,17° correspondente ao plano
(220). Oxidacao parcial de particulas metalicas foi verificada, provavelmente
devido a contaminagdo com ar ou interagdo com oxigénio da matriz polimérica.
No entanto, nenhuma quantidade apreciavel de 6xido de prata foi detectada.

Jing et al. (2009) sintetizaram nanoparticulas por redugdo quimica de
nitrato de prata em liquido ibnico a temperatura ambiente e a analise de
difracdo de raios-X revelou estrutura cristalina para as nanoparticulas
elaboradas. Ele identificou os mesmos planos (111), (200), (220), (311), além
do plano (222), que ocorre para o angulo 81,54°. Todos esses picos podem ser
indexados a prata cubica e indica que as nanoparticulas preparadas em liquido

ibnico nao mudaram a estrutura cristalina da prata pura.
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Figura 13 — Difratograma de raios- X para o surfactante Dotab.
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Figura 14 — Difratograma de raios-X para sulfadiazina de prata.

Os resultados das medidas de difracdo de raios-X confirmaram a
presenca das nanoparticulas de prata, que pdde ser reforcada com as demais
analises realizadas. Além disso, indicam a coexisténcia de particulas com
estrutura cubica e hexagonal. Uma interpretacdo mais detalhada destes
resultados é dificultada pela pequena concentragcdo de cristais de prata no
produto do processo. Uma proposta para aumentar a intensidade do sinal da
prata e eliminar os outros picos seria purificar a dispersao obtida a fim de obter

um concentrado de nanoparticulas.
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3.5. Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

O tamanho médio das nanoparticulas produzidas com adi¢do ou nao de
NaCl no processo determinado pela microscopia foi de 10 nm. O tamanho das
nanoparticulas observado com a MET foi diferente da observada pelo
espalhamento dindmico de luz, uma vez que o preparo das amostras para a
visualizagdo no microscopio de transmissdo promove uma agregacédo das
nanoparticulas na etapa de secagem da amostra sobre a grade. Os resultados
de MET de Guzman et al. (2009) indicaram que as nanoparticulas consistiam
de aglomerados de pequenos graos com diametro meédio entre 9 e 11 nm.
Entretanto, em algumas particulas o diametro foi maior que 60 nm, devido
também a agregacéao ocorrida durante o preparo da amostra sobre a grade.

Observou-se que a adicao de NaCl no preparo das nanoparticulas
promoveu melhor dispersdo das mesmas, o que nao foi verificado nas
nanoparticulas sem adicdo de NaCl, em que se percebeu aglomeracdo dos
graos de nanoparticulas de prata. As imagens de microscopia eletronica de
transmissao apresentadas na Figura 15 mostram a dispersdo promovida pelo
sal e indicam que sao particulas esféricas.

Basavaraja et al. (2008) produziram nanoparticulas de prata por
processo bioldgico utilizando o fungo Fusarium semitectum para a sintese
extracelular de nanoparticulas de prata a partir de uma solucido de nitrato de
prata. O mecanismo sugerido para a redugdo de Ag* para Ag® é decorrente da
participacdo da enzima redutase dependente de NADH. Por meio da técnica
MET, os autores observaram que houve variagao no tamanho das particulas de
8 a 60 nm, sendo que 30% das nanoparticulas mediram 25 nm. As imagens
MET sugeriram que as nanoparticulas sao polidispersas e a maioria é esférica.

Liu et al. (2007) desenvolveram um método para produgcdo de nanopar-
ticulas de prata baseado em uma reagao de fase aquosa-gasosa composta de
solugdo de nitrato de prata e gas amdnia. Segundo os autores, trata-se de um
método efetivo, rapido e conveniente. A MET foi aplicada para caracterizar as
estruturas das nanoparticulas e observaram que o didmetro das particulas foi,

aproximadamente, 10 nm e a morfologia esférica.
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Figura 15 — Nanoparticulas sintetizadas com adi¢ao de NaCl (0,028 M) ao meio.

3.6. Espectroscopia de fluorescéncia

As curvas de fluorescéncia obtidas para nanoparticulas com NaCl,
concentradas e sintéticas/Sigma apresentaram comportamento similar e por
isso possuem o mesmo tipo de particula presente na dispersdao com,
aproximadamente, o mesmo tamanho (Figura 16), ou seja, este resultado
também confirmou a presenca de nanoparticulas de prata na dispersao
analisada. Ja as nanoparticulas de prata obtidas pelo método Turkevich nao
apresentou nenhum sinal de fluorescéncia. Esse resultado foi contraditério

quando comparado ao resultado do espalhamento de luz para essas
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Figura 16 — Curvas sobrepostas de fluorescéncia das nanoparticulas de prata
com adicdo de NaCl no processo, concentradas e sintéticas/
Sigma.

nanoparticulas, onde se encontrou duas populagdes, sendo uma de diametro
meédio de 5,6 nm das quais esperava ter apresentado caracteristica de fluores-
céncia. Portanto, sugere-se investigacdo mais detalhada destas nanoparticulas
para tentar esclarecer estes resultados.

A analise de espalhamento de luz mostrou que para as nanoparticulas
sintéticas/Sigma, o tamanho foi maior quando comparado ao tamanho das
demais nanoparticulas (Figura 17), onde é possivel perceber sinal mais fraco
para esta nanoparticula, indicio de presenca de poucas particulas pequenas na
dispersdo, uma vez que é sabido que a fluorescéncia ocorre mais intensamente
quanto menor for o tamanho nanométrico das particulas. As curvas para as
nanoparticulas de prata concentradas e com adicdo de NaCl durante a sintese
apresentaram emissdes mais intensas na ordem de comprimentos de onda de
450-500 nm quando a excitagao ocorreu no comprimento de onda de 374 nm.
A fluorescéncia dos reagentes sulfadiazina de prata e do surfactante Dotab foi
também realizada e confirmou-se que a fluorescéncia emitida era mesmo
proveniente das nanoparticulas, uma vez que ambos o0s reagentes nao
apresentaram nenhuma fluorescéncia.

E importante mencionar que a capacidade de fluorescéncia das
nanoparticulas é decorrente da presenga de niveis quanticos bem definidos. A
luz UV incide sobre as nanoparticulas de prata promovendo uma excitagao

eletrbnica em niveis quanticos de maior energia. Quando espontaneamente
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Figura 17 — Fluorescéncia das nanoparticulas com NaCl, concentradas e
sintéticas/Sigma cuja altura foi normalizada pela intensidade do
LED (Light emitting diode).

ocorre o retorno em niveis quanticos intermediarios ha a absorcdao de
fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda. Se a nanoparticula é muito
grande, esta passa a se comportar como uma banda de condugdo e deste
modo ndo emite fluorescéncia, uma vez que nao ha niveis quanticos bem
definidos. Portanto, a fluorescéncia € maior em nanoparticulas menores onde
se tem maior variagdo de energia entre os niveis quanticos (AE = h.v, em que
hv é a energia do foton incidente, sendo h= constante de Planck (6,626 x 10

J.s e v (Hz) = frequéncia de radiagao eletromagnética).
3.7. Condutividade elétrica

A condutividade do sistema micelar do Dotab até a concentragéo igual a
0,0624 M foi moderadamente maior quando comparada a condutividade da
mistura Dotab e SAg (0,028 M) e apds esta concentragdo de Dotab ndo houve
variagdo nos valores de condutividade (Figura 18). Esta redugdo na condutivi-
dade deveu-se provavelmente a redugdo dos ions Ag® para Ag°, ou seja, com a
formagdo das nanoestruturas, e a diminuicdo dos graus de ionizagdo das

micelas, devido a adsor¢ao de moléculas de SAg na interface micelar.
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Figura 18 — Condutividade elétrica do surfactante Dotab e da mistura de Dotab
e sulfadiazina de prata.

3.8. Tensao interfacial

Observou-se ligeira redu¢ao na concentragao micelar critica na presenga
de SAg na solugéo de Dotab (Figura 19). Pode-se dizer que a SAg estabilizou a
micela, uma vez que esta foi formada em concentracdo micelar critica menor.
Além disso, a SAg incorporou na micela sem alterar suas caracteristicas. De
acordo com a equacao 12 é possivel calcular o numero de mondmeros
adsorvidos na interface com a presenca e sem a presencga de SAg. O numero
de mondmeros por unidade de area adsorvidos foi similar para as duas
condigdes, sendo 1,44x10® mondmeros quando havia na mistura SAg (0,028M)
e Dotab (1,56 x 107 M) e 1,49x10% mondémeros quando na presenga apenas do
surfactante (1,56 x 102 M).

RT d

y -
I'=—_—-.(Equacdo 12
T (Equag )

em que I' representa o numero de monémeros adsorvidas na interface, R

constante dos gases (8,3144 J/K/mol), T é a temperatura em Kelvin, C refere-
se a concentragao do surfactante e g—é refere-se a derivada da curva obtida de

tenséo interfacial versus concentracdo de Dotab.

34



70 -

60

y =-1883x + 64,656

50 - R?=0,9722

—o—DOTAB
40 -

—e—DOTAB +
30 1 vz -1816x + 58,612 sulfadiazina de prata

20

10

Tensao Interfacial (mJ/m 2)

0 T T T T T T
0 0,006 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

Concentragao de DOTAB (mol/L)

Figura 19 — Medidas de tensao interfacial para solugdo de Dotab e da
dispersdo de SAg em Dotab.

3.9. Mecanismo proposto de formacgao de nanoparticulas

A formacdo de nanoparticulas pelo novo método de interagdo entre o
surfactante Dotab e a SAg € um processo de catalise micelar. Observou-se que
abaixo da CMC, e concentragdo de 0,028M de SAg nanoparticulas ndo foram
formadas. Diante dos resultados da espectroscopia de absorgcdo atdbmica foi
possivel observar que a medida que se aumentou a concentragcado de Dotab e
mantendo constante a concentragdo de SAg houve aumento na quantidade de
nanoparticulas formadas, enfatizando portanto, a contribuicdo das micelas do
surfactante no processo de sintese de nanoparticulas.

A Figura 20 sugere um mecanismo de formagdo das nanoparticulas de
prata. Acredita-se que na sintese ocorra auto-oxirreducdo da molécula de
sulfadiazina sendo a prata reduzida de Ag" para Ago e a pirazina (composto
heteroaromatico) oxidada e toda a reagdo ocorre no interior da micela de
Dotab. Como ja foi mencionado € uma reacgéo catalisada pelas micelas com
formacdo de nanoparticulas e produto oxidado. Este produto decomposto
provavelmente refere-se a pirazina, uma vez que nao houve bandas vibracio-
nais no espectro das nanoparticulas que a caracterize como as bandas
(3.389,91, 3.342,63 e 3.072,79) presentes na amostra de sulfadiazina.
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Sulfadiazina de prata Micelas de Dotab Incorporagéo de sulfadiazina de
prata nas micelas de Dotab

Auto-oxirredugdo da SAg Nanoparticula de prata individual

2)

Reacao catalisada pelas micelas:
Sulfadiazina de prata <«—» Po+Ag’

Po = produto oxidado

Figura 20 — Mecanismo proposto de formagéo de nanoparticulas de prata

Pelo espectro de infravermelho, percebeu-se também que a parte da
molécula correspondente a amina aromatica ligada ao enxofre permaneceu
intacta apds a formacgao das nanoparticulas. Esta afirmativa é correta, uma vez
que o pico intenso referente a frequéncia de 1.419 cm™ na molécula de SAg
apareceu no espectro das nanoparticulas na frequéncia de 1.413,35 cm™ e é
corresponde a ligacdo de C-S que ocorre no anel benzénico desta amina
aromatica. Além disso, esta banda também esta contida na faixa de 1.300-
1.600 cm™ representando estiramento e contragdo de todas as ligacdes
presentes no anel. Na amostra de Dotab nao foi observado sinal nesta frequén-
cia (Figura 21).
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Figura 21 — Espectros de infravermelho na regigo de 1.200-1.600 cm™ para (A)
nanoparticulas de prata; (B) Dotab e (C) sulfadiazina de prata.

As ligagdes S - O presentes na estrutura da SAg permaneceram intactas
apés a formacado das nanoparticulas, sendo comprovada pela observacédo da
regido de 500-550 cm™ nos espectros da SAg e das nanoparticulas (Figura 22),
onde estdo presentes os picos caracteristicos referentes as vibracdes destas
ligacdes. Percebe-se que estas bandas vibracionais ndo estavam presentes no
espectro do Dotab. Poderia se pensar que a molécula de SAg permaneceu
intacta, no entanto quando se verificou a regido de 3.000-3.600 cm™ observou-
se que CINCO bandas que apareceram no espectro da SAg nido estavam
presente no espectro das nanoparticulas.

Outras frequéncias ocorridas nos espectros apresentados, por exemplo,
na faixa de 675-900 cm™ sdo decorrentes de bandas informativas de
compostos aromaticos como os presentes na SAg. No caso da molécula de
Dotab, a identificacdo de picos na faixa de 1020-1250 cm™ representa vibracdes

de deformagao angular de C — H.
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Figura 22 — Espectros de infravermelho na regido de 500-1.000 cm™ para (A)
nanoparticulas de prata; (B) Dotab e (C) sulfadiazina de prata.

Acredita-se que as nanoparticulas de prata produzidas estdo contidas
nas micelas do Dotab e pode conter parte da molécula, produzida pela
decomposicdo de SAg, adsorvida na interface. A presenga de Dotab promove
estabilidade para essas nanoparticulas diminuindo a taxa de crescimento das

nanoparticulas sintetizadas por meio de repulsao eletrostatica.
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4. CONCLUSAO

Todas as analises fisico-quimicas realizadas confirmaram a presenca de
nanoparticulas de prata na dispersao produzida pela nova sintese, cujo método
€ simples e rapido. A reagao envolvida no processo € de auto-oxirredugao da
sulfadiazina de prata catalisada pela presenca de micelas de Dotab. O
surfactante presente pode contribuir também para a estabilidade das nanopar-

ticulas de prata.
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CAPITULO 2

EFEITO ANTIMICROBIANO DE NANOPARTICULAS DE PRATA

RESUMO

A prata desperta interesse na comunidade cientifica em virtude de sua
acao reconhecida como agente antimicrobiano e em razdo da necessidade de
desenvolvimento de sinteses de novos antimicrobianos, visto o aumento no
numero de bactérias resistentes a antibidticos. Além disso, a prata é o metal
que apresenta a menor toxicidade para as células animais. Neste contexto,
este trabalho apresenta como objetivo avaliar o efeito antimicrobiano de
nanoparticulas de prata obtidas por diferentes metodologias sobre as espécies
Staphylococcus  aureus, Listeria innocua, Salmonella Choleraesuis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Bacillus cereus, bem como avaliar
a capacidade destas nanoparticulas em removerem células vegetativas
aderidas em superficies de ago inoxidavel. Observou-se que as nanoparticulas
de prata (NP) obtidas pela metodologia proposta por Fernandes (2010),
nanoparticulas de prata concentradas (NPC) e nanoparticulas de prata com
adicao de cloreto de sodio (NPNaCl) possuiram maior atividade antimicrobiana
(p <0,05) que os seguintes tratamentos: surfactante brometo de dodeciltri-
metilamdnio (Dotab), nanoparticulas de prata sintéticas/Sigma (NPS) e
nanoparticulas de prata obtidas pelo método Turkevich (NPT). Verificou-se
também que a condicao mais eficaz para remogao de células de Pseudomonas

aeruginosa em cupons de acgo inoxidavel (10 mm x 10 mm) foi quando as
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superficies foram imersas em NPC e NPS. Os tratamentos NPC e NPS
atingiram cinco redugdes decimais (RD) na populagdo microbiana tanto para
30 minutos quanto para 60 minutos de imersdo dos cupons nestas nanopar-
ticulas. O desempenho das NPC e das NPS também foi melhor quando
comparado a atuagao das NPT, do carbonato de sodio e da agua na remogao
de células de Bacillus cereus em cilindros de ago inoxidavel (area interna de
336,5 cmz). Sugere-se, portanto, a aplicagdo de nanoparticulas de prata
obtidas pela nova sintese como um antimicrobiano para a industria de
alimentos, com atuacao, por exemplo, na sanitizagao de utensilios que entrarao

em contato com os alimentos.
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1. INTRODUCAO

O efeito antimicrobiano da prata foi quantificado pela primeira vez por
Von Naegelis contra algas, na forma de ions de prata. Em documentos
cientificos do fim do século 18, o uso de coldides de prata, ou seja, particulas
nanométricas em solugdo com tamanho variando de 10°m a 10°m foi
relatado, sendo seu uso intensificado entre 1910 e 1920 (KEY; MASS, 2001).
Além da prata, muitos outros metais foram estudados, resultando na seguinte
escala de toxicidade contra micro-organismos: Ag > Hg > Cu > Cd > Pb > Co >
Au > Zn > Fe > Mn > Mo > Sn. Adicionalmente, a prata € o metal que apresenta
a menor toxicidade para as células animais (NETO et al., 2008).

Tanto a Agéncia de Protegdo Ambiental (EPA) quanto a Organizacéo
Mundial da Saude (WHO) consideram a prata segura para o organismo
humano em determinadas concentracbes. Segundo a Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos (EPA, 1987), doses de 5 mg/kg de prata séo
aceitaveis com baixa probabilidade de riscos para a saude, sendo a dose limite
de 14 mg/kg Como efeitos colaterais que a ingestdo de prata em altas
concentragdes pode ocasionar, estdo problemas neuroldgicos, renais, indige-
stdo, dores de cabeca e a argiria, patologia que causa o azulamento da pele.

O efeito antimicrobiano da prata tem sido reconhecido ha muitos anos.
Na antiguidade, a prata era utilizada em recipientes de agua e também na
prevencao de deterioracédo de liquidos e alimentos. Em 1884, gotas de nitrato

de prata foram introduzidas como tratamento profilatico em olhos de recém-
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nascidos para prevenir infeccdes causadas por Neisseria gonorrhoeae
transmitida durante o parto por maes infectadas (RODRIGUEZ et al., 2007). Os
ions de prata eram geralmente utilizados no tratamento de queimaduras e
como agentes quimioterapico contra patologias provocadas por bactérias,
como Staphylococcos aureus e Streptococcus pneumoniae. Em 1940, apds a
descoberta da penicilina, e sua introdu¢do na medicina, o uso da prata como
agente bactericida diminuiu. Entretanto, com a descoberta de antibioticos
houve selecdo de cepas resistentes a antibidticos. Portanto, atualmente, a
prata voltou a despertar interesse na comunidade cientifica em razdao da
necessidade de desenvolvimento de sinteses de novos antimicrobianos
(CHOPRA, 2007).

Atualmente, materiais em nanoescala tém emergido como novos
antimicrobianos. O termo “nano” é usado para indicar a bilionésima parte de um
metro ou 10°. As nanoparticulas sdo agrupamentos de atomos com tamanho
variando de 1-100 nm (RAI et al., 2009). O uso de nanoparticulas de prata
como agente antibacteriano é relativamente novo e sua atividade pode ser
aplicada na medicina para reduzir infecgcdes, bem como prevenir colonizacio
bacteriana em superficies de prétese, cateteres, materiais odontolégicos e na
industria de alimentos em superficies de aco inoxidavel. Podem ser
empregadas também no controle microbiano em téxteis e no tratamento de
agua (GUZMAN et al., 2009). Na sintese das nanoparticulas de prata, deve-se
dar énfase no controle do tamanho das particulas, pois o efeito bactericida é
influenciado pelas dimensdes da particula, tendo as menores particulas os
melhores efeitos (SHAHVERDI et al., 2007).

Os mecanismos de agao de ions e das nanoparticulas de prata sobre
micro-organismos ainda ndo sdo bem estabelecidos e diferenciados. Alguns
mecanismos tém sido propostos e aceitos para os ions de prata. Acredita-se
que ocorra ligagao extracelular ou precipitagéo de prata na parede e membrana
celular (BELLANTONE et al., 2002). A parede celular contém peptideoglicano
carregado negativamente que provavelmente ira interagir eletrostaticamente
com alguns ions Ag®. A prata podera interagir com proteinas celulares, incluindo
enzimas por meio de grupos sulfidrilicos (-SH) levando a inativagdo das
proteinas e, consequentemente, das bactérias. Estas enzimas sdo chaves e

participam da geragao de energia transmembrana e transporte de ions podendo
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levar ao bloqueio da respiracdo e da transferéncia de elétrons (FENG et al.,
2000; KLUEH et al., 2000). Outra agao proposta refere-se a interagdo da prata
com o acido desoxirribonucléico (DNA) por meio de deslocamento das ligagdes
de hidrogénio entre as bases purina e pirimidina impedindo a replicagao do
DNA. Por ultimo é também aceito que a prata se liga a grupos doadores de
elétrons, como aminas, hidroxilas e fosfatos que contém nitrogénio, oxigénio e
enxofre (RODRIGUEZ et al., 2007).

Ja as nanoparticulas de prata apresentam propriedades antimicrobianas
eficientes, em virtude de sua grande area superficial que proporciona melhor
contato com as bactérias. As nanoparticulas conseguem aderir a membrana
celular e penetrar na célula. A membrana bacteriana contém proteinas
compostas de enxofre, e as nanoparticulas assim como os ions de prata,
interagem com estas proteinas nas células bem como com os compostos
contendo fosforo como o DNA. As nanoparticulas também liberam ions de
prata que aumentam sua atividade antimicrobiana (MORONES et al., 2005;
SONG et al., 2006).

Feng et al. (2000) conduziram um estudo para observar os efeitos de
ions de prata em Staphylococcus aureus e Escherichia coli . Eles trataram as
células com AgNO; e observaram os efeitos morfoldgicos e estruturais dos ions
de prata nas células. Segundo os autores, as células expostas aos ions Ag"
ativaram resposta ao estresse que conduziram a condensacao de DNA no
centro da célula. Eles observaram também que as membranas destacaram-se
da parede celular e houve ocorréncia de danos na parede celular. Os autores
propuseram que a condensagao do DNA ocorreu como medida para proteger a
informacgédo genética da célula. Entretanto, a condensagcao pode prejudicar a
replicagao celular uma vez que a enzima DNA polimerase nao tem acesso ao
DNA. A presenga dos granulos densos formados dentro e fora da célula eram
compostos de prata e enxofre, reforcando a idéia de que a prata inativa
proteinas por interagdo com compostos contendo enxofre.

Kong e Jang et al. (2008) compararam as propriedades antibacterianas
de nanofibras de polimetilmetacrilato (PMMA) contendo nanoparticulas com
sulfadiazina de prata e AQNO3; ha mesma concentragdo de prata contra E. coli e
S. aureus. As nanofibras proporcionaram maior taxa de morte. Sulfadiazina de

prata e AgQNO3; apresentaram propriedade antimicrobiana por liberagao de ions
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de prata. Quando os ions de prata entraram em contato com a bactéria,
precipitados pretos foram formados via reducéo do ion ou formacao de sal. Os
precipitados comprometeram a eficiéncia antimicrobiana. Por outro lado, as
nanofibras liberaram nanoparticulas de prata com didmetro de 7 nm e o contato
com a bactéria nao resultou em precipitagdo. Por essas razdes, concentragao
efetiva de nanoparticulas de prata pode ser muito menor que de ions de prata.

Guzman et al. (2009) preparam nanoparticulas de prata em uma solugao
aquosa de nitrato de prata empregando como redutor uma mistura de hidrato
de hidrazina e citrato de sédio e o dodecil sulfato de sédio como estabilizante.
Os autores produziram particulas com tamanho variando de 8 a 50 nm, com
didmetro médio de 24 nm. Os autores avaliaram também a atividade bactericida
das nanoparticulas sobre E. coli e P. aeruginosa e observaram inibigdo da
multiplicagdo microbiana acima de 90 %. A interagdo das nanoparticulas com
as bactérias depende da area disponivel, assim, massas iguais de particulas
menores possuem maior area superficial para interagdo proporcionando maior
efeito bactericida que as maiores particulas.

As nanoparticulas de prata também tém sido propostas como alternativa
estratégica para redugao de adesao bacteriana e prevengao de formacao de
biofiimes que sao definidos como populacdo bacteriana aderida a uma
superficie sdlida, onde ha presenca de nutrientes, minerais e matéria organica.
Os micro-organismos tornam-se sésseis em um biofilme e a matriz forma uma
barreira protetora contra os agentes antimicrobianos. No trabalho de Bjarnsholt
et al. (2007), a concentragdo bactericida de prata requerida para controlar o
biofilme foi de 10 a 100 vezes maior que a necessaria para células planctonicas.
Dependendo da concentracao e do tempo de exposicido, as nanoparticulas de
prata podem inibir o desenvolvimento do biofiime, devido a capacidade de
absorcao do biofilme com comprometimento da diferenciagdo celular e estrutura
da comunidade (MONTEIRO et al., 2009).

Diante deste contexto, este capitulo apresenta como objetivo avaliar o
efeito antimicrobiano de nanoparticulas de prata obtidas por diferentes
metodologias sobre as espécies Staphylococcus aureus, Listeria innocua,
Salmonella Choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Bacillus
cereus, bem como avaliar a capacidade destas nanoparticulas em removerem

células vegetativas aderidas em superficies de ago inoxidavel.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo das nanoparticulas de prata

2.1.1. Sintese das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata foram preparadas de acordo com a
metodologia proposta por Fernandes (2010). Preparou-se uma solugao aquosa
na concentragdo de duas vezes a concentragdo micelar critica (CMC) do
surfactante brometo de dodeciltrimetilaménio (Dotab) (Sigma, Sao Paulo,
Brasil), cuja CMC é 1,56 x 102 M e nesta solucdo adicionou-se sulfadiazina de
prata (SAg) na concentracdo de (0,028 M) (Sigma, Sao Paulo, Brasil). A
dispersdo foi submetida a uma agitagdo suficiente para garantir mistura
completa e em seguida realizou-se centrifugagdo da dispersdo a 15.000 g
durante 5 minutos em centrifuga (SIGMA Laboratory Centrifuges 3k30). Apds
centrifugacado, o sobrenadante de coloragdo amarela obtido que continha as
nanoparticulas foi separado do pellet e foram realizadas as analises
microbiolégicas. A concentracdo final das nanoparticulas foi de 6 mg/L,

determinada pela espectrometria de absorcao atémica.
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2.1.2. Concentragao das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata concentradas foram obtidas conforme
metodologia apresentada no item 2.1.1 e em seguida submetidas a
aquecimento para evaporagao parcial (70%) do solvente a fim de concentrar as
nanoparticulas presentes na dispersdo. A concentragdo final obtida das
nanoparticulas foi de 60 mg/L, determinada pela espectrometria de absorg¢ao

atbmica.

2.1.3. Sintese das nanoparticulas de prata na presencga de cloreto de sédio

Na metodologia apresentada no item 2.1.1 foi adicionado 0,1 M de
cloreto de sédio (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil), a fim de promover desestabi-
lizacdo na dupla camada elétrica e observar a influéncia no efeito das
nanoparticulas formadas. Apds o preparo destas nanoparticulas, as mesmas
foram analisadas quanto a sua agao antimicrobiana. A concentracdo das nano-

particulas determinada na espectrometria de absor¢ao atémica foi de 6 mg/L.

2.1.4. Obtencao das nanoparticulas de prata pelo método Turkevich

As nanoparticulas produzidas pelo método Turkevich (MONTEIRO,
2009) foram obtidas por meio da reacdo de redugdao do AgNO3; com citrato.
Para preparar as nanoparticulas, a solugdo de AgNO; foi aquecida e apos 2
minutos de ebulicdo, o citrato de sédio foi adicionado e a solugcado tornou-se
amarela apdés poucos minutos indicando a formacdo das nanoparticulas. A

mesma foi mantida em ebulicdo por 6 minutos e entao resfriada.

2.1.5. Nanoparticulas de prata sintéticas

As nanoparticulas denominadas neste trabalho de sintéticas foram

adquiridas da empresa Sigma (Sao Paulo, Brasil).
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2.1.6. Caracteristicas das nanoparticulas de prata

Tabela 1 — Caracteristicas das nanoparticulas de prata utilizadas como antimi-

crobianos

Nanoparticulas de Prata Diametro Hidrodinamico (nm)
Nanoparticulas de prata (NP) 2,80
Nanoparticulas de prata concentradas (NPC) 3,65
Nanoparticulas de prata com adigao de NaCl 4,40
Nanoparticulas de prata sintéticas/Sigma (NPS) 180,00
Nanoparticulas de prata — método Turkevich 5,6 — 270,00

2.2. Determinagao do efeito antimicrobiano pelo teste do halo

A avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata, do
Dotab (2 CMC) e da sulfadiazina de prata (0,028 M) in vitro foi realizada por
meio do método de difusdo em agar. Culturas de Escherichia coli (ATCC
11229), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Listeria innocua (ATCC 33090),
Salmonella Choleraesuis (ATCC 6539) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442) foram utilizadas. Além destas bactérias, foi também avaliado o efeito
antimicrobiano contra Bacillus cereus, bactéria isolada da superficie de aco
inoxidavel de uma maquina de envase de leite pasteurizado (Ribo 1 222-173-
S4) (SALUSTIANO, 2007).

Inéculos de cada micro-organismo foram preparados por meio da
suspensao direta, em solugao salina, de coldnias isoladas e selecionadas de
uma placa de meio n&o seletivo inoculado com o micro-organismo e incubada a
na temperatura 6tima de cada microrganismo por 18-24 h. A suspenséao foi
ajustada até sua turbidez coincidir com a da solugao padréo de McFarland 0,5.
Placas de agar Mueller-Hinton (Sigma, Sao Paulo, Brasil) foram inoculadas
com os micro-organismos friccionando-se um swab de algod&o esterilizado ume-
decido com a solugao do in6culo previamente preparado. Sobre a superficie do
agar inoculado foram perfurados orificios de didametro igual a 0,6 cm, onde foram

depositados 30 uL de cada antimicrobiano. As placas foram incubadas na
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temperatura 6tima de cada microrganismo e apos 16-18 horas os halos de

inibicdo foram mensurados, incluindo o didmetro do disco (NCCLS, 2003b).

2.3. Imersao de superficies de ago inoxidavel com bactérias aderidas em

dispersoes contendo nanoparticulas de prata

Cupons de ago inoxidavel (10 mm x 10 mm x 0,05 mm) foram previa-
mente higienizados e imersos em caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth) (Merck),
onde foi adicionado in6culo da bactéria Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442) e incubado a 32 °C por 18-24 horas. Apés o periodo de incubacéao, os
cupons foram retirados, secos a temperatura de 25 °C e imersos no surfactante
Dotab na concentracdo de 2 CMC, em nanoparticulas de prata concentradas,
nanoparticulas de prata sintéticas/Sigma, nanoparticulas de prata produzidas
pelo método Turkevich e na agua (controle) por 30 minutos e também por 60
minutos. Posteriormente, os cupons de cada tratamento foram transferidos
para solugcédo tampao de fosfato de sédio (0,1 M) por 1 minuto para remogao de
células planctdénicas e em seguida novamente imersos em solugédo tampéo
fosfato de sdédio com a finalidade de remogao das células sésseis por meio de
agitacdo em vortex durante 1 minuto. Diluicbes adequadas foram preparadas a
partir deste ultimo tampao e aliquotas foram plaqueadas em agar padrao para
contagem (PCA, Merck), sendo o numero de células (UFC/cm?) aderidas
determinado segundo a férmula descrita abaixo (PARIZZI et al., 2004). O
numero inicial de células aderidas no cupom de aco inoxidavel foi determinado
seguindo a mesma metodologia acima apresentada com excegédo da segunda

etapa de imersao dos cupons nos antimicrobianos.

,_ Wy /v )M D
A

UFC /cm (1)

em que
Vp = volume usado para rinsagem (mL);
Va = volume usado para o plaqueamento da amostra (mL);
M = media do numero de colbnias apés incubagao da placa (UFC);
D = diluicdo decimal; e

A = area do cupom (cm™).
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2.4. Remocao de células vegetativas de B. cereus aderidas a cilindros de

aco inoxidavel

Em amostras de 100 mL de leite esterilizado (UHT) foi adicionado,
individualmente, 1 mL de suspensdo de B. cereus (cerca de 1,0.10% UFC/mL).
A suspensao preparada com micro-organismo isolado de leite pasteurizado
provinha da cultura ativada por duas vezes, em BHI a 32 °C por 24 h. Estas
amostras foram adicionadas em tubos de prova de acgo inoxidavel AlISI 304
polimento n® 4, com 33 cm de comprimento e didmetro 3,1 cm (Figura 1) com o
intuito de simular o processo de remocao bacteriana utilizando o processo de
limpeza CIP (Cleaning in place) (SALUSTIANO, 2007).

Figura 1 — Tubos de prova de ago inoxidavel AISI 304 polimento n® 4, com
33 cm de comprimento e diametro 3,1 cm e extremidades fechadas
com tampas rosqueaveis.

Os tubos de prova foram submetidos a movimentos rotatérios,
colocando-os em uma superficie plana a partir de um ponto central e
movimentando-os trés vezes, no sentido longitudinal para cima, trés vezes
longitudinalmente para baixo, trés vezes, no sentido lateral para direita, trés
vezes lateralmente para esquerda e por fim trés movimentos tipo baliza,
realizados manualmente. Este procedimento de movimentos rotatorios foi
realizado por seis vezes seguidas, sobre um molde quadrado (46 cm de

dimenséo) delimitado na bancada do laboratério (Figura 2).
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Figura 2 — Movimentos rotatérios, no sentido longitudinal para baixo (a1),
longitudinal para cima (a2), lateral para a esquerda (b1), lateral para
a direita (b2) e tipo baliza (c).

Em seqléncia, os tubos foram incubados a 32 °C por 24 horas, para
promover o processo de adesdao do micro-organismo no ago inoxidavel. A

temperatura e o tempo de adesdo simularam as condicbes ideais de

54



multiplicagdo para o B. cereus. Apos a adesao, os inoculos contidos nos tubos
de prova foram descartados e os tubos foram preenchidos com os diferentes
tratamentos: agua destilada a 25 °C, Dotab (0,0312 M), carbonato de sodio
(40 mg/L), nanoparticulas de prata concentradas (60 mg/L), nanoparticulas de
prata sintéticas/Sigma (6 mg/L) e nanoparticulas de prata obtidas pelo método
Turkevich para avaliar a eficiéncia na remogao de células aderidas. Apds o
preenchimento, os tubos foram submetidos aos rolamentos, conforme
previamente mencionados.

O numero de células aderidas as superficies dos tubos de prova e que
resistiram aos procedimentos de remocido de células foi determinado da
seguinte forma: inicialmente as células plancténicas foram removidas pelo
preenchimento dos tubos de prova com 100 mL de solugdo Ringer (0,45 g.L™
de cloreto de sodio, 0,021 g.L™" de cloreto de potassio, 0,012 g.L™" de cloreto de
calcio anidro, 0,01 g.L” ' de bicarbonato de sodio e 10 g.L'1 de tiossulfato de
s6dio); os tubos foram submetidos a seis movimentos tipo baliza, sendo a
solugéo Ringer descartada.

Novamente, os tubos foram preenchidos com 100 mL solugéo Ringer e
as células aderidas foram removidas das paredes dos tubos, usando-se uma
haste de aco inoxidavel (Figura 3) tendo em uma das extremidades um disco
de neopreno com 3,25 cm de didmetro. O disco de neopreno apresentava
quatro orificios de 3 mm de didmetro cada, distribuidos um em cada quadrante,

uniformemente, para a passagem da solucao Ringer.

Figura 3 — Haste de aco inoxidavel com disco de neopreno (3,25 cm de
didmetro) em uma das extremidades (a); e detalhe do disco de
neopreno (b).
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Essa haste foi empurrada até o fundo dos tubos de prova, por seis vezes
seguidas. Os tubos de prova foram fechados novamente, para que a solugéo
Ringer permanecesse em contato com a superficie por um minuto, e entao,
mais uma vez, submetidos aos movimentos rotatorios.

A partir da rinsagem final com solugao Ringer, foram realizadas diluicoes
apropriadas, que foram inoculadas em profundidade, em placas contendo agar
para contagem padrdo, com incubagéo a 32 °C, por 24 h, segundo metodologia
da APHA (2001) para determinacdo de B. cereus. Os resultados foram

expressos em UFC/cm?.
2.5. Analise estatistica dos resultados

Todos o0s experimentos foram conduzidos em um delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Os dados foram analisados por
meio da Analise de Variancia (teste F) a 5 % de probabilidade e uma vez
constatados o efeito significativo do tratamento, aplicou-se entédo o teste Tukey,
a 5% de probabilidade. Todas as analises foram realizadas no software estatis-
tico SAS® (Statistical Analysis System, version 9.1)

No primeiro experimento, foram comparados os efeitos dos antimicro-
bianos (Dotab, SAg, NP, NPC, NPNaCl, NPS, NPT) para cada tipo de bactéria
(S. aureus, B. cereus, L. innocua, P. aeruginosa, E. coli e S. Choleraesuis) e em
seguida, outra analise foi realizada com intuito de comparar as diferentes
bactérias dentro de cada antimicrobiano.

No segundo experimento, comparou-se a eficiéncia de diferentes
tratamentos (agua, NPC, NPT NPS e Dotab) na remocao de células vegeta-
tivas aderidas em cupons de ago inoxidavel dentro de cada intervalo de tempo
de imerséo dos cupons (30 e 60 minutos).

No terceiro e ultimo experimento, foram comparados diferentes trata-
mentos (agua, carbonato de sodio, NPC, NPS e NPT) na remocgao de células

aderidas em cilindros de aco inoxidavel.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que as nanoparticulas de prata (NP, NPC e NPNaCl)
produzidas segundo a nova metodologia possuiram maior atividade
antimicrobiana (p < 0,05) que os demais tratamentos avaliados (Tabela 2). Esta
maior eficiéncia relaciona-se ao tamanho das nanoparticulas de prata
produzidas que possuiam em meédia 2,8 — 4,4 nm de didmetro. Segundo
Shahverdi et al. (2007) quanto menor o tamanho das nanoparticulas, maior a
area interfacial e maior é a interacao entre bactéria e nanoparticula facilitando
assim, o contato e a agdo antimicrobiana. A maior razdo entre area da
superficie e o volume das pequenas nanoparticulas de prata significa que por
unidade de massa de prata, as nanoparticulas menores tém maior quantidade
de atomos de prata em contato com a solugcdo, participando do efeito
antimicrobiano quando comparado as nanoparticulas de tamanhos maiores.
Além disso, as nanoparticulas de tamanhos menores liberam maior quantidade
de ions de prata possuindo, portanto maior eficiéncia antimicrobiana
(GARDUQUE, 2010).

Para as bactérias S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e S. Choleraesuis nao
houve diferenga (p > 0,05) na inibicao entre as NP e NPNaCl, e as NPC foram
as mais eficientes para estas bactérias formando maior halo de inibigdo. Como
neste caso o tamanho das nanoparticulas atuantes foi proximo para os trés
tratamentos (NP, NPC e NPNaCl), a concentragdo das nanoparticulas em

suspensao contribuiu para o maior efeito, uma vez que a concentracao de NPC
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Tabela 2 — Médias de halos de inibicdo, em cm, de células vegetativas submetidas a acao de diferentes antimicrobianos

Bactéria Dotab SAg NP NPC NPNaCl NPS NPT
S.aureus 3,60+0,1° 1,17 + 0,06 ¢ 4,33+0,15° 4,63+0,05° 427+0,15° 1,23 +0,07 ¢ 1,20 +0,1¢
P.aeruginosa 1,60 + 0,08 ° 1,27 +0,06 ° 3,86+0,3° 457 +0,22° 413+0,26° 1,30 + 0,07 ° 1,53 +0,1°
B. cereus 1,60 + 0,26 ° 1,76 +0,15° 400+0,1° 4,73 +0,57° 2,87+0,51° 0¢ 1,70+ 0,1 °
L. innocua 1,92+020°° 1,95+035°°  4,36+0,23° 4,40 +0,19° 4,00 +0,10° 2,45+0,25° 1,38 +0,18 °
E. coli 1,90 + 0,24 ° 1,84 +0,11° 3,13+0,45° 4,26 +0,25° 2,84 +0,36° 2,30 +0,33° 2,00+0,1°
S. Choleraesuis 2,12+0,17° 2,20+0,3° 3,07 +0,05° 4,03+0,15° 3,32+0,12° 1,95 +0,25° 1,77 +0,11°

Médias seguidas por letras iguais (minusculas) na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

Brometo de dodeciltrimetilaménio (Dotab), sulfadiazina de prata (SAg), nanoparticulas de prata (NP), nanoparticulas de prata concentradas (NPC),
nanoparticulas de prata produzidas com adigdo de NaCl (NPNaCL), nanoparticulas sintéticas (NPS) e nanoparticulas obtidas pelo método Turkevich (NPT).
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foi 60 pg/mL enquanto as de NP e NPNaCl foi 10 vezes menor (6 pug/mL). E
importante mencionar que o efeito antimicrobiano das NPNaCl esta relacionado
apenas as nanoparticulas formadas, uma vez que a concentracao de NaCl
(0,586%) adicionada provavelmente n&o é suficiente para promover inibicao
destes micro-organismos. No caso da L. innocua, a agao antimicrobiana foi a
mesma para NP, NPC e NPNaCl. Para B. cereus, as NP e NPC nao diferiram,
enquanto a inibicdo das NPNaCl foi menor.

Martinez-Castanon et al. (2008) determinaram a concentragdo minima
inibitéria (CMI) de nanoparticulas de prata sintetizadas contra E. coli (ATCC
25922), S. aureus (ATCC 25923) e observaram que as nanoparticulas que
possuiam 7 nm de diametro apresentaram o melhor efeito antimicrobiano.
Segundo os autores, em virtude do menor tamanho, as nanoparticulas podem
alcancar facilmente o conteudo nuclear da bactéria e por apresentarem maior
area superficial, proporcionou maior contato com a bactéria. A CMI de todas as
amostras foi menor para E. coli , que segundo os autores pode ser explicado
com base na diferenga entre a parede celular de Gram-positivo e Gram-
negativo, tendo bactérias Gram-positivas parede mais espessa. Para E. coli
nao houve diferenga na CMI quando as nanoparticulas possuiam 29 ou 89 nm.
Quando avaliaram nanoparticulas de prata de 10 nm, ndo houve diferenca
significativa de CMI para cada bactéria.

No presente trabalho, concentragdo de apenas 6 pug/mL foi capaz de
promover formacdo de halos de inibicdo para as espécies estudadas. No
estudo de Jing et al. (2009), as nanoparticulas de prata apresentaram amplo
espectro de inibicdo contra as bactérias E. coli, B. subtilis, S. aureus e
P. aeruginosa quando a concentracao de particulas de prata foi de 2.000 ng/mL
na suspensao.

Morones et al. (2005) testaram nanoparticulas em p6 dentro de uma
matriz de carbono, utilizada para prevenir coalescéncia durante a sintese.
Algumas concentragbes de nanoparticulas de prata (0, 25, 50, 75 e 100 ug/mL)
foram avaliadas para as seguintes bactérias: E. coli, V. cholera e P.aeruginosa.
Os resultados demonstraram que a concentracdo de nanoparticulas de prata
que preveniu a multiplicacao bacteriana foi diferente para cada tipo, sendo que

P. aeruginosa e V. cholera foram mais resistentes que E. coli. Em
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concentragbes acima de 75 ug/mL, ndo houve multiplicagdo bacteriana
significativa para as bactérias testadas. Os autores observaram também que
somente particulas individuais aderiram a superficie da membrana e ndo houve
clara interagdo da membrana da bactéria com aglomerados de particulas
presentes na matriz de carbono. Esta informacado forneceu evidéncia de que
somente as nanoparticulas foram capazes de deixar a matriz e interagir com a
bactéria. Além disso, as nanoparticulas encontradas no interior da célula foram
similares em tamanho com as que interagiram com a membrana, implicando
que somente as particulas que interagem com a membrana foram capazes de
entrar na bactéria.

Diante dos resultados apresentados neste capitulo, € possivel afirmar
que ndo houve tendéncia de inibicdo em funcdo da classificagdo da bactéria
em Gram-positiva ou Gram-negativa. Dentre as bactérias estudadas, a mais
sensivel foi L. innocua, uma vez que os halos ndo diferiram com relagao ao tipo
de nanoparticula aplicada. No caso da Listeria, concentracdo de apenas
6 ug/mL das NP e NPNaCl foi suficiente para produzir o halo de inibicédo de
mesmo didmetro das NPC que possuiam 60 pug/mL.

Observou-se também que nao houve diferenga significativa (p > 0,05)
nos halos de inibicdo para as bactérias P. aeruginosa, E. coli e S. Choleraesuis
para os antimicrobianos Dotab, SAg, NPS e NPT. Os menores halos de
inibicao foram obtidos para esses tratamentos. O Dotab € um surfactante que
apresenta efeito antimicrobiano conhecido. Entretanto, sua eficiéncia foi menor
quando comparado as nanoparticulas de prata obtidas pela nova sintese.
Deduz-se que a inibicdo promovida pelas nanoparticulas pode ser atribuida
uma parte ao efeito deste componente que se mantém na constituicdo das
nanoparticulas e a outra parte decorrente do efeito antimicrobiano das nano-
particulas.

No nosso trabalho notou-se maior efeito antimicrobiano do Dotab para
S. ureus, bactéria Gram-positiva que para bactérias Gram-negativas. Entre-
tanto, sabe-se que detergentes idnicos interagem principalmente com fosfolipi-
dios da membrana bacteriana e que as bactérias Gram-negativas possuem
maio teor de lipideos na parede celular que as Gram-positivas. Em termos

fisico-quimicos, o efeito dos detergentes esta em quebrar irreversivelmente a
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estrutura de lipoproteinas por acdo de detergéncia de componentes importan-
tes da membrana ou por desorganizagao da estrutura por penetragao.

Simdes et al. (2003) investigaram a atividade de um surfactante catidnico
(brometo de cetiltrimetiiamonio — CTAB) em biofimes de Pseudomonas
fluorescens em fluxo laminar e turbulento. Os testes com células plancténicas
mostraram que o CTAB foi bactericida contra P. fluorescens e promoveu
liberacdo do ATP intracelular. Este extravasamento do material intracelular pode
ser sinal de rompimento da membrana externa da bactéria enfatizando que os
danos na membrana podem explicar a agao antimicrobiana do surfactante. O
CTAB agiu diferentemente no biofilme formado sobre condigdes turbulenta e
laminar. O biofilme laminar foi mais susceptivel ao CTAB que o formado sobre
fluxo turbulento. Entretanto, inativagdo respiratéria total ndo foi alcancada em
todas as situagdes testadas, enfatizando possivel protecdo da matriz polimérica
do biofilme. Além disso, CTAB causou menor efeito na remog¢ao do biofilme da
superficie metalica. Portanto, os autores concluiram que somente com
combinagdo sinérgica de alta concentragdo de surfactante e alta forga de

cisalhamento que foi o0 meio mais eficaz para promover a liberagao do biofilme.

Na literatura é relatado o bom desempenho de prata iénica (Ag®) na
inibicdo de micro-organismos. No nosso trabalho, o efeito da sulfadiazina de
prata nao foi destacavel, uma possivel causa pode ser a dificuldade em formar
dispersdo homogénea deste componente que acarretou em comprometimento
da difusdo dos ions de prata para o agar para possibilitar a agdo antimicrobiana.

No caso das NPS e NPT, o baixo desempenho antimicrobiano pode ser
atribuido ao maior didametro apresentado por estas particulas que foram
relativamente maiores quando comparadas ao tamanho das nanoparticulas
obtidas pela nova sintese. Como ja foi mencionado, quanto menor o tamanho,
maior a area interfacial e melhor o contato com a bactéria para realizar a agao
antimicrobiana. E importante ressaltar que a morfologia das nanoparticulas
pode também influenciar na reatividade. Nanoparticulas triangulares apresentam
inibicdo bacteriana com teor de prata de 1 pug, enquanto no caso de
nanoparticulas esféricas o teor necessario € de 12 ug, ja para as nanoparticulas
de formato bastonete sdo necessarios 50 a 10 ug de prata (PAL et al., 2007).
Portanto, a morfologia presente das nanoparticulas em cada tratamento pode

ter influenciado o efeito na célula bacteriana.
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Para B. cereus, nao houve diferenga (p > 0,05) no efeito do Dotab, SAg,
NPT, enquanto para essa mesma bactéria nenhum halo foi observado quando
o antimicrobiano utilizado foram as NPS. A Figura 4 mostra os halos de inibigdo
para B. cereus obtidos em todos os tratamentos envolvidos. Ja para a
L. innocua, as NPT formaram halos menores que as NPS.

Quando se comparou o efeito de cada antimicrobiano sobre as
diferentes bactérias avaliadas (Tabela 3), observou-se que os tratamentos
apresentaram a mesma eficiéncia (p > 0,05) para as espéices E. coli e
S. Choleraesuis. Esses micro-organismos sao indicados pela AOAC para
avaliar a agao bactericida de sanitizantes quimicos pelo teste de suspensao. O
surfactante Dotab foi mais efetivo para S. aureus e o tamanho dos halos
produzidos por esse agente foi semelhante (p > 0,05) para as demais espécies.
A SAg apresentou menor eficiéncia para S. aureus e P. aeruginosa € maior
halo de inibicdo para L. innocua, E. coli e S. Choleraesuis. As NPNaCl apresen-
taram a mesma eficiéncia para S. aureus, P.aeruginosa e L. innocua e também
a acgao antimicrobiana nao diferiu para B. cereus, E. coli e S. Choleraesuis. As
NPS nao inibiram o B.cereus como ja foi mencionado e apresentou menor
efeito para S. aureus e P. aeruginosa quando se comparou as demais
bactérias. Por fim, as NPT proporcionaram maior efeito antimicrobiano para
B. cereus, E. coli e S. Choleraesuis.

Observou-se que a condicdo mais eficaz para remocdo de células
aderidas de P. aeruginosa, patégeno capaz de formar biofilmes em dispositivos
usados na area médica, foi quando as superficies foram imersas em NPC e
NPS (Tabela 4). E preconizado que trés redugbes decimais (RD) sdo
necessarias para considerar uma solucao de sanitizante eficiente para remocgao
de células aderidas. Portanto, os tratamentos NPC e NPS apresentaram alta
eficiéncia, com capacidade de cinco redugbes decimais (RD) tanto para 30
minutos quanto para 60 minutos de imersdo dos cupons nestas nanoparticulas.
O resultado apresentado pelas NPS ndo era esperado, uma vez que no teste
de difusdo em agar os halos formados na inibicdo de diferentes espécies por
essas hanoparticulas foram pequenos. As NPS possuiam 180 nm de didametro.
O tamanho destas nanoparticulas pode ter prejudicado o processo de difuséo

em agar acarretando em menor eficiéncia das NPS.
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Tabela 3 — Comparacao da eficiéncia de diferentes antimicrobianos sobre células vegetativas

Bactéria Dotab SAg NP NPC NPNaCl NPS NPT
S.aureus 3,60+0,1° 1,17 + 0,06 ° 433+0,15° 4,63 +0,05° 4,27 +0,15° 1,23 + 0,07 ° 1,20 +0,1°
P.aeruginosa 1,60 + 0,08 ° 1,27 + 0,06 ° 3,86 +0,3° 457 +0,22° 413+0,26° 1,30 + 0,07 ° 1,53 +0,1°°
B. cereus 1,60 +0,26° 1,76 +0,15° 4,00+0,1° 4,73+0,57° 2,87+0,51° 0° 1,70 +0,1°°
L. innocua 1,92 +0,20° 1,95+ 0,352 4,36 +0,23° 4,40 +0,19° 4,00+0,1°° 2,45 +0,25° 1,38 + 0,18%°
E. coli 1,90 + 0,24 ° 1,84 +0,11°2 3,13+ 045" 4,26 +0,25° 2,84 +0,36° 2,30 +0,33° 2,00+0,1°
S. Choleraesuis 2,12+0,17° 2,20+0,3° 3,07 +0,05° 4,03+0,15° 3,32+0,12°° 1,95 + 0,252 1,77 +0,11°°

Médias seguidas por letras iguais (maiuscula) na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).
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Figura 4 — Halos de inibigdo formados para B. cereus decorrente da agao de
diferentes antimicrobianos: A = nanoparticulas de prata; B = nano-
particulas de prata concentradas; C = nanoparticulas de prata com
adicao de NaCl; D = dotab; E = sulfadiazina de prata; F = nanopar-
ticulas de prata obtidas pelo método Turkevich; e G = nanoparti-
culas de prata sintéticas/Sigma.
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Tabela 4 — Médias do log UFC/cm? de células vegetativas de Pseudomonas
aeruginosa aderidas em cupons de ago inoxidavel apos imersao em
diferentes antimicrobianos

Tratamentos Imersao: 30 n;in Redt_;gégs Imersao: 60 n;in Redt_;gé_es
(log UFC/cm®) Decimais (log UFClcm?) Decimais
g: Iil:nlqi?s%%?ndas (antes 6,06 ° - 6,64 ° -
Agua (controle) 5,81° 0,25 6,24 ° 0,40
NPC <1,00° > 5,06 <1,00° > 5,64
NPT 5,25 ° 0,81 4,04° 2,60
NPS <1,00° > 5,06 <1,00° > 5,64
Dotab 4,20° 1,86 3,54 ¢ 3,10

Médias seguidas por letras iguais (minusculas), na mesma coluna, nao diferem entre si pelo
teste Tukey (p < 0,05).

Deste modo, o uso das nanoparticulas de prata poderia ser inserido na
industria de alimentos, devido o efeito antimicrobiano destacado e a capaci-
dade em alcangar os sitios de colonizagao microbianos que muitas vezes estao
em espacos intercelulares ou fissuras presentes em superficies.

Testes de uso simulado s&o frequentemente empregados para analise
de uma situacido real da industria de alimentos. O processo de adesdo do
micro-organismo B. cereus e o0s procedimentos de remogao de células
realizados mostraram que a maior eficiéncia na remog¢ao depende dos agentes
antimicrobianos aplicados (Tabela 5). O desempenho das NPC e das NPS
foram os melhores, enquanto as NPT e o carbonato de sédio n&o diferiram da
agua na capacidade de remocao de células aderidas. O efeito das NPC atende
a recomendagdo da comunidade européia que preconiza 10 UFC/cm? de
mesofilos aerdbios para considerar uma superficie de ago inoxidavel que entra

em contato com alimento, em boas condi¢des higiénico-sanitarias.

Tabela 5 — Logaritmo de UFC/cm? de Bacillus cereus aderidos em tubos de aco
inoxidavel empregado no teste de uso simulado das condi¢des de
uma tubulacdo de ago inoxidavel de processamento de leite

Tratamentos Log UFC/cm?
Agua 3,14°
Carbonato de sddio (controle) 2,04 "
NPC 0,80 °
NPS 1,17 >°
NPT 2,69°
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Estudos com superficies de ago inoxidavel cobertas com zedlitos
contendo 2,5% de ions de prata e 14% de ions de zinco demonstraram
reducao significativa (3 RD) dentro de 24 horas para células vegetativas de
Bacillus subtilis, Bacillus anthracis e Bacillus cereus. Os esporos de Bacillus
foram completamente resistentes nas mesmas condi¢des (GALEANO et al.,
2003).
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4. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, podem-se sugerir as nanopar-
ticulas de prata obtidas pela nova sintese como um antimicrobiano a ser
empregado na industria de alimentos, com atuacdo, por exemplo, na saniti-
zagao de utensilios que entrardo em contato com os alimentos, com o intuito de
reduzirem o processo de adesao e aumentar a inocuidade dos alimentos ofere-

cidos aos consumidores.
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CAPITULO 3

ASPECTOS COLOIDAIS DA ADESAO DE MICRO-ORGANISMOS:
ESTRATEGIAS DE INIBIGAO DO PROCESSO DE ADESAO

RESUMO

O potencial antimicrobiano das nanoparticulas de prata tem surgido
como estratégia para inibir a adesao microbiana. A adesdo de micro-
organismos em superficies € um fendmeno que ocorre naturalmente em meios
aquosos e depende das propriedades interfaciais dos micro-organismos e dos
substratos de adesdo. A hidrofobicidade das superficies € considerada de
relevancia no estudo da adesao microbiana, uma vez que para se estabelecer
uma adesao efetiva entre duas superficies, em meio aquoso, o fiime de agua
que as separa tem que ser removido e a hidrofobicidade das superficies
interatuantes contribui para a facilidade dessa remocao. Neste contexto, esta
pesquisa teve como objetivo avaliar a capacidade das nanoparticulas de prata
em alterar as caracteristicas termodindmicas da superficie de ago inoxidavel, a
fim de reduzir o processo de adesao e formagao de biofilmes. Verificou-se que
as nanoparticulas de prata foram capazes de promover redugdo do angulo de
contato do ago inoxidavel de 73,20° quando condicionado com agua, para
12,10°, tornando esta superficie mais hidrofilica (41,460 mJ/mz). Desta forma, a
termodinamica de adesdo para todas as bactérias avaliadas foi mais
desfavoravel quando as superficies de ago inoxidavel foram condicionadas com

as nanoparticulas. Portanto, as nanoparticulas de prata apresentam eficiéncia
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antimicrobiana, uma vez que além de alterarem a hidrofobicidade da superficie
que é importante para dificultar o processo de ades&o celular, apresentaram

amplo espectro antimicrobiano.

72



1. INTRODUCAO

A adeséo bacteriana € importante em um grande numero de processos
tecnolégicos, envolvendo desde a microbiologia médica e patologica passando
pela industria de alimentos e engenharia ambiental até a area de ciéncia de
biomateriais.

A adesao de micro-organismos em superficies € um fendbmeno que
ocorre naturalmente em meios aquosos e depende das propriedades super-
ficiais, como tensao superficial, entalpia superficial por unidade de area, com-
posicao da superficie, dentre outros, das interfaces dos suportes de adesao
como ago, polimeros e marmore e das membranas dos micro-organismos.
Além disso, as propriedades microbioldgicas e as caracteristicas do meio cir-
cundante, como temperatura, pH, forca ibnica e disponibilidade de nutrientes,
determinam, em muitos sistemas, o processo de adsorcdo (UBBINK et al.,
2007).

Adsorcao é um processo espontaneo onde um componente do sistema
concentra-se em maior quantidade na interface do que nas outras fases em
contato. A molécula difunde para a interface devido ao excesso de energia livre
de Gibbs que existe na interface e também em virtude de interagdes
energeticamente favoraveis que podem ocorrer entre o solido adsorvente e o
soluto, ou interagdes desfavoraveis entre soluto e componentes da solucéo
(SOMASUNDARAN et al., 2003). A adesao e formagao de biofilmes constituem

em parte um processo de adsorgao.
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A formacgao de um biofilme inclui muitas etapas, mas um pré-requisito é
a adesao das células microbianas a superficie. Estudos das propriedades de
adesao de bactérias tém mostrado que, em alguns casos, as caracteristicas
fisico-quimicas da superficie da célula contribuem determinantemente no
processo de adesao (CHAVES, 2004).

As interagbes dos micro-organismos com a interface do substrato, no
processo de adesdo, podem ser especificas ou ndo especificas. Interacdes
especificas envolvem o reconhecimento de um determinado sitio, de uma
molécula receptora que se encontra na interface do micro-organismo, enquanto
a interacao nao especifica é dirigida pelas propriedades fisico-quimicas das
duas interfaces interatuantes: micro-organismo e superficie na adesé&o
(ABBASNEZHAD et al., 2008).

O parametro hidrofobicidade celular € considerado de relevancia no
estudo das propriedades da superficie bacteriana visando o entendimento do
processo de adesdo nao especifica da bactéria ao substrato. Este parametro
reflete as inumeras interagdes intermoleculares, incluindo-se entre elas, as
ligagbes covalentes, as pontes de hidrogénio e as forgas de dispersao, que
ocorrem entre as moléculas da interface bacteriana e da interface do substrato,
sendo todas estas formas de interacdo fundamentais para o processo de
adsorcéo/adesdo (SOMASUNDARAN et al., 2003).

Existem na literatura, dados de experimentos que mostram que a
adesao microbiana depende fortemente da estrutura hidrofdbica e, ou,
hidrofilica das superficies de interacdo. Interacbes n&o covalentes entre as
particulas podem ser de trés tipos: interacéo interfacial, interagao eletrostatica
e movimento Browniano (van OSS, 1994). Somente as interagbes interfaciais
sao relevantes para a definicdo de hidrofobicidade e hidrofilicidade. A diferenca
basica entre essas interagbes é a competicdo entre a energia livre interfacial de
coesao do solido, imersos na agua, e a energia livre de coeséo do liquido (van
OSS; GIESE, 1995).

A importancia do carater hidrofébico da superficie das células na adesao
foi explicada por van Loosdrecht et al. (1990) que ressaltou que para se
estabelecer uma adesao efetiva entre duas superficies em meio aquoso o filme
de agua que as separa tem que ser removido e a hidrofobicidade das

superficies interatuantes contribui para a facilidade dessa remocgéao. Portanto, a
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interface bactéria e liquido e a interface superficie de adesao e liquido terao
que ser substituidas pela interface bactéria e superficie de ades&o. Segundo a
teoria termodinamica, a adeséo sO se verifica se 0 processo conduzir a uma
reducao da energia livre global, obtendo-se valores negativos de AGagesso.

Devido ao comprimento da bactéria, de aproximadamente 1 um, seu
formato e cobertura com biomacromoléculas e carga global negativa, as
bactérias sao consideradas particulas coloidais vivas, e portanto, as
propriedades fisico-quimicas de um sistema formado por muitas bactérias
assemelham-se as dos coldides. Importantes aspectos da interagao bacteriana
e da adesdo podem ser entendidos baseados no conhecimento das
propriedades fisico-quimicas e coloidais da bactéria (DUFRENE, 2003). As
bactérias podem modificar a composicdo da superficie celular durante a fase
de multiplicacédo, ou em fungdo de mudangas na composi¢cdo do meio. Assim,
essas alteragdes causam mudancas nas propriedades coloidais.

E importante ressaltar que um sistema coloidal pode ser definido como
um sistema heterogéneo, em que pelo menos uma das fases esta na forma
continua e a(s) outra(s) fase(s) encontra(m)-se na forma dispersa. Uma vez
que as dimensbes da fase dispersa sdo muito pequenas, o sistema coloidal
apresenta uma area interfacial muito grande e muitas de suas propriedades
termodinamicas s&o influenciadas pela natureza da interface (NORDE, 2003;
VICENT, 2005).

Alguns fatores podem afetar o mecanismo do fendmeno de adsorc¢ao na
interface. A natureza da superficie, por exemplo, determina a area disponivel
para ocorrer a adsor¢ado, e a natureza quimica dos compostos da interface
direciona a interagdo que ocorre entre as moléculas e a superficie (DAS et al.,
20006).

Quando uma particula ou micro-organismo esta muito proximo de uma
superficie (2-5 nm), forcas de curto alcance passam a regular o processo de
adesdo, essas forgas sao representadas pelas forgcas de hidratagdo, as
interacdes hidrofobicas e pontes poliméricas. As forcas acido-base de Lewis
também sao importantes para considerar os aspectos relacionados aos micro-
organismos no processo de adesao. Assim, a energia livre das interagdes totais

— energia livre de Gibbs — numa superficie é resultante do somatorio das
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energias livres das interagdes de Lifshitz-van der Waals, interagdes acido-base
de Lewis e forgas eletrostaticas de dupla camada elétrica (OLIVEIRA, 2006).

Varios mecanismos para adesao bacteriana em diferentes superficies de
contato tém sido propostos. A teoria, descrita por Marshall et al. (1971), afirma
que a adesao em superficies sélidas € um processo que acontece em duas
etapas. A primeira € reversivel, pois 0 micro-organismo esta fracamente
aderido a superficie através de forcas de van der Waals e interagdes eletrosta-
ticas, propiciando facil remog¢do da célula bacteriana. J&4 a segunda é irrever-
sivel, uma vez que o tempo de aderéncia envolve adesao fisica da célula a
superficie por meio de material extracelular de natureza polissacaridica ou
protéica produzido pelo micro-organismo, o que se denomina matriz de glicocalix.
O glicocalix auxilia na formagao do biofilme, sendo produzido somente apds a
adesao superficial, fornecendo condi¢des para adesado do peptideoglicano das
bactérias Gram-positivas e a parte externa da membrana externa das Gram-
negativas.

Atualmente, estratégias tém emergido com potencial para inibir a
adesao microbiana, como por exemplo, a aplicacdo de cobertura contendo
compostos que possua propriedade antiadesiva a bactéria e a outros micro-
organismos colonizadores, prevenindo assim a adesdo. Os mecanismos
principais para evitar a interagdo entre bactéria e substrato consistem no
desenvolvimento de polimeros ou superficies com propriedades antiadesivas
ou com propriedades antimicrobianas. Diferentes compostos tém sido aplica-
dos na tentativa de prevenir a adesao bacteriana.

Estudos prévios tém mostrado que formulagdes antimicrobianas na
forma de nanoparticulas metalicas podem ser usadas com potencial antimicro-
biano, por exibir acdo bactericida contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (SONDI; SALOPEK-SANDI, 2004).

A prata tem sido considerada como um potencial antimicrobiano, devido
intensa atividade antimicrobiana e baixa toxicidade para células de mamiferos
e tecidos. Portanto, sua deposicao em dispositivos protéticos, como catéteres,
valvulas cardiacas, dentre outros, pode ser atrativo para evitar adesao e
formacao de biofilme bacteriano que pode conduzir a sérias infec¢oes, acarre-
tando em graves problemas de saude. Outra potencial aplicagédo ocorre em

superficies de equipamentos e utensilios que entram em contato com alimentos
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e materiais de embalagem, onde a presenga de bactérias indesejaveis pode
desencadear deterioracdo dos alimentos e infeccbes e, ou, intoxicagdes
alimentares (JIANG et al., 2003).

Recentes estudos mostram que tubos endotraqueais com revestimento
antimicrobiano tém sido utilizados na area médica para evitar formacao de
biofilmes e consequente colonizacdo de bactérias nos pulmdes causando
pneumonia. Na concepgao dos biomateriais impregnados com antimicrobianos,
tanto a selecdo quanto a taxa de liberacdo do antimicrobiano do dispositivo
devem ser considerados. Berra et al. (2008) estudaram diferentes revestimentos
para os tubos endotraqueais e observaram que em estudos in vitro, os tubos
revestidos com sulfadiazina de prata apresentaram propriedades antimicrobianas
contra P. aeruginosa prevenindo a formacgéao de biofilmes durante 72 horas.

O uso de nanoparticulas de prata como agente antibacteriano é
relativamente novo. Podem ser também aplicadas na medicina para reduzir
infecgdes, bem como prevenir colonizagao bacteriana em superficies de pré-
tese, cateteres, materiais odontoldgicos, materiais de ago inoxidaveis comu-
mente usados na industria de alimentos. Podem ser empregadas ainda na
eliminacéo de micro-organismos em téxteis e no tratamento de agua (GUZMAN
et al., 2009).

Jiang et al. (2003) depositaram nanoparticulas de prata em superficies
de borracha de silicone de uso na industria de alimentos e na area médica. O
efeito antimicrobiano da superficie foi avaliado para células vegetativas de
L. monocytogenes. O numero de células bacterianas manteve essencialmente
o0 mesmo durante as 24 horas de exposicdo da superficie sem tratamento a
suspensdo bacteriana. Ja no caso das superficies cobertas com prata, iniciou-
se declinio do numero de bactérias apos 6 horas e depois de 12 horas houve
reducdo de mais de dois ciclos logaritmicos na superficie de silicone de uso na
area médica enquanto que nenhuma L. monocytogenes pdde ser recuperada
da superficie de silicone de grau alimenticio. Provavelmente, nesta ultima
superficie, concentracdo maior de prata foi depositada tornando-a mais efetiva.
Nenhuma bactéria foi detectada apds 12 a 18 horas de exposi¢ao da superficie
coberta com prata a presenga de células de L. monocytogenes. Nenhuma
bactéria viavel foi detectada em ambos os tipos de superficies apos 18 e 24

horas.
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Neste contexto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a capacidade
das nanoparticulas de prata em alterar as caracteristicas termodinamicas de
superficie de aco inoxidavel, comumente utilizada na industria de alimentos, a

fim de reduzir o processo de adesao e formacéo de biofilmes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Condicionamento das superficies

Cupons (10 mm x 10 mm) de aco inoxidavel AISI 304 #4 previamente
higienizados foram imersos em agua, no surfactante brometo de
dodeciltrimetilamonio (Dotab) (Sigma, S&o Paulo, Brasil) na concentragao igual
a duas vezes a concentragdo micelar critica (CMC) e em nanoparticulas de
prata na concentracdo de 60 mg/L, obtidas de acordo com a metodologia
proposta por Fernandes (2010) e adaptada. Segundo esta metodologia,
preparou-se uma solucdo aquosa na concentracdo de 2 CMC do surfactante
(Dotab) (Sigma, Sao Paulo, Brasil), cuja CMC é 1,56 x 102 M e nesta solugéo
adicionou-se sulfadiazina de prata (SAg) na concentragao de 0,028 M (Sigma,
Sao Paulo, Brasil). A dispersado foi submetida a uma agitacédo suficiente para
garantir mistura completa e em seguida realizou-se centrifugagao da disperséo
a 15.000 g durante 5 minutos em centrifuga (SIGMA Laboratory Centrifuges
3k30). Apds centrifugacao, o sobrenadante de coloragdo amarela obtida que
continha as nanoparticulas foi separado do pellet e submetido a aquecimento
para evaporacgao parcial (70%) do solvente a fim de concentrar as nanopar-
ticulas presentes na dispersao.

Os cupons permaneceram imersos nestas dispersées durante 24 horas

a temperatura de 25 °C de modo a condicionar e alterar as caracteristicas da
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superficie. Apos este periodo, os cupons foram secos a temperatura de 25 °C e

conduzidos para a medida do &ngulo de contato.

2.2. Micro-organismos utilizados e condi¢gdes de cultivo

Os estudos foram conduzidos usando suspensdes de Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 11229), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442) e Listeria innocua (ATCC 33090).

Estas culturas estavam estocadas a -80 °C em caldo nutriente (Merck,
Sao Paulo, Brasil) contendo glicerol (80:20). Para ativacao das espécies,
100 uL da cultura foi transferido para 10 mL de caldo BHI (Brain Hearth
Infusion) (BHI, Merck, Sdo Paulo, Brasil) e em seguida, incubou-se a 32 °C por
24 horas. A cultura foi ativada trés vezes antes do uso € o0 numero de micro-
organismo de cada suspensao foi obtido por contagem total em placa utilizando
0 agar padrao para contagem (PCA) e o numero de unidades formadoras por

mL (UFC/mL) foi para todas as suspensdes aproximadamente 10" UFC/mL.

2.3. Determinagao do angulo de contato

2.3.1. Medida do angulo de contato para superficies

Para as diferentes superficies de ago inoxidavel condicionadas, o angulo
de contato entre a superficie e agua, formamida e a-bromonaftaleno foi
determinado usando o goniémetro (Kruss, Germany). Foi feita a medigdo do
angulo de contato de uma gota de 2,0 uL a cada segundo durante 30 segundos
consecutivos para todos os liquidos e superficies avaliadas. As medidas foram
realizadas a temperatura de 25 °C. Foram feitas trés repeticbes para cada

liquido em cada superficie.

2.3.2. Medida do angulo de contato para micro-organismos

Para a medicdo do angulo de contato da superficie das células
bacterianas, as medidas foram realizadas sobre uma camada de células

vegetativas usando o método descrito por Busscher et al. (1984). Primeira-
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mente, as espécies foram ativadas, trés vezes em caldo BHI com a finalidade
de obter-se uma suspensdo da cultura ativa com, aproximadamente,
10" UFC/mL. Posteriormente, 30 mL da suspens&o ativa foram centrifugadas a
12.000 x g por 10 min, sendo em seguida lavada por trés vezes em tampao
fosfato salino (PBS) 0,1 M. A massa celular foi ressuspendida neste mesmo
tampéao sendo depositada sobre um filtro de membrana de acetato celulose de
0,45 um de poro e 47 mm de didametro por filtragado utilizando pressao negativa.
Foram adicionados 30 mL de agua ultrapura no momento da filtragdo. Para
padronizar o conteudo de umidade, os filtros foram transferidos para Placas de
Petri contendo 1% de agar (p/v) e 10% de glicerol (v/v). As membranas foram
cortadas em trés partes sendo cada parte usada para medi¢gdo do angulo de
contato com cada liquido diferente. As medidas de angulos de contato foram
realizadas para trés liquidos com diferentes polaridades (agua, formamida e a-

bromonaftaleno).

2.3.3. Determinagao do angulo de contato

A energia livre de interacao hidrofébica AGess'©' entre as moléculas da
superficie (s) imersa em agua (w) foi calculada pelo somatoério das
componentes apolar e polar da energia livre de interacdo, AGsas™"’ € AGgas =
respectivamente (van Oss, 1994).

AGY = AGLY +AGL® (1)

sas sas sas

tot
sas

Aplicando as equacgdes 2 e 3, foi possivel chegar ao valor de AG_,. ou

AG,, e predizer em relagdo a hidrofobicidade de um substrato (s) ou de uma

superficie celular (b):

AGoy =2y =y, (2)

AGg,, = —4(%%‘ T R A 2o —\/ﬁm;) (3)
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Os componentes da tensdo interfacial das superficies nas condicdes

avaliadas foram determinados pela Equacao 4.

(I+cosO)y, =27 ™ +\rir +4lrin’) (4)

Para se determinar as trés componentes da tensao interfacial das
superficies determinou-se o angulo de contato formado por trés liquidos de
polaridades diferentes.

Com os valores contidos na Tabela 1 aplicando-se a Equacao 4 para cada

um dos liquidos usados chegou-se ao seguinte sistema de equacdes:

a) yo =11,1(1+cosb,)’ (5)
b) 5.049:/3¢ +5.049\y5 = 36.4(1+ cosfy) —15,55(1+ cos b, ) (6)
C) 6,293,/7¢ +1,5104/y5 =29(1 + cos . ) —20,806(1 + cos ) (7)

Tabela 1 — Componentes da tensdo de interfacial de liquidos de diferentes
polaridades a 25 °C

Liquido Tensao Interfacial (mJ/mz)
Tot Lw + -
M N M M
a-Bromonaftaleno 44,40 44 .40 0,00 0,00
Agua 72,80 21,80 25,50 25,50
Formamida 58,00 39,00 2,28 39,60

Pela resolucdo destas trés ultimas equagdes, tiveram-se as trés
componentes da tenséo interfacial da superficie, y;"", v " e Vs, que permitiram
calcular a tenséo interfacial global de uma superficie (s), ySTOT.

A partir dos valores das componentes da tensao interfacial foi possivel
determinar a (AGgageszo) €ntre as duas superficies: célula microbiana (b) e

superficies de processamento (s):
LW AB
ybs:ybs +7/bs (8)
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Voo =Vo Vs =275 Vs (9)
Vos =2(\/7b% I Vs NV s — ybn*) (10)

em que Yps € a tensdo interfacial entre as superficies bactéria/superficie de
adesao; ybsLW € a componente apolar, interacdo de Lifshitz-van der Waals entre
bactéria e superficie; v, B¢ a componente polar (interacdo de acido base de
Lewis) entre bactéria e superficie e y* refere-se ao parametro receptor de

elétrons e y~ refere-se ao parametro doador de elétrons da tenséo superficial
de uma substancia.

As mesmas equacgdes (8, 9 e 10) foram empregadas no calculo da
tensado interfacial entre as superficies bactéria/liquido (y) e tensdo interfacial
entre as superficies superficie de ades&o/liquido vys.

Como a energia livre esta diretamente relacionada a tensao interfacial,

AGagesso pode ser representado da seguinte forma:

AG adesdo = AGbLI\sN + AGlﬁsB (1 1)
AGy =7w — Vo — 74 (12)
AGye =y =7 =74 (13)

O valor de AGgagesso permite fazer uma avaliagdo termodinamica do
processo de adesdo, sendo esta termodinamicamente favoravel quando

AGagesz0<0 €, ao contrario, desfavoravel quando AGagesso > O.

2.4. Analise estatistica dos resultados

Os experimentos foram conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. Os dados foram analisados por meio da
Andlise de Variancia (teste F) a 5% de probabilidade e uma vez constatados o
efeito significativo do tratamento, aplicou-se entdo o teste Tukey, a 5% de
probabilidade. Todas as analises foram realizadas no software estatistico SAS®

(Statistical Analytical Software, version 9.1).
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No primeiro experimento, comparou-se a energia livre total de interagao

(AG°") para as diferentes superficies condicionadas e no segundo

sas

experimento comparou-se o valor obtido de energia livre (AGe' ) para cada

bactéria. Ja no terceiro e ultimo experimento, comparou-se a energia livre de

adesao das diferentes superficies condicionadas para cada tipo de bactéria.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que as nanoparticulas de prata foram capazes de promover
a redugao do angulo de contato do aco inoxidavel condicionado com agua de
73,20° para 12,10° quando condicionado com as nanoparticulas (Tabela 2). E
importante enfatizar que ha efeito sinergético das nanoparticulas e do
surfactante nesta reducado, uma vez a superficie condicionada apenas com o
Dotab apresentou redugédo para 16,50°. Esses baixos valores do angulo de
contato indicam que houve aumento na interacado entre as moléculas presentes
na superficie do ago inoxidavel e a camada de agua que solvata esta interface,

o que implica em aumento da molhabilidade desta superficie.

Analisando a interacdo global AG®" (mJ/m?), apds o condicionamento

das superficies, observou-se que quando foram utilizadas as solugdes do
surfactante Dotab e dispersdes de nanoparticulas de prata, a superficie de aco
inoxidavel tornou-se hidrofilica (Tabela 3) (AGsas'©' > 0), sendo mais hidrofilica
(p<0,05) apdés a cobertura formada de nanoparticulas de prata
(41,460 mJ/m?). O maior valor de AGg,s"® proporcionado pelo fiime de nanopar-
ticulas é decorrente de um empacotamento dos monémeros de Dotab nesta
interface, ou seja, ha maior numero de monémeros do surfactante por unidade

de area que promoveu aumento na hidrofilicidade desta superficie (Figura 1).
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Tabela 2 — Valores dos angulos de contato entre superficies de ago inoxidavel
condicionadas e agua ou formamida ou a-bromonaftaleno

Superficies Agua () Formamida (°) a-bromonaftaleno (°)

Aco inoxidavel

- . 73,20 +1,3 36,30 +1,7 31,62+0,8
condicionado com agua

Aco inoxidavel

condicionado com Dotab 16,50 + 0,1 26,60 £ 1.1 48,30 £ 21

Aco inoxidavel
condicionado com 12,10+ 0,5 23,70+ 0,5 21,57+ 0,4
nanoparticulas

o o 00 00
’i s 9 'i 00087680
Cupom condicionado Cupom condicionado com
com Dotab nanoparticulas de prata
Legenda:
> Mondmero de Dotab () Nanoparticula de prata

S

"y
P

Figura 1 — Representagdo de cupons de aco inoxidavel condicionados com
Dotab e condicionados com nanoparticulas de prata.

Tabela 3 — Valores dos componentes apolares (AGsas"') € polares (AGsss' ) da
energia livre total de interagdo das superficies condicionadas de ago

inoxidavel
Superficies AGgas™ (MJIM?)  AGgas™® (mJ/m?) AG" (mJ/m?)
Aco |rIwX|daveI condicionado 4,493 -42.349 46,842 °
com agua
Aco inoxidavel condicionado 1,545 37,161 35,616 °
com Dotab
Aco inoxidavel condicionado 6,202 47,662 41,460 °

com nanoparticulas

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey
(p <0,05).

Em relagdo as espécies bacterianas estudadas, todas foram considera-

das hidrofilicas tanto pelo valor do angulo de contato com a agua quanto pelo

valor de AGY" (Tabelas 4 e 5), sendo S. aureus a espécie mais hidrofilica e
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Tabela 4 — Valores dos angulos de contato entre diferentes superficies bacte-
rianas e agua, formamida e a-bromonaftaleno

Bactérias Agua (°) Formamida (°) o-bromonaftaleno (°)
S. aureus 22,40+0,3 41,90 + 2,1 44,03 +1,6
E. coli 16,53 + 0,8 22,30+ 0,7 52,07 + 3,1
P. aeruginosa 17,68 + 0,1 16,23 + 0,2 42,73 +1,8
L. innocua 23,20+0,3 16,77 + 0,3 4447 +1,6

Tabela 5 — Valores dos componentes apolares (AGsas-"') e polares (AGsas'°) da
energia livre total de interagcao das superficies bacterianas

Superficies AGeas™ (MJ/m?) AGgas™® (MJ/m?) AGT (mJ/m?)
S. aureus -2,239 58,818 56,579 @
E. coli -1,010 30,921 29,911°
P.aeruginosa -2,464 29,379 26,915 °
L. innocua -2,164 24,135 21,971°

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(p <0,05).

L. innocua a menos hidrofilica. E importante mencionar que a analise de hidro-
fobicidade de bactérias ndo permite um grupamento das espécies de acordo
com sua taxonomia microbiolégica, demonstrando que generalizagbes em
relacdo as propriedades hidrofébicas e acido-base da célula microbiana nao
podem ser feitas.

Sinde e Carballo (2000) demonstraram o efeito de hidrofobicidade na
adesao de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes ao ago inoxidavel,
borracha e politetrafluor-etileno, que sao superficie tipicamente encontradas na
industria de alimentos. Eles observaram que as espécies de Salmonella sao
hidrofdbicas, assim como L. monocytogenes e que maior adesdo ocorreu nas
superficies mais hidrofébicas.

O tratamento de superficies com irradiacdo de 50 keV Ar" e por
tratamento de plasma-O; foi realizado para polihidroximetilsiloxano (PHMS) e
polietilenotereftalato (PET). O PET foi utilizado, pois seu carater hidrofébico
nao é afetado apds aplicagdo de ambos os tratamentos. As modificacdes
quimicas induzidas pela irradiagdo mudaram drasticamente a energia livre das

superficies. A superfice PHMS antes do tratamento apresentava alta
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hidrofobicidade, em virtude da orientagdo dos grupos metil na superficie. Esta
superficie tornou-se moderadamente hidrofilica apds a irradiacdo e muita
hidrofilica apds tratamento com plasma. Por outro lado, a molhabilidade do
PET nao teve mudancas significativas apos a irradiagédo e aumentou levemente
ap6s o tratamento com plasma. Em ambos os tratamentos para PHMS, a
energia livre da superficie aumentou. Este efeito € devido ao aumento das forgas
dispersivas Lifshitz-van der Waals e polar de Lewis. No caso da superficie de
PET, as modificagbes da energia livre foram menos pronunciadas, no entanto os
componentes dispersivos e polares tiveram pequenas variagoes (CARNAZZA
et al., 2005).

Nas bactérias, essencialmente sdo as biomoléculas da parede celular
que determinam as propriedades da superficie. Entretanto, as condi¢cbes de
multiplicacdo microbiana afetam o sistema de sintese da parede que por sua
vez afetam os polimeros anibnicos e as enzimas presentes na parede celular
do micro-organismo. As caracteristicas da superficie dependem do pH da
cultura e do estado energizado da membrana. Mudangas nas propriedades de
superficie induzidas por diferentes valores de pH do ambiente de multiplicacao
celular pode explicar aumento na adesao a superficie.

No nosso trabalho observou-se também que a termodinamica de adesao
tornou-se desfavoravel para todas as bactérias nas superficies condicionadas
com surfactante e nanoparticulas de prata, sendo mais desfavoravel ainda
quando o aco inoxidavel foi coberto com pelicula de nanoparticulas de prata
(Tabela 6).

Esta termodindmica desfavoravel pode ser devido ao fato das duas
superficies interatuantes (ago inoxidavel e bacteriana) terem apresentado
caracteristicas hidrofilicas. Sabe-se que para estabelecer o contato entre a
superficie celular e superficie de ago, o filme de agua que reveste deve ser
removido. Assim, como as duas superficies sdo hidrofilicas, a camada de agua
interagindo fortemente com ambas as superficies dificulta a remogéao. Portanto,
ha maior gasto energético para a dessolvatacdo da interface bacteriana e, a
adesao e consequente formacao de biofilmes sao controladas.

A hidrofobicidade de diferentes espécies de bactérias representativas
dos principais géneros isoladas de uma ordenhadeira mecanica foi estudada

assim como a hidrofobicidade dos seguintes materiais: borracha, aco inoxidavel
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Tabela 6 — Energia livre de adesdo (mJ/m?) entre diferentes espécies e superfi-
cies de ago inox condicionadas com agua, Dotab e nanoparticulas
de prata

Energia Livre de Adesdo (mJ/m?)

Espécie Bacteriana/Superficie

AGpis™" AGpis™® AG adesao
S.aureus/ago_agua -3,1711 -7,8714 -11,0424 ¢
S.aureus/ago_Dotab -1,8598 12,7542 10,8944 °
S.aureus/ago_nanoparticulas -3,7270 21,9534 18,2264 °
E. colil ago_agua -2,1298 -3,2709 -5,4007 °©
E. colil ago_Dotab -1,2491 9,1560 7,9069°
E. colil ago_nanoparticulas -2,5032 17,5295 15,0263 ®
P.aeruginosalago_agua -3,3267 -7,4436 -10,7703 ©
P.aeruginosal/ago_Dotab -1,9511 5,9336 3,9825°
P.aeruginosalago_nanoparticulas -3,9098 14,1424 10,2324 °
L. innocualago_agua -3,1176 -8,0387 -11,1563 °©
L. innocualago_Dotab -1,8284 4,4702 2,6417°
L. innocualago_nanoparticulas -3,6641 12,4123 8,7482°

Médias seguidas por letras iguais para cada micro-organismo ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05).

AISI 316 e AISI 304, vidro e polimetilmetacrilato. Em relagdo a hidrofobicidade
das bactérias, todas as espécies de Lactobacillus lactis lactis bem como de
Enterococcus faecalis foram consideradas hidrofébicas. As espécies de P.
aeruginosa e Staphylococcus sciuri apresentaram valores variados para a
hidrofobicidade, tendo estirpes da mesma espécie classificada como hidrofé-
bicas, enquanto outras foram hidrofilicas. Todos os materiais avaliados foram
hidrofébicos, sendo a borracha, ago inoxidavel AISI 316 e AISI 304 as super-
ficies mais hidrofébicas e o vidro a superficie mais hidrofilica. A energia livre de
adesado entre a bactéria e os materiais em meio aquoso foi calculado a fim de
predizer qual a superficie possui maior capacidade para a formacao de biofil-
mes. Para todas as situacbes estudadas, a adesao foi termodinamica-mente
favoravel ao aco inoxidavel AlSI 316, AlSI 304 e a borracha e menos favoravel
nas superficies de polimetilmetacrilato e vidro (TEIXEIRA et al., 2005).

A implantagéo do ion N*,0",SiF," na superficie do aco inoxidavel AlSI

316 foi investigada por Zao et al. (2008), uma vez que os ions implantados

tornam a superficie menos atrativa para a bactéria afetando o processo de
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adesdo. Uma das razdes é que a implantacdo do ion reduz a energia livre da
superficie, influencia a molhabilidade e diminui a rugosidade da superficie.
Neste estudo, a dose e a energia de implantacdo dos ions foram de
10"® jons/cm? e 30 KeV, respectivamente. Todas as superficies avaliadas apre-

sentaram-se lisas e com morfologia uniforme. A rugosidade das superficies R,
para os ions implantados N*,0*,SiF,” foram 200, 129 e 36 A respectivamente.
Com relagdo a energia da superficie, ndo houve diferenca (p > 0,05) no
componente apolar da superficie, entretanto, o componente polar para SiF," foi

0 menor componente entre as superficies avaliadas. Como resultado, a energia
total da superficie de ago inoxidavel com SiF,"implantado foi a menor

(48,30 mN/m) enquanto para os outros sistemas foram 56,10 mN/m para N*

implantado e 54,23 mN/m para O" implantado. Os autores também observaram
que a superficie com a presenca do ion SiF,” apresentou a melhor reducéo da

adesdo bacteriana. Neste estudo, a adesao bacteriana reduziu com a
diminuicdo da energia da superficie. As superficies com ions implantados

apresentaram melhores resultados que as superficies controle, quanto a
adesdo. Os autores concluiram que a superficie de aco inoxidavel com SiF;’

pode exercer importante funcédo na redugao de células aderidas.

Deve-se destacar também que neste trabalho foi estudado apenas um
fator termodinamico que influencia no processo de adesao. Além dos aspectos
termodinamicos, outros fatores podem afetar o mecanismo do fenédmeno de
adsorcdo, como a presenca de apéndices celulares que sao capazes de
sobrepor a repulsao eletrostatica entre as superficies e facilitar a adesao.

Diante dos resultados obtidos, observou-se que as nanoparticulas de
prata apresentaram vantagens no uso para condicionamento de superficies de
processamento de alimentos. Além de alterar a hidrofobicidade da superficie
que foi importante para dificultar o processo de adesao celular, as nanopar-
ticulas de prata apresentam amplo espectro antimicrobiano.

A partir da analise dos resultados obtidos sugere-se o uso de nano-
particulas de prata como mais uma alternativa de agente quimico no procedi-
mento de sanitizagdo, devido ao seu efeito antimicrobiano nas superficies que

entram em contato com os alimentos. Outra aplicagao poderia ser também para
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a imersao de formas de queijos, por exemplo, que sdao amplamente emprega-
das nos laticinios, bem como para sanitizagdo de utensilios empregados no
processamento minimo de frutas e hortalicas antes do seu uso a fim de reduzir
possiveis contaminagdes. Portanto, o uso de nanoparticulas de prata na
industria de alimentos podera contribuir com uma etapa adicional nas barreiras

que sao impostas a contaminagdo microbiana.
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4. CONCLUSAO

As nanoparticulas de prata usadas para o condicionamento de superficie
de aco inoxidavel AlISI 304 #4 podem ser consideradas eficientes no controle
microbiolégico das espécies avaliadas uma vez que tornou o processo de
adesao termodinamicamente desfavoravel, sugerindo ser uma estratégia
interessante para o controle da adesdo e consequente formacao de biofiimes

em industria de alimentos.
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3. CONCLUSAO GERAL

Nanoparticulas de prata foram obtidas por uma metodologia nova e
simples e foram caracterizadas e confirmadas pelas técnicas de espectroscopia
de infravermelho, espalhamento dindmico de luz, microscopia de transmisséo
eletrbnica e difragdo de raios-X. As micelas de DOTAB catalisaram a reagéo,
caracterizando-se a sintese como uma reacdo de catalise micelar e, além
disso, as micelas do surfactante agiram como estabilizantes das nanoparticulas
formadas. O diametro médio das nanoparticulas sintetizadas variou de 2,8 —
4.4 nm.

As nanoparticulas de prata obtidas pela nova metodologia apresentaram
também acao antimicrobiana contra as espécies Staphylococcus aureus,
Listeria innocua, Salmonella Choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Bacillus cereus e foram eficientes para o condicionamento de
superficie de aco inoxidavel AISI 304 #4, uma vez que tornaram o processo de
adesao termodinamicamente desfavoravel. Sugerem-se as nanoparticulas de
prata como uma estratégia interessante para o controle da adesédo e
consequente formacao de biofiimes em industria de alimentos, podendo ser
empregadas na sanitizagdo de utensilios que entrardo em contato com os

alimentos.
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