.«
4

",
W

UNICAMP

PATRICIA FERNANDA ANDRADE

PREPARAGAO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA E
DE NANOCOMPOSITOS POLIMERICOS ANTIMICROBIANOS

CAMPINAS
2013






UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

PATRICIA FERNANDA ANDRADE

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA E
DE NANOCOMPOSITOS POLIMERICOS ANTIMICROBIANOS

ORIENTADORA: PROFA. DRA. MARIA DO CARMO GONCALVES

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA AO
INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP  PARA
OBTENCAO DO TIiTULO DE DOUTORA EM
CIENCIAS.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA TESE DEFENDIDA POR PATRICIA
FERNANDA ANDRADE, E ORIENTADA PELA PROFA. DRA. MARIA DO CARMO
GONGALVES.

Assinatura da Orientadora

CAMPINAS
2013



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Quimica
Danielle Dantas de Sousa - CRB 8/6490

Andrade, Patricia Femanda, 1977-

An24p Preparag3o e caracterizacdo de nanoparticulas de prata e de nanocompositos
polimericos antimicrobianos / Patncia Fernanda Andrade. — Campinas, SP : [s.n.],
2013.

Ornentador: Mana do Carmo Gongalves.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Quimica.

1. Nanoparticulas de prata. 2. Matenais nanocompésitos poliméncos. 3.
Atividade antimicrobiana. 4. Morfologia. |. Gongalves, Mana do Carmo. 11
Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Guimica. lll. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Preparation and charactenzation of silver nanoparticles and
antimicrobial polymer nanocomposites
Palavras-chave em inglés:

Silver nanoparticles

Materials nanocomposite membranes
Antimicrobial actraty

Morphology

Area de concentragio: Fisico-Quimica
Titulagéao: Doutora em Ciéncias

Banca examinadora:

Mana do Carmo Gongalves [Onentador]
Pnscyla Daniely Marcato Gaspan

Dano Windmaller

Camila Alves de Rezende
ltale Odone Mazali

Data de defesa: 03-12-2013
Programa de Pos-Graduacao: Quimica



Vi



Dedico este trabalho aos meus

pais Fernando Andrade (in memorian) e

Maria de Lourdes, por me apoiarem nos momentos mais dificeis da
minha trajetoria pessoal e profissional, aos meus irmdos e
sobrinhos, pelos guais tenho muito carinho e amor.

Vii



viii



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre me guiar e proteger durante toda minha vida, dando-
me forcas para nao desanimar, para persistir e por tornar tudo possivel.

A minha familia, pelo constante apoio, sempre respeitando e incentivando
minhas escolhas e decisfes.

A minha orientadora, Profa. Dra. Maria do Carmo Gongalves, pela
orientacdo deste trabalho, a quem devo grande parte desta vitdéria. Sou
imensamente grata pelo conhecimento que recebi, tanto profissional como
pessoal, pelas oportunidades que me foram dadas nestes anos de trabalho, pelas
criticas sempre construtivas, pela paciéncia em muitos momentos dificeis e por ter
acreditado que eu podia chegar até aqui. Nunca me esquecerei da forma como me
acolheu quando cheguei nesta cidade.

A CAPES pela bolsa concedida, sem a qual a realizagdo deste trabalho
seria impossivel.

A todos os 6rgaos de fomento a pesquisa (FAPESP, CAPES) e aos projetos
que forneceram infra-estrutura, sem a qual nao realizaria este trabalho

Aos meus amigos que sempre estiveram do meu lado nos momentos
dificeis, cujas lembrancgas ficardo guardadas com carinho em minha memoria. Em
especial: Larissa, Ana Paula Camilo, Luiz Pereira, Fernando Quites, Cintia,
Marcos, Karina, Helton, Caio, Juliana Aristéia, Sebastian, Fabiana Pires e
Geovana.

Aos colegas de laboratorio: Miguel, Rafael Trinca, Rosalva, Livia Mesquita,
Livia Contar, Marcelo, Laura, Marcia Favaro, Marcia Taipina, Evandro, Liliane
Battitola, Liliane Samara, Igor, Douglas, Thiago Rufino.

A Faepex pelos auxilios concedidos para participagdo em congressos.

Aos técnicos que contribuiram para a realizacdo de algumas atividades
importantes deste trabalho: Fabi, Claudia, Carlos Leite, Marcia, Pimpim, Daniel,
Renata, Diva, Douglas e Raquel.

Ao Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda pelas medidas de ICP-MS.




Aos Profs. Drs. Nelson Duran Caballero e Ljubica Tasic, gostaria de
agradecé-los, pela boa recepcao no seu laboratério, bem como pela permissao
para utilizacdo de toda a estrutura fisica para realizacdo dos ensaios
microbioldgicos e medidas de DLS.

Ao Prof. Dr. Oswaldo Luiz Alves que me deu a honra de poder desenvolver
um trabalho em conjunto com a p6s-doc Andreia Fonseca de Faria e sua aluna de
doutorado Ana Carolina, trabalho este que foi fruto de uma patente e duas futuras
publicacdes.

Ao Prof. Dr. Juliano Alves Bonancin pelas contribuicbes em artigos e tese.

Ao Prof. Dr. Miguel Jafelicci Junior (UNESP-Araraquara), pelas
contribuicbes e ideias iniciais em trabalhar com as nanoparticulas de prata
estabilizadas com B-ciclodextrina.

A Profa. Dra. Priscyla Daniely Marcato Gaspari (USP-Ribeirdo Preto), pela
disponibilidade em iniciar os ensaios microbiologicos com os materiais
apresentados nesta tese.

A Andreia Fonseca de Faria, gostaria de agradecer por ter dado
continuidade aos ensaios microbioldgicos, pelas grandes contribuicdes cientificas
durante o desenvolvimento do trabalho.

Ao Prof. Ronei Jesus Poppi pelas medidas de Raman.

A todos que ndo constam nesta nota, mas que de alguma forma

contribuiram para a realizagao deste trabalho.




CURRICULUM VITAE

1. Dados Pessoais
Nome: Patricia Fernanda Andrade

e-mail: patyazulo@hotmail.com
2. Formacao académica

2.1. Doutorado em Quimica

Instituicao: Universidade Estadual de Campinas

Titulo da tese: Preparacdo e caracterizagcdo de nanoparticulas de prata e de
nanocompositos polimeéricos antimicrobianos.

Orientadora: Profa. Dra. Maria do Carmo Gongalves

Periodo: 2009-2013

Bolsista da Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

2.2. Mestrado em Quimica

Instituicao: Universidade Federal de Sergipe

Titulo da dissertacao: Sintese e caracterizacdo de compdésitos de carbono
obtidos a partir de borra de petréleo,

Orientadora: Profa. Dra. Ledjane Silva Barreto.

Periodo: 2005-2008

2.3. Curso de Especializacao em Ciéncias da Natureza
Instituicao: Universidade Portiguar.

Orientadora: MSc. Djalma Andrade

Periodo: 2006

2.4. Graduacao em Quimica
Instituicao: Universidade Federal de Sergipe
Periodo: 1999-2004

Xi


mailto:patyazulo@hotmail.com

2.5. Ensino Médio

Instituicao: Centro Federal de Educacao Tecnoldgica de Sergipe
Periodo: 1993-1997

3. Participacao em disciplinas

Estdgio docente na disciplina Fisico-Quimica Experimental (QF-632) - 2°

semestre de 2012, sob supervisao do prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira.
4. Producao cientifica

4.1. Artigos

Conductive carbon-clay nanocomposites from petroleum oily sludge, Patricia
Fernanda Andrade,Thiago Figueiredo Azevedo, lara F Gimenez, Antonio Gomes
Souza Filho, Ledjane Silva Barreto, Journal of hazardous materials, 167, 879-884,
20009.

Study on the composition of mineral scales in oil Wells, Karina Aradjo Kodel,
Patricia Fernanda Andrade, Jodo Vinicius Batista Valenga, Divanizia do
Nascimento Souza, Journal of Petroleum Science & Engineering, 81, 1-6, 2012.

A simple method to synthesize fluorescent modified gold nanoparticles
using tryptamine as the reducing and capping agent, Marcos Alberto de
Carvalho, Patricia Fernanda Andrade, Fabiana Cristina Andrade Corbi, Maria do
Carmo Gongalves, André Luiz Barboza Formiga, italo Odone Mazali, Juliano Alves
Bonacin, Pedro Paulo Corbi Synthetic Metals, 185-186, 61-65, 2013.

Structural and morphological investigations of B-cyclodextrin-coated silver
nanoparticles, Patricia Fernanda Andrade, Andreia Fonseca de Faria, Douglas
Soares da Silva, Juliano Alves Bonacin, Maria do Carmo Gongalves, Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, em revisao.

Xii


http://www.researchgate.net/researcher/31958386_Patricia_Fernanda_Andrade/
http://www.researchgate.net/researcher/31958386_Patricia_Fernanda_Andrade/
http://www.researchgate.net/researcher/32813382_Thiago_Figueiredo_Azevedo/
http://www.researchgate.net/researcher/39389774_Iara_F_Gimenez/
http://www.researchgate.net/researcher/28422965_Antonio_Gomes_Souza_Filho/
http://www.researchgate.net/researcher/28422965_Antonio_Gomes_Souza_Filho/
http://www.researchgate.net/researcher/38534138_Ledjane_Silva_Barreto/
http://www.researchgate.net/journal/1873-3336_Journal_of_hazardous_materials

4.2. Trabalhos apresentados em congressos

4.2.1. Andrade, P. F., Favaro, M. M., Santos, F. J., Jafellici, M. J., Gongalves, M.
C. Preparation and characterization of poly(lactic acid)/silver
nanocomposites. Xl International Macromolecular Colloquium and 7th
International Symposium on Natural Polymers and Composites, realizado no
periodo de 7 a 10 de setembro de 2010 em Gramado - RS.

422. Andrade, P. F., Gongalves, M. C. Nanoparticulas de
prata/poli(vinilpirrolidona): obtencdo e caracterizacdo. 19° Congresso
Brasileiro de Engenharia e Ciéncia de Materiais — CBECIMAT, realizado no

periodo de 21 a 25 de novembro de 2010 em Campos do Jordao - SP.

4.2.3. Andrade, P. F., Goncalves, M. C. Preparacao e caracterizacao de
membranas de acetato de celulose e nanoparticulas de prata. 352 Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, realizado no periodo de 28 a 31 de
maio de 2012 em Aguas de Lindodia - SP.

4.2.4. Andrade, P. F., Goncalves, M. C. Polysulfone membranes containing
silver nanoparticles. World Polymer Congress, realizado no periodo de 24 a 29
de junho de 2012 em Blacksburg - Virginia - USA.

4.2.5. Andrade, P. F., Faria A. F., Gongalves, M. C. Biofouling reduction in
cellulose acetate membranes containing silver nanoparticles. European
Polymer Congress, realizado no periodo de 16-21 de julho de 2013 em Pisa -
ltalia.

Xiii



4.2.6. Andrade, P. F; Faria, A. F., da Silva, D. S., Bonacin, J. A., Goncalves, M. C.
Characterization on the B-cyclodextrin stabilizing layer around silver
nanoparticles. XXIV Congresso da Sociedade Brasileira de Microscopia e

Microanalise, realizado no periodo de 20 a 23 de outubro de 2013 em Caxambu -
MG.

4.3. Patente

Processo de obtencao de membranas poliméricas porosas antibacterianas a
partir de acetato de celulose e nanoparticulas de prata suportadas em 6xido
de grafeno, Alves, O. L., Faria, A. F., Goncalves, M. C., Andrade, P.F; Moraes, A.
C. M. Numero do registro: BR1020130266396, data de depoésito: 16/10/2013,

Instituicao de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial.

4.4. Prémio e Titulos

Prémio de melhor trabalho (Painel) na area de Nanotecnologia-Materiais, intitulado
“Characterization on the p-cyclodextrin stabilizing layer around silver
nanoparticles”, autoria Patricia Fernanda Andrade, Andreia Fonseca de Faria,
Douglas Soares da Silva, Juliano Alves Bonacin, Maria do Carmo Gongalves,
apresentado durante o XXIV Congresso da Sociedade Brasileira de Microscopia e
Microanalise, realizado no periodo de 20 a 23 de outubro de 2013 em Caxambu-
MG.

5. Participacao em cursos
5.1. Curso de “Espectroscopia no Infravermelho Proximo: Fundamentos, Aspectos

Praticos e Aplicagbes Analiticas”, Prof. Célio Pasquine, de 18 a 22/07/20011 no

Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas.

Xiv



5.2. Monitora do Programa UPA 2011 — Universidade de Portas Abertas, no
Instituto de Quimica, realizado nos dias 02 e 03 de setembro de 2011.

5.3. Curso de “Estrutura Eletronica de Compostos de Coordenagao”, Prof.Dr.
André Luiz Barboza Formiga, realizado no Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas entre os dias 02 e 15 de Fevereiro de 2012, totalizando 30
h.

5.4. Curso de “Biomateriais Poliméricos”, ministrado por Luiz Henrique Catalani
(1Q-USP) e Edvani Curti Muniz (UEM), realizado durante a 352 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica entre os dias 29 e 31 de maio de 2012, em

Aguas de Lindoia, totalizando 6 h.

5.5. Curso de “Quimica e Espectroscopia de Elementos f’, Profs. Ana de
Bettencourt Dias (University of Nevada), Marco Aurelio Cebim (IQ-UNESP) e
Fernando A. Sigoli, realizado no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas entre os dias 04 e 15 de Margo de 2013, totalizando 30 h.

5.6. Curso de “Microscopia de Forga Atémica”, ministrado por Luciano Paulino
da Silva, realizado durante o XXIV Congresso da Sociedade Brasileira de
Microscopia e Microanalise, realizado no periodo de 20 a 23 de outubro de 2013
em Caxambu-MG, totalizando 3 h.

5.7. “V Curso Teorico-Pratico de Microscopia Eletrbnica de Transmissao”,
realizado pelo laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano), no Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), no periodo de 06 a 17 de
janeiro de 2014 em Campinas-SP, totalizando 76 h.

XV



XVi



RESUMO

Neste trabalho foram preparadas e caracterizadas nanoparticulas de prata
estabilizadas com polivinilpirrolidona (PVP) e B-ciclodextrina (B-CD), que foram
incorporadas em matrizes poliméricas, para a obtengdo de membranas. As
nanoparticulas de prata (AgNP) foram sintetizadas pelo método de reducéo
quimica. Para as AgNP-PVP, foi investigada a influéncia da concentracdo do
precursor (AgNOs) e da razao molar de PVP em relacao ao precursor. A partir dos
resultados obtidos, foram selecionadas as melhores condi¢cées experimentais para
a preparacao das AgNP-B-CD. As AgNP foram caracterizadas por espectroscopias
na regido do ultravioleta-visivel e na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (UV-vis e FTIR), difracado de raios X (DRX), espectroscopia de
espalhamento de Luz Dinamico (DLS), microscopia eletrénica de transmisséo
(TEM) e andlise termogravimétrica (TGA). As morfologias das AQNP-PVP e AgNP-
B-CD foram investigadas visando a caracterizacdo da camada de polimero ao
redor das nanoparticulas, pela técnica de imagem espectroscopica de elétrons
associada a microscopia eletrénica de transmissdo (ESI-TEM). As nanoparticulas
estabilizadas com PVP apresentaram diametro médio de 45 nm, quando
preparadas a partir da concentragdo de 0,01 mol L™ e razdo molar PVP/AgNOg;
igual a 1,5. As nanoparticulas estabilizadas por B-CD apresentaram diametro
médio de 28 nm, quando preparadas nas mesmas condi¢gdes indicadas para as de
AgNP-PVP. O estudo morfolégico da camada polimérica ao redor das AgNP-PVP
e AgNP-B-CD, realizado por ESI-TEM, confirmou a maior concentragdo de
carbono e oxigénio nessa regiao, sugerindo a existéncia de uma camada definida
e coesa dos estabilizantes envolvendo as nanoparticulas. Os valores de
concentragdo minima inibitéria contra a E. coli, apds 3 h e 2 h de incubacao, foram
12,5 ug mL™" e 20 pg mL" para AgNP-PVP e AgNP-B-CD, respectivamente. As
membranas de polissulfona (PSf) e acetato de celulose (CA), contendo AgNP-PVP
e AgNP-B-CD, respectivamente, foram obtidas pelo método de inversao de fases,

tendo como variavel a quantidade de AgNP adicionada as matrizes poliméricas.
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Todas as membranas foram caracterizadas por UV-vis, DRX, FTIR, microscopia
eletrébnica de varredura com fonte de emissdo de campo (FESEM), TEM,
calorimetria diferencial de varredura (DSC), TGA, angulo de contato e fluxo de
agua. A incorporacao de nanoparticulas de prata nas membranas de PSf e CA foi
realizada utilizando diferentes metodologias, que influenciaram tanto o didmetro
médio das nanoparticulas, quanto a morfologia e sua distribuicio na matriz
polimérica. A incorporacdo das nanoparticulas nas membranas nao alterou a
estabilidade térmica das matrizes poliméricas, entretanto, aumentou seu carater
hidrofilico e, consequentemente, o fluxo de agua. A membrana de PSf, contendo
2% de AgNP, apresentou 100% de inibicao de crescimento bacteriano para E. coli,
como também a membrana CA para S. aureus e E. coli. As membranas de PSf e
CA, contendo 2% de AgNP, apresentaram reducdo na formacéo de biofilme para
E. coli de 89 + 1% e 98 * 3%, respectivamente. Estas membranas podem ser
consideradas interessantes em diferentes aplicacées, tais como no tratamento de

agua e recuperacao de aguas residuais.
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ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNPs), stabilized with polyvinylpyrrolidone (PVP) and
B-cyclodextrin (B-CD), were prepared, characterized and incorporated into polymer
matrices to produce membranes in this work. The AgNPs were synthesized by the
chemical reduction method. The influence of the precursor concentration and PVP
molar ratio in relation to the precursor concentration (AgNO3) was investigated for
the AgNP-PVP. Based on the results, the best experimental conditions were
selected for the preparation of AQNP-B-CD. The AgNPs were characterized by UV-
visible and Fourier transformed infrared spectroscopies (FTIR and UV-vis), X-ray
diffraction (XRD), transmission electron microscopy (TEM), dynamic light scattering
(DLS) and thermogravimetry analysis (TGA). The morphologies of the AgNP-PVP
and AgNP-B-CD were investigated by electron spectroscopy image associated to
TEM (ESI-TEM) to characterize the polymer layer around the nanopatrticles. The
nanoparticles which were stabilized with PVP presented an average diameter of 45
nm, when prepared from the 0.01 mol L' concentration and 1.5 PVP/ AgNOs molar
ratio. The nanoparticles which were stabilized by B-CD showed an average
diameter of 28 nm, when prepared under the same conditions indicated above.
The morphological study of the polymeric layer around the AgNP-PVP and AgNP-
B-CD, carried out by ESI-TEM, confirmed a greater concentration of carbon and
oxygen in this region, suggesting the existence of a defined and cohesive
stabilizing layer surrounding the nanoparticles. The minimum inhibitory
concentration values against E. coli after 2 to 3 hours of incubation were 12.5 ug
mL" and 20 ug mL™ for AGQNP-PVP and AgNP-B-CD, respectively. The polysulfone
(PSf) and cellulose acetate (CA) membranes, containing AQNP-PVP and AgNP-3-
CD, respectively, were obtained by the phase inversion method, by varying the
amount of silver nanoparticles added to the polymer matrix. All the membranes
were characterized by UV-vis, XRD, FTIR, field emission scanning electron
microscopy (FESEM), TEM, differential scanning calorimetry (DSC), contact angle
and water flux. The incorporation of the silver nanoparticles
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into the PSf and CA membranes was carried out using different methods, which
influenced both the average diameter of the nanoparticles and the morphology and
their distribution in the polymer matrices. The addition of nanoparticles into the
membranes did not change the thermal stability of the polymer matrices, however,
it did increase the hydrophilic character and consequently water flux. The PSf
membranes containing 2% of silver nanoparticles showed 100% inhibition growth
of E. coli, as well as the CA membrane that showed 100% inhibition growth for S.
aureus and E. coli. The PSf and CA membranes, containing 2% of silver
nanoparticles, presented a reduction in the biofilm formation for E. coli of 89 £ 1%
and 98 * 3%, respectively. These membranes can be considered interesting
materials in different applications such as in water treatment and the recovery of

residual water.
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Capitulo 1

1. Introducéao

1.1. Nanoparticulas metalicas

Nanoparticulas metadlicas (NPsM) sdo agregados ou aglomerados de
particulas que apresentam 50% de tamanho na faixa de 1 a 100 nm. As
nanoparticulas possuem propriedades fisicas e quimicas dependentes do
tamanho e da forma. Em dispositivos farmacéuticos ou médicos, a definicdo nao
deve excluir o termo “nano” para estruturas com diametro médio entre 100 e 1000
nm [1,2].

Normalmente, as NPSM sao obtidas a partir de dispersdes coloidais e, de
acordo com o método aplicado durante a sintese, podem apresentar morfologias
diversificadas, tais como: nanocubos, nanoprismas, nanoesferas, nanotridngulos e
nanofios [3-5].

O estudo de NPsM nao é recente. Em 1857, Michael Faraday relatou a
primeira sintese, assim como as propriedades fisicas, de solucdes coloidais de
ouro [6]. Esse trabalho pioneiro incentivou a posterior publicagdo de milhares de
artigos referentes a sintese modificacdo e propriedades de NPsM em diversos
solventes e substratos, possibilitando um entendimento das caracteristicas fisico-
quimicas destes sistemas, como também o dominio dos métodos de obtencao de
nanoparticulas metalicas [7].

Um marco posterior foi a publicagédo, por Turkevitch e colaboradores [8] em
1951, de um novo método sintético envolvendo a reducao do AuCly por citrato em
meio aquoso. Neste caso, o citrato atua como estabilizante, evitando a ocorréncia
de processos de agregacao e as particulas obtidas apresentam aproximadamente
20 nm de diametro.

Apesar da nanotecnologia estar presente no cotidiano ha milhares de anos,
foi no ano de 1959 que o fisico americano Richard Feyman, em sua conferéncia
na Reunido da Sociedade Americana de Fisica, sugeriu a construcdo e a
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manipulagdo de materiais em escala nanométrica. Essa conferéncia, intitulada
There’s plenty of room at the bottom, representou uma nova concepgao em
nanociéncia e nanotecnologia.

Em 1994, o método desenvolvido por Brust e colaboradores [9] somou-se
ao elenco dos trabalhos que alavancaram o desenvolvimento dos estudos
experimentais, por permitir a obtengao de NPsM com tamanho reduzido e estreita
distribuicdo de tamanhos. Tal sintese foi inspirada na desenvolvida por Faraday,
utilizando NaBH4 como agente redutor e alcanotidis de cadeia longa como agentes

passivantes em um meio bifasico de tolueno e agua.

1.2. Nanoparticulas de prata

Nas Ultimas décadas, um estudo intenso tem sido dedicado as
nanoparticulas de prata (AgNP), motivado principalmente por suas interessantes
propriedades oOpticas e antimicrobianas. As propriedades 6ticas de nanoparticulas
de prata, como também de metais como cobre e ouro, sdo devido a presencga de
elétrons livres na banda de conducdo. A ressonancia de plasmon de superficie
tem como caracteristica um comprimento de onda de ressonancia que depende do
tamanho e da forma da particula, bem como da constante dielétrica do meio
[10,11].

A Figura 1 representa esquematicamente o fendmeno do plasmon a
superficie das nanoparticulas. Quando a radiacdo eletromagnética incide na
nanoesfera metdlica, é induzida a formacgéao de dipolos que por sua vez promovem
a polarizagdo da esfera nanométrica (Figura 1a), ou seja, no momento em que o
campo elétrico atua na nanoesfera, a nuvem de elétrons sofre um deslocamento
em relacdo aos nucleos, e as cargas positivas agem simultaneamente como uma
forca restauradora de origem Coulombiana, fazendo com que os elétrons oscilem
coerentemente. Para particulas na forma de bastdes, o comprimento de onda de
ressonancia depende da orientacdo do campo elétrico. Neste caso ocorrem
oscilacbes nas diregbes transversal e longitudinal (Figura 1b), gerando duas
bandas de absorgao no espectro [12].
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Figura 1. (a) Desenho esquematico da interagéo da radiacao eletromagnética com
uma nanoesfera metalica. (b) Oscilacdes de elétrons transversais e longitudinais,
em um nanobastdo. Adaptado da referéncia [12].

A dependéncia da oscilagao da banda plasmon em relagdo a forma e ao
tamanho das NPsM, para nanoparticulas de prata na forma de nanobastao,
esfera, cubo e triangular, apresentam bandas plasménicas em 370-380 nm, 408-
430 nm, 450-600 nm e 670-740 nm, respectivamente [11,13,14]. E ilustrado na
Figura 2 nanoparticulas de prata e ouro (AgNP e AuNP) de tamanhos e formas
diferentes, juntamente com suas respectivas suspensbes em diferentes

concentracoes.

Figura 2. Micrografias eletronicas de transmissdo de nanoparticulas: (a) AUNP na
forma esferas, (b) AuNP na forma de bastdes e (c) AgNP na forma de
nanoprismas. Fotografias das dispersdes coloidais: (d) AuNP esféricas (e) AuNP
na forma de bastées e (f) AQNP na forma de nanoprismas em concentracdes
crescentes [12].
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Diversos métodos para sintetizar AQNP sao relatados na literatura recente.
Apesar de cada método possuir caracteristicas especificas, 0 método quimico, de
uma maneira geral, envolve a redugdo de um sal metalico apropriado na presenca
de estabilizantes, que podem ser polimeros ou surfactantes [15]. Esses
estabilizantes, também chamados de passivantes, tem a finalidade de estabilizar
cineticamente essas particulas metalicas, formando uma camada que impede seu
crescimento e coalescéncia por um periodo de tempo determinado, podendo ainda
funcionaliza-las. No método bioldgico, sdo utilizados microrganismos capazes de
reduzir os ions Ag* [16]. JA o método fisico consiste em reduzir os ions Ag®,
usando radiacao eletromagnética [17]. Neste ultimo, a solucdo aquosa é exposta a
radiagao (y ou UV), gerando elétrons hidratados, radicais primarios e moléculas de
hidrogénio e perdxido de hidrogénio.

O mecanismo de formacdo e crescimento de nanoparticulas de prata
coloidais varia de acordo com o sistema especifico. A formagéo de AgNP pode ser
explicada de forma geral pelo mecanismo de La Mer (Figura 3) [18]. Nesse
mecanismo, quando a concentracdo de precursor em solugcao (atomos, ions ou
complexos moleculares que irdo formar as nanoparticulas) ultrapassa certo limite,
conhecido como sendo a concentracdo critica de nucleacdo, flutuacoes
estatisticas levam a formacdo de pequenos aglomerados de atomos,
denominados de nudcleos ou sementes. Uma vez que ocorre a nucleagao, a
concentragdo do precursor diminui, podendo ficar abaixo da concentragéo critica
de nucleacdo. A partir deste ponto, ocorre somente o crescimento dos nucleos
pré-formados pela incorporagéao do precursor, denominando-se essa fase de etapa
de crescimento. Por outro lado, quando a concentracdo do precursor torna-se
menor que o valor critico de crescimento, pode ocorrer também o processo de
envelhecimento de Ostwald, quando a concentracdo de pequenas particulas
coloidais é alta o suficiente para se dissolverem e reprecipitarem, e assim
formarem particulas maiores, ou mesmo para crescerem por incorporacao de

outros nucleos (aglomeracao e coalescéncia) [18].
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Figura 3. Modelo de La Mer para a formacdo de um sistema coloidal
monodisperso a partir das etapas de nucleacdo e crescimento. Adaptado da
referéncia [18].

Durante a nucleagdo, ocorre a formacdo de uma fase soélida e,
consequentemente, a criacdo de uma nova superficie, 0 que gera uma mudanca
na energia livre global do sistema (AG). Considerando uma particula esférica,

equacao (1):
43 2
AG = —y ™ kgTIn(S) + 4mr<y (D

onde V é o volume molecular, r é o raio do nucleo, kg € a constante de Boltzmann,
T é a temperatura, S € a razéo de saturacao e y € a energia livre de superficie por
unidade de area de superficie.

Ndcleos maiores do que o tamanho critico irdo diminuir sua energia livre
com seu crescimento e formar um ndcleo estavel. O tamanho critico do nucleo r*

pode ser obtido na condigdo: dAG/ dr = 0,
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Para um dado valor de S, todas as particulas com r > r irdo crescer e as
com r < r* dissolver. De acordo com a equacéao 2, observa-se que quanto maior o

valor da raz&o de saturacédo, menor é o tamanho critico do nucleo [19].

_ 2Vy
~ 3kgTIn(S)

Apoés os nucleos serem formados, estes crescem via adigdo molecular. Quando a

*

(2)

concentracdo das espécies se torna menor que um valor critico, a nucleacéao
cessa e as particulas continuam a crescer até que se atinja a concentracao de
equilibrio das espécies precipitadas. A uniformidade de tamanho é estabelecida se
0s nucleos forem gerados em um periodo curto de nucleagdo seguido pelo
processo de crescimento.

1.3. Estabilidade de nanoparticulas prata

A teoria mais utilizada na interpretagdo da estabilidade coloidal é a teoria
DVLO, desenvolvida na década de 40 por Derjaguin, Verwey, Landau e Overbeek.

Segundo descrito por Ostwald em World of Neglected Dimensions, coldides
sdao formados por uma fase dispersa (ou fase descontinua) distribuida
uniformemente em um meio de dispersao (ou fase continua), em que as particulas
dispersas tém um diametro compreendido entre 1 nm e 1 uym, e podem ser
constituidas de atomos, ions ou moléculas [20].

Devido a enorme razado superficie/volume, particulas pequenas possuem
grande energia livre interfacial, o que as torna instaveis do ponto de vista
termodinamico, favorecendo sua aglomeracdo em razao da energia associada a
alta area superficial [20]. A estabilidade coloidal pode ser vista em termos da
variacdo de energia livre em funcdo da distancia de separacao das particulas em
um sistema. A teoria estabelece que a estabilidade do sistema coloidal é
determinada pela soma das forcas atrativas de van der Waals e das forcas
repulsivas das duplas camadas elétricas (DCE) existentes entre as particulas. A
teoria DLVO pode ser descrita pela equagéo (3):
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VT = VA + VR (3)

V1 é a energia potencial total; Va € Vg representam as contribuicées associadas,
respectivamente, as forgas atrativas e repulsivas entre as particulas. Os valores

de Va e Vg sao dados pelas seguintes equacoes:

V, = aAH 4
A= ~T7p (4)
Vg = 2meqeal’? exp (—kD) (5)

No caso da equacéao (4), A4 é a constante de Hamaker, a é o raio da particula e D
é a distancia entre particulas. Na equagéao (5), &, € a permissividade no vacuo, ¢ é
a constante dielétrica do meio, 1/x é espessura da dupla camada elétrica e
depende da forca idnica do meio e { é o potencial zeta.

Para duas particulas de mesma natureza, as forcas de van der Waals em
agua ou outro solvente, sdo atrativas. Essa energia de atracdo depende da
natureza da particula e do solvente, como também da distancia entre as
particulas, mas independe da carga das particulas, do pH do meio e da
concentracao de eletrdlitos na solucdo. Porém, a energia repulsiva, resultante da
interacdo entre DCE com cargas superficiais idénticas, é dependente da distancia
entre as particulas, da magnitude de carga ou potencial de superficie, do pH e do
solvente. As interagbes elétricas sdo também sensiveis a natureza e a
concentracao de eletrélito, porém, para uma dada carga superficial, independem
da natureza da particula [21].

A teoria DLVO propbe que uma barreira de energia, resultante da
combinacdo das forcas repulsivas e atrativas, previne duas particulas de se
agregarem, como esquematizado na Figura 4. Se as particulas colidem com
energia suficiente para superar essa barreira, a forca atrativa prevalecera a ponto
de ocorrer uma forte adesao, que pode ser irreversivel. Porém, se as particulas
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possuirem uma repulsdo suficientemente alta, a dispersao resistira a floculagéo e
o sistema coloidal sera estavel. Em uma condicao intermediaria, na qual a atracao
e a repulsao apresentem magnitudes dependentes da distancia, ora predominam
interacdes atrativas ora predominam interagdes repulsivas. Neste caso, a curva de
potencial apresenta um pequeno minimo em distancias maiores, um maximo em
distancias médias e um minimo em pequenas distancias [22]. Esta teoria néo é

considerada para estabilizagdo por impedimento estérico.

Forca de repulsao da dupla

A e
! camada elétrica (V)
x
o
(0
@
=] . ;
¢ Energia potencial total (V)
14
T .
2 =
o
2
s © :
o
o Minimo secundario
w
(=] i
Sl1i a Forga atrativa de van de Waals (V,)
S A
< A
Minimo primario

Figura 4. Energia potencial de interagéo particula-particula em funcéo da distancia
de separacao entre duas particulas coloidais. Adaptado da referéncia [23].

Estes minimos sdo conhecidos como minimo secundario € minimo primario.
As diferencas entre coagulagao e floculacao sdo devido a esses minimos. Quando
a dispersdo encontra-se na regido do minimo secundario, o processo de
agregacao € chamado de floculagédo e pode ser reversivel. Quando a disperséo
encontra-se na regiao do minimo primario, o processo de agregacao € chamado
de coagulacao e é irreversivel. Para alcangar o minimo primario, responsavel pela
coagulacao, o sistema precisa transpor a barreira energética representada pelo
maximo na curva potencial. Este sistema € considerado metaestavel, havendo um

grau de estabilidade cinética [22].
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1.3.1. Métodos de estabilizacao de nanoparticulas de prata

Uma vez que entre particulas coloidais semelhantes estdo presentes forgas
atrativas, é necessario promover forgas repulsivas entre as particulas para conferir
estabilidade coloidal. A estabilidade pode ser obtida por meio de trés métodos: i)
formacao de DCE (estabilizacao eletrostatica), ii) formacdo de uma camada de
moléculas (polimeros ou surfactantes) adsorvidas ou ligadas quimicamente
(estabilizacdo estérica) a superficie das particulas [22] e iii) formacdao de uma
camada composta de cadeias longas e cargas (estabilizacao eletroestérica). Estes
sao apresentados na Figura 5.

(=)
=

o @ e e
Estabilizag&o estérica Estabilizagéo eletrostatica Estabilizagéo eletroestérica

Figura 5. Mecanismos de estabilizacao das AgNP. Adaptado da referéncia [23].

1.3.1.1. Estabilizacao eletrostatica

Uma forma efetiva de contrabalancear as atracées de van der Waals entre
particulas coloidais em liquidos polares é promover a repulsdo Coulombiana entre
as mesmas. Em uma dispersao coloidal, ions podem ser adsorvidos a superficie
das particulas formando uma camada carregada. Esse conceito é ilustrado na
Figura 6 para a situacao na qual a particula possui uma distribuicdo equilibrada de
cargas, as quais sao balanceadas por cargas de sinal oposto, os contra-ions.
Neste contexto, a nuvem de carga € chamada de DCE. Na estabilizacao
eletrostatica, a repulsdo mutua dessa dupla camada é a que promove a

estabilidade coloidal [21].
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Figura 6. Representacdo esquematica da concentracdo de contra-ions ao redor
de duas esferas carregadas eletricamente. Adaptado da referéncia [22].

Quando duas particulas carregadas se aproximam, as suas duplas
camadas elétricas interagem. Como essas duplas camadas possuem 0S mesmos
sinais, a interagao entre elas sera repulsiva, levando a um aumento no potencial
elétrico entre as particulas. Com a aproximacao entre elas, essas nuvens sao
comprimidas e acabam exercendo uma for¢ca para afastar as particulas. A
magnitude desta forca de repulsdo depende da constante de for¢ca da nuvem de
cargas. Quanto maior a polarizabilidade, maior sera a resisténcia a aproximacao
mutua e mais dificil sera a adesao que leva a agregacao e floculacao [21].

A dupla camada elétrica descreve a distribuicdo dos ions e, portanto, a
intensidade dos potenciais elétricos gerados pela superficie carregada. Essa é
constituida por duas regides: uma camada externa difusa e uma camada interna
compacta, conhecida como camada de Stern. O limite estabelecido pela camada
Stern e camada difusa formam a dupla camada elétrica, como representado
esquematicamente na Figura 7 [24].

Dentro da camada difusa ha um limite onde os ions e a particula formam
uma entidade estavel. Quando uma particula se movimenta, uma fragcdo de ions
também se movimenta com a particula, este limite é conhecido como superficie
hidrodindmica ou plano de cisalhamento. O potencial existente neste plano de
cisalhamento é denominado potencial zeta, o qual é funcao da carga da superficie
da particula e da natureza do meio em que a particula esta dispersa [24].

10
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Figura 7. Esquema da dupla camada em uma superficie de carga positiva [24].

Ha limitacées no uso da estabilizagédo eletrostatica, que séo: i) necessidade
de uso de solventes polares; ii) as particulas estabilizadas eletrostaticamente sao
sensiveis a adicao de sal e iii) perda de estabilidade em dispersées submetidas a
ciclos de congelamento-descongelamento. A estabilidade é dependente da
concentragdo da dispersao coloidal, pH do meio e natureza dos ions envolvidos.
De fato, as suspensdes estabilizadas eletrostaticamente sdo instaveis do ponto de
vista termodinamico, havendo apenas uma barreira cinética que previne a

agregacao [21].
1.3.1.2. Estabilidade estérica

Quando duas particulas coloidais, contendo uma camada de cadeias de
polimero ou surfactante adsorvidas em sua superficie, se aproximam, as camadas
comecam a se interpenetrar. Esta interpenetracdo das cadeias pode gerar dois
efeitos: um efeito osmético, devido ao aumento na concentracao local de espécies
adsorvidas entre as particulas, e um efeito entrépico ou de restricdo de volume
livre, uma vez que as espécies dentro da zona de interacdo perdem graus de
liberdade devido a interpenetracdo. A reducdo na entropia € desfavoravel,
dificultando assim a aproximacado das particulas entre si, enquanto o efeito
osmotico pode ser acompanhado por uma diminuigéo no efeito entalpico, causado
pela dessolvatacdo das moléculas adsorvidas. Para recuperar a entropia, as

11
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particulas devem exercer uma forca repulsiva, promovendo o afastamento entre
elas e permitindo assim maior liberdade de movimento, enquanto o solvente
desloca-se no sentido de “re-solvatar” as particulas. Isto resulta em uma barreira
de energia que retarda a aproximagao das particulas e é responsavel pelo
mecanismo de estabilizacdo [23]. O processo de estabilizacdo estérica esta

esquematicamente ilustrado na Figura 8.

A l

- - ———

- H
(a) (b)

Figura 8. Mecanismo de estabilizagdo estérica: (a) efeito osmobtico e (b) efeito
entropico. Adaptado da referéncia [23].

O solvente desempenha um papel fundamental na estabilizacdo de
sistemas coloidais por estabilizagcdo estérica. Se a natureza do solvente for
alterada de modo que esse passe a ser um melhor solvente para as espécies
adsorvidas, o revestimento pode ser dessorvido, resultando na floculagdo por
deplecao. Se o solvente deixa de ser um “bom solvente” e passa a ser um “mau
solvente” para as cadeias adsorvidas, a espessura da camada de protegcao sera
reduzida e as cadeias adsorvidas serdo colapsadas sobre a superficie da
particula, resultando na reducao da estabilidade [23]. O ideal, portanto, é atingir
uma condigao intermediaria.

A estabilidade estérica tem vantagens sobre a estabilidade eletrostatica
uma vez que: i) € menos sensivel a presenca de eletrdlitos; ii) promove a
estabilizacdo de dispersbes em meio aquoso e nao-aquoso; iii) promove a
estabilizacao de dispersées contendo baixas ou altas fracées volumétricas da fase

dispersa e iv) permite que a floculagédo seja revertida [23].

12
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1.3.1.3. Estabilidade eletroestérica

A combinagdo dos mecanismos eletrostatico e estérico geralmente resulta
em uma melhor estabilizacdo. Essa combinacdo se denomina estabilizacdo
eletroestérica. O componente eletrostatico pode ser originado de uma carga sobre
a superficie da particula e/ou por cargas associadas ao polimero adsorvido. Na
curva de energia potencial, representada na Figura 9, a barreira de energia
potencial é alta a longas distancias e a estabilizagdo estérica (curva Vs) previne o

contato entre as particulas a curtas distancias [25].

Energia potencial

Figura 9. Energia potencial de interacéo particula-particula em funcéo da distancia
de separacao entre duas particulas coloidais, por estabilizacédo eletroestérica [24].

Um material que tem sido bastante estudado como estabilizante de AgNP é

o polimero polivinilpirrolidona (PVP), cuja estrutura esta apresentada na Figura 10.

H H
|
¢
"

Figura 10. Representacao da estrutura quimica da polivinilpirrolidona.

13
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A vantagem do uso de PVP como estabilizante € justificada pelo fato deste
polimero ter grande afinidade pelo metal, possuir dois pontos de coordenacgao (O e
N), ser soluvel em agua, alcodis e suportar altas temperaturas [26].

O efeito de protecdo do PVP é atribuido a interagdo do par de elétrons
isolados presentes nos atomos de oxigénio e nitrogénio da unidade repetitiva do
PVP, que podem ser transferidos para os dois orbitais hibridos sp do metal, para
formar ions complexos (Figura 11). Os dois complexos formados podem induzir a
diferentes processos de nucleacao, tal como sugerido por Jiang e colaboradores
[27].

Zhang e colaboradores [28], utilizando espectroscopia IR, demonstraram a
existéncia da ligacdo quimica N:Ag:O em AgNP estabilizadas com PVP, enquanto
varios outros grupos [27-29] realizaram analises de XPS para observar alteragdes
nas fotoemissbes C1s e Nis. Os resultados obtidos indicaram que ocorre
alteracao apenas no pico referente a O1s, o que os levou a concluir que o PVP
interage com AgNP por meio do atomo de oxigénio.

Curiosamente, as evidéncias experimentais tém mostrado que o grupo C=0
presente no PVP, interage de forma diferente com as diferentes faces
cristalograficas da estrutura metalica. Assim, o PVP pode adsorver
preferencialmente em certas faces, ou seja, pode agir inibindo ou aumentando o
crescimento de uma face especifica e, consequentemente, causando o
crescimento anisotrépico de AgNP [30,31]. No entanto, ainda ha muita
controvérsia a respeito de que tipo de face as moléculas de PVP adsorvem

preferencialmente.

Figura 11. Complexacao dos ions prata com polivinilpirrolidona [27].

14



Tese de Doutorado Patricia Fernanda Andrade

Apesar de existirem varios trabalhos que utilizam o PVP como estabilizante
na preparacao de AgNP, ainda é objeto de estudo investigar a associacdao desse
polimero com nanoparticulas de prata e o seu efeito no tamanho e estado de
agregacao das nanoparticulas, uma vez que nao ha relatos na literatura a respeito
da caracterizacdo da camada estabilizante em torno da AgNP, quando se altera a
proporcao de AgNO3 e PVP.

Outras classes de estabilizantes tem também sido usados na estabilizagao
das AgNP. Estudos tém demonstrado recentemente que algumas moléculas que
apresentam grupos hidroxila, tais como poli(alcool vinilico), poli(etilenoglicol),
oligossacarideos e polissacarideos, podem ser utilizadas também na estabilizacdo
das AgNP [32,33]. Uma classe de oligossacarideos que esta sendo estudada é a
das ciclodextrinas (CDs). Ciclodextrinas sdo maltodextrinas naturais e ciclicas
produzidas a partir do amido, pela agcdo de enzimas denominadas como
ciclodextrina glicosiltransferase, sendo as mais importantes a a-, B- e y-CD,
compostas de seis, sete e oito monémeros de glicose [34], respectivamente
(Figura 12).

Figura 12. Estruturas quimicas e dimensdes das a, B e y-ciclodextrinas (CD).
Adaptado das referéncias [34,35].
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As ciclodextrinas sao cristalinas, ndo-higroscépicas e apresentam estrutura
relativamente rigida em formato de um cone oco truncado, uma cavidade central
hidrofobica e uma superficie exterior hidrofilica contendo grupos hidroxila. Os
grupos hidroxila (OH) secundarios estao ligados aos atomos de carbonos C2 e C3,
localizados ao redor da abertura maior, enquanto que os grupos OH primarios
mais reativos se encontram na extremidade mais estreita e ligados ao carbono C6
[34-36], como representado esquematicamente na Figura 13.

A presenca de grupos OH nas extremidades da estrutura favorece a
solubilidade das ciclodextrinas em agua. O interior da cavidade é delineado pelos
atomos de hidrogénio (H3 e H5) e pelas ligagcbes de oxigénio glicosidicas. Os
pares de elétrons nao-ligantes do oxigénio estdo voltados para o interior da
cavidade, produzindo alta densidade eletrénica e resultando em um ambiente com
caracteristicas de base de Lewis e um carater extremamente hidrofébico. Ja a
disposicao dos hidrogénios H1, H2 e H4, bem como dos grupos hidroxila, voltados
para o exterior da CD, torna a superficie externa hidrofilica. As ligagcdes de
hidrogénio intramoleculares estabelecidas entre os grupos OH ligados aos
carbonos C2 e C3 proporcionam estabilidade ao anel macrociclico, e conferem
uma estrutura rigida a CD, formando um cinturdo secundario de ligacoes de
hidrogénio e gerando uma estrutura rigida. Na B-CD todas as ligagcdes de
hidrogénio estdo estabilizadas na estrutura, resultando na rigidez do anel e na
reducao da solubilidade da mesma em agua [35,36].

Grupos hidroxila secundarios

Cavidade hidrofébica

OH oy
,’|_ 2

Superficie
hidrofilica

Grupos hidroxila primarios

Figura 13. Estrutura quimica e representagao da ciclodextrina em forma de cone
oco, truncado, com os grupos hidroxila localizados nas aberturas do cone [35].
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As vantagens do uso de B-CD como estabilizante de AgNP, deve-se ao fato
de se tratar de um material biodegradavel e de baixa toxidade, como também a
sua capacidade de formar complexos do tipo hospedeiro-convidado, contendo
ambiente Unico para reagcdes quimicas, e por possuir habilidade para formar
complexos de inclusdo com uma variedade de substancias [37].

Além disso, a complexacdo de B-CD pode ser usada para promover
modificacdes na reatividade quimica do substrato, fixacdo de substancias muito
volateis, melhoria na solubilidade de compostos, estabilizacdo de substancias
sensiveis a luz, calor e oxidagao, protecao da degradacdo de substancias por
microrganismos, mascaramento de corantes ou pigmentos e atividade catalitica
com substratos. As consequéncias diretas mais importantes da inclusdo de CD em
um substrato s&o relativas ao aumento da sua solubilidade em meio aquoso [37].

Sendo assim, com a crescente demanda para a adocdo de protocolos
sustentaveis e menos agressivos ambientalmente, o uso desses precursores
biodegradaveis e nao-téxicos para preparar nanomateriais tem sido incentivado. O
primeiro trabalho a introduzir os conceitos de "quimica verde" para preparar
nanoparticulas de prata foi relatado por Raveendran e colaboradores [38]. Nesse
trabalho, os pesquisadores usaram glicose como agente redutor e amido como
agente estabilizante para produzir AQNP. Posteriormente, outros trabalhos foram
divulgados na literatura utilizando carboidratos como estabilizantes, entre eles
podem-se destacar: dextrana [39], chitosana [40], celulose [41] e alginato de s6dio
[42].

Alguns trabalhos sdo reportados na literatura, utilizando a B-CD como
estabilizante. Jaiswal e colaboradores [43] prepararam nanoparticulas de prata
utilizando diferentes concentracdées de 3-CD nao modificada e boridreto de sddio
(NaBH4) como agente redutor. Imagens de microscopia eletrénica de transmisséo
(TEM) das AgNP mostraram nanoparticulas esféricas, com didmetros médios de
4-7 nm e 17 nm. A atividade antibacteriana contra E. coli, P. aeruginosa e S.
aureus foi investigada por um método de microtitulacdo. Um aumento da atividade
antibacteriana foi observado para as AgNP estabilizadas com 3-CD, em relagédo as
AgNP sem 3-CD .
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Chen e colaboradores [44] sintetizaram nanoparticulas de prata
estabilizadas com p-ciclodextrina modificada, para deteccdo de diferentes
compostos aromaticos, utilizando métodos colorimétricos. Os resultados obtidos
indicam que as respostas colorimétricas estdo relacionadas a associagao
especifica dos isébmeros de compostos aromaticos com moléculas de [B-CD,
presentes na superficie da nanoparticulas de prata.

Abou-Okeil e colaboradores [45] obtiveram AgNP a partir de B-ciclodextrina
modificada com 2-cloroetilamina, que foi utilizada como um agente de
estabilizacdo e reducédo na preparacdo das AgNP. A formacdo das AgNP foi
confirmada pela presenga da banda plasmon em 411 nm. Os resultados indicam
que as condigdes 6timas para obtencédo das AgNP, com dimensdes que variam de
1 a9 nm, sédo pH 12 e tratamento térmico a 70 °C, durante 20 min.

Além de sua importante funcao na estabilizacdo, o agente estabilizante tem
a fungédo de controlar o tamanho médio das NPsM. Como a literatura destaca,
variando-se a razdo entre as quantidades de precursor e estabilizante pode-se
obter NPsM de diferentes tamanhos. Isso esta intimamente relacionado a relacao
superficie-volume. Para altas quantidades de estabilizante (superficie) em relacéao
ao precursor (volume), a area superficial total que pode ser estabilizada ¢ alta, e
assim sao formadas NPsM pequenas. Por outro lado, se ha pouco estabilizante
disponivel em relagcdo ao precursor, a area total estabilizada sera menor e,
portanto, serdo formadas menores quantidades de NPsM, porém de maior
tamanho [19].

Outro fator que influencia o tamanho e a forma das particulas € a magnitude
da interacdo entre o estabilizante e o metal. Estabilizantes que interagem
fortemente tendem a formar particulas menores, pois dificultam a incorporacéo de
espécies ou mesmo a dissolugao e aglomeragao das particulas [19].

O controle da distribuicdo de tamanho de nanoparticulas depende da
cinética das etapas de nucleacao e crescimento. Experimentalmente, a separacéo
das etapas de nucleacao e crescimento ndo € trivial e envolve a escolha correta
dos reagentes e do método de sintese mais adequado. A homogeneidade da
nucleacdo também é importante para obtencdo de NPsM com distribuicao de
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tamanhos estreita. Por essa razdo, a sintese coloidal é realizada sob agitacao da

solugéo, visando minimizar a ocorréncia de gradientes de concentracao [19].

Os métodos de preparagédo buscam, além do controle de tamanho, o controle
da morfologia que é de suma importancia no que diz respeito as propriedades
antimicrobianas. Vigneshwaran e colaboradores [46] prepararam AgNP utilizando
o fungo Aspergillus flavus. As imagens de microscopia eletrénica de transmissao
mostraram AgNP esféricas e monodispersas com tamanho meédio de 8,92+1,61
nm. Além disso, os autores mostraram a formacdo de proteina em torno das
AgNP, que atua como estabilizante. Foi concluido que o uso de fungos para a
sintese de AgNP é um método ambientalmente amigavel, além de oferecer
possibilidades de producao em grande escala. Ja em outro trabalho desenvolvido
por Sharma e colaboradores [47], foram obtidas AgNP utilizando o microrganismo
Bacillus koriensis. As imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo
mostraram AgNP de baixa polidispersidade, com tamanho médio de 9,92+1,33 nm

e forma esférica.

Callegari e colaboradores [48] utilizaram o método fisico baseado em
irradiacdo de luz para preparar AQNP. Foi observado que o tamanho e a forma das
NPs podem ser controlados a partir da escolha do comprimento de onda de luz
usado para o crescimento fotoquimico. Os autores concluiram que a radiacao
eletromagnética pode ser usada como um parametro de controle no processo de

crescimento das nanoparticulas metalicas.

Zou e colaboradores [49] prepararam AgNP pelo método quimico e
investigaram os efeitos de varios pardmetros sobre o tamanho e a forma das NPs,
variando a temperatura, a proporcao de PVP/Ag e a concentracdo de ions Ag*. A
morfologia de tais particulas foi investigada por microscopia eletrbnica de
transmissdo. Foi verificado que a mudanca morfolégica de nanoplacas para
nanoesferas ocorreu com o aumento da razdo molar de PVP/Ag e diminuicdo da
concentracédo de Ag".

Nanoparticulas de prata apresentam forte atividade contra bactérias, virus e
fungos, embora seu mecanismo de agédo ainda nao seja totalmente conhecido. A
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eficiéncia bactericida depende da caracteristica da superficie, do tamanho e da
forma das AgNP, bem como da sua estabilidade quimica. Pal e colaboradores [50]
demonstraram que AgNP com forma triangular apresentam maior agédo biocida
contra Escherichia coli, quando comparadas com particulas de forma esférica e
cilindrica, ou mesmo com ions Ag*. Conclusdes semelhantes foram obtidas por
Sharma e colaboradores [51]. Em um estudo recente [52], foi avaliado o potencial
antimicrobiano de AgNP coloidais, com tamanhos variaveis (44, 50, 35 e 25 nm),
sintetizadas a partir da redugcao do complexo [Ag(NH3)2]" por carboidratos (glicose,
galactose, maltose e lactose). Foi confirmado que a atividade antibacteriana varia
com o tamanho das AgNP, sendo demonstrado que AgNP com didametros médios

de 25 nm apresentam maior atividade.

1.4. Mecanismo de acao biocida das nanoparticulas de prata

A resisténcia de bactérias a antibidticos tem despertado o interesse no uso
de compostos de prata, incluindo nanoparticulas de prata, como agentes
antibacterianos alternativos. Tais compostos podem reduzir as infec¢cdes em
pacientes queimados e prevenir o crescimento de bactérias em proteses,
cateteres e materiais odontoldgicos [53,54].

Em geral, nanoparticulas de prata podem exercer sua atividade
antibacteriana utilizando trés mecanismos diferentes: (1) liberagdo de ions Ag™, os
quais podem se ligar a grupamentos tidis (-SH), desestabilizando a estrutura de
proteinas e enzimas da membrana celular; (2) adsor¢do das AgNP na membrana
celular bacteriana, que pode levar a formacado de poros, extravasamento do
conteudo citoplasmatico e consequentemente a morte celular; (3) producao de
espécies oxigenadas reativas (ROS), radicais livres derivados do oxigénio, que
também podem causar desestabilizacdo da estrutura do DNA e desnaturagao de
proteinas [55]. A Figura 14 mostra uma representacdo esquematica da atividade

antibacteriana de ions Ag* e AgNP.
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ROS ~. 4 e .. @ Nanoparticulas de prata
@ @ ionde prata

Proteina

Figura 14. Esquema ilustrativo da interacdo entre AgNP e uma célula bacteriana
[55].

As ROS séo formadas e degradadas por todos os organismos aerodbicos,
levando a concentragoes fisioldgicas necessarias para o funcionamento normal da
célula, ou a quantidades excessivas que causam danos oxidativos a célula. Em
principio, o estresse oxidativo pode ser causado pela redugdo da quantidade de
antioxidantes e produgéo elevada de ROS. As ROS s&o encontradas em todos os
sistemas bioldgicos. Em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular aerdbio, o
oxigénio sofre reducdo, resultando na formacao de agua (Reacéao 1). Durante esse
processo sao formados intermediarios reativos, como os radicais superéxido (Oz),
hidroperéxido (HO."), hidroxila (OH®) e peréxido de hidrogénio (H20,).
Normalmente, a redugdo completa do O» ocorre na mitocéndria e a atividade das
ROS é neutralizada com a transferéncia de quatro elétrons [56].

e e

o G G C

> ( > H0p — *OH+ OH —— 2H0
+
2H

+

2H
Intermediarios reativos

Reacao 1. Reducao do oxigénio molecular (O2) na mitocéndria, até a formacao de
agua.
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Estudos sobre o0s mecanismos de toxicidade das AgNP, utilizando
fibroblastos de filhotes de rato (células do tipo NIH3T3) e células cancerigenas do
cbélon humano, foram desenvolvidos por Hsin e colaboradores [57]. Nestes
estudos, observou-se que, na concentracdo de 50 pg mL'de AgNP, ha inducéo a
apoptose” de 43,4% para células de fibroblastos, enquanto 100 pg mL" produz
necrose de 40,2% para células cancerigenas. Os autores concluiram que os
mecanismos da apoptose em células de fibroblastos ocorrem via mitocondrial,
incluindo a geracao de ROS nas células, que ativam as proteinas reguladoras da
apoptose, induzindo a migracao da proteina Bax para a superficie da mitocondria.

Um possivel mecanismo de toxicidade para células humanas foi proposto
por Asharani e colaboradores [58]. Segundo os pesquisadores, nanoparticulas de
prata perturbam a cadeia respiratdria mitocondrial, causando a geracao de ROS, o
que afeta a producao de ATP e danifica o DNA. Neste estudo foi proposto que as
AgNP liberam ions prata a partir da reagdo de AgNP com H»O,, como indicado a
seguir (Reagao 2).

HaO2aq) + 2H%ag) + 267 ——  2H,0, E'=1,77V
2A —_— + 2e =
ds) 2A9(aq) + E'=-08V

2Ag(3) + H2O2(aq) + ZHEFaq) - 2Ag(-;q)+ 2H20(|) AE°= 0,97 V

Reacao 2. Dissolucao oxidativa de nanoparticulas de prata [58].

Asharani e colaboradores [58] também sugeriram que este mecanismo de
reacao pode ocorrer nas mitocondrias em células eucaridticas, onde existe uma
grande concentracdo de H*. Da mesma forma, foi observado que este mecanismo

pode ocorrer na membrana celular da bactéria.

*Apoptose — “auto-destrui¢do celular" que ocorre de forma ordenada.
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Outro possivel mecanismo para a dissolucao oxidativa das AgNP foi
proposto por Choi e colaboradores [59]. Neste caso, a prata é oxidada na
presenca de oxigénio (Reacdo 3). Foi observada uma mudanca de cor da
suspensao com AgNP, durante um periodo de uma semana.

4Ags) + Opig+ 2H0) = 49T 4OHL,

Reacao 3. Reacdo proposta para o mecanismo de dissolugcdo oxidativa das
nanoparticulas de prata com oxigénio [59].

Neste ultimo trabalho foi relatado que a quantidade de ions prata livres
corresponde a aproximadamente 2,2% do total de prata presente na suspensao de
AgNP [59].

Varios estudos tém relacionado a toxicidade de AgNP a liberacdo de ions
prata. Por exemplo, Feng e colaboradores [60] reportaram o estudo do mecanismo
de inibicdo de ions prata contra S. aureus e E. coli. Para E. coli foram observadas
alteracées morfoldgicas significativas apds o tratamento com ions prata. Foi
verificada a presenca de granulos densos no centro e em torno da parede de
células de E. coli. A microanalise de raios X destes granulos comprovou a
presenca da prata e enxofre, sendo este resultado atribuido a hipétese de que os
ions prata entram na célula bacteriana e podem-se combinar com 0s componentes
celulares contendo enxofre. Também foi observada a presenca de granulos
densos no interior da célula da S. aureus, apesar da mesma apresentar uma
parede celular de peptidoglicano mais espessa que a E. coli, que poderia impedir
a penetragao dos ions prata no citoplasma. Os autores concluiram que, em ambos
0S microrganismos, 0s ions prata entram no interior das células bacterianas
através da parede celular, modificando o DNA a partir da interagdo do grupo tiol
presente na estrutura proteica da parede celular da bactéria, resultando em morte
celular.

Sondi e Salopek-Sondi [61] também relataram a atividade bactericida de
AgNP contra E. coli. Para estudar a agdo biocida das AgNP, foram utilizadas as
técnicas de SEM e TEM. A partir das micrografias, foi observado que as AgNP
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interagem com a membrana da bactéria e sdo capazes de penetrar na célula.
Como resultado foi proposto que as AgNP induzem a formacao de cavidades na
superficie da membrana, causando a morte das células. Os autores concluiram
gue os nanomateriais obtidos podem ser aplicados na formulagdo de um novo tipo
de bactericida.

Kim e colaboradores [62] investigaram a atividade antimicrobiana da AgNP
contra levedura, E. coli e S. aureus. A presenca de ions prata (Ag*) foi
determinada por meio da técnica de espectroscopia de ressonancia de spin
eletrdnico. Os resultados sugerem que 0s mecanismos de acao biocida das AgNP
contra levedura, S. aureus e E. coli, estao relacionados a liberacdo de ions Ag* da
superficie das AgNP, induzindo posteriormente danos a membrana celular. A
concentragao inibidora minima para os microrganismos estudados foram de 6,6 x
10° mol L7, 3,3 x 10° mol L™ e 3,3 x 10® mol L™, para levedura, E. coli e S.
aureus, respectivamente.

Chopra [63] investigou 0 aumento da utilizagdo de produtos a base de prata
como agentes antimicrobianos. O autor concluiu que materiais com prata sdo uma
alternativa eficaz frente a antibiéticos usados no tratamento de feridas. Porém, é
destacado que o uso prolongado de baixas concentracées de ions prata pode
levar ao desenvolvimento de resisténcia, sendo sugerido que se selecione
dispositivos contendo elevado nivel de ions de prata para assegurar uma rapida
acao bactericida.

Resumindo o que foi abordado, os efeitos deletérios sobre um organismo
apds exposicao a prata podem ser interpretados de forma positiva se o objetivo for
desinfetar ou esterilizar um tipo especifico de material. No entanto, se 0 mesmo
material exercer impactos indesejados a outros organismos, tal toxicidade pode
ser interpretada como um perigo potencial.

A incorporacdo de nanoparticulas de prata em materiais poliméricos tem
sido destacada para a fabricacao de embalagens, membranas e produtos na area
médica, para inibicdo da formacdo de biofilmes, uma vez que estes filmes
representam um grande problema de contaminagdo de alimentos e infeccdes
hospitalares.
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1.5. Membranas poliméricas

Membranas sdo definidas como filmes finos que separam dois fluidos e
atuam como barreira seletiva para o transporte de seus componentes, quando
aplicado algum tipo de forgca motriz (pressao, vacuo, potencial elétrico, etc.) [64]. A
fracdo de liquido de alimentagdo que permeia através da membrana é
denominada de permeado, e a fra¢ao retida, de concentrado.

Membranas sintéticas sao preparadas a partir de diferentes materiais:
polimeros, metais, vidros e ceramicas. Membranas inorganicas apresentam maior
vida util que membranas poliméricas, entretanto, em virtude da maior versatilidade
em se obter diferentes morfologias e de apresentarem menor custo, as
membranas poliméricas sdo as mais utilizadas e as que apresentam melhores
perspectivas de crescimento em termos mercadol6gicos [64].

Membranas sintéticas surgiram como uma tentativa de imitar as
membranas naturais, em particular quanto as suas caracteristicas Unicas de
seletividade e permeabilidade. As vantagens de utilizar processos de separacéo
por membranas (PSM) sobre processos convencionais se devem a baixa
demanda de energia, seletividade, separacdo de compostos termolabeis e
simplicidade de operacgéo e escalonamento [65].

Os processos podem ser classificados de acordo com a forca motriz
utilizada. Os processos mais importantes comercialmente sido aqueles que
utilizam um gradiente de pressdo como forga motriz. Dentro desta classificagéo,
estdo os processos de microfiltracédo, ultrafiltracdo, nanofiliracdo e osmose inversa

[65], como resumido na Tabela 1.

25



Tese de Doutorado Patricia Fernanda Andrade

Tabela 1. Principais processos comerciais de separagao por membranas, que utilizam gradiente de pressdo como forca
motriz [65].

Processos Pressao Diametro de poros Material retido Material que permeia
Aplicada das membranas
(um)

Material em suspenséo, bactérias. Agua, solventes e sélidos

Microfiltracao 0,5 -2 bar 0,09-10 . . .
erotirag Massa molar > 500 kg mol dissolvidos

Coldides macromoleculares. Massa Agua, solventes, sais

Ultrafiltragao 1-7bar 0.004-0.1 molar > 5.000 g mol’ solliveis de baixa massa
molar

] Agua, solventes, sais e
Moléculas de massa molar gua,

Nanofiltraca -2 1-0, ) 5 i
anofiltragao 5 — 25 bar 0,001 - 0,005 500 < Massa Molar < 2.000 g mol ! moleculas de baixa massa
molar
Todo material solGvel ou em suspensdo | Agua e outros solventes
Osmose Inversa 15 - 80 bar < 0,002
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Em relacdo a morfologia, as membranas podem ser isotropicas (simétricas)
ou anisotrépicas (assimétricas). Membranas isotropicas possuem estrutura
unicamente densa ou porosa, com poros de diametros regulares e distribuidos
uniformemente ao longo da secdo transversal da membrana. As membranas
anisotropicas apresentam em sua camada superior uma camada densa ou poros
de menor tamanho que os encontrados na camada inferior, também chamada de
suporte. As membranas anisotropicas podem ser classificadas em integrais,
quando é formada por um unico material, ou compostas, quando a camada
superior (ou pele) é formada por um material diferente ao do suporte (Figura 15)
[65].

Membranas Isotrépicas
porosa porosa densa

IR &

Membranas Anisotrépicas

Superficie: densa porosa densa

g R R

Figura 15. Esquema da secao transversal de diferentes tipos de membranas [65].

As membranas poliméricas sdo preparadas a partir de varias metodologias,
tais como: sinterizacao, estiramento, gravagcao, extruséo, recobrimento e inversao
de fases, sendo esta ultima a mais utilizada. No método de inversao de fases, a
separacdo de fases € induzida por alteragdes na composicdo, ou na temperatura
da solugdo polimérica, tornando-a instavel termodinamicamente e causando a
formacao de duas fases: uma concentrada em polimero, que formara a estrutura da
membrana, e outra pobre em polimero, que resultara na formacdo dos poros.
Varios métodos de inversdo de fases podem ser empregados para induzir a
instabilidade da solugdo polimérica, levando a separagdo de fases: precipitacdo
térmica, precipitacdo por evaporagao de solvente, precipitacdo por contato com
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vapor de nao-solvente e imersao-precipitacao [66,67]. Na inversao de fases por
imersao-precipitacdo, por exemplo, ha troca de massa entre o banho de
precipitacdo e a solugcdo polimérica, que tem como forca motriz a diferenca de

potencial quimico dos componentes no banho e na solucao (Figura 16).

1 4

Solugao Polimeérica
| Placa de Vidro

Figura 16. Esquema de transferéncia de massa durante a formagéo de membranas
poliméricas. Js € o fluxo de solvente e Jns é o fluxo de ndo solvente.

Em um sistema ternario constituido por polimero (P), solvente (S) e nao-
solvente (NS), as mudancas de composicdo da solucado, durante a formacao de
membranas, podem ser representadas por caminhos cinéticos de composicdo em
um diagrama de fases. Este tipo de representacdo permite correlacionar os tipos de
morfologia de acordo com a composicdo da solucdo durante o processo de
inversao de fases, sendo a separacédo de fases dependente da composicao inicial
da solucdo e dos fluxos de saida de solvente e entrada de ndo-solvente. Estes
fatores determinam a composicéo da solucado no momento da separacéo de fases,
representada pela intersecao entre o caminho da composicdo da solugdo no
diagrama ternario e a curva binodal, resultando em um tipo especifico de
morfologia [68]. Segundo Wienk e colaboradores [69] e van de Witte e
colaboradores [70], quatro principais caminhos cinéticos podem ser identificados
em um sistema ternario hipotético, como representado esquematicamente na
Figura 17.

No caminho A, a transferéncia de massa entre a solucao polimérica e o
banho induz a separacao de fases a se iniciar na regido metaestavel, entre a curva

binodal e a espinodal, com concentragdo de polimero maior que do ponto critico,
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onde o mecanismo predominante € o de nucleacao e crescimento. Este mecanismo
normalmente resulta na formagcdo de membranas microporosas com baixa
interconectividade entre os poros (células fechadas).

No caminho B, o processo de separagdo de fases se inicia na regido
espinodal, separando-se espontaneamente em regides interconectadas de alta e
baixa concentragdo de polimero, pelo mecanismo de separagdo espinodal. As

membranas obtidas apresentam poros com alto grau de interconectividade.

Efeitos viscosos P Células fechadas

Membranas densas

Espinodal

Composicao
inicial da solugao

“““““ Poros interconectados

Formacio de um latex Poros das Matriz
s Omembranas ‘ polimérica
Figura 17. Representacdo esquematica dos possiveis caminhos cinéticos durante

0 processo de inversdo de fases e a representacdo das morfologias resultantes
[71].

Alternativamente, as taxas de transferéncia de massa podem levar a solucao
diretamente a regido de efeitos viscosos sem que haja separacao de fases liquido-
liquido, o que favorece a formagcdo de uma membrana densa (caminho C). Esse
comportamento é tipico do processo de evaporacao controlada de solvente, porém,
pode ocorrer também na imersao-precipitacdo quando o fluxo de entrada de nao-
solvente na solu¢ao é muito menor do que o fluxo de saida de solvente.

O quarto caminho ocorre quando a composi¢ao da solugao polimérica atinge
a curva binodal abaixo de seu ponto critico (D), favorecendo a nucleacdo e
crescimento da fase concentrada em polimero. Deste modo, ndo havera formacgao

de membrana, mas a formagéo de um latex de polimero.
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A descricao do processo de inversdo de fases pode ser feita pela variagao
da energia livre de Gibbs da mistura (AG,,) do sistema polimero, solvente e nao-
solvente, representada pela Equacéao (6) em termos da variagdo de entropia (ASn)

e de entalpia da mistura (AHp).

AG, = —T.AS,, + AH,, (6)

A separagdo de fases ira ocorrer quando se atinge um estado
termodinamicamente instavel, por perturba¢cdes na composi¢cao ou temperatura da
solugcdo, de modo a minimizar a energia livre da mistura. Para que ocorra a

separacao de fases, dois critérios devem ser atendidos:

(AGm)Duas Fases < (AGm)Uma Fase (7)
& (AG
[Ql >0 (®)
ani T,P,le *n;

A Equacao 7 estabelece que havera separacdo de fases quando ocorrer
uma reducdo na energia total do sistema, enquanto a Equagéo 8 mostra a condicao
termodinamica de estabilidade para um sistema a uma determinada temperatura
(T) e presséao (P).

Na preparagdo de membranas poliméricas por inversdo de fases, sdo
comumente usados aditivos, para melhorar a morfologia e as propriedades da
membrana final [72].

Diversos fenbmenos afetam o desempenho dos sistemas de membranas,
tais como: formagdo de depositos, polarizacdo de concentracdo e formacédo de
biofouling. A formagao de biofouling € um problema critico nos processos de
separacao por membranas.

O uso de aditivos, como exemplo as AgNP, e agentes de modificagdo de
superficie, sdo alternativas utilizadas para tentar inibir a formacao de biofouling. Por
definicao, biofouling é formado pelo acumulo de microrganismos e seus produtos
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extracelulares sobre uma superficie. A formagao de biofouling consiste geralmente
em varias etapas: inicialmente ocorre a deposicado dos microrganismos, seguida
pela adesdo das células sobre uma camada de substancias extracelulares
(exopolissacarideos). Apds este processo, ocorre o crescimento, a multiplicagcéo e
a disseminacgao das células [73]. Este efeito compromete a estrutura da membrana,
bem como diminui seu desempenho nos processos de separagao por membrana.

Varios estudos séo relatados na literatura usando AgNP como aditivo na
preparagdo de membranas poliméricas, bem como a funcionalizagdo das
membranas para inibibir a formagdo do biofouling. Lee e colaboradores [74]
prepararam membranas de poliamida e nanoparticulas de prata por polimerizagéo
in situ. Os nanocompésitos foram caracterizados por espectroscopia de
fotoemisséo de raios X (XPS) e SEM. As membranas com nanoparticulas de prata
apresentaram atividade antibacteriana contra P. aeruginosa. Além disso, 0s
nanocompdsitos apresentaram bom desempenho em termos de fluxo e rejeicao de
sal. Os resultados de SEM mostraram microrganismos mortos sobre as
membranas contendo nanoparticulas de prata.

Kochkodan e colaboradores [75] modificaram a superficie de membranas de
polissulfona e de poli(fluoreto de vinidileno) , por meio polimerizagao fotoiniciada,
utilizando substancias com propriedades antibacterianas, tais como: acido 2-
acrilamido-2-metil-1-propanosulfénico, metacrilato de 2-hidroxilmetila e metacrilato
de etil 2-dimetilamino. Os resultados mostraram que, durante a filiracdo de uma
suspensao contendo E. coli, através da membrana ndo modificada, o fluxo diminuiu
com o tempo, devido a formacédo do biofouling na superficie da membrana. As
membranas modificadas com substancias mais hidrofilicas sdo menos susceptiveis
a formacgéo de incrustacdes de bactérias. Além disso, foi observada a reducao da
rugosidade das membranas por AFM, o que inibiu a formagdo do biofouling. As
membranas modificadas com metacrilato de etil 2-dimetilamino possuiram
melhores atividades antibacterianas, devido ao menor crescimento de
microrganismos na sua superficie e, consequentemente, reducdo da formacgéo de

biofouling.
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1.6. Nanocompdsitos poliméricos com nanoparticulas de prata

Segundo a definicho da IUPAC [76], compoésitos sao materiais
multicomponentes que compreendem varios dominios de fases diferentes, dos
quais pelo menos um dominio é uma fase continua, exibindo propriedades unicas,
as quais nao sao possiveis de serem obtidas a partir dos seus componentes
individuais. As dimensfes da fase dispersa podem variar de escala micrométrica a
macrométrica e a interface entre as fases deve ser bem definida. O material é
denominado nanocompésito quando pelo menos uma de suas fases possui
dimensdes em escala nanométrica.

Nanocompdésitos sdo considerados materiais dotados de novas
propriedades e funcionalidades [64]. Um crescente interesse tem sido verificado na
preparacao de nanocompdésitos poliméricos com nanoparticulas prata. Devido as
suas pequenas dimensdes e elevada area superficial, as AgNP tém sido
exploradas como novos agentes antimicrobianos, com aplicagdes em fibras téxteis,
artigos de higiene, embalagens e membranas.

Esses materiais mostram um consideravel aperfeicoamento nas
propriedades que nao poderiam ser normalmente alcancadas por polimeros puros
ou compasitos convencionais. No entanto, a melhoria nas propriedades ndao pode
ser atribuida somente ao aditivo, mas também as propriedades da matriz
polimérica. Assim, o grau de modificacao nessas propriedades sera diferente para
cada tipo de nanocompdsito, variando em funcao do tipo de polimero utilizado, da
compatibilidade entre a nanocarga e a matriz polimérica e do método de

processamento utilizado [64].
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1.6.1. Polissulfonas

As polissufonas (PSf) sao polimeros predominantemente amorfos,
termoplasticos, que possuem temperatura de transigao vitrea ao redor de 190 °C e
natureza hidrofébica. Além disso, apresentam elevada resisténcia quimica,
especialmente a alcodis, solugdes salinas e alcalinas, detergentes, éleos e acidos.
Polissulfonas sdo susceptiveis ao ataque por solventes organicos polares como
cetonas, hidrocarbonetos halogenados e hidrocarbonetos aromaticos. Exibem
excelente estabilidade térmica e mecanica e alta resisténcia a hidrélise e agentes
oxidantes [68].

Na Figura 18 é representada a estrutura molecular da polissulfona.
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Figura 18. Estrutura molecular da polissulfona.

O interesse em membranas deste polimero é devido as suas excelentes
caracteristicas, que incluem desde seletividade e permeabilidade UOteis, até
propriedades mecéanicas, térmicas e quimicas adequadas. Estas membranas
podem ser usadas em aplicagdes que variam desde rins artificiais para purificagéo
de sangue, sistemas de recuperacdo de aguas residuais, como também no
processamento de alimentos e bebidas [68].

Varios trabalhos da literatura tém relatado o uso de AgNP incorporadas a
polissulfonas para tornar o polimero resistente a microrganismos. Neste contexto,
Zodrow e colaboradores [77] prepararam membranas de polissulfona contendo
AgNP, pelo método de inversao de fases, para uso em processos de ultrafiltracao.
As membranas apresentaram propriedades antibacterianas quando testadas com
uma variedade de bactérias, incluindo E. coli K12 e Psesudomonas mendocina
KR1, e um bacteriéfago MS2. A incorporagdo de AgNP aumentou a hidrofilicidade
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da membrana, a permeabilidade e reducdo de varios tipos de biofouling. No
entanto, os autores observaram, por espectroscopia de fotoelétrons, a lixiviacao da
prata da superficie das membranas apds filtracdo de apenas 4 litros de agua. A
andlise de ICP-OES mostrou que 90% de prata permanece na membrana, porém
foi verificada uma perda significativa de atividade antibacterial e antiviral.

Taurozzi e colaboradores [78] relataram a preparagao de membranas
porosas de PSf e membranas de PSf/AgNP, pelo método de inversdao de fases.
Para entender como as diferentes condi¢des de preparagao influenciam a estrutura
final das membranas contendo AgNP, foram utilizadas varias estratégicas: a)
variacao da temperatura e composicao do banho; b) duas diferentes formas de
incorporacao das AgNP e c) adicao de dois agentes para promover a formacao dos
poros. As imagens de SEM mostraram nanoparticulas de didametro de 50 a 500 nm,
distribuidas ao longo da superficie filtrante dos nanocompdsitos preparados pelo
método ex situ. J& as nanoparticulas de prata preparadas pelo método in situ
apresentaram diametro menor que 50 nm, mas distribuidas uniformemente ao
longo da secédo transversal. Segundo os autores, estas diferengas sédo atribuidas
ao longo periodo de redugédo dos ions Ag* na solugdo polimérica, disponibilidade
limitada de prata para o crescimento de nanoparticulas e ao efeito do meio
heterogéneo durante a formagcdo AgNP no nanocompésito, que pode atrasar a
nucleacdo e retardar o crescimento de AgNP. As membranas exibiram 95% de
atividade antimicrobiana contra E. coli e resisténcia a biofouling.

Koseoglu-lmer e colaboradores [79] também desenvolveram membranas de
PSf com concentragdes de AgNP na faixa de 0,25% a 1,0%, utilizando o método de
inversdo de fases. As imagens de microscopia eletrénica de varredura mostraram
que a superficie das membranas apresentaram mudang¢as com a adigdo da AgNP.
As particulas apresentam forma esférica e formam agregados com o aumento da
concentragdo de AgNP. A rugosidade da membrana de PSf aumenta com o
aumento da concentracdo de AgNP. Os autores atribuem esse aumento a
presenga de agregados de AgNP na superficie da membrana. Foi observado
também a diminuicdo da permeabilidade das membranas contendo maior
concentragdo de AgNP, o que foi atribuido ao aumento do numero e tamanho de
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AgNP sobre a superficie da membrana. Os resultados microbiolégicos mostram um
decréscimo no crescimento de colénias de bactérias com adigdo da AgNP. No
entanto, para os testes de biofouling com lodo ativado, ndo foi observada inibicao
da formacao de biofouling na membrana de PSf com AgNP.

Sawada e colaboradores [80] prepararam fibras ocas de poliétersulfona
(PES) enxertadas com acrilamida, e incorporaram AgNP em uma camada
superficial de acrilamida por fotoreducao de nitrato de prata. A hidrofilicidade da
superficie da membrana foi aumentada, levando a reducdo de biofouling de
albumina de soro bovino. A formacao das AgNP foi confirmada por espectroscopia
de fotoelétrons de raios X e microscopia eletrénica de transmissdao. As membranas
de fibra oca contendo AgNP apresentam atividade antibacteriana contra E. coli,
porém membranas PES sem AgNP nao apresentam atividade antibacteriana. Além
disso, a atividade antibacteriana da membrana contendo AgNP foi testada por
imers&o em suspensao contendo E. coli e incubagéo durante 8 horas a 37 °C. Mais
de 99,99% das células de E. coli foram mortas, o que sugere que as AgNP foram

capazes de inibir o crescimento bacteriano.

1.6.2. Acetato de celulose

Acetato de celulose (CA) é um éster de celulose comercialmente importante
por ser um derivado de celulose, um polimero de origem renovavel, biodegradavel
e reciclavel. Na Figura 19 esta representada a estrutura quimica do acetato de
celulose. O acetato de celulose é obtido pela esterificagdo de materiais celulésicos
abundantes, tais como algoddo, polpa de madeira, cana de agucar e papel
reciclado. O polimero € amorfo, ndo toxico e inodoro, tendo como principais
caracteristicas a resisténcia a acidos fracos, estabilidade em o6leos minerais e
permeabilidade a vapor d’agua e alcool. Em termos de propriedades éticas, o
acetato de celulose apresenta excelente transparéncia [81].
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Figura 19. Estrutura quimica do acetato de celulose.

O acetato de celulose é um polimero que pode ser faciimente moldado na
forma de filmes, membranas, fibras e microesferas. Seu uso industrial como
termoplastico de extrusdo, injecdo e compressdao abrange fios para a industria
téxtil, filtros, membranas e recobrimentos de superficie. Membranas de CA tém
sido aplicadas com sucesso em sistemas de biosseparacdo para ultrafiliracao,
nanofiltracdo e osmose reversa [82]. A utilizacdo de CA tem algumas limitacdes,
principalmente devido a sua suscetibilidade ao ataque por solventes organicos e
microrganismos. Outra limitacdo € a formacao de biofouling. Apesar de se utilizar
tratamentos especificos para controlar a formacdo do biofouling, muitas
membranas poliméricas nao resistem aos produtos quimicos utilizados no processo
de limpeza [83].

Neste sentido, pesquisadores tém desenvolvido nanocompdsitos de acetato
de celulose a partir da incorporacdo de nanocargas, por exemplo, nanoparticulas
de prata. Chou e colaboradores [84] relataram a preparacdo de fibras ocas de
acetato de celulose contendo nanoparticulas de prata por meio da técnica de
eletrofiacao. As fibras ocas apresentam morfologia esponjosa e superficies densas
(sem poros) nas camadas interiores e exteriores da fibra. As nanoparticulas de
prata foram formadas na superficie densa exterior das fibras, a partir da redugéo
quimica, onde foi utilizado como agente redutor dimetilformamida. As fibras de
acetato de celulose apresentam elevada atividade antimicrobiana contra os
microrganismos E. coli e S. aureus. Além disso, a atividade antimicrobiana é
preservada, mesmo apoés as fibras serem mantidas em banho de agua por 180
dias.
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Son e colaboradores [85] descreveram a preparagdo de nanofibras de
acetato de celulose contendo nanoparticulas de prata em sua superficie, por
eletrofiagao e irradiagao UV, a partir da adicdo de pequenas quantidades AgNO3; a
solugcdo polimérica. As fibras funcionalizadas com nanoparticulas de prata, com
tamanho médio de 21 nm, apresentam atividade antibacteriana contra os
microrganismos S. aureus, E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa, sendo essa
atividade atribuida a liberacao de ions de prata.

Em um trabalho anterior, Son e colaboradores [86] também prepararam
nanofioras de CA contendo nanoparticulas de Ag metédlica, obtidas por
fotorreducdo lenta de ions Ag®. O nanocompésito obtido também apresenta
atividade antimicrobiana contra E. coli, K. pneumoniae e S. aureus.

Algumas pesquisas [87] tém explorado também o desenvolvimento de
superficies antibacterianas, a partir de outros polimeros. Xu e colaboradores [88]
prepararam nanocompoésitos de fibras ultrafinas de poli(acido latico) contendo
AgNP e mostraram a redugdo do crescimento de S. aureus e E. coli. Zhu e
colaboradores [89] desenvolveram membranas de quitosana, imobilizando ions de
prata ou Ag metdlica em sua superficie, e também verificaram a inibicdo da
formacao de biofouling.

Nanocompdésitos de prata foram obtidos por Mohan e colaboradores [90] a
partir da preparacdo de hidrogéis de matrizes poliméricas derivadas de
poliacrilamida. O grau de reticulagdo e a natureza dos polimeros foram
considerados fatores importantes no controle da forma e do tamanho das
nanoparticulas. Neste estudo também foi mostrado que os nanocompdsitos
apresentam atividade antimicrobiana frente a E. coli e Bacillus.

Samuel e colaboradores [91] relataram que catéteres de poliuretana e
silicone impregnados com AgNP apresentaram desempenho significativo na
prevencao de infecgdes hospitalares. Foi verificado que materiais poliméricos, com
distribuicdo uniforme de nanoparticulas de prata, apresentam atividade
antimicrobiana significativa contra uma ampla faixa de microrganismos e também

reducédo na formacao de biofouling sobre os catéteres.
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A partir das informacbes relatadas na literatura, pode-se inferir que as
propriedades dos nanocompdsitos contendo AgNP, ndo sé dependem das
caracteristicas morfoldégicas das nanoparticulas, como também do método e das
condicbes de sua preparagdo, uma vez que estes podem afetar o tamanho, a
forma, a camada estabilizante e o grau de dispersdo das nanoparticulas em

matrizes poliméricas e, consequentemente, a adesao nanoparticula a matriz

[64,92,93].
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Capitulo 2

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

A proposta deste trabalho foi estudar as condicbes de preparagdo de
nanoparticulas de prata de tamanho uniforme, utilizando-se polivinilpirrolidona e pB—
ciclodextrina como estabilizantes, bem como caracterizar as nanoparticulas
formadas.

Um segundo objetivo foi preparar e caracterizar membranas poliméricas
porosas de polissulfona e acetato de celulose, obtidas pelo processo de inversédo
de fases, com a incorporacao das nanoparticulas de prata preparadas e avaliar a
atividade antimicrobiana das membranas obtidas.

2.2. Objetivos Especificos

i) Investigar a influéncia da proporcao do precursor e estabilizante em relacao
ao estado de agregacdo das AgNP e também a espessura do estabilizante
associado as nanoparticulas de prata por microscopia eletrénica de transmissao.

ii) Caracterizar a camada de estabilizante em torno das AgNP por imagem de
energia filtrada (ESI-TEM), na qual atomos especificos sao revelados.

iii) Estudar a influéncia de diferentes métodos de dispersao das AgNP nas
membranas porosas de acetato de celulose e polissulfona, preparadas pelo
processo de inversao de fases.

iv) Avaliar o potencial antimicrobiano das membranas de polissulfona e
acetato de celulose contendo nanoparticulas de prata frente as bactérias
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
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Capitulo 3

3. Parte Experimental

3.1. Materiais e Métodos

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas dos reagentes empregados neste

trabalho, os quais foram utilizados sem prévia purificagéo.

Tabela 2. Caracteristicas dos reagentes e polimeros utilizados neste trabalho.

Reagentes Férmula Procedéncia Pureza (%)
Nitrato de prata AgNOs Plat-Lab 99
Polivinilpirrolidona 40.000 g mol™ (CeHgNO),  Sigma Aldrich -
B-Ciclodextrina C42H70035 Sigma Aldrich 98
Hidroxido de sodio NaOH Lafan 97
Glicose CsH1206 Lafan 99
Polissulfona 35.000 g mol™ (C27H22S04),  Sigma Aldrich -
Acetato de celulose 30.000 g mol™ (C20H28014)n  Sigma Aldrich
N-metilpirrolidona CsHgNO Sigma Aldrich 99,5
Membrana de celulose regenerada - Spectrum lab -
Acetona CsHgO Labsynth 99,5
Peptona (Proteina) - Oxoid -
Cloreto de sédio NaCl Synth -
Citrato de sédio anidro NazCsHs07 Synth -
Sulfato de magnésio heptahidratado  MgSO4.7H>,O  Mallinckrodt PA.A.C.S
Sulfato de aménio (NH4)2SO4 Nuclear PA.A.C.S
Fosfato monobasico de potassio KH>POy . Ecibra 99
Fosfato dibasico de potassio KoHPO,4 Ecibra 99
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As culturas bacterianas E. coli ATCC 25922 , P. aeruginosa ATCC 14207 e
S. aureus ATCC 29213 foram adquiridas do banco de culturas da Fundacao André
Tosello e conservadas em glicerol a -18 °C. Para cultivo em meio sélido foi utilizado
Brain Heart Infusion agar (BHI) da marca DIFCO. Para os ensaios em cultura
liquida, utilizou-se o meio Minimal Davis (KzHPO4 0,7 g L"; KH,PO, 0,2 g L';
(NH4)2S04 1 g L; NagCeHs07 0,5 g L; MgS04.7H20 0,1 g L), como descrito
anteriormente por Zodrow e colaboradores [77]. Todos os meios de cultura foram

esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 minutos.
3.2. Preparagao de AgNP utilizando PVP como estabilizante

As nanoparticulas de prata estabilizadas com polivinilpirrolidona (AgNP-
PVP) foram preparadas utilizando nitrato de prata como precursor, PVP como
agente estabilizante, glicose (CgH120s) como agente redutor, hidroxido de sdédio
(NaOH) como catalisador da reacdo e agua como solvente [94]. Foram preparados
15 mL de solugéo de CeH1206 0,013 mol L™ e 15 mL de NaOH 0,01 mol L™, que
foram misturados com 30 mL de uma solugdo de PVP 0,015 mol L™, sob agitacdo
magnética constante. A solucao resultante foi aquecida e, apés atingir 60 °C, foram
adicionados 20 mL de solugdo de nitrato de prata 0,01 mol L™'sob fluxo de 1 gota s
. Em seguida, o sistema foi mantido sob aquecimento (60 °C) por mais 10 min. O
produto da reagado foi lavado 3 vezes com aproximadamente 25 mL de agua
deionizada, para remocéao de outros ions e glicose, em uma centrifuga a 10.000
rpom por um periodo de 30 min. As AgNP-PVP foram liofilizadas e posteriormente
mantidas em dessecador. Foram também preparadas AgNP-PVP a partir de
solucdes de nitrato de prata com concentragdes de 0,05 mol L' e 0,10 mol L™.
Para estudar o efeito do estabilizante, foram preparadas AgNP-PVP a partir de
diferentes proporgcbes estabilizante/precursor. A Tabela 3 apresenta as

concentragdes e proporcoes utilizadas.

42


http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio

Tese de Doutorado Patricia Fernanda Andrade

Tabela 3. Razdes massicas e molares entre PVP, glicose, NaOH e AgNOj
utilizadas nas preparacées de AgNP-PVP a partir de solugdes 0,01 mol L de
AgNO3

Mpyp/Magno3 NceH1206/NAgNO3 NNaoH/NAgNO3
1,5 2,0 1,5
3,0 2,0 1,5
6,0 2,0 1,5

3.3. Preparacao de AgNP utilizando 3-CD como estabilizante

As nanoparticulas de prata estabilizadas com B-ciclodextrina (AgNP-p-CD)
foram preparadas utilizando as mesmas condi¢cdes de sintese descritas no item
3.2, porém o agente estabilizante foi a B-CD e a concentracao de nitrato de prata
utilizada foi de 0,01 mol L. Além disso, o produto da reacdo foi dialisado, para
remocgao de ions nitrato (NOgs’), usando membranas de celulose regenerada com
corte de 1000 Dalton (Spectra) e, posteriormente, foi liofilizado e mantido em
dessecador.

3.4. Preparagdo das membranas de polissulfona
3.4.1. Membrana de PSf pura

Para a preparagdo das membranas de polissufona, foram solubilizadas 3,0 g
de PSf em 16,5 mL de N-metilpirrolidona e a solugéo foi mantida sob agitagdo por
24 horas, as condicOes de preparagdes das membranas foram adaptadas conforme
descrito por Basri e colaboradores [95]. Ap6s a completa homogeneizacdo da
solugcdo, a mesma foi espalhada sobre a superficie de uma placa de vidro de
dimensdes de 20 cm x 30 cm, contendo lateralmente dois fios esticados de niquel-
cromo de 200 um de espessura, utilizados para possibilitar o controle da espessura

da membrana. A solugao foi espalhada sobre a placa de vidro com auxilio de um
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bastdo de vidro, onde foi deixada em repouso por 1 minuto para a evaporagao
parcial do solvente. Em seguida, a placa com a solucao espalhada foi introduzida
em um banho de agua deionizada (n&o solvente) a temperatura ambiente (23 a 25
°C), até o completo desprendimento da membrana da placa de vidro. Apos a
precipitacdo do polimero nesse banho, a membrana foi lavada 3 vezes em banho
de agua deionizada para remoc¢ao completa do solvente e finalmente foi seca a
temperatura ambiente.

O procedimento descrito acima permitiu obter membranas assimétricas e
porosas, onde a superficie em contato com o ar apresentou aspecto mais brilhante
que a superficie em contato com o substrato (vidro).

3.4.2. Método de dispersao

Para a preparagdo das membranas de polissufona com incorparagao de
AgNP-PVP pelo método de disperséo, foram inicialmente solubilizadas 3,0 g de PSf
em 10 mL de N-metilpirrolidona (NMP) e a solucao foi mantida sob agitacéo por 24
horas. As AgNP-PVP, preparadas segundo o método descrito no item 3.2, a partir
de solucdo aquosa de nitrato de prata 0,01 mol L™, foram dispersas em 3,5 mL de
NMP, nas concentragdes de 4,3x10%, 8,6x10° e 1,7x10% mg mL’, que
correspondem a porcentagens de 0,5%, 1,0% e 2,0% de AgNP-PVP. As
suspensoes foram submetidas a sonicagdo em ultrassom de ponta (Sonic) durante
5 minutos e gotejadas na solucdo polimérica, sob agitacdo magnética. A
concentragdo de polimero no solvente (NMP) foi mantida constante em todas as
solugdes, correspondendo a 15,0% em massa. Por outro lado, as concentragées de
AgNP-PVP em relagdo ao polimero, foram de 0,5%, 1,0% e 2,0% em massa. O
mesmo procedimento utilizado na etapa de formacdo das membranas de
polissulfona pura foi utilizado para a formacdo de membranas de PSf contendo
AgNP-PVP.
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3.4.3. Métodos in situ

Diferentemente do método anterior, as AgNP foram preparadas in situ a

partir de dois métodos:

3.4.3.1. Preparagéao pelo método in situ 1

Foram dissolvidos 3,0 g de PSf em 10 mL de NMP e a solugao mantida sob
agitacao por 24 horas. Em seguida, foram dissolvidos separadamente 0,060 g de
PVP e 0,060 g de AgNO3 em 3,0 mL e 3,5 mL de NMP, respectivamente.
Inicialmente foi adicionada a solugao de PVP gota a gota a solugéo polimérica e,
em seguida, a solucao de AgNOs. O NMP foi utilizado como agente redutor das
nanoparticulas de prata. Neste caso, as concentracdes de AgNO; e PVP
corresponderam cada uma a 2,0% em massa em relacdo ao PSf. Foram também
preparadas membranas de PSf contendo 0,5% e 1,0% de AgNO3 e PVP. O mesmo
procedimento utilizado na etapa de formagéo das membranas de polissulfona pura
foi utilizado para a formacao de membranas de PSf contendo AgNP-PVP.

3.4.3.2. Preparacgao pelo método in situ 2

Primeiramente foram dissolvidos 3,0 g de PSf em 10 mL de NMP e a
solucdo polimérica foi mantida sob agitacdo por 24 h. Em seguida, foram
dissolvidos separadamente, 0,060 g de AgNOs, 0,090 g de PVP, 0,021 g de NaOH
e 0,127 g de glicose em 25 mL, 2,0 mL, 1,0 mL e 1,0 mL de NMP,
respectivamente. Foi adicionada, gota a gota, a solucdo de PVP a solugédo
polimérica, em seguida as solugées aquosas de NaOH e glicose e, por ultimo, a
solucao de AgNOs;. Neste caso, a concentracdo de AgNO; foi de 2,0% em massa
em relagdo ao polimero. Para a obtencao dos valores das massas de PVP, NaOH
e CgH1205 foi considerada a razdo massica PVP/AgNOs=1,5 e as razées molares:
NaOH/AgNO3=1,5 e CgH1206/AgNO3=2,0.
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Membranas com 0,5% e 1,0% de nitrato de prata também foram preparadas
usando o mesmo procedimento e mantendo as mesmas propor¢cdes molares dos
outros reagentes. A etapa de formagdo das membranas foi similar a utilizada na
preparacao da membrana de polissulfona pura.

3.5. Preparacao das membranas de acetato de celulose (CA)

3.5.1. Membrana pura

A membrana porosa de CA foi preparada pelo método de inversao de fases
[96]. Uma solucdo contendo 11% de CA e 67% de acetona foi completamente
homogeneizada sob agitacao por 12 horas. Apdés a homogeneiza¢do da solugao
polimérica, 4,4 mL de 4gua foram adicionados, gota a gota, a solugcéao polimérica. O
volume de agua utilizado corresponde a 22 % da solucao final. A membrana foi
preparada segundo o procedimento ja descrito anteriormente para a membrana de
polissulfona (item 3.4.1). Porém, apds a solucdo de CA ser espalhada sobre a
placa de vidro, esta foi imediatamente introduzida no banho de agua deionizada
para precipitacdo, devido o solvente utilizado, cetona, ser volatil.

3.5.2. Método de dispersao

As membranas porosas de CA contendo nanoparticulas de prata foram
também preparadas pelo método de inversdo de fases. Uma solugdo contendo
11% de CA e 67% de acetona foi completamente homogeneizada sob agitacao por
12 horas. Ap6s a homogeneizagdo da solugcdo polimérica, as AgNP-B-CD foram
dispersas em ultrassom com volume fixo de 4,4 mL de agua (corresponde a 22%
da solucéo final) para atingir as concentracdes de 1,0, 0,5 e 2,0% em massa de
nanoparticulas de prata em relagao ao polimero. A suspensao de AgNP-3-CD em
agua foi adicionada, gota a gota, a solugédo polimérica para garantir a dispersao das
nanoparticulas na matriz polimérica. As membranas foram preparadas segundo o
procedimento ja descrito anteriormente no item 3.4.1. Porém, apds a solucao de
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CA ser espalhada sobre a placa de vidro, esta foi imediatamente introduzida no
banho de 4gua deionizada para precipitacao.

3.5.3. Método in situ

Foram dissolvidos 2,2 g de CA em 17 mL de acetona, a solugéo polimérica
foi mantida sob agitagéo por 12 h. Em seguida, foram dissolvidos separadamente
0,044 g de AgNO3, 0,066 g de B-CD, 0,015 g NaOH e 0,09 g de glicose em 1,4 mL,
1,0 mL, 1,0 mL e 1,0 mL de &gua, respectivamente. Inicialmente, foi adicionada a
solugcdo de B-CD gota a gota a solucdo polimérica, em seguida as solugbes de
NaOH e glicose e, por ultimo, a solucdao de nitrato de prata. Neste caso, a
concentracdao de AgNO; foi de 2,0% em massa em relacdo ao polimero. Para a
obtencdo das massas de B-CD, NaOH e glicose foi considerada a razdo massica p-
CD/AgNQO3=1,5 e as razdes molares: NaOH/AgNO3=1,5 e CgH1206/AgNO3=2,0.

As membranas com 0,5% e 1,0% de nitrato de prata também foram
preparadas segundo o0 mesmo procedimento e mantendo as mesmas proporgoes
dos outros reagentes. A etapa de formacao das membranas foi similar a utilizada
no método de dispersao.

A Figura 20 mostra um esquema ilustrativo das etapas envolvidas

f.& .7

=i
Prepara;éu da_u solugdo Dispersdo dacarga  Dispersiodacarga  Transferéncia da solucéo
polimérica na solugao polimerica para a placa de vidro
Tempu de
EXPOSIZED i "
@/ - i - / -'/\/
Espalhamento sobre Secagem parcial Coagula;ao Secagem da membrana

aplacade vidro

Figura 20. Sequéncia de etapas envolvidas na formacdo de membranas pelo
método de inverséo de fases.
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3.6. Nomenclatura das membranas

Para efeito de simplificagdo, a porcentagem de nanoparticulas de prata nas
membranas porosas de PSf e CA é indicada na abreviagcdo da membrana como
apresentado na Tabela 4. Por exemplo, uma membrana porosa (M) de PSf
contendo 2% de AgNP-PVP e obtida pelo método de dispersao (D), fica abreviada
como MDPSf2. J&4 as membranas formadas a partir de 2% de AgNO3 obtidas pelos
dois diferentes métodos in situ (11 e 12), sdo indicados por MI1PSf2 e MI2PSf2.

O mesmo tipo de abreviacao foi usado para as membranas de CA. Por
exemplo, uma membrana de CA contendo 2,0% de AgNP-B-CD e obtida pelo
método de dispersao é indicada por MDCA2 e pelo método in situ () de MICAZ2.

Tabela 4. AbreviacOes para as membranas.

Materiais Polimeros Método % AgNP"  Estabilizantes
MPSf Polissulfona - - -
MDPS{f2 Polissulfona Dispersao 2.0 PVP
MI1PSf2 Polissulfona In situ 2,0 PVP
MI2PSf2 Polissulfona In situ 2,0 PVP
MCA Acetato de celulose - - -
MDCA2 Acetato de celulose Dispersao 2,0 B-CD
MICA2 Acetato de celulose In situ 2,0 B-CD

*Serdo adotadas as mesmas abreviagcdes para as membranas nanocompdsitas
contendo 0,5% e 1,0% de AgNP.

3.7. Atividade antimicrobiana de AgNP-PVP e AgNP-3-CD

As culturas bacterianas (E. coli, P. aeruginosa e S. aureus) foram cultivadas
em placas de Petri contendo meio BHI &gar e incubadas a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente, as coldnias isoladas foram resuspensas em solucéo salina 0,90%
(m/v), visando alcancar uma densidade o6ptica (DO) entre 0,15 e 0,18, que
corresponde a 10° — 10® unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC mL™),
na escala de MacFarland [97]. As amostras de AgNP-PVP e AgNP-3-CD foram
dispersas em 9,9 mL de agua peptonada 0,1% (m/v), atingindo uma volume final de
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10 mL e mantidas em ultrassom de banho por 20 minutos, para garantir sua
completa dispersao. A concentracao final de AgNP-PVP e AgNP-B-CD nesta
dispersao foi de 10 pg mL™". Uma aliquota de 100 pL da suspensdo bacteriana foi
inoculada e os frascos incubados em orbital shaker sob agitagdo de 110 rpm, por 3
horas a 37 °C. Apds incubacéo, uma aliquota de 100 L foi coletada e submetida a
diluicdo seriada em solucdo salina 0,9% (m/v). As diluicdes foram inoculadas em
meio de BHI &gar. As placas foram incubadas a 37 °C por 12 horas. Apds o periodo
de incubacéo, as colénias foram contadas e o numero total de bactérias expresso
em unidades UFC mL'. O controle negativo foi preparado em frasco sem a
presenca das nanoparticulas de prata. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
3.8. Curva tempo-morte para AQNP-PVP e AgNP-B-CD contra E. coli

O experimento para obtencdo da curva tempo-morte foi realizado para
investigar o efeito antimicrobiano das AgNP-PVP e AgNP-B-CD em funcao do
tempo. O microrganismo utilizado foi a E. coli, que foi cultivado da mesma forma
descrita no item 3.7. As amostras de AgNP-PVP e AgNP-3-CD foram dispersas em
agua peptonada (0,1% m/v) e, antes de adicionar o microrganismo, a solucao foi
sonicada por 20 min. As concentragdes finais utilizadas de AgNP-PVP e AgNP-i-
CD foram mantidas na faixa de 0,5 a 20 ug mL". Uma aliquota de 200 pL da
suspensao bacteriana foi adicionada em cada frasco e o volume final completado
até 20 mL. Os frascos foram incubados em orbital shaker sob agitagdo de 110 rpm
a 37 °C. Aliquotas de 100 pL foram coletadas em intervalos de tempo de 0, 0,5, 1,
2,3,4,5e6 h, e submetidas a diluigao seriada em solugao salina de 0,90 % (m/v).
Em seguida, 20 pL de cada solugdo foram semeados em meio BHI agar e o
nuamero de coldnias de bactérias foram medidos apds incubagéo de 12 h a 37 °C.
Os frascos contendo apenas os microrganismos foram utilizados como controle e
todos os experimentos foram realizados em triplicata. A Tabela 5 mostra as
concentragbes de nanoparticulas e os volumes de inoculo, AgNP e &gua
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peptonada em cada uma das solugdes com diferentes concentragcbes de

nanoparticulas.

Tabela 5. Concentracoes de AgNP-PVP e AgNP-3-CD usadas no ensaio de curva
de tempo-morte contra E. coli.

C (vg ml—-1) Viotal (ML) V¥inéculo ( ML) Vagne (ML) V**peptonada (ML)

0,5 20 200 33,3 19,76
1,0 20 200 66,7 19,73
2,5 20 200 166,7 19,63
5,0 20 200 333,3 19,46
10 20 200 666,7 19,13
12,5 20 200 833,5 18,96
15 20 200 999,9 18,80
20 20 200 1340,0 18,46

*Concentracéo do indculo de 10° a 10° UFC mL™ e **concentracdo de agua peptonada de 0,1%
(m/v).

3.9. Avaliacdo da atividade antimicrobiana das membranas de polissulfona e
acetato de celulose

Para o método de contagem de col6nias foram utilizados os microrganismos
E. coli e P. aeruginosa e avaliadas as membranas puras e as membranas com
nanoparticulas de prata. A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando os
microrganismos, E.coli e S. aureus. As culturas bacterianas foram semeadas em
placas de Petri contendo meio BHI agar e incubadas a 37 °C por 24 horas. As
colénias isoladas foram resuspensas em solucdo salina 0,9% (m/v), visando
alcancar DO entre 0,15 e 0,18, correspondente a 10%-108 UFC mL™". Uma aliquota
de 500 pL dessa suspenséo foi transferida para frascos erlenmeyer contendo 50
mL de meio Minimal Davis. As membranas de MPSf e MCA puras e as membranas
de PSf e CA com nanopatrticulas de prata foram cortadas em secdes de dimensdes
de 1 cm x 1 cm, sendo colocadas 5 secbes de cada membrana em frascos
separados. As membranas foram previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C
por 15 minutos. Em seguida foram incubadas em orbital shaker, sob agitacdo de
150 rpm, a 37 °C por 12 horas. Apéds incubag¢ao, uma aliquota de 100 uL de cada
frasco foi coletada e diluida em série em agua peptonada 0,1% (m/v) e plaqueada
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em meio de BHI agar, segundo esquema apresentado na Figura 21. As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Como controle, os ensaios microbiol6gicos
foram realizados também para as membranas sem nanoparticulas de prata. Aléem
disso, frascos contendo apenas as bactérias (sem membranas) foram também
utilizados como um segundo controle. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata. Foram utilizados os microrganismos, E. coli e S. aureus, para as
membranas de MCA, MDCA e MICA com concentracdes de 0,5%, 1,0% e 2,0% de
AgNP-B-CD, e os microrganismos, E. coli e P. aeruginosa para as membranas
MPSf, MDPSf, MI1PSf e MI2PSf com concentracdes 0,5%, 1,0% e 2,0% de AgNP-
PVP.

TmL TmL 1mL 1mL 1mL

Ol MO NN

Original
Diluictes
110 1:100 11000 1:10.000 1:100.000

l 01 mL lO,’l mL l 0,1 mL l 0,1 mL l 01 mL

Plaqueamentc:@ .'
107 102 10% 104 10

Figura 21. Esquema do processo de diluicdo seriada e de plaqueamento.

3.10. Estudo da formacgao do biofouling nas membranas de polissulfona e acetato
de celulose

O potencial de formacao do biofouling sobre a superficie das membranas foi
avaliado para as membranas MI1PSf2 e MDCA2 preparadas pelo método in situ e
dispersao, respectivamente, usando o microrganismo E. coli. A cultura bacteriana
foi diluida em solucéo salina 0,90% (m/v) e 10° — 102 UFC mL™". Uma aliquota de
300 uL do indculo foi incubada na presenca de secbes de 2,5 x 2,5 cm das
membranas estéreis em 30 mL de meio BHI por 48 h a 37 °C em orbital shaker,
sem agitacdo. ApoOs a incubacéao, cada lado da membrana foi lavado com 1 mL de
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solugcdo salina 0,90% (m/v), em seguida a membrana foi colocada em frasco
erlenmeyer contendo 20 mL de solugdo salina 0,90% (m/v) e sonicado por 24
minutos. Uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi coletada e submetida a
diluicdo seriada em solucao salina 0,90% (m/v), que foi plaqueada em meio BHI
agar e incubada por 12 h a 37 °C. Apds o periodo de incubacéao, as colénias foram
contadas e o resultado expresso em UFC mL'. Como controle, os ensaios
microbioldgicos foram realizados também para as MPSf e MCA puras. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
3.11. Técnicas de caracterizacao

3.11.1. Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

Os espectros de UV-vis na regiao de 200 a 800 nm foram obtidos de
suspensoes contendo as AgNP-PVP e AgNP-B-CD, em um espectrofotbmetro de
arranjo de diodos UV-vis Agilent. Para as membranas, as analises de
espectroscopia na regiao do UV-vis foram realizadas utilizando acessoério de
reflectincia  difusa  (Diffuse  Reflectance  Spectroscopy-DRS), em um
espectrofotdbmetro Varian, modelo Cary 500, equipado com acessério DRS da
Harrick, de geometria Praying Mantis. Foi utilizado sulfato de bario como referéncia.
Essa andlise foi utilizada para identificar as nanoparticulas AgNP-PVP e AgNP-§-

CD presentes nas membranas de PSf e CA.
3.11.2. Difragao de Raios X (XRD)

As analises de difragdo de raios X das nanoparticulas de prata e membranas
foram realizadas em um difratdmetro Shimadzu, modelo XRD7000, operando com
radiacdo CuKa (A = 1,54060 A), tensao de 40 kV, corrente de 30 mA, velocidade de

varredura 2 ° min™' e regido de 26 entre 5 e 90°.
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3.11.3. Espectroscopia na Regiéo do Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, no modo
transmitancia, foi utilizada para investigar as nanoparticulas e a formagédo do
complexo PVP/Ag e B-CD/Ag, e no modo de ATR (reflexado total atenuada), para a
analise das membranas. As AgNP-PVP foram analisadas depositando uma gota da
suspensao coloidal sobre janela de seleneto de zinco (ZnSe). No caso das AgNP-
B-CD, foram utilizadas pastilhas de KBr. Os espectros foram obtidos em
espectrofotdbmetro FT-IR Bomem MB series, modelo MB 100, nas seguintes
condicdes: 16 acumulagdes por espectro; resolucdo de 4 cm™ e faixa espectral de
4000 a 400 cm™. Os espectros infravermelho no modo ATR foram obtidos em um
espectrometro llluminat IR fabricado pela Smiths Detection, equipado com
elemento de reflexdo interna de ZnSe (45°). Os espectros foram obtidos nas
seguintes condicdes: 64 acumulagdes; resolucdo de 4 cm™ e faixa espectral de
4000 a 650 cm”.

3.11.4. Espectroscopia Raman

Espectros Raman de B-CD e AgNP-B-CD foram obtidos usando o
equipamento Raman 400 F (Perkin Elmer), equipado com um laser de excitacdo
em 785 nm e detector CCD (area ativa de 1024 x 255 pixels - 26 x 26 um,
resolucao de 16 bits e -50 °C de temperatura de trabalho). Este equipamento esta

localizado no laboratorio do Prof. Dr. Ronei Jesus Poppi.

3.11.5. Analise Elementar de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio (CHN)

Os teores de estabilizantes presentes nas amostras de AgNP-PVP e AgNP-
B-CD foram estimados a partir das quantidades de C, H e N, fornecidas pela
analise elementar, que foi realizada no analisador PERKIN ELMER 2400, series |l
CHNSO.
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3.11.6. Analise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das nanoparticulas de prata e membranas foi
investigada utilizando o analisador termogravimétrico TA Instruments 2950, em
uma faixa de temperatura de 25 a 900 °C, sob taxa de aquecimento de 10 °C min
e fluxo de gas constante de 100 mL min™' de argénio.

3.11.7. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A andlise térmica das amostras foi realizada em instrumento TA DSC Q100,
com taxa de aquecimento e resfriamento de 10 °C min™, de acordo com o
programa de analise: 1) aquecimento a partir da temperatura ambiente até 250 °C;
2) isoterma de 2 min nessa temperatura; 3) resfriamento até 25 °C; 4) isoterma de 2
min a 25 °C; 5) aquecimento de 25 °C até 250 °C. As curvas de DSC apresentadas
neste texto foram normalizadas com respeito a massa da amostra.
Aproximadamente 6 mg de amostras de AgNP-PVP, AgNP-BCD e das membranas
foram pesadas e colocadas em porta amostras herméticos de aluminio. Os dados

apresentados correspondem ao segundo aquecimento.

3.11.8. Utrassom de ponteira

Para as preparacdoes das suspensdes de nanoparticulas foi utilizado o
ultrassom de ponteira Sonic, com diametro de 1/8 (3 mm) e amplitude maxima de
40% por 5 minutos e temperatura limite de 50 °C.

3.11.9. Angulo de Contato

O caréter hidrofilico das membranas foi avaliado por meio de medidas de
angulo de contato (Figura 22), usando o aparelho Easydrop Kruss DSA 20. Uma
gota séssil de agua deionizada possuindo volume de 5,0 uL foi depositada sobre a

superficie da membrana, com dimensdes de 1 cm x 1 cm e o angulo de contato foi
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determinado a cada 10 s. Os valores foram calculados pelo software do
equipamento. Para minimizar o erro experimental, todos os valores reportados
constituiram uma média de dez medidas, obtidas em cinco diferentes regides da

superficie da membrana.

'Y|g
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liquido

0
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Figura 22. llustragcdo do angulo de contato formado entre gota do liquido sobre
superficie sélida.

3.11.10. Microscopia Eletrénica de Varredura por Emissdao de Campo (FESEM)

As morfologias das membranas foram também estudadas no microscépio
eletrdnico de varredura com fonte de emissao de campo, modelo JEOL JSM-6340,
operado a 3 kV. As amostras foram fraturadas criogénicamente e recobertas com

uma fina camada de carbono e ouro no metalizador Baltec MED 020.
3.11.11. Microscopia Eletrénica de Transmisséao (TEM)

As imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo foram obtidas no
equipamento Carl Zeiss CEM 902, operando com voltagem de aceleracédo de 80
kV. O registro das imagens foi feito com detector bidimensional, através de uma
camera CCD Proscan, com resolucao de 1024 x 1024 pixéis e informacéo de 8 bits
por pixel.

Amostras das suspensdes aquosas contendo AgNP-PVP e AgNP-B-CD
foram gotejadas em uma grade de cobre de 400 mesh, contendo um filme fino de

parlédio estabilizado com carbono, e secas a temperatura ambiente.
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A preparacdo das membranas para observacdo no TEM pode ser dividida
em duas etapas: embutimento das membranas em resina epoxi (Eponate, PELCO)
e obtencao de sec¢des ultrafinas por crioultramicrotomia.

As secbes ultrafinas das amostras, de aproximadamente 30 nm de
espessura, foram cortadas com faca de diamante (Diatome), sob condicbes
criogénicas (-100 °C), utilizando o ultramicrétomo Leica UC6. No ultramicrétomo a
amostra, com uma area menor que 1 mm? foi colocada em um suporte que se
move em diregcdo a navalha fixa, como esquematizado na Figura 23. Os cortes
foram coletados da superficie da navalha de diamante com o auxilio de um anel
metalico embebido em solugdo concentrada de sacarose e transferidos para uma
grade de cobre (300 a 500 mesh). Essa grade foi entdo cuidadosamente colocada
sobre a superficie de agua deionizada para remocdo da sacarose. Apds a
secagem, as amostras foram observadas no TEM.

- Suporte

. Amostra

- Faca de diamante

Figura 23. Representacdo esquematica do corte de amostras em ultramicrétomo.

3.11.12. Imagem espectroscopica de elétrons associada a microscopia eletrénica
de transmissao (ESI-TEM)

Os espectros de perda de energia de elétrons e as imagens espectroscépicas
das AgNP-PVP e AgNP-B-CD foram obtidos no equipamento Carl Zeiss Libra 120,
operando a 80 kV, com fonte LaBg termibnica. Uma camera Olympus, controlada
pelo software iTEM, foi usada para aquisicdo de imagens e espectros. As imagens
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de perda de energia de elétrons (ESI) foram obtidas para os elementos de carbono
e oxigénio, pelo método de trés janelas e fenda de energia de 25 eV, utilizando a
borda K em (544 eV) para o oxigénio e a borda K (em 303 eV) para o carbono. A
preparacdo das amostras seguiu 0 mesmo procedimento descrito anteriormente

para analise convencional de TEM.
3.11.13. Microscopia de Forca Atémica (AFM)

A morfologia das membranas foi também examinada por microscopia de
forca atdbmica, em um microscépico Nanosurf Flex AFM. As imagens foram obtidas
operando o equipamento em modo de ndo-contato, usando uma ponteira Tap 190-
Al-G, com constante de for¢ca 48 N/m e frequéncia de 190 kHz.

3.11.14. Potencial zeta ()

O potencial ¢ das AgNP-PVP e AgNP-B-CD foi determinado no equipamento
Nano ZS Zetasizer (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As dispersdes das
AgNP foram diluidas 10 vezes com uma solucdo de 10 mol L' de KCI e o

potencial ¢ foi medido em célula capilar com um caminho ético de 10 mm.
3.11.15. Espalhamento dindmico de luz (DLS)

O diametro médio das AgNP-PVP e AgNP-B-CD e suas distribuicées por
intensidade de tamanho foram também determinados pela técnica de DLS, no
mesmo equipamento Nano ZS Zetasizer, a um angulo de deteccdo da luz
espalhada fixo em 173°, e temperatura de 25 °C. O instrumento Nano ZS usa um
laser operando em A= 633 nm. As amostras foram diluidas em concentracées
inferiores a 10 mol L™ e colocadas em cubeta de acrilico. As medidas apresentam
uma precisao de 1% e podem ser obtidas de particulas com dimensdes entre 2 nm
a 3 pm, dependendo do indice de refracdo, concentracdo e angulo de
espalhamento.
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3.11.16. Espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente acoplada
(ICP-MS)

A técnica analitica de ICP-MS foi utilizada para determinar a quantidade de
ions prata lixiviada das membranas. A determinagéao foi realizada no equipamento
ICP-MS (Elan RDC-e, PerkinElmer, Norwalk, CT, EUA) utilizando as condi¢des de

operacao indicadas na Tabela 6.

Tabela 6. Condigdes operacionais das medidas de ICP-MS.

Parametros Operacionais

Camera de nebulizacao Cyclonic
Nebulizador Meinhard
Radiofrequéncia (RF) (W) 1240
Fluxo no nebulizador (argénio) (L min™) 0,90-0,92
Fluxo auxiliar (L min™) 1,1
Modo de varredura Peak Hopping
Tempo de aquisi¢cdo (ms) 50
Varredura/leitura 20
Integracao do tempo (ms) 1000
Replicatas 5
Isétopo monitorado 107pg*

Para determinar a quantidade de ions prata, primeiramente foi utilizada uma
solucdo estoque de AgNOs padrdo, com concentracdo de 1000 mg L. Todas as
solugdes foram preparadas com agua deionizada (=18,2 MQ cm), obtida de um
sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA). Foi empregado
acido nitrico sub-ebulicdo para preparacao dos padrdes e diluicdes das amostras.

As solucdes de referéncia, contendo de 1,0 a 100,0 mg L™ de AgNOs, foram
preparadas a partir da diluicdo da solucdo estoque de 1000 mg L™ de AgNO; e
acidificada com acido nitrico 0,2% (v/v). Esta solucao de acido nitrico 0,2% (v/v) foi
utilizada como branco. Os frascos de polipropileno, vidrarias e utensilios, foram
previamente limpos por imersdo em solugdo de HNO3 10% (v/v), durante 24 h e
lavados com 4gua deionizada.
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A determinacao de ions prata foi realizada em dispersdes contendo AgNP-
PVP e AgNP-B-CD. O procedimento utilizado para obtengdo das amostras esta
descrito no item 3.11.19. A quantidade de Ag" lixiviada foi determinada por contato
das membranas com agua (volumes de 10 mL). As membranas avaliadas foram:
MDCAO0,5, MDCA2, MICAO0,5, MICA2, MDPSf0,5, MDPSf2, MI1PSf0,5 e MI2PSf2.
As solucdes foram acidificadas com 0,2% (v/v) de acido nitrico, armazenadas em
frascos de polipropileno e analisadas por ICP-MS.

As membranas com 2,0% de AgNP foram ainda submetidas a outro teste
para avaliar a quantidade de fon Ag" lixiviada. Para isto, quatro volumes de 250 mL
de agua foram permeados através de membranas e 10 mL de cada volume de 250
mL foram analisados por ICP-MS. As solu¢des foram também acidificadas com
0,2% (v/v) de acido nitrico, armazenadas em frascos falcon, e analisadas por ICP-
MS.

3.11.17. Testes de fluxo de agua das membranas de PSf e CA

Neste trabalho foi utilizado um sistema de permeacdo, produzido pela
empresa QUALIMEC (Sumaré, SP, Brasil), que foi projetado para as medidas de
fluxo de agua das membranas desenvolvidas neste trabalho. O esquema e
fotografia do sistema de permeacdo estdo apresentados nas Figuras 24 e 25,

respectivamente.
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Figura 24. Esquema do sistema de permeacao utilizado.

O sistema de permeacdo é constituido de um cilindro encamisado de
didmetro interno de 0,046 m e altura de 0,241 m, tendo capacidade de 0,300 L. A
cela foi construida em aco inox e projetada para operar sob pressdao maxima de 30
bar. A parte inferior do cilindro é formada por uma base, que contém uma saida
para o permeado. Sobre a base € montado um suporte que serve de apoio ao disco
de membrana, a qual tem area de permeacao de 16,6 cm2. Anéis de vedagédo sao
utilizados para impedir o vazamento de liquido. Abaixo da base é acoplado um
agitador magnético (Cole Parmer), que promove a agitagdo da solucao de
alimentacdo. Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente e utilizando-se
gas nitrogénio para pressurizar a solucdo de alimentacdo (agua). O sistema de
permeagdo também possui uma camisa de circulagdo de agua para eventual

controle de temperatura.
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Figura 25. Fotografia do sistema de permeagéo.

3.11.17.1. Procedimento experimental

Foram realizados trés ensaios de permeacdo para cada membrana, a
temperatura ambiente (23 a 25 °C), utilizando-se 250 mL de agua e velocidade de
rotacdo do agitador magnético sobre a membrana de 300 rpm. Inicialmente, a
pressao de entrada na cela foi mantida em 7 bar, para a maioria da membranas.
Porém, foi necessario aumentar a pressao para 12 bar para membrana de PSf
contendo AgNP e obtida pelo método de dispersdo, uma vez que néo foi possivel
medir o fluxo de permeado em 7 bar.

O volume do permeado foi registrado em intervalos regulares de tempo
durante os ensaios. Ja o tempo de ensaio foi definido em funcdo do fluxo de
permeado através da membrana, mantendo-se a medida até que fosse coletado
um volume total de 100 mL de permeado.
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3.11.17.2. Determinagéo do fluxo permeado

O fluxo permeado (J) é definido pelo volume permeado (Vp) que atravessa a
area da membrana (A;) em um determinado intervalo de tempo (t), segundo a

equacao (9).

] = )

Vo
tA,
3.11.18. Determinagéo de prata lixiviada durante o ensaio microbioldgico

Para determinar a quantidade de ions Ag" liberada pela membrana durante o
ensaio microbioldgico, as membranas de MDPSf2, MI1PSf2, MI2PSf2, MDCAZ2 e
MICA2 foram cortadas em secdes de dimensdes 1 cm x 1 cm e esterilizadas.
Erlenmeyers de vidro foram esterilizados e em cada um deles foram colocados 5
secdes de cada uma das membranas e 10 mL de agua deionizada. Em seguida, os
erlenmeyers foram colocados em um orbital shaker (Incubadora tecnal TE-420),
sob agitagdo de 150 rpm, a 37 °C por 12 horas. Apds esse periodo, a agua foi
transferida para frasco falcon e tratada com acido nitrico. A concentracéo de prata
presente foi analisada por ICP-MS. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
3.11.19. Determinacgéo de prata lixiviada durante o processo de filtracao

Para avaliar o efeito de lixiviacdo da prata no processo de filtracdo, foi
filtrado 1 L de agua deionizada através das membranas de MPSf e MCA contendo
2% de nanoparticulas de prata (MDPSf2, MI1PSf2, MI2PSf2, MDCA2 e MICA2),
utilizando o mesmo sistema de permeacgéao descrito anteriormente.

A solucéo alimentada foi agitada a 300 rpm e o permeado foi coletado, a
cada 250 mL de agua permeada, até completar um volume de 1 L. A concentragédo
de prata das amostras coletadas foi determinada pela técnica de ICP-MS.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

Este trabalho esta dividido em trés partes: i) preparacao e caracterizacao
das nanoparticulas de prata estabilizadas com PVP e [B-CD; ii) preparagdo e
caracterizacdo de membranas porosas de polissulfona e acetato de celulose com
nanoparticulas de prata e iii) avaliagdo da atividade antimicrobiana das

nanoparticulas de prata e das membranas de PSf e CA.

4.1.Caracterizacao de nanoparticulas de prata estabilizadas com polivinilpirrolidona
(AgNP-PVP)

O uso de PVP na preparacao das AgNP-PVP é bem estabelecido na literatura
e tem como finalidade gerar um complexo com o precursor (AgNO3) capaz de
controlar o crescimento e a aglomeracao das AgNP e, ao mesmo tempo, estabilizar
a suspensao dessas nanoparticulas em meio liquido.

A espectroscopia na regido do UV-vis foi utilizada para acompanhar a
formacao das AgNP-PVP, a qual foi indicada pelo surgimento de uma coloragao
verde-musgo da suspensdo. As nanoparticulas foram preparadas a partir de
diferentes concentragdes de precursor (AgNOs3), mas mantendo-se a razao
massica PVP/AgNQ; igual a 1,5. A Figura 26a apresenta o espectro de UV-vis do
ion prata em solucdo. A existéncia de uma banda de absor¢cdao em 300 nm indica
que o ion prata estd coordenado com moléculas de agua (H20:Ag:OH). O
aparecimento das bandas plasmon em 430, 416 e 408 nm, como observado nas
Figuras 26b, 26¢c e 26d, respectivamente, caracteriza a formacao das AgNP-PVP
esféricas. Foi observado no espectro de UV-vis das nanoparticulas de prata,
obtidas a partir da solucdo de AgNO3; mais concentrada, a presenga de uma cauda
longa, como mostra a Figura 26d. Este resultado indica a formagao de agregados
de nanoparticulas.

Além disso, € possivel observar um aumento na intensidade de absorgéo da
banda plasmon das AgNP-PVP em funcdo do aumento da concentracédo de AgNQOs,
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certamente devido ao aumento da quantidade de nanoparticulas formadas. O
deslocamento do maximo de absorcdo para menores comprimentos de ondas de
430, 416 e 408 nm, referente as diferentes concentragdes de AgNOs. Foi calculada
também a largura a meia altura a partir dos espectros de UV-vis e os valores
obtidos foram 82 nm, 89 nm e 155 nm, para nanoparticulas formadas a partir de
solucdo de AgNO3 0,01 mol L™, 0,05 mol L e 0,10 mol L™, respectivamente. Estes
dados indicam que o aumento da concentracdo de AgNO3; promoveu a formacao
de nanoparticulas de prata com didametro médio maior e faixa de distribuicdo de
tamanho mais larga.

Dadosh [98] preparou AgNP a partir de diferentes concentragdes de acido
tanico, utilizando a técnica de UV-vis para discutir o mecanismo de crescimento
das AgNP, como também a morfologia resultante. O aparecimento da banda
plasmon na faixa de 401 a 410 nm indicou a formacdo de particulas
aproximadamente esféricas e 0 aumento na concentracao de acido tanico resultou
no aumento do diametro médio das nanoparticulas.

Endo e colaboradores [99] avaliaram a reacdo catalitica entre AgNP e
peréxido de hidrogénio por espectroscopia UV-vis, usando AgNP estabilizadas por
PVP. Foi observada a diminuicdo da intensidade da banda plasmon em 408 nm

atribuida ao processo de oxidagao da prata.

0.8
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Figura 26. Espectros de UV-vis: (a) solugcdo de AgNO3; e AgNP-PVP obtidas a
partir de solucdes de AgNOs: (b) 0,01 mol L™, (c) 0,05 mol L™ e (d) 0,10 mol L™. (e)
Foto da dispersao coloidal de AQNP-PVP.
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Os difratogramas de raios X das nanoparticulas de prata formadas a partir de
diferentes concentracdes de AgNOs; sdo mostrados na Figura 27. Os picos em
37,8°, 43,8°, 64,2°, 77,2° e 81,5° estao correlacionados com os planos cristalinos (1
11),(200),(220), (311)e (22 2), tipicos da estrutura cubica de face centrada
da prata (JCPS 04-0783). No entanto, pode-se observar no difratograma de raios X
das nanoparticulas formadas a partir de AgNO3 0,05 mol L, que os picos de
difracdo sdo mais largos e menos intensos, quando comparados aos das
nanoparticulas formadas em concentracdes de 0,01 mol L™ e 0,10 mol L. Isto
pode estar relacionado com a variacdo da organizacao estrutural dos atomos de
prata.

A largura do pico de difracdo fornece informagbes importantes sobre o
tamanho médio dos dominios com coeréncia cristalografica (cristalito), calculado
segundo a equacao (10) de Scherrer [100]:

09
~ PB.cosB

(10)

onde t é o tamanho médio dos dominios cristalinos e B € a largura a meia altura do
pico de difragdo, normalmente medida em radianos, € A € o comprimento de onda.
Os resultados mostraram valores dos tamanhos médios para os cristalitos de 16,2
nm, 12,2 nm e 23,4 nm, para as nanoparticulas preparadas a partir de solucées
aquosas de AgNO; 0,01 mol L™, 0,05 mol L' e 0,1 mol L™, respectivamente.
Deivaraj e colaboradores [101] verificaram que a morfologia das AgNP, de
estrutura cubica de face centrada, depende da razao Ag*/PVP. O difratograma de
raios X exibiu picos similares aos observados neste trabalho, o que caracteriza a
formacao de nanoparticulas de prata. Além disso, os autores mostraram que a
interacdo entre AgNO3; e PVP, utilizando piridina como solvente, resulta na
formacao de nanoparticulas esféricas, nanobastdes e nanoplacas triangulares,
observadas apés diferentes dias de armazenamento. Os autores explicam essas
mudancas morfolégicas com base no processo de envelhecimento de Ostwald,
cuja hipoétese é apoiada por duas observacoes: (a) variacao progressiva da banda
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plasménica em aproximadamente 410 nm, o que indica a ocorréncia de
aglomeracdes das particulas antes do crescimento anisotrépico das mesmas; (b)
crescimento das particulas, simultaneamente com a mudanga na morfologia, o que
esta de acordo com as caracteristicas conhecidas de maturagdo de Ostwald, pois
as particulas maiores sdo formadas pela dissolucdo das particulas menores. No
que diz respeito a mudanca de morfologia, a mesma esta relacionada com a
cinética de adsorcao e dessor¢cao do PVP em diferentes planos cristalograficos das
nanoparticulas, conduzindo assim a um eventual desenvolvimento de uma

geometria ndo esférica.
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Figura 27. Difratogramas de raios X das AgNP obtidas a partir de diferentes
concentragdes de AgNOs: (a) 0,01 mol L™, (b) 0,05 mol L™ e (c) 0,170 mol L.

Para investigar a interagdo quimica entre PVP e AgNP, foram obtidos
espectros de infravermelho do PVP puro e das AgNP, que estédo exibidos na Figura
28. O espectro de infravermelho do PVP puro apresenta duas bandas principais em
1019 cm™ e 1667 cm™ que correspondem, respectivamente, as vibracdes das
ligacbes C-N e C=0; os deslocamentos nessas bandas indicam a formagao do
complexo de PVP/AgNP. Comparando-se os espectros, é possivel observar a
mudanca na posicdo da banda em 1667 cm™, caracteristica do PVP puro, para
1643 cm™", correspondente ao PVP associado as AgNP.
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Figura 28. Espetros de FTIR do PVP puro (a) e das nanoparticulas de prata
obtidas a partir de diferentes concentracdes de AgNOs: (b) 0,01 mol L™, (c) 0,05
mol L™ e (d) 0,10 mol L.

O grafico a direita € uma ampliagdo da regido entre 700 e 2000 cm™,
correspondente a regido tracejada da curva a esquerda.

Este deslocamento da banda foi observado para todas as concentragoes
estudadas e sugere a formacdo do complexo de prata com o grupo carbonila
(C=0), presente na estrutura do PVP. A Figura 29 representa a reagdao de
formacao das nanoparticulas de prata estabilizadas com PVP, que foram
preparadas neste trabalho. E representada a reacdo de 6xido-reducdo envolvendo
ions prata e glicose, bem como a formacao do complexo de prata e PVP.

1<|; o\\ LOH
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Figura 29. Esquema da reacéao de formacgéao das AgNP-PVP.

Wang e colaboradores [94] estudaram o mecanismo de estabilizacdo do PVP
na preparacdo de AgNP (tamanhos menores que 50 nm) e propuseram a

67



Tese de Doutorado Patricia Fernanda Andrade

coordenacédo entre o nitrogénio da estrutura do PVP e a superficie da prata, com
base em resultados de infravermelho. Entretanto, para AQNP com tamanhos entre
500 e 1000 nm, foi atribuida a ocorréncia de interagdes entre PVP e a superficie
das nanoparticulas, tanto com o nitrogénio como com o oxigénio das moléculas de
PVP.

Sheikh e colaboradores [102] prepararam AgNP por exposicao a raios vy.
Neste caso, os resultados de espectroscopia indicaram a ocorréncia de interacao
quimica entre o oxigénio da estrutura do PVP e a superficie das nanoparticulas de
prata, devido & mudanca da banda referente & ligacdo C=0, em 1662 cm™ para
1649 cm™, indicando a formagao do complexo Ag/PVP.

Para investigar a morfologia, o tamanho e a distribuicdo de tamanho das
AgNP-PVP foi utilizada a técnica de TEM. A Figura 30 mostra as imagens de TEM
obtidas para as nanoparticulas preparadas a partir de diferentes concentra¢des do
precursor, mas mantendo-se a razdo massica PVP/AgNO3; de 1,5. Observou-se
que nessas condicdes de preparacdo € possivel controlar a distribuicdo de
tamanho, bem como a coalescéncia das nanoparticulas. Dentre as condicdes
investigadas, o uso de uma menor concentracdo de AgNO3; permitiu obter AgNP-
PVP mais uniformes em tamanho e mais dispersas (Figura 30a).

As imagens mostram que as nanoparticulas obtidas apresentam morfologia
aproximadamente esférica, com diametro médio de 56 + 8 nm, 60 £ 24 nm e 44 *
19 nm, quando formadas a partir de concentragdes de 0,01 mol L™, 0,05 mol L e
0,10 mol L de AgNOs, respectivamente. Comparando-se os resultados de TEM e
UV-vis das nanoparticulas formadas com concentracdo de 0,10 mol L™ de AgNOs,
pode-se afirmar que a cauda longa observada no UV-vis corresponde a agregacao
das nanoparticulas de prata e esta pode ser proveniente do processo de secagem
durante a preparagao da amostra para andlise no TEM.

Wang e colaboradores [94] estudaram o efeito da concentracao do PVP e da
velocidade de adicdo de AgNOs; no crescimento e na agregacdao das
nanoparticulas, concluindo que ambos interferem tanto na distribuicdo de tamanho

como na agregagao das mesmas.
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Figura 30. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo das nanoparticulas
de prata estabilizadas com PVP e seus respectivos histogramas, obtidos a partir de
diferentes concentracdes de AgNOs: (a) 0,01 mol L™, (b) 0,05 mol L™ e (c) 0,10 mol
L". O software utilizado para contagem das nanoparticulas de prata foi NIS-

Elements Ar.
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Luo e colaboradores [103] acompanharam a formacao de AgNP, a partir de
AgNOs; e polietilenoglicol, utilizando a técnica de DRX, e observaram por TEM que
o diametro médio das particulas € influenciado pela temperatura de preparacao e
concentragao de precursor. Neste estudo, foi mantida a concentragao de AgNO3
constante e alterada a temperatura de 80 °C a 120 °C. Foi observado que o
didmetro médio das nanoparticulas aumentou de 10 nm para 80 nm, com o
aumento da temperatura, e que a morfologia mudou de esfera para nanoprisma.

He e colaboradores [104] obtiveram AgNP, utilizando o método de irradiacéao
por micro-ondas, e investigaram o efeito dos estabilizantes (PVP e B-CD) e da
concentracao do precursor na formacao das AgNP. Foi observado que o tamanho
das particulas diminui com o aumento da concentracdo do estabilizante. Os autores
concluiram que o PVP estabiliza melhor as nanoparticulas pequenas em relagéo a
B-CD.

Outro fator que deve ser considerado quando se analisa a distribuicao de
tamanho e a dispersédo das AgNP € a ordem de adigdo do precursor. No trabalho
desenvolvido por Kim e colaboradores [105], as AgNP foram preparadas por
diferentes métodos. Foi verificado que o tamanho das AgNP depende da
concentracao de precursor, como também da ordem de adicdo dos componentes e
do aquecimento da solugédo contendo a mistura do precursor, estabilizante (PVP) e
agente redutor (etilenoglicol). Os resultados obtidos indicam que é possivel
controlar a taxa de nucleacdo das nanoparticulas, onde o uso de menor
temperatura de aquecimento origina nanoparticulas de prata menores, devido a
alta nucleagéo, enquanto que a adicdo do precursor na solugcao do estabilizante,
mantida em maior temperatura, reduz a nucleagdo da prata, o que resulta na
obtencdo de nanoparticulas com dimensdes maiores e faixa estreita de distribuicéo
de tamanho.

Comparando-se os resultados obtidos por DLS com os TEM obtidos neste
trabalho, pode-se observar uma concordancia entre os valores dos diametros
médios das AgNP-PVP, preparadas com diferentes concentracdes de AgNOs;. A
Figura 31 mostra a distribuicdo de tamanho das AgNP-PVP. Foram calculados os
valores de largura a meia altura (Full Width at Half Maximun - FWHM) dos
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espectros de DLS. Os resultados mostraram que as nanoparticulas de prata
formadas a partir das diferentes concentragées de AgNOs, ou seja, 0,01 mol L™,
0,05 mol L™ e 0,10 mol L, apresentaram valores de FWHM de 30, 78 e 65,
respectivamente. Estes resultados corroboram com resultados de TEM, pois

quanto menor a largura a meia altura, mais estreita € a distribuicao de tamanhos.
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Figura 31. Espalhamento dindamico de luz das AgNP-PVP obtidas a partir de
diferentes concentragcdes de AgNOs: (a) 0,01 mol L™, (b) 0,05 mol L™ e (c) 0,10 mol
L.

O potencial ¢ das AgNP-PVP foi avaliado para estimar a estabilidade das
mesmas. O valor absoluto do potencial { é geralmente utilizado como um
parametro indicativo da estabilidade do sistema coloidal. Em termos de potencial ¢,
os valores mais elevados representam uma maior concentracdo de carga na
superficie da particula e, portanto, uma maior repulsdo eletrostatica entre as
particulas, o que favorece a formagcdo de uma suspensdo coloidal estavel. O
potencial  obtido para AgNP-PVP a partir da concentracdo 0,01 mol L™ de AgNO;
foi de -30,6 mV. De acordo com a literatura, este valor esta entre a regiao de
instabilidade incipiente e estabilidade moderada [106]. Portanto, os valores de
potencial ¢ para as outras AgNP-PVP estdo abaixo deste valor limite, o que pode
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ser um indicativo da tendéncia de agregacado dessas nanoparticulas. Os valores

dos didmetros, polidispersidade e potencial ¢ estdo exibidos na Tabela 7.

Tabela 7. Valores de diametro médio, indice de polidispersidade (PDI) e potencial ¢
das AgNP-PVP.

Amostras Concentracao Diametro médio PDI Potencial
AgNO; TEM DLS 4
(mol L™ (nm) (mV)
AgNP-PVP 0,01 5618 48,8 0,15 -30,6
AgNP-PVP 0,05 60124 70,7 0,22 -15,7
AgNP-PVP 0,10 44+19 59,9 0,26 -21,1

Também foi investigada a influéncia do PVP no processo de estabilizacao
das AgNP, no que se refere a distribuicdo de tamanho e a formag&o da camada de
PVP em torno das nanoparticulas de prata. Para isso, fixou-se a concentragéo de
AgNO;s (0,01 mol L) e a razdo massica PVP/AgNOs foi alterada. As imagens de
TEM, apresentadas na Figura 32, mostram que houve uma tendéncia de aumento
na formacao de agregados com o aumento da concentracao de PVP (Figuras 32a,
32d e 32¢). Os histogramas mostram a distribuicdo de diametro médio das AgNP-
PVP (Figuras 32c, 32f e 32i). E possivel observar que o didmetro médio das
nanoparticulas nao €& alterado significativamente, exceto no caso das
nanoparticulas preparadas a partir da razao massica PVP/AgNOg igual a 3,0, que
apresentaram duas populacées de diametros: 10 £ 5 nm e 51 £ 15 nm. As imagens
de TEM de particulas unicas (Figuras 32b, 32e, 32h) mostram uma camada cinza
envolvendo as nanoparticulas. Essa camada corresponde ao estabilizante
adsorvido (PVP). Em relacado a espessura da camada de PVP, nao foi observada
uma mudanca significativa. Os valores de espessura obtidos das imagens de TEM
foram de 3,6 £ 0,4 nm; 4,6 £ 0,7 nm e 4,2 £ 0,2 nm, para as razbes massicas
PVP/AgNOs de 1,5, 3,0 e 6,0, respectivamente. A espessura média da camada do
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estabilizante em torno da nanoparticulas foi calculada utilizando uma amostragem

de 35 nanoparticulas de prata.
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Figura 32. Imagens de microscopia eletrbnica de transmissdao de AgNP-PVP
obtidas a partir de AgNOs; de 0,01 mol L' e diferentes razdes massicas
PVP/AgNOs: (a,b) 1,5; (d,e) 3,0, (g,h) 6,0. (c,f,i) Histogramas correspondentes.

No trabalho desenvolvido por Shin e colaboradores [107] foi investigado o
mecanismo de crescimento de AgNP, obtidas por reducdo de AgNOj utilizando
radiacao y e PVP como estabilizante. Neste estudo, os pesquisadores variaram a
quantidade (de 0,2% a 5,0%) e massa molar do PVP (10.000, 55.000 e 130.000 g
mol™"). As AgNP foram investigadas pelas técnicas de TEM e FTIR. Os espectros
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de FTIR mostraram que a intensidade relativa das bandas l1s45/l16s0, decresce com
0 aumento da massa molar de PVP. Isso ocorre porque as AQNP-PVP apresentam
uma area superficial menor quando preparada com PVP de maior massa molar.
Sendo assim, a quantidade de grupos imida adsorvida na superficie das AgNP-
PVP é menor. As imagens de TEM exibiram AgNP-PVP apresentando uma faixa
estreita de tamanho. Os pesquisadores sugeriram trés etapas de crescimento das
AgNP: a) os ions prata interagem com PVP; b) ocorre formacao de nanoparticulas
primarias, a partir da reducdo da prata por radiacdo y; c) as nanoparticulas
primarias coalescem, ou podem interagir com as moléculas de PVP, formando
agregados.

Dang e colaboradores [108] prepararam AgNP pelo método denominado
poliol, utilizando PVP como estabilizante e etilenoglicol como solvente e agente
redutor. Para estudar a influéncia do agente estabilizante no tamanho e distribuicao
das AgNP, diferentes concentragbes de PVP foram utilizadas, mantendo-se a
concentracdo de AgNOj; constante. A formacao das AgNP foi confirmada pelo
aparecimento de bandas plasménicas em 406 e 409 nm. As imagens de TEM
mostram AgNP-PVP esféricas, com tamanhos nas faixas de 18-132 nm, 13-12 nm
e 4-16 nm, para concentracdes de PVP 0,001, 0,003 e 0,006 mol L7,
respectivamente. Os autores concluiram que ha um limite de concentracao de PVP,
para promover o crescimento das AgNP. Portanto, a concentragcdo de PVP tem
efeito sobre o tamanho das particulas e a agregagcdo das mesmas.

Chou e colaboradores [109] prepararam nanoparticulas de prata e
investigaram o efeito de polivinilpirrolidona e poli(alcool vinilico) (PVA) na sua
formacao, utilizando formaldeido como agente redutor. As imagens de microscopia
eletrdnica de transmissao revelaram nanoparticulas de prata com forma esférica,
com tamanhos entre 7 e 20 nm. A preparacdo das nanoparticulas foi controlada
pela razdo molar PVP/AgNO3; e PVA/AgNO3; em solucdo, onde os valores mais
adequados foram 9,27 e 3,37, respectivamente. Portanto, a maior concentracao de
PVP em relagdo a AgNO; tem um efeito de barreira para o crescimento das

nanoparticulas.
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As morfologias das AQNP-PVP preparadas neste trabalho foram examinadas
mais detalhadamente por TEM. A distribuicdo elementar da camada polimérica em
torno das nanoparticulas foi investigada pela técnica de espectroscopia de perda
de energia de elétrons (EELS).

A Figura 33 apresenta a imagem de campo claro e a imagem filtrada
correspondente das AgNP-PVP obtidas a partir das concentracées de 0,01 mol L™
de solugdo aquosa de AgNO; e 0,015 mol L™ de solugdo aquosa de PVP (razdo
massica PVP/AgNOs;=1,5). A Figura 33a mostra que as nanoparticulas obtidas
apresentam morfologia aproximadamente esférica. Pode-se observar na Figura 33a
uma regiao cinza claro ao redor das nanoparticulas, atribuida a camada de PVP,
com espessura de 3,6 = 0,4 nm. Observa-se na imagem de energia filtrada (Figura
33b) o contraste invertido desta camada em relacdo a imagem de campo claro,
indicando que um numero significativo de elétrons inelasticamente espalhados
atravessa a amostra e, portanto, a amostra pode ser analisada pela técnica de

imagem de espectroscopia de elétrons (ESI-TEM).

Figura 33. (a) Imagem de campo claro de AgNP-PVP e (b) imagem filtrada em
energia de 25 eV.
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Para confirmar a presenca do PVP, os espectros de perda de energia de
elétrons foram obtidos com uma fenda 25 eV selecionada nas energias 303 eV e
544 eV, correspondentes as energias de absorcdo de carbono e oxigénio,
respectivamente, pois estes sdo os elementos presentes no polimero (Figuras 34a
e 34b) e também na glicose, utilizada na preparacao das nanoparticulas.

Uma vez confirmada a presenca desses elementos em torno das AgNP
pelos espectros de perda de energia de elétrons, foi realizado mapeamento por
ESI-TEM. A Figura 34c apresenta a imagem de campo claro de uma Unica
nanoparticula de prata. O mapeamento de carbono, representado pela regiao azul
na imagem da Figura 34d, mostra que esse elemento esta distribuido de maneira
uniforme ao redor da nanoparticula. Esta imagem sugere que o material acumulado
ao redor da particula € constituido pelo polimero, com a possivel presenca de
glicose. O mapeamento de oxigénio (Figura 34e) também indica uma distribuicao
uniforme desse elemento, porém como ha uma menor concentragdo desse
elemento em relagdo ao carbono, a intensidade de sinal esta reduzida. A presenca
de oxigénio na superficie das nanoparticulas de prata e ndo ao seu redor, pode ser
também interpretada pela formacao de 6xido de prata.

E importante destacar que a caracterizacdo da camada de agente
estabilizante ao redor de nanoparticulas metélicas de AgNP, pela técnica de ESI
acoplada ao TEM, ndo tem sido relatada na literatura. Assim, os resultados
apresentados neste trabalho sédo inéditos e confirmam a formacao de uma camada

continua e coesa ao redor das particulas.
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Figura 34. (a) e (b) Espectros de perda de energia de elétrons na regido do
carbono e oxigénio, respectivamente, (c) Imagem de campo claro de AgNP-PVP,
(d) mapa elementar de carbono e (e) mapa elementar de oxigénio.

As propriedades térmicas das AgNP-PVP, obtidas a partir da concentracédo
de 0,01 mol L de AgNOs e razdo massica PVP/AgNOs de 1,5, foram avaliadas por
TGA e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 35. A Figura 35a
apresenta a curva de perda de massa para o PVP puro. O primeiro estagio de
perda de massa em 46 °C esta associado a agua residual absorvida. Ja o segundo,
em 437 °C, corresponde a degradacdo efetiva do PVP. Na Figura 35b séo
observados trés principais estagios de degradacao. O primeiro estagio de perda de
massa, entre 140 °C e 250 °C, corresponde a cisdo da ligacao N-C=0 na molécula
do PVP [110]. Esta perda de massa também pode ser observada na curva de
perda de massa do PVP puro, porém menos intensa devido a escala estar mais
comprimida (Figura 35a). A segunda regido, entre 300 °C e 440 °C, esta associada
a decomposicao de grupos organicos residuais da 2-pirrolidona. A terceira regiao
de perda de massa, entre 470 °C e 750 °C esta relacionada a decomposi¢ao do
complexo de PVP/Ag, formado pela coordenacdo da prata com o polimero.
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Portanto, a estabilidade térmica do sistema foi pouco afetada pela complexacgéao,
provocando diminuigdo na temperatura inicial de degradagao do polimero.
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Figura 35. Curvas de perdas de massa e derivada da perda de massa (DTA) para:
(a) PVP puro e (b) AgNP-PVP.

A presenca de matéria organica nas AgNP-PVP foi confirmada por analise
elementar. A quantidade total de carbono, hidrogénio e nitrogénio obtida por esta
analise foi de 5,9%. Esse resultado concorda com os obtidos por TGA para as
AgNP-PVP, cuja porcentagem estimada de material orgénico foi de 7%.

4.2. Caracterizacdo de nanoparticulas de prata estabilizadas com B-ciclodextrina
(AgNP-B-CD)

Com base nos resultados obtidos na preparagcdao das AgNP-PVP, foram
selecionadas as melhores condigbes experimentais para a preparagado de AgNP- [3-
CD. Assim, AgNP-B-CD foram preparadas a partir da concentragéo de 0,01 mol L™
de AgNO; e utilizando a razdo massica B-CD/AgNOs; igual a 1,5 e as razdes
molares NaOH/AgNO; e CgH1206/AgNQO3 iguais a 1,5 e 2,0, respectivamente.

A técnica de espectroscopia de UV-vis foi também utilizada para confirmar a
formacao de AgNP-B-CD. A Figura 36a apresenta o espectro de UV-Vis da B-CD,
onde é possivel verificar a auséncia de qualquer banda de absor¢éo para a solugao
da B-CD. Na Figura 36b é exibido o espectro de UV-vis da solugao de AgNOs.
Nota-se que a banda em torno de 300 nm esta relacionada a interacdo de ions

78



Tese de Doutorado Patricia Fernanda Andrade

prata com moléculas de agua. Por outro lado, o aparecimento de uma banda em
torno de 405 nm ¢é atribuida a formagéao de AgNP-3-CD esféricas (Figura 36c).
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Figura 36. Espectros de UV-vis: (a) solugdo de (3-CD; (b) solugdo de AgNOs; e (c)
AgNP-B-CD. Foto da dispersao coloidal de AQNP-B-CD (d).

George e colaboradores [111] sintetizaram AgNP reduzindo acetato de prata
com dodecilamina em tolueno e estabilizada com B-ciclodextrina. Em seguida, a
AgNP foi precipitada com etanol, dissolvida em hexano e novamente precipitada
com metanol. Foi observada a mudanca de coloracdo com o tempo de reacéo.
Ap6s 10 min de reagdo ocorreu o aparecimento da cor amarela na solucao, apds
30 min a solugdo mudou para marrom e apods 8 h a solugao final tornou-se marrom
escuro. Essas mudancas foram acompanhadas por medidas de UV-vis, pelo
aumento da intensidade da banda plasménica em 413 nm. Os resultados de SEM
mostram que nao houve alteragdes no tamanho e forma das nanoparticulas
durante o processo de troca de solvente.

Gopalan e colaboradores [112] prepararam AgNP reduzindo nitrato de prata
na presenca de acido ascorbico e usando B-CD como estabilizante. A formagao de
AgNP foi acompanhada por UV-vis e a morfologia foi investigada por TEM. No
espectro de UV-vis da solucdo de AgNO3 sédo observadas duas bandas na regido
de 190 a 300 nm, atribuidas a presenca do ion prata. No entanto, no espectro de
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UV-vis da dispersao coloidal de AgNP sdo observadas duas bandas: em 300 nm e
em 400 nm. Este resultado mostra que ocorre a formacéao de AgNP, porém, parte
dos ions prata ndao sao reduzidos.

A estrutura cristalina da AgNP foi determinada por difracdo de raios X. Os
difratogramas de raios X de AgNP e B-CD sado mostrados na Figura 37. A -
ciclodextrina apresenta alto grau de cristalinidade, com picos principais de difragao
em 9,1°, 12,5°, 18,3 e 22° (Figura 37a). Nanoparticulas de prata apresentaram
picos em 37,8°, 43,8°, 64,2° 77,2° e 81,5° que estdo correlacionados com o0s
planos cristalinos (111), (200), (220), (311) e (222), tipicos de prata cubica de face
centrada (JCPS 04-0783). Pode ser observada a perda de cristalinidade da -CD
na presenca de nanoparticulas, confirmada pela presenca de um halo na mesma
regido onde anteriormente apareciam os picos cristalinos da 3-CD pura (Figura
37b). A partir da equagéo de Scherrer foi calculado também o tamanho médio dos
dominios cristalinos para as AgNP-B-CD, preparadas a partir de solucées aquosas

de AgNO; 0,01 mol L™, o valor do tamanho médio para o cristalito foi de 28,6 nm.
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Figura 37. Difratogramas de raios X de: (a) B-CD e (b) AgNP-3-CD.
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Gopalan e colaboradores [113] obtiveram AgNP usando 3-CD como agente
redutor e estabilizante, em solucdo aquosa alcalina. A formagéao, estrutura cristalina
e morfologia das AgNP foram investigadas por UV-vis, DRX e TEM. A banda
observada no espectro de UV-vis em 420 nm evidencia a formagédo de
nanoparticulas esféricas ou quase-esféricas. Esta morfologia foi confirmada por
TEM. Os picos em 38°, 44,2° e 64,3°, observados no difratograma das AgNP, séao
caracteristicos de prata cubica de fase centrada. O tamanho das AgNP foi
determinado usando a equacgao de Debye-Scherrer e o valor obtido foi de 50 nm.

Para investigar a interagao entre as moléculas de 3-CD e as nanoparticulas
de prata foram obtidos espectros FTIR da B-CD pura e das AgNP-B-CD (Figura 38).
As principais absor¢gdes das moléculas de B-CD correspondem aos estiramentos
assimétricos dos grupos CH e CH, (vC-H), na regido de 2960 a 2850 cm™, ao
estiramento assimétrico do C-O-C, em 1153 cm™', e ao estiramento assimétrico OH
(C-OH e possiveis tracos de agua) em 3379 cm™’. As bandas em 945 cm™ e 757
cm’' podem ser atribuidas & vibragcdo do esqueleto envolvendo a ligacdo a 1-4 e a
vibragdo do anel, respectivamente, enquanto que as bandas em 709 cm™ e 573
cm™ sdo atribuidas a vibragdo do anel glicopiranose. Por outro lado, a banda em
1645 cm™ é atribuida ao modo de vibragdo das moléculas de agua adsorvida.
Comparando os espectros de FTIR de AgNP-B-CD e B-CD ¢é possivel observar que
as razdes de intensidades entre a banda em 1029 cm™ e as bandas 942, 757, 709,
573 cm™ sao diferentes. Este resultado sugere que houve uma desprotonacdo do
grupo hidroxila, presente no anel da B-CD, causado pela interacdo com as
nanoparticulas. A banda em 1029 cm™ é atribuida ao estiramento C-C e aos modos
da ligagdo O-C-H somado ao da ligagdo C-C-H. Estes modos vibracionais néao
estdo envolvidos diretamente nas moléculas presentes na superficie das
nanoparticulas [114].

O aparecimento da banda em 1385 cm™ pode ser atribuido & vibragdo tipo
tesoura do CH>OH. Schneider e colaboradores [115] apresentaram um modelo
para explicar a diferenga de reatividade do grupo OH da 3-CD. Os grupos hidroxila
secundarios, presentes na face de maior didmetro da ciclodextrina, formam
ligagdes intramoleculares que envolvem os grupos OH ligados aos carbonos C2 e
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C3 da molécula de glicose. Isto leva a formagao de um “cinturao” de ligagdes de
hidrogénio. Por outro lado, os grupos OH primarios ligados ao carbono CB6,
presentes na face de menor didmetro da ciclodextrina, nao estdo participando das
ligacbes de hidrogénio, podendo rodar de modo a bloquear parcialmente a
cavidade. Esta hipétese sugere uma maior exposi¢ao dos grupos OH ligados ao C6
ao ambiente quimico. Os resultados obtidos indicam que houve uma quimissorcao
entre as moléculas de (3-CD e as nanoparticulas de prata, por coordenagdo com
estas hidroxilas primarias [116].
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Figura 38. Espetros de infravermelho: (a) 3-CD e (b) AgNP-B-CD.

A Figura 39 mostra os espectros de Raman de uma solugao aquosa de B-CD
(102 mol L") e de AgNP-B-CD (concentragdo de B-CD igual a 3,2 x10° mol L'™"). As
bandas em 1372 cm™ e 1388 cm sdo atribuidas & vibragdo C-H do tipo tesoura
para AgNP-B-CD e B-CD, respectivamente. As bandas em 864 e 840 cm™' sdo
atribuidas a vibracado dos anéis de glicose. Além disso, as bandas em 636 e 604
cm’’, observadas em ambos os espectros, sdo atribuidas a vibracdo fora do plano
do grupo OH. A intensificacdo de sinal em 604 cm™, observado no espectro da
AgNP-B-CD, pode indicar uma interacao entre o grupo OH e a superficie AgQNP. Por
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outro lado, a banda em 488 cm™ ¢ atribuida & deformacéo do anel de glicose fora
do plano. Os deslocamentos observados nos espectros podem estar associados
aos diferentes ambientes quimicos presentes. Assim, esta técnica € capaz de
confirmar a modificagdo da superficie da AgNP. Outro ponto importante é a
presenca de B-CD ndo modificada, o que significa que B-CD agiu como um
estabilizante de superficie e ndo atuou como um agente redutor dos ions prata,
apesar [-CD ser formada por unidades de glicose. Estes resultados corroboram
com os da literatura [117-119].

Intensidade Raman (u.a.)
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Figura 39. Espectros Raman: (a) solugdo aquosa de B-CD (102 mol L) e (b)
suspensao de AgNP-B-CD (concentragédo de B-CD igual a 3,2 x10° mol L™).

O comportamento térmico das AgNP-B-CD e da B-CD pura foi avaliado por
TGA e os resultados sdo mostrados na Figura 40.

Para a B-CD foram observadas duas etapas de degradacdo. A primeira
etapa em 100 °C refere-se a volatilizacdo da agua de hidratacao, correspondendo a
2,7 % na amostra analisada. A segunda etapa em 324 °C corresponde a
degradacgao da B-CD (Figura 40a). Para as AgNP-B-CD observam-se dois estagios
de perda de massa (Figura 40b). O primeiro estagio em 314 °C esta associado a
degradacao das moléculas de B3-CD livres, que ocorre a uma temperatura préxima

a do composto puro. O segundo estagio de perda de massa em 794 °C esta
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relacionado as moléculas de B-CD complexadas com a prata, por coordenacao

com 0s grupos hidroxila.
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Figura 40. Curvas de perdas de massa (TG) e derivada da perda de massa (DTA)
do: (a) B-CD e (b) AgNP-B-CD.

A presenca de matéria organica nas AgNP-B-CD foi confirmada por analise

elementar. A quantidade total de carbono, hidrogénio e nitrogénio obtida por esta

andlise foi de 9%. Esse resultado é proximo ao obtido por TGA para AgNP-PVP,

cuja a porcentagem de material organico estimada foi de 12%.

A morfologia e o tamanho das AgNP-B-CD foram investigadas por TEM. A

micrografia das AgNP-B-CD mostrou nanoparticulas de forma pseudo-esférica e

distribuicdo relativamente estreita de tamanho, como pode ser verificado na Figura

41. As AgNP-B-CD apresentaram um diametro e um desvio padrdo de 28,0 = 8,5

nm, que foi determinado a partir do histograma.
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Figura 41. (a) Imagem de TEM e (b) histograma da distribuicdo de tamanho de
AgNP-B-CD.

Para monitorar a distribuigdo de tamanho e o estado de agregacao das AgNP-
B-CD, foram também realizadas medidas de DLS. O valor de diametro médio obtido
por DLS foi de 33 nm, enquanto que o didmetro médio obtido a partir das imagens
de TEM foi de 28 nm. Pode-se, portanto, considerar que os valores foram
relativamente proximos. O potencial ¢ obtido para estas nanoparticulas foi de -30,1
mV. Como comentado anteriormente, a literatura considera este valor préximo ao
limite entre instabilidade incipiente e estabilidade moderada de sistemas coloidais
[106].

Foi também realizado o estudo da agregacdo das AgNP-B-CD durante o
periodo de um més. A Figura 42 representa os espectros de DLS em diferentes
dias de estocagem. Foi observado que o didametro médio das nanoparticulas variou
em fungao do tempo de armazenamento. Apds o periodo de um dia, 7 dias, 14 dias
e 30 dias, os didametros médios foram de 33 nm, 38 nm, 50 nm e 62 nm,
respectivamente. Os valores calculados de largura a meia altura foram de 38,3 nm,
47,1 nm, 50,1 nm e 79,5 nm, para as nanoparticulas de prata armazenadas por 1
dia, 7 dias, 14 dias e 30 dias, respectivamente. Estes resultados mostram que o
tempo de armazenamento tem influéncia no didmetro médio e na distribuicédo de
tamanho das nanoparticulas, devido a uma tendéncia de agregacdo dessas

particulas com o tempo.
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Figura 42. Diametro das AgNP-3-CD apéds diferentes dias de estocagem, obtidos
por DLS.

O uso da técnica de ESI-TEM foi também importante para confirmar a
presenca da B-CD ao redor das AgNP. Neste caso, os espectros de perda de
energia de elétrons foram obtidos com uma fenda de 25 eV selecionada nas
energias de 333 eV e 544 eV, correspondentes as absorcdes caracteristicas de
carbono e oxigénio, respectivamente, que sdo os elementos presentes na -CD
(Figuras 43a e 43b).

Uma vez confirmada a presenca destes elementos, foi realizado o
mapeamento nestas regides por ESI-TEM. A Figura 43c apresenta a imagem de
campo claro de uma unica nanoparticula de prata estabilizada por B-ciclodextrina.
O mapa de carbono estd representado por uma regido verde em torno da
nanoparticula e mostra que esse elemento esta distribuido uniformemente ao seu
redor (Figura 43d). O mapa de oxigénio é representado pela regiao vermelha no
mapa correspondente e indica também distribuicao uniforme desse elemento ao
redor da AgNP (Figura 43e). Essas imagens permitem constatar que o material
acumulado na superficie das nanoparticulas € constituido principalmente por B-

ciclodextrina.
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Figura 43. Espectros de perda de energia de elétrons do: (a) carbono e (b)

oxigénio. (c) Imagem de campo claro de uma nanoparticula de AgNP-B-CD, (d)
mapa elementar de carbono e (€) mapa elementar de oxigénio.

A imagem na Figura 44a também mostra uma regido cinza ao redor da
nanoparticula, atribuida a camada B-CD. Esta camada possui uma espessura que
varia na faixa de 3 a 10 nm. A imagem 3D (Figura 44b), obtida por tomografia
eletrbnica, revela a distribuicido espacial da camada 3-CD em torno da particula e
confirma que esta técnica pode ser muito Gtil para caracterizar a morfologia das
particulas estabilizadas em nanoescala. Esta imagem de tomografia 3D foi utilizada
pela primeira vez para observar a morfologia das nanoparticulas revestidas com
este tipo de estabilizante.
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Figura 44. Imagens de ESI-TEM de uma nanoparticula de AQNP-B-CD: (a) Imagem
de campo claro e (b) imagem obtida a partir da tomografia da mesma particula.

De acordo com os resultados e discussdes apresentados nesta parte da tese,

é sugerido o seguinte esquema de formacao das AgNP-B-CD [116] (Figura 45).
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Figura 45. Esquema ilustrativo da formacao das AgNP-B-CD.
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4.3. Caracterizagdo das membranas porosas de polissulfona com nanoparticulas
de prata

Nesta parte do trabalho, serdo abordados os resultados referentes apenas
as membranas de polissulfona contendo 2% de AgNP incorporadas a matriz
polimérica e que foram preparadas utilizando diferentes métodos. Isto se deve ao
fato de nao terem sido observadas mudancas significativas em relagcdo as
membranas contendo 0,5% e 1,0% de AgNP. No entanto, os resultados de angulo
de contato e fluxo permeado serdo apresentados para todas as membranas
preparadas.

A Figura 46 mostra as fotos das membranas obtidas a partir dos diferentes
métodos. E possivel observar que a coloragdo das membranas muda em funcéo do
método empregado. Pode-se observar que a MPSf pura apresentou coloragao
branca (Figura 46a), enquanto que a membrana MDPSf2 apresentou uma
coloragdao acinzentada (Figura 46b). No caso das membranas contendo AgNP
preparadas in situ, foi observada uma tonalidade amarelo claro (Figura 46 c-d).
Além disso, vale ressaltar que a incorporacdo da carga a matriz polimérica, bem
como a formacado da AgNP in situ, ndo resultou na formacdo de agregados de

AgNP visiveis a olho nu.

Figura 46. Imagens das membranas de polissulfona: (a) MPSf, (b) MDPSf2,
MI1PSf2 e (d) MI2PSf2.

A estrutura cristalina das AgNP-PVP incorporadas nas membranas foi
determinada por difracdo de raios X. O difratograma de raios X das AgNP-PVP
puras é mostrado na Figura 47a. Como ja& mencionado, 0s picos em 37,8° 43,8°,
64,2°, 77,2° e 81,5° estdo correlacionados com os planos cristalinos (1 1 1), (2 0 0),
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(220),(8311)e (22 2), tipicos de prata de cela unitaria cubica de face centrada.
Para o PVP puro foram observados dois picos largos em 11,4° e 21,8°, que sao
atribuidos a estrutura amorfa deste polimero (Figura 47b). A Figura 47c mostra o
difratograma de raios X da MPSf, sendo o pico que aparece na regiao entre 17° e
30° atribuido ao halo amorfo da polissulfona. Para a membrana MDPSf2 foi
possivel observar picos em 37,8°, 43,8°, 64,2°¢ 77,2°, caracteristicos das AgNP-
PVP, além do halo amorfo da MPSf (Figura 47d). No entanto, nas membranas
MI1PSf2 e MI2PSf2 ndo € possivel observar os picos cristalinos relacionados a
estrutura cristalina de AgNP-PVP (Figuras 47e e 47f), mas é evidente o pico
referente a polissulfona em 18,0°, como também o pico em 21,8°, correspondente
ao PVP. Além disso, este ultimo pico aparece mais intenso na membrana MI2PSf2,
0 que sugere que a formacgao in situ de AgNP favoreceu a organizagao estrutural
das cadeias de PVP.

Trabalhos desenvolvidos por Khanna e colaboradores [120,121], que
prepararam nanocompositos de polianilina/Ag e poli(alcool vinilico)/Ag e
acompanharam a formagdo de nanoparticulas de prata na membrana polimérica
por DRX, mostraram a presenca dos picos caracteristicos das nanoparticulas de
prata na membrana polimérica.

Mollahosseini e colaboradores [122] estudaram o efeito do tamanho das
AgNP nas membranas de polissulfona. A cristalinidade da membrana de PSf
contendo AgNP foi investigada a partir da intensidade do pico de difracdo da
membrana PSf na regidao entre 15° e 30°. Foi observado que membranas de PSf
contendo AgNP, com diametro médio de 70 nm, apresentaram a mesma
intensidade dos picos referentes ao PSf que a membrana de PSf pura. Entretanto,
a membrana contendo AgNP, com diametro médio de 30 nm, mostrou um
decréscimo na intensidade dos picos. Os autores concluiram que, dependendo do
tamanho das nanoparticulas, estas podem promover mudancas estruturais da PSf
durante a etapa de formagdo da membrana.
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Figura 47. Difratogramas de raios X: (a) AgNP-PVP, (b) PVP, (c) MPSi, (d)
MDPSf2, (e) MI1PSf2 e (f) MI2PSf2.

Para confirmar a presenca de AgNP-PVP nas membranas de PSf, foi
utilizada também a técnica de espectroscopia de refleténcia difusa (DRS). A Figura
48 apresenta os espectros de UV-vis—-DRS da MPSf e das membranas contendo
AgNP. A banda plasmon centrada em 258 nm é caracteristica da transicdo n-n do
anel benzénico presente na estrutura do polimero [123,124]. O surgimento das
bandas centradas em 404 nm, 442 nm e 418 nm é devido a presenca de AgNP nas
membranas de MDPSf2, MI1PSf2 e MI2PSf, respectivamente. Estes resultados
confirmam a presenga das nanoparticulas de prata na matriz. O deslocamento
dessas bandas para regidao de maior energia, pode estar associada aos tamanhos
e mudancga na morfologia das AgNP-PVP formadas, uma vez que foram utilizados
diferentes métodos de formagdo das AgNP na matriz polimérica. Para as
membranas MDPSf2, as AgNP-PVP pré-formadas foram diretamente dispersas na
matriz polimérica apos solubilizacdo do polimero, enquanto que nas membranas

MI1PSf2 e MI2PSf2 a formacédo das mesma ocorreu in situ.
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Figura 48. Espectros de UV-vis-DRS da membrana de PSf pura e das membranas
com nanoparticulas de prata.

As micrografias de FESEM das fraturas das membranas, bem como das
suas superficies em contato com o ar e com o substrato, estdo apresentadas nas
Figuras 49 e 50.

A morfologia das membranas MPSf e MDPSf2 estdo apresentadas na Figura
49. E possivel observar que a adicdo de nanoparticulas de prata diretamente na
matriz polimérica ndo causou alteracdes visiveis na morfologia caracteristica das
membranas, isso pode ser visualizado nas secgbes transversais das mesmas
(Figura 49a e 49d). As membranas apresentaram estrutura porosa assimétrica,
com uma camada superior densa e uma subcamada com poros na forma de canais
alongados e, na sua superficie em contato com o substrato, a presenca de
microcavidades. Por outro lado, a forma e a distribuicdo das AgNP na matriz
polimérica variou em funcao da metodologia de preparagéo. A Figura 49d mostra a
morfologia da membrana MDPSf2. Sdo observadas AgNP esféricas, com diametro
médio de 45 nm, que estdo distribuidas nos poros internos da membrana. No
entanto, ndo sdo observadas particulas em concentragdo significativa sobre as

superficies superior e inferior da membrana (Figuras 49e e 49f).
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1 um

Figura 49. Imagens de FESEM: (a, b, c) MPSf e (d, e, f) MDPSf2. (a, d) Fratura, (b,
e) superficie em contanto com o substrato (c, f) superficie em contato com o ar.
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Quando as AgNP foram formadas in situ, & possivel observar mudancas na
seccao transversal e um aumento no tamanho dos poros da superficie em contato
com o vidro (Figuras 50a e 50d). No caso da membrana MI2PSf2, além do
aumento de tamanho dos poros, a morfologia da secgéo transversal apresentou
canais no formato oval e poros maiores na regido intercanais (Figura 50d). Este
aumento no tamanho dos poros nas membranas preparadas in situ pode ser
atribuido a lixiviagdo do PVP durante a formagdo da membrana, uma vez que o
PVP é soluvel em agua.

A morfologia das AgNP formadas na membrana MI1PSf2, pode ser
observada nas Figuras 50b e 50c. Neste caso, as AgNP estado distribuidas
principalmente em ambas as superficies da membrana, ndo sendo observadas
quantidades significativas de AgNP nos poros internos da membrana (Figura 50a).
Além disso, a Figura 50b mostra que as AgNP sao cubicas, com comprimento de
aresta médio de 38 nm.

A morfologia das AgNP presentes na membrana MI2PSf2 é representada
nas Figuras 50e e 50f. As AgNP estao distribuidas nas superficies da membrana e
secao transversal (Figuras 50d, 50e e 50f), porém, quando comparadas com as
AgNP presentes na membrana MI1PSf2, estas apresentam morfologia esférica,
com didmetro médio de 55 nm. Estes resultados estdo relacionados com o método
de preparagdo das AgNP. Na Figura 50d observa-se a formagdo de poros
uniformes e interconectados, como também a presenca de AgNP nos poros
internos da membrana. Para as membranas obtidas pelos diferentes métodos é

evidente a boa adeséo da interface polimero/AgNP.
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Figura 50. Imagens de FESEM: (a, b, c) MI1PSf2 e (d, e, f) MI2PSf2. (a, d) Fratura,
(b, e) superficie em contanto com o substrato e (c, f) superficie em contato com o
ar.
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Basri e colaboradores [95] prepararam membranas de poliétersulfona (PES)
com nanoparticulas de prata. Os nanocompdsitos de PES/AgNP foram preparados
por inversdo de fases, variando-se o solvente, a massa molar de PVP e a
concentragao de nitrato de prata. A formacao das AgNP foi estudada por FESEM e
os resultados mostraram boa distribuicdo das AgNP nas membranas obtidas com
12% em massa de AgNO3; em relacao ao polimero e PVP de massa molar 360.000
g mol”. A distribuicdo uniforme das AgNP na membrana de PES resultou na
inibicdo do crescimento da bactéria E. coliem 100%.

Vatanpour e colaboradores [125] prepararam membranas poliméricas de
polietersulfona contendo TiO. por inversdao de fases e investigaram o efeito do
tamanho das nanoparticulas de TiO,, bem como as suas diferentes formas
cristalinas: rutilo e anatase. A concentracdo de TiO, variou entre 1 € 4% em relacao
ao polimero. Foi determinado um alto valor de porosidade (70-80%) para todas as
membranas aditivadas, porém nao houve um aumento significativo em relacao a
membrana pura. Os autores atribuem o resultado obtido a baixa concentragdo de
polimero e de PVP adicionado.

O interesse em obter membranas com boa distribuicdo de AgNP tem sido o
principal foco de trabalhos desenvolvidos na é&rea. Recentemente, Cao e
colaboradores [126] obtiveram AgNP estabilizadas com vitamina C, que foram
imobilizadas em membrana sulfonada de poliétersulfona. As imagens de
microscopia exibem AgNP com diametro médio de 45 nm, com boa distribuicdo na
membrana. Os resultados obtidos indicam que a liberacdo dos ions prata pela
membrana pode ocorrer gradualmente, o que permite um tempo de acao
antimicrobiano mais prolongado. Além disso, os compdsitos apresentam boa
compatibilidade celular e nivel de citotoxicidade dentro da faixa de segurancga do
padrao de avaliagéo.
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Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a adicao de
AgNP ou formagéao in situ em membranas de polissulfona pode alterar a porosidade
das membranas obtidas. Como resultado, o fluxo de agua através das membranas
pode variar.

Para investigar a distribuicdo das AgNP nos poros da seccao transversal
das membranas foi também utilizada a técnica de TEM. As imagens de TEM estéo
apresentadas na Figura 51. A Figura 51a mostra a MPSf, onde pode-se observar
a presenca de macroporos correspondentes as regides claras. Foi possivel
observar também uma morfologia na forma de canais alongados com as AgNP-
PVP distribuidas nos poros da membrana MDPSf2 (indicadas por setas na Figura
51b). A presenca das AgNP nos poros das membranas MI1PSf2 e MI2PSf2 foi
confirmada por TEM, uma vez que nao foram observadas claramente por FESEM.
A Figura 51c apresenta a seccao transversal da membrana MI1PSf2 e a Figura
51d a imagem ampliada da mesma. E possivel observar a presenca de AgNP
distribuidas na matriz ao redor dos poros (Figura 51d). O mesmo resultado foi
observado para membrana MI2PSf2 (Figura 51e).

No estudo desenvolvido por Taurozzi e colaboradores [78] foram
preparadas membranas com AgNP utilizando trés métodos, onde foram alteradas
as condicoes de preparacao, tais como: modificacdo da temperatura do banho,
composicao do solvente e adicdo de agentes para promover a formacado dos
poros. Foram observadas mudancas nas secdes transversais, resultando na
formacgdo de canais mais alargados, quando foi utilizado o polietilenoglicol como
agente para formacao dos poros. Quando foi utilizado 2-propanol para a mesma
finalidade, foram observados pequenos poros na parte filtrante que foram

aumentados de tamanho ao longo da secgdo transversal até a formacdo de
macroporos. Apesar da utilizacdo de diferentes condicoes de preparacao das
membranas contendo nanoparticulas de prata, nao foi observada a formacao de

nanoparticulas de prata com morfologias diferentes.
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Figura 51. Imagens de TEM: (a) MPS, (b) MDPSf2, (c,d) MI1PSf2 e (e) MI2PSt2.
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A partir dos resultados obtidos por FESEM e TEM, pode-se inferir que as
membranas preparadas por dispersdo das nanoparticulas nao apresentaram
mudancas significativas na morfologia da seccéo transversal, enquanto que as
membranas preparadas por formacado de nanoparticulas in situ apresentaram
alteracoes de porosidade. Entretanto, os diferentes métodos promoveram
mudancas de forma, tamanho e distribuicdo das AgNP. A Figura 52 mostra de
forma ilustrativa as diferencas observadas. Para as membranas MDPSf2 e
MI1PSf2, obteve-se morfologia na forma de canais mais alargados, em relagdo a
MPSf e as nanoparticulas apresentaram morfologias diferentes: esferas, no caso
da MDPSf2 e nanocubos, para a MI1PSf2. No entanto, a membrana MI2PSf2
apresentou canais na forma oval, com sua camada superior esponjosa e

nanoparticulas esféricas distribuidas ao longo dos poros [78].
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Figura 52. Esquema ilustrativo das secgbes transversais e da distribuicdo de
nanoparticulas de prata (particulas vermelhas) nas membranas preparadas.

A Figura 53 apresenta as curvas de DSC obtidas durante o segundo
aquecimento para membranas de PSf e membranas contendo AgNP. Foi
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observado que a incorporacao de 2% de nanoparticulas de prata nas membranas
de polissulfona alterou a temperatura de transicao vitrea (Tg) do polimero, o que
pode estar associado aos diferentes métodos utilizados para a incorporagao das
AgNP na matriz polimérica. As duas membranas que apresentaram um pequeno
acréscimo na T4 foram aquelas preparadas pelo método in situ. Embora seja
conhecido na literatura que blendas de PSf e PVP sao imisciveis [127,128], e que
a Tg do PVP é de 168 °C [129], a mudanga observada no valor de T4 é um
indicativo de alterac6es promovidas na matriz devido a presenca dos aditivos
utilizados na preparacao dessas membranas, entre eles, nanoparticulas de prata,
PVP, glicose e NaOH. No caso da membrana MDPSf2, que foi preparada por
dispersdo das nanoparticulas de prata, o valor da Tg foi similar ao da matriz

polimérica pura.

— MPSf

—— MDPSf2
— MI1PSf2
— MI2PSf2

174 °C

Endo  Flyxo de calor (Wig)

510 . 1CIJO ' 1!30 ' 260 ' 250
Temperatura (°C)
Figura 53. Curvas de DSC obtidas durante o segundo aquecimento para as

membranas porosas de PSf. Os valores de Tg estdo indicados nas curvas
correspondentes.
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Yang e colaboradores [130] prepararam membranas de polissulfona com
oxido de titdnio (TiO.), variando a quantidade da carga entre 1 e 5%, e
investigaram o efeito da carga na morfologia, porosidade e propriedades
mecanicas das membranas. Os resultados de SEM mostraram mudangas na
seccao transversal das membranas, ou seja, a presenca de TiO, promove a
formacao de macroporos maiores e estes sdo suprimidos ou desaparecem com
3% de TiO.. Foi também observado o aumento da T4 com o aumento de TiOo,

interpretado como uma provavel interagéo do polimero com a carga.

As propriedades térmicas das membranas foram também avaliadas por TGA
(Figura 54). Os resultados referentes as membranas obtidas pelo método de
dispersao e in situ mostraram perda de massa em 531 °C, em uma Unica etapa,
atribuida a degradacgéo da estrutura polimérica da polissulfona. O comportamento
observado para as membranas contendo AgNP foi semelhante a da MPSf pura,
exceto para MI1PSf2, obtida pelo método in situ, que apresentou um pico adicional
em 435 °C, atribuido a degradacédo de PVP residual. Estes resultados indicam que
as nanoparticulas de prata ndo influenciaram a degradacao térmica da PSf.

O efeito da adicao do PVP e 2,4,6 triaminopirimidina (TAP) na dispersao de
nanoparticulas de prata na matriz de poliétersulfona (PES) foi estudado por Basri e
colaboradores [131]. Os resultados de TGA mostram aumento na temperatura de
degradacao dos nanocompdsitos em relagdo a matriz polimérica. Em outro estudo,
desenvolvido por Li e colaboradores [132], foi realizada a investigacao do efeito de
nanoparticulas de TiO2 na matriz de poliétersulfona, sobre a estabilidade térmica da
membrana. Os resultados mostram também aumento na estabilidade térmica do

polimero.
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Figura 54. Curvas de perda de massa (a) e da derivada da perda de massa (b) das
membranas.

A adicdo de nanocargas inorganicas como aditivos em solugdes poliméricas
tem sido uma estratégia Util na preparacao das membranas, uma vez que estes
aditivos permitem obter membranas com estruturas esponjosas, poros
interconectados e com maior carater hidrofilico. A hidrofobicidade das membranas
estudadas foi investigada por meio de medidas de éangulo de contato. Os
resultados referentes as medidas estdo apresentados na Tabela 8. Os valores dos
angulos de contato evidenciaram que a adicdo de AgNP tende a aumentar a
hidrofilicidade das membranas MDPSf, MI1PSf e MI2PSf, em relacdo a membrana
de polissulfona pura.

Também pode ser observado que as membranas obtidas pelo método in situ
apresentaram maior reducéao do angulo de contato, o que pode estar associado a
distribuicdo preferencial das nanoparticulas de prata na superficie da membrana,
como observado por FESEM, como também a presenca de PVP residual
distribuido na matriz e superficie da membrana. O aumento da hidrofilicidade
causada pelo PVP foi também observado por Wan e colaboradores, Lafreniere e
colaboradores e Malek e colaboradores [133-135]. Este efeito pode ser

102



Tese de Doutorado Patricia Fernanda Andrade

especialmente importante na prevencdo de incrustacbes de natureza
microbiolégica na superficie das membranas, o que pode controlar a formagao de
biofouling e, consequentemente, a deteriorizacdo da estrutura da membrana

causada por microrganismos.

Tabela 8. Valores de angulo de contato das membranas de PSf.

AgNP (%) Angulo de contato 6 (°)*
MPSf MDPSf MI1PSf MI2PSf
0 75,7 £0,3 - - -
0,5 69,5 6,3 61,2+8,9 66,8 5,4
1,0 66,2 £2,6 59,3 +3,9 63,4+ 1,7
2,0 63,0 £ 3,8 60,9 +2,6 58,8 £2,5

* superficie em contato com o ar

O fluxo permeado através das membranas preparadas foi calculado de
acordo com a metodologia descrita por Tylkowski e colaboradores [136]. A Tabela
9 apresenta os valores de fluxo permeado para todas as membranas de PSf em
duas pressdes diferentes (7 e 12 bar). Os resultados mostram que o fluxo
permeado a agua aumenta com o aumento da concentracdo de AgNP, para
membranas preparadas in situ, em relacdo a membrana de polissufona pura. Este
resultado € justificado pelo aumento de porosidade e de hidrofilicidade das
membranas. No entanto, para a membrana MDPSf, preparada por dispersao das
AgNP na matriz polimérica, as variagbes observadas ndo sao consideradas
estatisticamente significativas.

Nesse trabalho, a quantidade de PVP utilizada na preparacdo das
membranas pelo método in situ foi de 2% em massa, em relagdo a massa do
polimero. Apesar da pequena quantidade de PVP adicionada, esta pode contribuir

para o aumento da porosidade, uma vez que este polimero € imiscivel com a matriz
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de PSf e soluvel em agua, podendo ser extraido durante a formacao da membrana
no banho de coagulagcdo. Estes resultados sao importantes porque indicam um
melhor desempenho dessas membranas em termos de fluxo permeado.

Zhang e colaboradores [137] prepararam membranas de polietersulfona com
nanotubos de haloisita decorado com nanoparticulas de prata (HNTs), usando o
método de inversdo de fases. As imagens de TEM mostram os nanotubos de
haloisita bem dispersos na matriz polimérica. Foi observada também a diminuicao
do angulo de contato da membrana com adicdo de HNTs e o aumento de fluxo de
agua. Os autores sugerem dois possiveis fatores que contribuem para melhorar o
fluxo permeado da membrana de PES com HNTs, sdo eles: aumento da

hidrofilicidade devido a adicdo de HNTs e presenca de poros grandes nos HNTSs.

Tabela 9. Valores de fluxo de agua através das membranas de PSH.

AgNP (%) Fluxo Permeado (L m? h™)
MPSf MPSf MDPSf MI1PSf MI2PSf
7 bar 12 bar 12 bar 7 bar 7 bar

25+ 18 86 + 33

0,5 108 + 47 42 +15 63 +12
1,0 59+5 56 +10 130 £40
2,0 135 + 31 121 £48 143 = 1

Estudos desenvolvidos por Koseoglu-lmer e colaboradores e Sawada e
colaboradores [79,80] mostram resultados contrarios aos discutidos neste trabalho,
ou seja, o fluxo permeado da membrana de polissulfona diminuiu com o aumento
da concentracdo de AgNP. Os dois grupos argumentam que o aumento da
guantidade e tamanho das AgNP sobre a superficie da membrana causa redugéo
da permeacao a agua, devido a um efeito de barreira causado pela presenca de
AgNP nos poros da membranas.
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4.4. Caracterizagdo da membrana porosa de acetato de celulose com
nanoparticulas de prata

As Figuras 55a, 55b e 55¢ mostram as fotografias das membranas porosas
de CA, obtidas pelo método de inversdo de fases. As membranas de MDCA2 e
MICAZ2 apresentaram cor cinza claro e marrom, respectivamente, enquanto que a
membrana de CA pura (MCA) apresentou cor branca. Ambas exibiram coloracao e

aspecto uniformes.

Figura 55. (a) Membranas porosas de CA, (b) MDCAZ2 e (c) MICA2.

As estruturas cristalinas de AgNP, pB-CD, MCA, MDCA e MICA foram
investigadas por difracdo de raios X. Os difratogramas das AgNP-B-CD e
membranas MCA, MDCA2 e MICA2 estdo apresentados na Figura 56. O
difratograma das AgNP-B-CD (Figura 56a) mostra picos de difragdo em 26 = 37,8°,
43,8°, 64,2°, 77,3° e 81,5°, atribuidos aos planos cristalograficos (1 1 1), (20 0), (2
20),(311)e (22 2), respectivamente, da estrutura cubica de face centrada da
prata. Para a membrana de CA pura (Figura 56b) foram observados dois picos
caracteristicos, com maximos em 15° e 22°, que correspondem ao
empacotamento das cadeias de CA [33]. No caso da membrana de MDCAZ2, séao
observados os picos em 37,8° e 43,8° atribuidos as nanoparticulas de prata
distribuidas na membrana (Figura 56c¢). Por outro lado, nao foi possivel identificar

a existéncia destes picos na membrana de MICA2 (Figura 56d).

105



Tese de Doutorado Patricia Fernanda Andrade

Intensidade (u.a.)

c

0 | 30 60 | 90
26 (°)
Figura 56. Difratogramas de raios X: (a) AgNP-B-CD, (b) MCA, (c) MDCA2, (d)
MICAZ2.

Os espectros na regido do infravermelho da membrana de CA pura e das
membranas com nanoparticulas de prata estdo apresentados na Figura 57. No
espectro de MCA pode-se observar a presenca da banda caracteristica do
estiramento da ligacdo C=0 em 1737 cm™, e das bandas em 1230 cm™ e 1038
cm’’, caracteristicas da ligagdo éster (C-O). Comparando-se os espectros da MCA
com os das MDCAZ2 e MICAZ2 pode-se observar um deslocamento nessas bandas.
Este deslocamento pode estar relacionado a interacdo dos grupos OH da 3-CD
com 0s grupos carbonila e hidroxila, presentes no acetato de celulose. A banda
que aparece em 1643 cm™' para MICA2 ¢ atribuida & deformacao do grupo OH da
agua.

Zhao e colaboradores [138] prepararam fibras de acetato de celulose
contendo 0,2% e 0,4% de nanoparticulas de prata por eletrofiacdo. As AgNP
foram dispersas em acetona e adicionadas a solucao polimérica de CA. Os
resultados de FTIR mostram que as bandas em 1752 cm™, 1233 cm™ e 1047 cm™,
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atribuidas aos estiramentos dos grupos carbonila e éster, sdao mantidas
inalteradas, o que nao permite avaliar as possiveis interacbes entre as
nanoparticulas de prata e a matriz de CA. Os autores sugerem que apesar de nao
ser possivel observar o efeito da adicdo de AgNP por FTIR, existe a ocorréncia de
ligacdo de coordenacao entre a nanoparticulas de prata e a matriz de CA.

No trabalho desenvolvido por Kwon e colaboradores [139] foram
preparados filmes densos de acetato de celulose com AgNP, a partir de uma
mistura de CA e AgNO3; em 2-metoxietanol que foi aquecida até a ebulicao. Foram
observadas mudancas nos espectros de FTIR, relativas as bandas do CA em
1748 cm™ (C=0) e 1235 cm™ (C-O) para 1744 cm™ e 1239 cm™, respectivamente.

Essas mudangas evidenciam a ocorréncia de interagéo entre CA e AgNP.

Transmitancia (u.a.)

1000 1500 2000
. -1
Numero de onda (cm )

Figura 57. Espectros de FTIR: (a) MCA, (b) MDCA2 e (c) MICA2

A morfologia das membranas de CA foi investigada por FESEM. A Figura
58 exemplifica apenas as membranas MCA, MDCA2 e MICA2. As imagens foram
obtidas a partir das superficies das membranas e também das seccdes
transversais. As imagens de FESEM apresentadas na Figura 58 mostram a
estrutura porosa caracteristica da membrana, independente da incorporacéao ou
formacao in situ das AgNP na matriz polimérica. Nas micrografias de fratura,

Figuras 58a, 58d e 589, pode-se observar que as membranas apresentam uma
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estrutura porosa assimétrica composta por uma camada de poros na forma de
canais alongados e outra camada de morfologia esponjosa, referente as
microcavidades que se formaram na superficie em contato com o substrato de
vidro. As membranas preparadas com adigdo de AgNP apresentaram mudancgas
na morfologia da secdo transversal. Neste caso, € observada a formacéo de
canais mais alongados. O mesmo foi observado com a formagéao de AgNP in situ,
onde a secao transversal apresenta canais na forma de gotas. Além disso, as
micrografias da superficie em contato com o ar mostram que a adi¢cdo das cargas
pelo método in situ causou aumento na rugosidade da superficie dessa
membrana. O mesmo nao ocorreu com a membrana MDCA2 (Figura 58f), que
apresentou morfologia similar a membrana de CA pura. Entretanto, ndo foi
possivel observar a presenca das nanoparticulas de prata por FESEM, o que pode
ser um indicativo da boa dispersao e adesao das nanoparticulas na matriz de CA.
As mudangas de morfologia das membranas com nanoparticulas
preparadas in situ podem estar associadas ao efeito da adicdo de AgNP e (3-
ciclodextrina, o que pode ter alterado a cinética de formagdo de poros. Sabe-se
que a estrutura esponjosa € formada pelo mecanismo de nucleacdo e

crescimento, em que a troca do solvente e n&o-solvente & controlada pela

viscosidade da solucao polimérica.

A dispersao e a aderéncia de particulas em matrizes poliméricas podem ser
controladas pela funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas ou pela
modificacdo da matriz polimérica [140]. Neste trabalho foi obtida uma boa adesao
entre elas devido a ocorréncia de interagdes favoraveis, tais como ligacdes de
hidrogénio entre as hidroxilas e carbonilas do acetato de celulose e as hidroxilas
das cadeias de B-ciclodextrina, que recobrem a superficie das nanoparticulas.
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Figura 58. Imagens de FESEM: (a, b, ¢c) MAC, (d, e, f) MDCAZ2, (g, h, i) MICA2. (a,
d, g) Seccles transversais, (b, e, h) superficies em contanto com o substrato e (c,
f, i) superficies em contato com o ar.

Song e colaboradores [141] desenvolveram um método de deposi¢cao de
nanoparticulas de prata em fibras de acetato de celulose, celulose e
carboximetilcelulose (CMC), por eletrofiacdo e variacdo de pH na faixa de 2,5 a 9.
As nanoparticulas de prata foram inseridas nas fibras a partir da redu¢éo quimica
de nitrato de prata, usando borohidreto de sodio e estabilizadas por citrato de
sédio tribasico dihidratado. Os resultados de FESEM mostram que o pH
influenciou na dispersdao das nanoparticulas de prata nos materiais celuldsicos. A
formagao de AgNP na matriz de CA foi obtida pH na faixa de 7,8 e 9,0, sendo que
as nanoparticulas apresentam didmetro menor que 50 nm. Para as fibras de CMC
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com AgNP, foi observada a formagédo de AgNP (didmetros na faixa de 20 a 30 nm)
em pH maior que 7, distribuidas uniformemente nas fibras. No caso das fibras de
celulose/AgNP, observou-se uma distribuicao aleatéria das AgNP (diametros na
faixa de 20 a 50 nm), quando as mesmas sao formadas em pH maior que 5,9.

Em um trabalho desenvolvido por Vasilieve e colaboradores [142], foi
relatado o preparo de nanocompdsitos PLA/Ag com alta dispersao das particulas
na matriz, devido a funcionalizagdo da superficie da nanoparticulas de prata com
acido 3-mercaptopropibnico.

As propriedades térmicas das membranas porosas de CA, MDCA2 e
MICAZ2 foram avaliadas por analise termogravimétrica (Figura 59). Na Figura 59a
foi observada uma perda de massa em 330 °C, atribuida a degradacado da matriz
de acetato de celulose. De modo geral, os resultados sugerem que a incorporagao
de AgNP, por dispersdo na matriz de CA ou formacgéo in situ, ndo comprometeu a
estabilidade térmica das membranas. Este comportamento pode ser observado
nas curvas de derivada de perda de massa apresentadas na Figura 59b.

Por um lado, este resultado pode ser analisado do ponto de vista das
interagbes intra e intermoleculares das cadeias de CA. No caso das
nanoparticulas de prata estabilizadas com B-CD, as interagdes favoraveis entre os
grupos hidroxila da B-CD, com os grupos hidroxila e carbonila do CA substituem
parcialmente as interagcées intra e intermoleculares da matriz polimérica,
mantendo a estabilidade do polimero frente a degradacdo. Por outro lado, é
discutido na literatura que a alteracado da estabilidade térmica de nanocompdésitos
ndo depende somente da presenca e interagdo com as nanocargas, mas também
do grau de dispersao das mesmas [143]. Em nanocompdsitos com nanoparticulas
de prata, a estabilidade térmica da matriz polimérica pode ser favorecida pela
qguantidade de nanoparticulas dispersas na matriz polimérica. Para a membrana
obtida neste trabalho, a pouca influéncia da nanoparticulas de prata na
estabilidade térmica do acetato de celulose pode ser atribuida ao baixo conteudo
de nanopatrticulas.

Resultados da literatura [144] mostram que a adicdo de prata na matriz de
poli(metacrilato de metila) ndo afeta a estabilidade térmica do polimero. Por outro
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lado, Chou e colaboradores [145] observaram que a adicdo de uma pequena
quantidade de nanoparticulas de prata (menor que 0,013 %) na matriz de
poliuretana aumenta ligeiramente a temperatura de degradacdao dos
nanocompositos.

Varsha e colaboradores [146] prepararam filmes de acetato de celulose
com nanoparticulas de prata por casting. O acetato de celulose € o nitrato de prata
foram solubilizados em dimetilformamida a 80 °C por 6h, sendo que a
dimetilformamida foi utilizada como agente redutor dos ions prata e solvente do
CA. A estabilidade térmica do filme foi investigada por analise termogravimétrica.
Os resultados de TGA mostraram que houve um aumento na temperatura de
degradacao devido a presenca de nanoparticulas de prata, aumentado de 268 °C
para 288 °C. Os autores concluem que a presenca da AgNP aumenta a
estabilidade térmica do filme de CA.
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Figura 59. (a) Curvas termogravimétricas e (b) derivada da massa das
membranas de MCA, MDCA2 e MICA2

A Figura 60 mostra as curvas de DSC, obtidas durante o segundo
aquecimento, para as membranas porosas de MCA, MDCA2 e MICA2. A
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temperatura de transicao vitrea (Tg = 190 °C) das membranas porosas nao foi
afetada apéds a incorporacao das AgNP, independente da metodologia utilizada.

Madaeni e Tina [147] incorporaram nanoparticulas de prata em membranas
de acetato de celulose e triacetato de celulose comerciais para microfiltracdo. A
incorporacdo da AgNP foi realizada utilizando duas formas: a primeira consistiu
apenas em imergir a membrana em solugdo contendo entre 1 e 5% de
nanoparticulas de prata dispersas em solucao de cloreto de estanho e a segunda
em imergir a membrana em solugdo de 1 a 5% de nitrato de prata contendo
amodnia. As imagens de SEM mostraram que as AgNP sao distribuidas
preferencialmente nos poros. Foi observado uma aumento da temperatura de
transicao vitrea com adigcdo da AgNP de 189,0 °C para 191,8 °C. O autor conclui
gue ha uma leve melhora da estabilidade térmica do material com a presenca de
5% de AgNP.

—MCA

Fluxo de Calor (W/g)

Endo
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Figura 60. Curvas de DSC obtidas durante o segundo aquecimento para as
membranas MCA, MDCA2 e MICA2.
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A morfologia da membrana de CA, com nanoparticulas de prata formadas in
situ, foi investigada por TEM. Uma imagem representativa & apresentada na
Figura 61a. A micrografia mostra a presenca de nanoparticulas de prata esféricas,
com didmetro médio de 13 £ 5 nm, como mostrado no histograma da Figura 61b,
como também distribuidas de forma relativamente uniforme na matriz polimérica
de CA. Por outro lado, as AgNP-B-CD obtidas isoladamente (item 3.3)
apresentaram diametro médio de 28,0 + 8,5 nm. Essa diferenca de didmetro das
nanoparticulas de prata pode ser explicada com base no meio reacional em que
foram formadas, ou seja, as AgNP-B-CD que foram introduzidas na matriz de CA,
pelo método de dispersao, foram preparadas em meio aquoso, enquanto as AgNP
formadas in situ, foram geradas em uma solugédo viscosa de CA em acetona. A
mudanca de meio pode ter sido responsavel pela inibicdo da nucleacdo e
crescimento das AgNP, o que resultou em particulas menores.

Luong e colaboradores [148] prepararam nanofibrilas de acetato de celulose
com nanoparticulas de prata (CA-AgNP), a partir de uma solucdo aquosa
contendo acetato de celulose e nitrato de prata. O ion prata foi reduzido com
boridreto de sbédio e apds formacdo da nanoparticulas de prata no meio, foi
observada a formacao de um sélido amarelo que antes da redugédo do ion prata
apresentava coloracdo branca. A formacado das AgNP na matriz de CA foi
confirmada por UV-vis, pelo aparecimento de uma banda em 406 nm. A
distribuicdo e o diametro médio das AgNP na matriz de CA foi analisada por TEM
e os resultados mostraram nanoparticulas de didametro médio de 2,8 + 0,8 nm,
distribuidas uniformemente na matriz de CA.

Embora a preparacdo de membranas de acetato por inversdo de fases ja
seja bem estabelecida e muito relatada na literatura, ainda é desafiador introduzir
nanoparticulas bem distribuidas na membrana. Varios estudos sdo relatados
envolvendo a preparacao de nanofibras de CA com adi¢do de outras cargas, tais
como 6xido de titanio [82] e éxido de zinco [149], ou moléculas com propriedades
bactericidas, tais como clorexidina [150] e amoxicilina [151]. No entanto, a
preparagdao de membranas assimétricas de CA com AgNP incorporadas, seja por
uma simples dispersdo da AgNP na matriz polimérica ou por formacao in situ,
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ainda nao foi explorada. Neste trabalho foi possivel mostrar a formacdo de
nanoparticulas de prata esféricas pelo método in situ, como comprovado nos

resultados aqui apresentados.

N° de particulas

Figura 61. Imagem de TEM: (a) MICA2 e (b) histograma da distribuicdo de
tamanho de AgNP-3-CD.

Foi utilizada a técnica de microscopia de forca atébmica (AFM) para
investigar a rugosidade da superficie da MCA e das membranas contendo
nanoparticulas de prata. As imagens topograficas de AFM estao apresentadas na
Figura 62. As regides mais claras, observadas nas imagens de AFM, sé&o
atribuidas as regides mais altas, enquanto que as regides escuras representam os
vales. As Figuras 62b, 62d e 62f mostram as imagens 3D das superficies das
membranas de CA pura e das preparadas com incorporacao de nanoparticulas de
prata. As imagens topograficas das membranas complementam as observacoes
realizadas por FESEM. A imagem da superficie da membrana pura (MCA, Figuras
62a e 62b) mostra a presenca de nddulos de CA, que sao estruturas
caracteristicas em filmes deste polimero [152,153]. Na superficie da MDCA2
(Figuras 62c e 62d) pode-se visualizar a presenca de nanoparticulas de prata, o
gue nao foi possivel identificar por FESEM. Este resultado pode ser um indicativo
da boa distribuicdo e dispersdo das nanoparticulas na superficie da membrana.
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Entretanto, as nanoparticulas formadas in situ ndo séo evidenciadas na superficie
da MICA2 (Figuras 62e e 62f), assim como por FESEM, mas apenas a mudanca
de rugosidade.
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Figura 62. Imagens de AFM: (a, b) MCA, (c, d) MDCAZ2 e (e, f) MICA2. Imagens
topograficas das: (a, ¢, e) superficies em contato com o ar e (b, d, f) imagens 3D
correspondentes.
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O carater hidrofilico da superficie das membranas de CA foi também
investigado por medidas de angulo de contato. A Tabela 10 traz os valores de
angulo de contato para as amostras de MCA, MDCA e MICA. As medidas foram
realizadas sobre a superficie lisa das membranas, ou seja, a que foi formada em
contato com o ar. Nota-se que os valores de angulos de contato foram todos
menores para as membranas com nanoparticulas de prata, em relacdo a
membrana pura de CA. Quanto a variagcdo da quantidade de AgNP, ndo houve
uma alteracdo significativa nos valores de angulo de contato. Estes resultados
indicam o aumento do carater hidrofilico da superficie, causado pela presenca de
AgNP.

Tabela 10. Valores de angulo de contato das membranas de CA.

AgNP (%) Angulo de contato 6 (°)*
MCA MDCA MICA
63,3 +0,3 -
0,5 - 41,7+0,2 48,1+ 0,2
1,0 - 47,8 +0,6 50,6 0,2
2,0 - 53,9 +0,2 51,6 +0,2

*Superficie em contato com o ar.

A Tabela 11 mostra os valores de fluxo permeado para as membranas de
CA. Foi observado o aumento do fluxo de agua, com o aumento da concentracao
de AgNP, para membranas preparadas por dispersao em relagcdo a membrana de
CA pura. O mesmo foi observado para membranas obtidas com formacao de
AgNP in situ. O aumento do fluxo de 4gua através dessas membranas pode ser
atribuido as mudancas morfoldégicas observadas por FESEM e AFM, como
também ao aumento da hidrofilicidade de superficie das membranas com a

incorporacao de nanoparticulas de prata.
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Tabela 11. Valores de fluxo de agua através das membranas de CA.

AgNP (%) Fluxo Permeado (L m2 h™)
MCA MDCA MICA
0,0 78 + 31 - -
0,5 - 143 +18 82+13
1,0 - 255+110 23013
2,0 - 453 +256 364 + 68

4.5. Avaliagéo das propriedades antimicrobianas dos nanomateriais

Nanoparticulas de prata tém sido extensivamente estudadas, devido
principalmente as suas notaveis propriedades antimicrobianas. O potencial
antimicrobiano das AgNP estabilizadas por PVP e B-CD, preparadas neste
trabalho, foram primeiramente avaliadas quanto a atividade contra os
microrganismos E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, em concentracdo na faixa de
10° a 10 UFC mL™. Neste teste, a concentragdo de AgNP-PVP e AgNP-B-CD foi
mantida a 10 ug mL™" e o tempo de exposicdo foi de 3 horas. Os resultados finais
foram expressos em termos de porcentagem de inibicdo de células em relacao as
solugdes de controle (sem adicdo de prata). As Figuras 63a e 63b mostram que as
nanoparticulas de prata estabilizadas por PVP e B-CD, respectivamente, foram
capazes de reduzir mais de 99% de unidades formadoras de colénias de E. coli e
P. aeruginosa. No entanto, o efeito bactericida contra S. aureus, para as AgNP-
PVP e AgNP-B-CD foi de 51,3 =+ 14,3% e de 69.0 + 8.6%, respectivamente. Estes
resultados podem ser justificados com base na estrutura da parede celular de
cada microrganismo. O principal constituinte da parede celular microbiana é o
peptidoglicano, uma estrutura polimérica formada por agucares e aminoacidos que
rodeiam a membrana plasmatica. A parede celular de bactérias tipo Gram-
positivas é mais espessa do que da parede celular de bactérias Gram-negativas.
Em consequéncia, a parede celular de bactérias Gram-positivas, tais como a S.
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aureus, pode apresentar uma protecdo fisica adicional contra a acdo de
nanoparticulas de prata, quando comparada com células de bactérias Gram-
negativas (E. coli e P. aeruginosa).

Estes resultados estdo de acordo com Martinez-Castanén e colaboradores
[154], que também relataram a maior atividade antimicrobiana das nanoparticulas
de prata contra microrganismos Gram-negativos. Da mesma forma, Jung e
colaboradores [155] sugeriram que a espessura do peptidoglicano em bactérias
Gram-positivas impede o efeito antibacteriano de ions prata em solugdo, uma vez
que ha uma maior atividade contra bactérias Gram-negativas (E. coli), do que
contra bactérias Gram-positivas (S. aureus). Tran e colaboradores [156] também
reportaram que a atividade antibacteriana das nanoparticulas de prata, utilizando
quitosana como estabilizante, foi mais efetiva para bactérias Gram-negativas do
que para as bactérias Gram-positivas. Este resultado € também justificado pelo
fato da bactéria Gram-negativa apresentar lipossacarideos, contendo grupos
fosfatos e pirofosfatos na sua membrana externa, o que a caracteriza como sendo
carregada negativamente. Assim, a célula se liga a cadeia do polimero catiénico

(quitosana) por interacdes eletrostaticas.
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Figura 63. (a) e (b) Porcentagem de inibicdo da E. coli, P. aeruginosa e S. aureus
apds 3 horas de contato com dispersdes a 10 ug mL" de AgNP-PVP e AgNP-B-
CD de. (c) Fotografias das placas de BHI Agar apds experimento.

A Figura 64 mostra as curvas de tempo de morte para E. coli na presenga
de diferentes concentragdes de AgNP-PVP. A dinamica do crescimento bacteriano
foi monitorada em meio agar BHI, com concentragdo de 10° a 108 UFC mL™ de E.
coli. Foi observado que em concentragbes de 0,5 e 1 ug mL™" de AgNP-PVP, o
namero de coldnias de bactérias cultivadas em placas aumenta com o tempo, o
que indica que nestas concentracdes apresentam comportamento bacteriostatico.
Para concentragdes de 2,5 a 15 ug mL" observa-se uma reducdo na UFC mL™
com o tempo, mostrando comportamento bactericida. A concentragdo inibidora
minima contra E. coli foi de 12,5 ug mL™, apds 3 horas de incubaco, e de 10 ug

mL", apds 6 horas de incubacéo, a temperatura de 37 °C.
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Figura 64. Curvas de tempo morte de E. coli inoculada em meio agar BHI com
105108 UFC mL™" de bactérias, na presenca de diferentes concentracdes de
AgNP-PVP.

O desempenho e o estudo cinético da atividade antibacteriana da AgNP-[3-
CD foi também investigado, utilizando como modelo de microrganismo E. coli.
Concentragdes diferentes de AgNP-B-CD foram incubadas separadamente em
agua de peptona (0,1% v/v) e adicionado o inéculo de E. coli (10%-108 UFC mL™).
Foram retiradas aliquotas periddicas, que foram diluidas em série, semeadas em
placas de BHI e incubadas durante 12 horas. O numero de colbnias foi
determinado pela contagem de unidades formadoras de colénia em funcdo do
tempo, como mostrado na Figura 65. Em geral, a UFC mL™ da E. coli diminui com
o aumento na concentragcdo de AgNP-B-CD e com o aumento do tempo de
exposi¢cao. As concentragdes de 0,5 e 1,0 ug mL" de AgNP-B-CD resultaram em
valores de UFC mL™" praticamente constantes. Neste caso, as AgNP-B-CD nao
destroem as células de E. coli, mas apenas mantém o mesmo nivel inicial, o que é
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considerado um efeito bacteriostatico. O uso de concentragdes de 15 e 20 ug mL™
de AgNP-B-CD exibiram excelente capacidade antibacteriana contra E. coli, uma
vez que nenhuma coldnia de bactérias foi encontrada apdés 2 e 3 horas de

incubagéao, respectivamente.
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Figura 65. Curvas de tempo morte de E. coliinoculada em meio agar BHI com 10°
UFC mL™" de bactérias, na presenca de diferentes concentragdes de AgNP-B-CD.

Raffi e colaboradores [157] observaram que a presenca de AgNP, com
diametro de 16 nm e concentragéo de 60 ug mL™', exibe um efeito completamente
téxico para E. coli. As imagens de TEM foram capazes de mostrar a presenca de
AgNP ligada a parede da célula e no interior das bactérias. Li e colaboradores
[158] investigaram a atividade antibacteriana e mecanismos de acdo das AgNP
contra E. coli ATCC 8739. As imagens de TEM mostram a presenca de buracos
na membrana celular da E. coli, quando foi utilizada a concentracdo de 50 pg mL”
de AgNP. Foi observado também que apds exposicdo das células de E. coli, em
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uma concentracdo de 10 yg mL™' de AgNP, os vaclolos da membrana celular
apresentam-se desorganizados e dispersos, quando comparado com 0O arranjo
original. Os autores concluiram que as AgNP danificam a parede da membrana
celular e diminuem a atividade de algumas enzimas presentes na membrana da
bactéria, o que causa eventualmente a morte do microrganismo E. col.

O mecanismo de agédo de nanoparticulas de prata na superficie bacteriana
ainda néo esta suficientemente estabelecido na literatura. Ha uma hipétese que se
baseia na interagdo quimica de ions Ag* com enxofre presente na membrana
plasmatica da bactéria, oriundo de grupos tidis, e também com grupos azoto
presentes em aminoacidos [156]. Também foi proposto que a formacéao de orificios
pode ser facilitada por atracao eletrostatica entre a carga positiva dos ions Ag* na
superficie de AQNP com membranas celulares carregadas negativamente [61]. As
particulas AgNP-B-CD e AgNP-PVP estudadas neste trabalho possuirem carga
negativa na superficie, os resultados sugerem que estas interagem com os
componentes estruturais da membrana celular, provocando danos na sua
organizagéo e levando a célula a morte. A fim de demonstrar a interacdo das
AgNP com as bactérias, € necessario conduzir este estudo com outra abordagem
e aprofundamento. Imagens de TEM permitem a observagéo direta do efeito de
nanoparticulas na estrutura das bactérias, permitindo que mais detalhes sejam
investigados sobre o mecanismo de acao de AgNP em células de E. coli.

A atividade antimicrobiana das membranas de polissulfona contendo 0,5%,
1,0% e 2,0% de nanoparticulas de prata foram também avaliadas frente aos
microrganismos E. coli e P. aeruginosa, utilizando o método de diluicdo seriada e
contagem de colbnias. Os resultados foram expressos em log UFC e estédo
listados nas Tabelas 12 e 13.

De acordo com os dados da Tabela 12, pode-se observar que as
membranas MI1PSf (preparadas in situ) apresentaram atividade bactericida contra
E. coli em todas as concentracbes estudadas (0,5%, 1,0% e 2,0%). Apenas a
membrana preparada pelo método de dispersdo e que continha 0,5% de AgNP
nao apresentou efeito bactericida contra a mesma bactéria, quando comparada
aos controles. Para os testes microbioldgicos realizados contra P. aeruginosa, foi
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observado que as membranas MDPSf (preparadas pelo método de dispersao),
contendo 0,5%, 1,0% e 2,0% de AgNP, nado apresentaram atividade
antimicrobiana, como mostrado na Tabela 13. J& a membrana MI1PSf2
apresentou 100% de inibicdo das células de P. aeruginosa. No caso das MI2PSH,
em que as AgNP foram formadas a partir de 1,0% e 2,0% de AgNOg, foi verificado
100% de inibicdo de crescimento contra P. aeruginosa. Esse comportamento pode
estar associado a disponibilidade das nanoparticulas na superficie do material,
como foi ilustrado pelas imagens de FESEM dessas membranas, o que
possivelmente facilitou a lixiviagdo das nanoparticulas para o meio de cultura
(Minimal Davis). Outro ponto que deve ser levado em consideracdo € que as
bactérias P. aeruginosa podem utilizar citrato de sddio como fonte de carbono.
Dessa forma, essas bactérias podem apresentar menor suscetibilidade as
nanoparticulas de prata em detrimento da E. coli que ndo possui habilidade de
metabolizar citrato do meio de cultura. A habilidade da P. aeruginosa em
metabolizar citrato de sédio ja é relatada na literatura [159] e foi confirmada por
meio da turvacado do meio de cultivo durante a realizacao dos ensaios, o0 que nao
foi observado nos ensaios realizados com a linhagem de E. coli.

Tabela 12. Resultados do crescimento E. coli (ATCC 25922) em membranas de
PSf durante 12 horas. A concentragdo microbiana é dada em log UFC mL™' com
desvio padrdo de n = 3.

Amostras Concentracdo microbiana logo (UFC mL™)
MPSf MDPSf MI1PSf MI2PSf
Controle* 6,04 + 0,09 ) ) )
MPSf** 5,91 £ 0,09 - - -
0,5%*** - 6,17 + 0,03 Nao cresceu Nao cresceu
1,0%*** - Né&o cresceu Néao cresceu Néao cresceu
2,0%*** - Né&o cresceu Néao cresceu Néao cresceu

*Frasco contendo meio Minimal Davis e bactéria
**Minimal Davis, bactéria e membrana de PSf
***Concentragao de AgNP
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Tabela 13. Resultados do crescimento P. aeruginosa (ATCC 14207) em
membranas de PSf durante 12 horas. A concentracdo microbiana € dada em log
UFC mL™" com desvio padréo de n = 3.

Amostras Concentracdo microbiana logo (UFC mL™)

MPSf MDPSf MI1PSf MI2PSf

Controle* 8,30 £ 0,04

MPSf** 8,75 £ 0,04 - - -

0,5%*** - 8,21 £ 0,02 8,19 £ 0,06 8,07 £ 0,08
1,0%*** - 8,12 £ 0,07 7,61 £0,67 Nao cresceu
2,0%*** - 8,37 £0,10 N&o cresceu Nao cresceu

*Frasco contendo meio Minimal Davis e bactéria
**Minimal Davis, bactéria e membrana de PSf
***Concentragao de AgNP

Varios estudos tém sido conduzidos para avaliar a agao bactericida de prata
para diversos microrganismos, porém os resultados mostram que ainda é um
desafio obter membranas com distribuicdo uniforme de nanoparticulas de prata, o
gue é essencial para que apresentem boas propriedades bactericidas.

Basri e colaboradores [131] prepararam membranas de PES com 8% em
massa de nanoparticulas de prata, por inversao de fases. Foi investigado o efeito
de diferentes estabilizantes, tais como polivinilpirrolidona e 2, 4, 6-triaminopiridina
(TAP), na dispersao das nanoparticulas de prata nas membranas PES. Os
resultados obtidos mostraram que TAP foi o melhor agente estabilizante,
resultando em melhor dispersdao das nanoparticulas de prata na membrana. A
avaliagdo do potencial antimicrobiano frente a E. coli e S. aureus para esta
membrana mostrou 100% de inibicao de crescimento bacteriano.

Zhang e colaboradores [160] desenvolveram membranas de PES/AgNP
com concentragdes de 0,5, 1,6, 3 e 5% de nanoparticulas de prata, também por
inversao de fases. Os efeitos do teor de AgNP sobre a estrutura da membrana e
seu desempenho em  filtracdo foram investigados sistematicamente. Os
resultados demonstraram que nanoparticulas de prata se distribuem
uniformemente sobre a superficie da membrana. A incorporagdo de AgNP
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aumentou a hidrofilicidade da membrana de PES e o fluxo permeado. As
propriedades antibacterianas e a anti-incrustacdo da membrana foram testadas
com culturas de E. coli e P. aeruginosa e com uma cultura mista (lodo ativado)
pelos métodos de inibicdo de halo, contagem de col6nias e formagao de biofilme.
As membranas de PES/AgNP, mesmo com o menor teor de prata (0,5%), ndo sé
exibiram excelente atividade antimicrobiana como nao apresentaram adesao
bacteriana na superficie e formagao de biofilme.

Para avaliar o crescimento do biofilme nas membranas de PSf e MI1PSf, as
mesmas foram expostas ao meio liquido de BHI por 48 h, e neste meio foi
inoculada a bactéria E. coli em concentracdes na faixa de 10% a 108 UFC mL™". Os
resultados mostraram que as membranas de PSf com 0,5%, 1% e 2% de
nanoparticulas de prata inibiram o crescimento celular em 87,1 + 4,8%, 53,7 *
3,3% e 97,6 = 2,8%, respectivamente, como mostra a Figura 66. A diferenca nos
valores de inibicdo na formagdo do biofilme pode estar relacionada a
concentragao, distribuicdo e disponibilidade das nanoparticulas na superficie da

membrana.
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Figura 66. Inibicdo da formacao de biofilme contra E. coli para as membranas de
MI1PSf com diferentes concentracbes de nanoparticulas de prata, formadas pelo
método in situ. O gréafico resume a inibicdo do crescimento do biofilme ap6s 48 h
de incubacéo a 37 °C, em meio liquido de BHI.
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Jain e colaboradores [161] desenvolveram nanocompoésitos de
poliuretana/AgNP. O interesse nesse estudo foi justificado pela possibilidade de
utilizar o material como filtro para descontaminacdo bacteriana de aguas. Os
testes foram realizados utilizando um protétipo de filiro de agua, sendo que a
descontaminacdo de agua com E. coli foi atingida em um tempo de contato de
apenas um segundo.

A atividade antimicrobiana das membranas de MDCA e MICA contendo
0,5%, 1,0% e 2,0% de AgNP foi também avaliada frente aos microrganismos E.
colie S. aureus, utilizando o método de diluicdo seriada e contagem de col6nias.
Os resultados foram expressos em percentagem de reducao da viabilidade celular,
como mostrado nas Tabelas 14 e 15. De acordo com os dados apresentados,
pode-se observar que todas as membranas de MDCA mostraram elevada
atividade bactericida contra E. coli, apresentando 100% de inibicao das células
viaveis desse microrganismo ap6s 12 horas de exposicdo. Da mesma maneira,
todas as membranas de MICA apresentaram o0 mesmo comportamento contra a
linhagem de S. aureus, ou seja, 100% de reducao das células viaveis de S.
aureus. Visto que ambos E. coli e S. aureus sédo considerados indicadores
microbiolégicos de qualidade de agua, as membranas poliméricas porosas de
MDCA e MICA possuem grande potencial para aplicagdo em processos de

tratamento e desinfec¢do da agua.
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Tabela 14. Resultados do crescimento E. coli (ATCC 25922) em membranas de
CA durante 12 horas. A concentragcdo microbiana é dada em log UFC mL™" com
desvio padrao de n = 3.

Amostras Concentracdo microbiana logo (UFC mL™)
MCA MDCA MICA
Controle* 6,09 £ 0,04 - -
MCA** 6,46 £ 0,06 - -
0,5%*** Nao cresceu Nao cresceu
1,0%*** Nao cresceu Nao cresceu
2,0%*** Nao cresceu Nao cresceu

*Frasco contendo meio Minimal Davis e bactéria
**Minimal Davis, bactéria e membrana de CA
“**Concentracdo de AgNP

Tabela 15. Resultados do crescimento S. aureus (ATCC 29213) em membranas
de CA durante 12 horas. A concentragio microbiana é dada em log UFC mL™" com
desvio padrao de n = 3.

Amostras Concentracdo microbiana logo (UFC mL™)
MCA MDCA MICA
Controle* 5,99 + 0,1 - -
MCA** 5,95 £ 0,05 - -
0,5%*** Nao cresceu Nao cresceu
1,0%*** Nao cresceu Nao cresceu
2,0%*** Nao cresceu Nao cresceu

*Frasco contendo meio Minimal Davis e bactéria
**Minimal Davis, bactéria e membrana de CA
***Concentragao de AgNP

Foram também avaliados a formacao de biofiime das membranas MCA e
MDCA. Os resultados mostraram que as membranas de CA contendo 0,5%, 1,0%
e 2,0% apresentaram inibicdo de crescimento celular contra E. coli de 87 + 11%,
94 + 3 e 89 + 2% (Figura 67), respectivamente.
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Figura 67. Inibicdo da formagéao de biofilme contra E. coli para as membranas de
MDCA com diferentes concentracées de nanoparticulas de prata, formadas pelo
método in situ. O grafico resume a inibicdo do crescimento do biofilme apds 48 h
de incubacao, a 37 °C, em meio liquido de BHI.

Para determinar a quantidade de prata lixiviada durante os ensaios
microbioldgicos realizados com as membranas de PSf e CA, contendo 0,5% e
2,0% de AgNP, foram realizados experimentos paralelos, onde secgdes de 1cm x
1cm das membranas foram colocadas em frascos de erlenmeyer contendo 10 mL
de agua deionizada. Ap6s 12 h de incubacdo a 37 °C, a quantidade de ions prata
lixiviada para o meio foi determinada por ICP-MS. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 16. Os resultados apresentados na Tabela 16 indicam a
quantidade de prata lixiviada, em ppb, necesséria para inibir 100% do crescimento
de células de E. coli nas membranas MDPSf e MIPSf (Tabela 12). Vale destacar
que esta quantidade de ions prata ndo foi suficiente para inibir o crescimento de
células viaveis de P. aeruginosa, como indicado nos resultados da Tabela 13.

Com relacdo aos resultados das membranas MDCA e MICA, a quantidade
de ions prata lixiviada foi maior que a determinada para as membranas de PSf.
Embora essa concentracdo de ions prata tenha sido mais elevado, todos os

valores determinados estdo na ordem de ppb e portanto sdo valores muito baixos.
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Pode-se observar que essa quantidade de prata lixiviada foi necessaria para inibir
o crescimento de 100% de células viaveis de E. coli e S. aureus nas membranas
de CA, conforme foi mostrado nas Tabelas 14 e 15.

Desta forma, medindo-se a inibicdo do crescimento dos microganismos
apenas com base na quantidade de prata lixiviada, este experimento demonstrou
gue as membranas investigadas liberam uma quantidade infima desses ions.

Tabela 16. Determinacao por ICP-MS da quantidade de prata lixiviada durante o
ensaio microbiologico das membranas de MCA e PSf contendo AgNP.

Amostras [Ag] (ug L) SD*
MDPSf 0,5 0,66 0,05
MDPSf 2 27,03 2,49
MI1PSf 0,5 3,35 1,42
MI1PSf 2 12,27 2,88
MDCAO,5 31,04 2,58
MDCA?2 297,31 23,00
MICAO,5 24,73 2,89
MICA2 103,86 12,90

* desvio padrao

Para avaliar a lixiviagdo de prata durante os ensaios de permeacao das
membranas, foram realizados experimentos simulando o processo de filtracao,
que consistiu em filtrar uma quantidade fixa de agua através das membranas (PSf
e CA contendo 2,0% de AgNP). Aliquotas da agua permeada foram analisadas por
ICP-MS. Os resultados estdo mostrados na Tabela 17. Foi observada a diminuicao
da concentracdo de prata em funcdo da quantidade de agua permeada, para

todas as membranas investigadas.
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Tabela 17. Quantidade lixiviada de prata apés permeacdo de 1L de agua
deionizada através das membranas de CA e PSf contendo AgNP, determinada por

Patricia Fernanda Andrade

ICP-MS.
Aliquotas Membrana [Ag] (ug L) SD*
(250 mL de agua)
1 MDPSf2 7,45 0,10
2 MDPSf2 1,40 0,03
3 MDPSf2 1,76 0,03
4 MDPSf2 3,75 0,03
1 MI1PSf2 7,04 0,40
2 MI1PSf2 1,76 0,07
3 MI1PSf2 1,24 0,05
4 MI1PSf2 1,20 0,01
1 MI2PSf2 57,19 1,27
2 MI2PSf2 13,17 0,16
3 MI2PSf2 6,75 0,12
4 MI2PSf2 6,90 0,01
1 MDCA2 11,44 0,23
2 MDCA2 7,25 0,09
3 MDCA2 7,72 0,10
4 MDCA2 6,05 0,12
1 MICA2 11,04 0,17
2 MICA2 7,33 0,08
3 MICA2 12,99 0,17
4 MICA2 17,32 0,24

* desvio padrao

Estes dltimos resultados mostram que apenas uma pequena quantidade de
ions prata é lixiviada durante a filtracdo. Essa caracteristica é importante, pois
indica que a maior parte das nanoparticulas de prata incorporadas permanece nas

membranas, favorecendo a inibicdo de biofouling e assim a sua durabilidade.
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Capitulo 5

Conclusoes

Nanoparticulas de prata foram sintetizadas utilizando-se dois estabilizantes
diferentes: polivinilpirrolidona e B-ciclodextrina. As nanoparticulas estabilizadas
com PVP apresentaram diametros médios que variaram em funcdo da
concentragado de precursor e da razdo massica estabilizante/precursor. Utilizando-
se concentracdo de AgNO3 de 0,01 mol L™ e razdo massica PVP/AgNO; igual a
1,5, foram formadas nanoparticulas dispersas de AgQNP-PVP com diametro médio
de 45 nm e espessura média da camada estabilizante de 3,6 nm. As
nanoparticulas estabilizadas com B-CD, preparadas em condi¢des similares as de
AgNP-PVP, apresentaram didmetro médio de 28 nm e espessura média de
estabilizante de 7 nm.

Os resultados dos ensaios microbioldgicos realizados com AgNP-PVP e
AgNP-B-CD indicaram valores de concentracdo minima de inibicdo de E. coli
iguais a 12,5 pg mL" e 20,0 yg mL™", em tempos de incubagdo de 3 h e 2 h,
respectivamente.

A incorporagao de nanoparticulas de prata em membranas assimétricas de
polissulfona e acetato de celulose foi feita utilizando-se diferentes metodologias:
dispersao das nanoparticulas na matriz polimérica e formagéo in situ. Membranas
de PSf preparadas por dispersdo de AgNP-PVP apresentaram distribuicao
uniforme de nanoparticulas esféricas principalmente na superficie dos poros.
Membranas de PSf preparadas pela formagdo in situ resultaram em
nanoparticulas cubicas, distribuidas preferencialmente sobre as superficies da
membrana. Membranas de CA preparadas por dispersdo das nanoparticulas
apresentaram mudancas na morfologia de superficie. As nanoparticulas
preparadas in situ apresentaram didmetros menores. Os resultados deste trabalho
indicam que é possivel preparar membranas de PSf e CA contendo AgNP bem
distribuidas e de tamanho uniforme.

131



Tese de Doutorado Patricia Fernanda Andrade

A presencga de nanoparticulas de prata nas membranas de PSf e CA néo
alterou a estabilidade térmica das matrizes poliméricas, entretanto, aumentou o
carater hidrofilico e, consequentemente, o fluxo de agua através das membranas.
Todas as membranas de PSf contendo AgNP apresentaram 100% de inibigao de
crescimento de E. coli, como também todas as membranas de CA e AgNP frente
as bactérias E. coli e S. aureus, independente do método utilizado na preparacao
das membranas. Em relagdo a formacéao de biofilme a partir do contato com E.
coli, as membranas de PSf e CA, contendo 2% de AgNP, apresentaram reducao
de 89 + 1% e 98 + 3%, respectivamente.

Os métodos propostos neste trabalho foram adequados para a preparacao
de nanoparticulas de prata a partir de modificacbes do método convencional
relatado na literatura, bem como permitiram combinar estas nanoparticulas com
matrizes poliméricas porosas de forma a produzir membranas com caracteristicas
adequadas, utilizando um processo simples, reprodutivel e de baixo custo.
Particularmente, o método in situ mostrou-se apropriado para essa finalidade, uma
vez que as nanoparticulas foram formadas diretamente no interior da solucdo
polimérica e apresentaram tamanhos adequados e distribuicdo uniforme na
membrana. Estas membranas podem ser Uteis em diferentes aplicacées, tais

como tratamento de agua e recuperacao de aguas residuais.
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Capitulo 6
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