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RESUMO

O acumulo e crescimento de bactérias em superficies umidas, por vezes
denominados de biofouling, gera grande preocupagdo em inumeras
aplica¢des. Em dispositivos médicos, por exemplo, o crescimento de
micro-organismos traz sérios riscos de infec¢des, bem como, em
sistemas de refrigeragdo ou ainda em tanques de tratamento de aguas,
nos quais acimulo de micro-organismos causa diminui¢ao na eficiéncia
dos sistemas e elevados custos ao processo. Nesse contexto,
oligossilazano comercialmente disponivel (ML33) foi funcionalizado
com nanoparticulas de prata (nAg) com o objetivo de desenvolver
revestimentos para aplicacdo em substratos metalicos com propriedades
antibacterianas. Enquanto as nAg sdo conhecidas devido a suas
propriedades biocida, o grupo Si-H do ML33 promove uma excelente
adesdo do revestimento em substratos metalicos. Na primeira parte, a
sintese foi realizada wusando Dimetilformamida(DMF), Dibutil
Eter(DBE) e Tolueno a fim de se estudar a influéncia das propriedades
dos solventes na formagao das nAg. Os resultados obtidos evidenciaram
que ambos, DMF e o ML33, agiram como agentes redutor do AgNO; o
que permitiu uma potencializagdo da concentragdo de nanoparticulas
formadas. Além disso, o solvente DMF, por apresentar a maior
polaridade entre os solventes testados, promoveu melhor estabilidade ao
meio, sendo por isso definido para as sinteses subsequentes. Em
seguida, um planejamento central composto em relagdo as quantidades
de AgNO; (agente precursor de prata) e ML33 foi proposto com o
intuito de encontrar a melhor razdo de reagentes a ser utilizada na
sintese. Na segunda parte, foram testadas quatros temperaturas de
sintese (30, 50, 70, 100°C) e as amostras resultantes foram
caracterizadas por Espectrofotometro UV-Vis e Microscopio Eletronico
de Transmissdao (TEM). Entre as temperaturas testadas, a temperatura
de sintese de 70 ° C permitiu a formacdo da maior concentracdo de nAg
com particulas dimensionadas na faixa de 8 a 12nm. Portanto, esta
amostra foi selecionada para ser aplicada pela técnica de dip-coating em
um substrato metalico constituido de aco inoxidavel 304 e o
revestimento foi caracterizado. O resultado obtido com o teste de adesdo
e o teste do angulo de contato evidenciaram que o ML33 apos a sintese
manteve suas propriedades de boa adesdo e hidrofobicidade. Além
disso, os substratos metalicos foram testados em relacdo a atividade
biocida pelo método da contagem de colonias. As cepas bacterianas
foram inoculadas e separadas em duas fragdes para avaliar a amostra
revestida ¢ a referéncia (o substrato metalico revestido com ML33



puro). As amostras foram deixadas em contato com as bactérias durante
4 ¢ 6 horas e a atividade biocida foi avaliada pela contagem das col6nias
apos 24 horas. O resultado revelou que apenas no revestimento contendo
nAg o crescimento das colonias para bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas foi inibido, revelando o uso potencial desse material
funcionalizado como revestimento antibacteriano para substratos
metalicos.

Palavras-chave: Oligossilazano. Nanoparticulas de prata. Revestimento
antibacteriano



ABSTRACT

The accumulation and growth of bacteria on wet surfaces, also known as
biofouling, causes great concern in many applications. In medical
devices, for example, the growth of microorganisms brings serious risks
of infections, as well as in cooling systems or in water treatment tanks,
where the accumulation of microorganisms causes a decrease in the
efficiency and high costs to the process. In this context, commercially
available oligosilazane (ML33) was functionalized with silver (nAg)
nanoparticles in order to develop coatings for application on metal
substrates with antibacterial properties. While nag’s are known due to
their biocidal properties, the Si-H group of ML33 promotes excellent
adhesion of the coating to metal substrates. In the first part, the synthesis
was performed using Dimethylformamide(DMF), Dibutyl ether (DBE)
and Toluene in order to study the influence of the solvent on the nAg
properties. The obtained results evidenced that both DMF and ML33
acted as reducing agents of AgNO3, which allowed to potentialize the
nanoparticle concentration. In addition, the DMF promoted better
stability in the medium due to its polarity, presenting the highest value
among the tested solvents; therefore, DMF was defined as the solvent
for the subsequent syntheses. Then, a Central Composite Design was
proposed to determine the quantities of AgNO3 (silver precursor agent)
and ML33 in order to find the best reagents ratio to be used in the
synthesis. In the second part, four synthesis temperatures (30, 50, 70,
100°C) were tested and the resulting samples were characterized by UV-
Vis Spectrophotometer and Transmission Electron Microscope (TEM).
Among the temperatures, the synthesis temperature of 70 ° C allowed
the highest nAg concentration with particles sized in the range of 8 to 12
nm. Therefore, this sample was selected to be applied by the dip-coating
technique on a metal substrate made of stainless steel 304. The coating
was characterized by the adhesion test and the contact angle test, which
showed that ML33 after the synthesis maintained its properties of good
adhesion and hydrophobicity. Moreover, the metal substrates were
tested for biocidal activity by the colony counting method. The bacterial
strains were inoculated and separated into two fractions to evaluate the
coated sample and reference (the metal substrate coated with pure
ML33). The samples were left in contact with the bacteria for 4 and 6
hours and the biocidal activity was evaluated by counting the colonies
after 24 hours. The results showed that only in the coating with nAg the
colony growth for Gram-positive and Gram-negative bacteria was



inhibited, revealing the potential use of this functionalized material as
antibacterial coating on metal substrates.

Keywords: Oligosilazane. Silver nanoparticles. Antibacterial coatings
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1 INTRODUCAO

O crescimento de micro-organismos em superficies ¢
indesejavel e traz preocupagdes em intmeras aplicagdes. Dentro de
areas hospitalares, em dispositivos médicos ou ainda em embalagens
alimenticias a contaminacdo por bactérias esta associada a riscos de
infecgdo e contamina¢des. Em equipamentos marinhos, o crescimento
de micro-organismos na superficie pode facilitar a aderéncia de outras
espécies marinhas, como as algas, que se proliferam e trazem inimeros
problemas, aumentando 0 custo operacional e de
manutencdo(BANERJEE; PANGULE; KANE, 2011). Consequéncias
similares sdo reportadas em sistemas de purificacdo e refrigeracdo de
agua, onde os problemas associados a corrosdo e ao biofouling causam
diminuicao na eficiéncia e elevados custos(MOTA, 2014).

Atualmente, as principais técnicas encontradas na literatura
utilizadas para inibir a adesdo de biocontaminantes e degrada-los sdo a
imobilizagdo de polimeros como os poli(etileno glicol) PEG na
superficie, revestimentos denominados self-cleaning ou ainda a
incorporagdo de agentes biocidas (nanoparticulas de prata)
(BANERJEE; PANGULE; KANE, 2011). Porém, as propriedades
encontradas em um material individual dificilmente atendem todas as
necessidades quimicas, fisicas e mecéanicas de determinadas
aplica¢des(ZOPPI; NUNES, 1997).

Nesse contexto, a area da ciéncia dos materiais que estuda a
formagdo de produtos com propriedades complementares vem se
desenvolvendo em busca de novas tecnologiast MAMMERI, 2005)e,
dentro dessa area de estudos, estdo sendo desenvolvidos materiais
funcionalizados utilizando as propriedades das nanoparticulas metalicas
em combina¢do com as propriedades dos compostos organicos-
inorgénicos.

Os polimeros com silicio na cadeia principal sdo conhecidos
como ceramicas derivadas dos polimeros (do inglés polymer-
derivedceramics, PDC), uma vez que a partir de sua pirolise é possivel
obter um material ceramico (COLOMBO et al., 2010). As principais
propriedades dos materiais inorganicos que possuem silicio na cadeia
principal  sdo  estabilidade  térmica, estabilidade  quimica,
hidrofobicidade, resisténcia a oxidagdo e a corrosdo e excelente adesao
em substratos metalicos(GARDELLE et al., 2011; KAN et al., 1996; LI
etal., 2009; LIN et al., 2005; ZOU et al., 2007).

A incorporagdo de nanoparticulas de material inorganico em
matriz polimérica tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores devido
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a variedade de aplicagdes como, por exemplo, em biossensores,
dispositivos 6ticos, dispositivos microeletronicos, membranas com
propriedades cataliticas especificas e revestimentos antibacterianos
(CHEN et al., 2006; DIRE et al., 1992; GOYAL et al, 2009;
OZDEMIR; BUONOMENNA; DRIOLI, 2006).Nesses materiais, a
matriz polimérica estabiliza as nanoparticulas, as quais por sua vez
conferem propriedades diferenciadas ao novo composto, conseguindo
atender a uma vasta gama de aplicacdes.

Usando essa estratégia, € possivel obter materiais controlando as
suas propriedades(SCOTT; GUPTA; KULKARNI, 2010). Dessa forma,
a incorporagdo de nanoparticulas metalica em matriz de polimeros
contendo silicio na cadeia principal visa desenvolver um material com
propriedades complementares, contando com a boa adesdo e
hidrofobicidade das ceramicas derivadas dos polimeros e as
propriedades biocidas das nanoestruturas de prata.

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi sintetizar
nanoparticulas de prata em matriz de polissilazano por meio da sintese e
reducdo da prata, visando produzir um meio estavel para aplicagdo do
material como revestimento antibacteriano de substratos metélicos. Para
tanto, as propriedades individuais de cada componente precisaram ser
mantidas visando uma aplicagdo eficiente do material.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Promover a redugdo do agente precursor metalico pelo oligdmero
ML33 a fim de sintetizar nanoparticulas de prata;

b) Obter uma solucdo estidvel, evitando a precipitagio das
nanoparticulas de prata.

¢) Estudar a nucleagdo e sua influéncia no crescimento, tamanho e
dispersdo das nanoparticulas;

d) Caracterizar a sintese do material obtido usando as técnicas de
Espectroscopia UV-vis, Microscopia Eletronica de Transmissdo
(TEM);

e) Aplicar o material desenvolvido como revestimento em substratos
metalicos pela técnica de Dip-coating;

f) Caracterizar o revestimento em relagdo a aderéncia ao substrato
metalico;
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g) Avaliar o efeito antibacteriano do revestimento contendo
nanoparticulas de prata.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No presente capitulo sdo abordados aspectos relevantes
encontrados na literatura a respeito dos materiais utilizados no
desenvolvimento do método de sintese de nanoparticulas em matriz de
polissilazano, bem como, sua forma de aplicagdo. Na primeira parte, ha
uma revisdo das classes das cerdmicas derivadas dos polimeros e das
principais caracteristicas das nanoparticulas de prata. Na segunda parte
sdo apresentados topicos relacionados a sintese e a estabilidade da
reacdo e, por fim, um breve resumo da acdo biocida das nanoparticulas.

2.1 CERAMICAS DERIVADAS DE POLIMEROS

Os polimeros inorganicos com silicio na cadeia principal sdo
conhecidos como polimeros pré-cerdmicos. As propriedades fisicas dos
PDC’s podem ser modificadas a nivel molecular, influenciando ndo s6
na composi¢do, mas também na microestrutura final da cerdmica. Na
figura 1 ¢ apresentada a formula geral de um polimero de silicio. Ha
dois pardmetros importantes que podem modificar o composto pré-
cerdmico a nivel molecular, primeiramente, o grupo (A) e
posteriormente os substituintes R' ¢ R* ligados ao Si(COLOMBO et al.,
2010).

Figura 1: Férmula geral de um polimero de silicio.

Fonte: adaptada de Colombo et al., 2010

Dependendo das caracteristicas dos grupos funcionais R' ¢ R
ligados ao atomo de silicio, irdo ocorrer alteragdes na estabilidade
quimica/térmica e¢ na solubilidade do polimero, bem como, serdo
possiveis modificar e ajustar suas propriedades eletronicas, Oticas e
reoldgicas. A variacdo do grupo A resulta em diferentes classes de
polimeros baseados em Si, conforme pode ser visto na figura 2, que
apresentaas principais estruturas basica de acordo com os componentes
existentes na cadeia principal (COLOMBO et al., 2010).
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Figura 2: Férmula estrutural bésica dos polimeros com silicio na cadeia
principal.
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Fonte: adaptado de Colombo et al., 2010

Em virtude do presente trabalho ter sido desenvolvido
empregando polissilazanos, uma maior enfase foi dada na revisdo das
propriedades e aplicagdes dos mesmos.

2.1.1  Polissilazanos

Os polissilazanos sdo utilizados no desenvolvimento de
cerdmicas. A aplicacdo desse material em técnicas de processamento
ceramico depende das propriedades fisicas e quimicas do PDC
selecionado, a principal esta associada ao desenvolvimento de
revestimentos para substratos metalicos vidros e grafite. Esses materiais
possuem boa estabilidade térmica podendo ser utilizados em aplicacdes
que requerem elevadas temperaturas, além de possuirem excelente
resisténcia a corrosdo,(COLOMBO et al., 2010; RIEDEL et al., 2006).
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Glinthner et al., (2009) estudaram o comportamento PHPS,
representado na Figura 3, e sua adesdo em substratos metalicos. O
composto apresentou bons resultados em relagdo a protegdo contra
oxidagdo e excelente adesdo entre o revestimento e¢ o substrato,
caracteristica essa atribuida a reatividade dos polissilazanos com grupos
hidroxilas presentes na superficie do metal.

Figura 3: Férmula estrutural do PHPS
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Kraus et al., (2009)utilizaram o precursor polimérico ABSE
(policarbossilazano), representado na Figura 4, e carga passiva de nitreto
de boro clibico como revestimento para aplicacdo em substrato metalico.
Os autores concluiram que esse tipo de revestimento pode ser utilizado
para melhorar a resisténcia térmica do substrato metéalico atuando
também como barreira contra oxidagao.

Figura 4: Formula estrutural do ABSE
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Gardelle et al., 201lavaliaram a degradacdo térmica e a
propriedade antichama dos revestimentos baseados em HTT1800. Na
sintese, além do HTT1800 representado na Figura 5, os pesquisadores
incluiram na formula¢do o retardante de chama tri-hidroxido de
aluminio. O material formado apresentou bons resultados de adesdo
quando aplicados em substratos metalicos. Ao simular o comportamento
antichama do composto, baseado no teste de Torch, foi observado que o
mesmo manteve uma massa residual de 74% apds uma hora de
exposic¢ao ao fogo.
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Figura 5: Férmula estrutural do HTT1800
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Com o intuito de obter fibras de alta performance com
caracteristicas quimicas e térmicas diferenciadas apos tratamento
térmico, Flores et al.(2013)desenvolveram um novo método para
modificar os oligossilazanos comercialmente disponiveis ML33 (Figura
6) e HTT1800 (Figura 5) em um polissilazanos através da seletividade
das ligagdes cruzadas. A utilizagdo de um inibidor no final da reacdo
possibilitou o processamento desse material com propriedades térmicas
e quimicas que preencheram os requerimentos para a producao de fibras
poliméricas homogéneas ¢ mecanicamente estaveis. Esses polimeros
tém uma temperatura definida de transi¢@o vitrea ¢ um comportamento
visco elastico que permite a fusdo continua das fibras mecanicamente
estaveis.

Figura 6: Formula estrutural do ML33
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2.1.2  Aplicacéo de polissilazanos como revestimento

Entre as diversas aplicagdes dos polissilazanos, a aplica¢do na
area de revestimentos vem ganhando destaque devido ao grande
interesse de desenvolver maneiras de proteger superficies metalicas
contra a oxidacdo, desgaste e corrosdo (COLOMBO et al., 2010). Dessa
forma, para aplicagdes como revestimento, os polissilazanos vem se
destacando entre os polimeros pré-ceramico devido suas propriedades
em altas temperaturas ¢ em condicdes quimicamente severas.
(TORREY; BORDIA, 2008)

Portanto, como citado nos exemplos do item 2.1.1, varios
estudos(GARDELLE et al., 2011; GUNTHNER et al., 2009, 2011;
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KRAUS et al., 2009) sobre revestimentos a partir de polissilazanos
foram desenvolvidos para os mais variados fins. Comprovando a alta
aderéncia desses em substratos metalicos.

Os materiais podem ser depositados em substratos por meio de
diferentes técnicas de deposigdo liquida, com o polimero fundido ou em
solugdo, ou ainda, por meio de deposicdo a vapor. Um dos meios de
aplicacdo mais difundidos ¢é através da técnica de dip-coating, pois
oferece o controle da espessura e homogeneidade, conforme observado
por Giinthner et al.(2009)e Kraus et. al. (2009), que utilizaram esta
técnica e obtiveram revestimentos com espessuras entre 12 pm e 17 pm,
uniformes e sem rachaduras.

O dip-coating consiste na deposi¢do do revestimento por meio
da imersao e retirada do substrato em meio liquido (DARHUBER et al.,
2000). O processo de dip-coating é composto pelas etapas de imersdo na
solucdo, retirada do substrato (formagdo da camada), evaporagdo do
solvente e cura (PUETZ; AEGERTER, 2004). Dessa forma, esse
método ¢ ideal para a preparagdo de finas camadas de recobrimento
protetivo a partir de solugdes quimicas, nesse processo a velocidade de
subida e a viscosidade da solu¢do devem ser controladas, pois sdao
fatores determinantes na formagdo e espessura da camada
(GUNTHNER et al., 2009; KRAUS et al., 2009).

Nao hé registros na literatura envolvendo a aplicacdo em
substratos metalicos de polissilazanos incorporados com nanoparticulas
de prata, o que nos motivou a realizar o presente trabalho.

2.2 NANOPARTICULAS METALICAS (n)

Nanoparticulas metalicas, particulas com tamanho entre 1-
100nm, sdo particularmente interessantes em sistema nano escalar
devido a facilidade com que elas podem ser sintetizadas e modificadas
quimicamente, oferecendo vantagens em relagdo a efeitos Oticos e
eletronicos. Além de possuirem elevada area superficial, sdo
amplamente utilizadas em sistema catalitico devido a essa propriedade.
(FELDHEIN; FOSS, 2002).

2.2.1  Nanoparticulas de prata (nAg)

A prata ¢ um metal de transicdo utilizada na producdo de
nanomateriais, principalmente devido sua capacidade antimicrobiana.
As particulas de prata ficam tdo finamente dispersas que pode circular
pelas membranas celulares, causando a morte dos micro-organismos,
sem ocasionar danos aos organismos superiores (ABOU EL-NOUR et
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al., 2010; YEN; HSU; TSAI, 2009). Bakumov et al.(2007) citaram que
ferro e zinco também ja foram usados para suprimir o crescimento de
bactérias em tanque de 4gua, mas a prata se apresentou mais promissora
para esse fim.

Entre outras propriedades que podem ser citadas para as
nanoparticulas de prata estdo: condutividade, propriedades cataliticas e
elevada area superficial. Essas propriedades tém possibilitado sua ampla
utilizag@o na inddstria, principalmente na area de alimentos, biomédica,
catalise e téxtil. (ABOU EL-NOUR et al., 2010; HAIDER; KANG,
2015; TOLAYMAT et al., 2010)

2.3 PRINCIPAIS APLICACOES ENVOLVENDO NANOPARTICULAS
METALICAS EM MATRIZDE POLIMEROS PRE-CERAMICOS.

Bakumov et al.(2007)relataram em seu estudo a sintese de um
composto cerdmico na forma de Ag/Si(C)N utilizando um polissilazano
comercialmente disponivel (HTT1800) representado anteriormente na
Figura 5e nanoparticulas de prata. O material obtido foi pirolisado e
apresentou atividade bactericida contra as bactérias Gram-negativo (E.
coli) e Gram-positivo (S. aureus) podendo o mesmo ser aplicado na area
biomédica e alimenticia.

Scott e colaboradores (2010) desenvolveram em seu estudo a
incorporagdo de nanoparticulas de ouro em uma matriz de polissiloxano
conhecido como PDMS por apresentar dois grupos metilicos em sua
estrutura. Em relacdo a esse material foram realizados testes a fim de
determinar a capacidade de adsor¢do de solventes orgénicos para
aplicagdes em tratamento de aguas residuais. Além disso, os
nanocompositos também foram testados em relacdo a liberagdo
controlada e direcionada de moléculas visando a aplicacdo na area de
farmacos. Os resultados obtidos demostraram que o material
desenvolvido apresenta aplicagcdes promissoras na area farmacéutica e
no tratamento de aguas.

Goyal et al. (2009)também utilizaram em seu estudo o
polissiloxano PDMS, entretanto, incorporaram nanoparticulas metalicas
de Prata, Ouro e Platina durante a sua sintese. Os filmes contendo prata
também apresentaram atividade antimicrobiana como relatado por
Bakumov et al.(2007)sendo promissores para area biomédica, para
materiais de implantes e cateter uretral. Por outro lado, o material
sintetizado com nanoparticulas de ouro e platina pode ser usado para
imobilizag@o enzimatica, aplicagdes Opticas e atividades cataliticas.
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2.4 METODOS DE SINTESEDO MATERIAL

Uma particularidade dos polissilazanos ¢ que esses materiais
quando em contato com a umidade e oxigénio passam por reagdes de
hidrdlise e policondensagdo. Dessa forma, para obter um polimero com
baixo grau de reticulagdo, uma vez que um elevado grau de reticulagio
forma polimeros termofixos e insoluveis, ¢ necessario manter o meio
reacional livre de umidade e oxigénio. Portanto, ¢ necessario conduzir
as reagoes em atmosfera de argonio(COAN, 2014)

Bakumov et al.(2007)descreveram a sintese de um polissilazano
com nanoparticulas de prata em duas etapas, primeiramente dissolveu-se
acetato de prata em tolueno, aqueceu-se a solucdo até 111°C com
refluxo por 2 horas, deixando a mesma resfriar a temperatura ambiente.
As particulas floculadas foram separadas por centrifugagdo e o
sobrenadante foi coletado. Na segunda etapa, uma aliquota
correspondente a 30mg do sobrenadante de prata foi adicionada a uma
solucdo de 1g de polissilazano em 2 ml de tolueno. Para a
caracterizagdo, o solvente foi removido por viacuo e o material
pirolisado.

A segunda técnica de sintese observada na literatura foi
realizada pelo Goyal et al., (2009) pelo método da sonicagdo.
Primeiramente o PDMS foi misturado com um agente de cura e
posteriormente adicionou-se ao polimero o benzoato de prata. A solugéo
foi sonicada por 15 minutos para se obter uma solugdo homogénea,
houve mudanca na colorag@o da solugdo de incolor para marrom.

2.5 ESTABILIDADE REACIONAL

Um ponto muito importante para reacdo envolvendo
nanoparticulas ¢ a estabilidade fisico-quimica dessas no meio reacional
em funcdo do tempo, uma vez que, particulas em escala nanométrica sdo
termodinamicamente instaveis (ATKINS, 2012;SCHAFFAZICK et al.,
2003).Por possuirem grande area superficial por volume, as
nanoparticulas apresentam alta tendéncia de agregarem-se a fim de
minimizarem a energia total ou interfacial do sistema (ATKINS, 2012)

A aglomeragdo das particulas é causada pela forca atrativa de
van der Walls e/ou forgas que tendem a minimizar a energia total de
superficie do sistema. Portanto, para evitar a agregacdo das particulas,
forgas repulsivas devem sobrepor as atrativas (FELDHEIN; FOSS,
2002). O principal meio de proporcionar um sistema estavel ocorre por
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meio da estabilizagdo estérica ou eletrostatica, conforme apresentado na
Figura 7.

e A estabilizagdo estérica ocorre pela adsor¢do de um polimero
ndo carregado ou surfactantes néo i6nicos sobre a superficie das
nanoparticulas, o que impede a agregagdo por meio de repulsdo
estérica (FELDHEIN; FOSS, 2002)

e A estabilizagfo eletrostatica ocorre pela adsor¢do de anions que
ficam adsorvida na superficie das nanoparticulas, impedindo
que a agregacao ocorra. (FELDHEIN; FOSS, 2002).

Figura 7: A) Estabilidade eletrostatica B) Estabilidade estérica

Fonte: adaptada de Bakumov et al. 2008

A medida da estabilidade de uma solu¢@o pode ser quantificada
por meio do Potencial Zeta. Esse se refere a carga da dupla camada
elétrica que recobre a particula e, ¢ amplamente difundida para andlise
da estabilidade de uma solucao coloidal.

Por dupla camada elétrica entende-se a camada de ions formada
nas vizinhangas de superficies eletricamente carregadas. Esta ¢
constituida de ions firmemente ligados a fase solida dispersa e uma
quantidade equivalente de ions de carga oposta (ou contra-ions) que,
dispersos na fase fluida, neutralizam o excesso de cargas na superficie
solida (LIMA, 2008).Assim, a carga da superficie sélida determina a
distribui¢do de ions ao seu redor, de modo que os contra-ions sdo
atraidos para a superficie.

De acordo com a teoria DVLO (DERJAGUIN; LANDAU,
1941; VERWEY; OVERBEEK, 1948) particulas com Potencial Zeta
maior que 30mV e menor que -30 mV sdo normalmente consideradas
estaveis na auséncia de estabilizadores estéricos, pois quanto maior o



33

valor das cargas em modulo, maior a repulsdo eletrostatica e, portanto, a
probabilidade de floculagao.

251 Influéncia do Solvente

Por definicdo, solugdo coloidal se caracteriza por um
aglomerado de atomos, ions ou moléculas com tamanho médio entre 1 a
1000nm, sendo as particulas visivies somente em ultra-microscopios. A
analise do solvente mais adequado ao meio reacional foi estudada com o
objetivo de formar nanoparticulas estaveis e dispersas no meio, evitando
a formagdo de aglomerados. Um ponto importante é que todas as
reacdes com polissilazanos devem ser conduzidas com solventes
organicos secos, uma vez que, esses componentes se decompdem na
presenga de agua ou umidade.

Segundo Bakumov et al. (2008) ha dois fatores principais
relacionados a instabilidade das nanoparticulas na solug¢do coloidal, as
for¢as de deplegdo (atrativa ou repulsiva) e as pontes poliméricas. Na
Figura 8 ¢ apresentado esquematicamente o conceito de pontes
poliméricas, as quais se formam entre as nanoparticulas de prata e as
caudas ativas dos polissilazanos adsorvidos na superficie da particula,
promovendo a aglomerag@o entre dois compostos.

Figura 8: Pontes poliméricas entre nAg

Fonte: adaptada de Bakumov et al. 2008

Conforme Swenson et al., (2013) particulas bem estabilizadas
sdo obtidas quando as distancias do final de duas cadeias poliméricas
correspondem ou excedem a distdncia entre as particulas, assim,
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suspensdes diluidas tendem a proporcionar um meio mais estavel. Dessa
forma, fica evidente a necessidade de um meio que mantenha as
nanoparticulas suficientemente dispersas. Bem como, um estudo que
analise a concentracdo de polimero e nitrato de prata, a fim de evitar
uma quantidade em excesso desses reagentes, induzindo a formagao de
aglomerados.

Outra caracteristica importante do solvente é a propriedade da
constante dielétrica que estd diretamente relacionado a estabilizagdo
eletrostatica das particulas. Particulas em solugdo coloidal sdo
geralmente carregadas e, devido ao principio da neutralizagdo de cargas,
os contra fons do meio sdo atraidos para a superficie da particula. Parte
desses ions sdo adsorvidos na superficie e o resto dos ions sdo
distribuidos com uma nuvem ao redor da particula. O potencial dentro
da camada de difusdo ¢ dado pela equacdo de Poisson-Boltzmann, que
estd relacionado com a constante dielétrica do meio. Quanto maior o
valor da constante dielétrica, maior o momento dipolar do solvente,
estando esse mais carregado eletricamente e, consequentemente, maior
sera a estabilizacao eletrostatica. (ATTARD, 1996; LYKLEMA, 2005)

Dessa forma, as propriedades dos solventes estdo relacionadas a
estabilidade das nanoparticulas. Conforme estudo de Khan et al. (2011)
constante dielétrica, pontes de hidrogénio, ponto de ebulicio e a
polaridade, sdo extremamente importantes no meio e estdo relacionados
entre si. Conforme ocorre o aumento desses valores, a probabilidade da
adsorcdo de nucleofilos na superficie das nanoparticulas diminui e,
consequentemente, ocorre o aumento do pico de absorbancia da solugdo,
a qual indica uma maior concentragdo de nanoparticulas.

Khan et al., (2011) compara os solventes na ordem decrescente
de constante dielétrica, DMSO>
DMEF>Acetonitrila>Metanol>Etanol>1,4 dioxano. Conforme o estudo
desse autor o dioxano apresenta o valor mais baixo de absorbancia
seguido dos dlcoois, pois agem como nucledfilos na superficie da
particula durante a etapa de formacdo dos nicleos de Ag’ (estagio 1 da
sintese na Figura 9) impedindo o crescimento desses ¢ a formagdo das
nanoparticulas, resultando na diminui¢do visivel da absorbancia. Dessa
forma, quanto menor a constante dielétrica, mais adsorvido encontram-
se as moléculas de solvente nas particulas e menor é a concentragdo das
nanoparticulas de prata no meio.
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Figura 9: Etapas da formacao das nanoparticulas de prata
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Fonte: adaptada de Agnihotri et al.(2014)

He et al., (2002), também estudou as propriedades dielétricas e
o ponto de ebulicio do solvente no efeito da cristalinidade das
nanoparticulas de prata. Solventes com pontos de ebuligdo altos sdo
vantajosos para maior cristalinidade das nanoparticulas, bem como,
diferentes solventes interferem tanto na morfologia quanto no tamanho
das nanoparticulas.

Além disso, na literatura esta disponivel um estudo realizado
por Pastoriza-Santos; Liz-Marzan, (1999), que aborda a sintese de
nanoparticulas de prata utilizando o solvente DMF como agente redutor.
Dessa forma, ¢ possivel concluir que, as propriedades dos solventes
interferem no meio reacional ¢ na forma da condugdo da reacdo,
proporcionando estabilidade e, no caso do DMF, promovendo inclusive
reducdo e formagao de nanoparticulas de prata.

25.2  Influéncia razdo AgNO3/ML33

Segundo Bakumov et al. (2008) um dos motivos da
instabilidade das nanoparticulas de prata em meios reacionais contendo
polissilazanos ¢ causada por pontes formadas pelos grupos funcionais
dos polimeros, conforme Figura 8. A formacdo dessas pontes esta
atrelada a concentragdo inicial do polimero e do reagente precursor
metalico, os quais s8o responsaveis pela concentragdo de nanoparticulas
na solucdo e a estabilidade estérica conferido a elas.
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Concentracdo do Precursor Metalico

A medida da absorbancia estd diretamente atrelada a
concentracdo de nanoparticulas na solu¢do. Quando a concentragdo
inicial de nanoparticulas ¢ alta e ndo ha agentes suficiente para
estabilizar a reacdo, pode ser observado um decaimento na taxa de
absorbancia devido a uma rapida agregacgao do meio.

O inicio rapido da coagulagdo pode ser explicado assumindo
que uma nanoparticula de prata pode girar livremente e carregar varias
moléculas de polissilazano ¢ que mesmo pequenas quantidades de
polimeros adsorvidos, podem levar a wuma interagdo e,
consequentemente, a formagdo de pontes. Em outras palavras, presume-
se que o tempo de colisdo seja suficientemente longo, que o meio esteja
saturado de nanoparticulas e que essas estejam proximas o suficiente
para que durante a colisdo seja possivel a formagdo de pontes.

Além disso, para que ocorra a precipitacdo, a area de superficie
livre de pelo menos uma das particulas em colisdo deve estar disponivel
e pelo menos uma molécula de polimero na outra particula deve estar
presente, levando em consideracdo que as cadeias de polimero ao redor
da superficie livre ndo impecam a intera¢do entre as nanoparticulas.
Dessa forma, sendo a concentragdo inicial de nanoparticulas baixa o
suficiente para recobrir toda a superficie com o polimero presente no
meio, a taxa de decaimento da absorbancia sera lenta e pode ser
atribuida a saturacdo superficial e a estabilizagdo estérica. (BAKUMOV
et al.,2008)

Concentracao de Polimero

Segundo Bakumov et al. (2008), para ocorrer as pontes entre as
particulas, a superficie deve somente ser parcialmente recoberta com as
moléculas de polimeros e ter caudas de polimeros ativos. As caudas
ativas neste sentido se estendem para a solugdo além da dupla camada
eletrostatica da particula e possuem ao mesmo tempo uma forte
afinidade com as superficies das particulas vizinhas.

A adsor¢fo de polimeros de forma homogénea na superficie da
prata reduz a disponibilidade de lugares para a ancoragem das caudas de
polimeros. Conforme pode ser observado na Figura 9, a regido A se
encontra coberta com o polimero impedindo a ancoragem da cauda de
polimero ativo, entretanto na regido B a superficie ndo estd totalmente
coberta, 0 que permite a ancoragem e aglomeracao das particulas. Dessa
forma, a concentra¢do inicial do polimero deve ser suficiente para
recobrir todas as superficies das nanoparticulas, entretanto, ndo pode
esse reagente se encontrar em excesso, para que assim, ndo haja
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polimero  disponivel para formagdo de caudas ativas e,
consequentemente, formagdo de pontes. (BAKUMOV et al.,2008)

25.3 Influéncia da temperatura

Conforme mencionado anteriormente, um dos fatores
responsaveis pela aglomeracdo das nanoparticulas esta atrelado a colisdo
das mesmas. Dessa forma, quanto maior a temperatura do meio, maior a
agitagdo das nanoparticulas e, consequentemente, suas colisdes.

Pastoriza-Santos; Liz-Marzan, (1999) estudaram a reducdo do
Ag" por DMF e a influéncia da temperatura no processo, conforme
apresentado, a reagdo pode ocorrer a temperatura ambiente, porém de
forma tdo lenta, que pode levar mais de duas semanas para completa
reducdo da prata. O aumento da temperatura, além de acelerar a
formagdo das nanoparticulas, apresentou influéncia no tamanho das
mesmas, para a Razdo Molar [Ag]/[APS] R=1,2 a 20°C o tamanho da
particula foi de 7+1,5nm, 60°C a particula apresentou tamanho de
124+3nm e para 100°C o valor subiu para 16,8 + 0,4nm.

Foi observado por Bakumov et al. (2008), o mesmo efeito
relatado por Pastoriza-Santos; Liz-Marzan, (1999), onde com o aumento
da temperatura, houve o aumento taxa de adsor¢do do polimero e
consequente o tempo de incubacdo inicial tornou-se mais curto. Além
disso, o crescimento ocorreu mais rapido, o que ¢ refletido por
inclinagdes maiores das curvas de crescimento.

Esse efeito estd relacionado com a difusdo do polimero pelo
solvente, como a viscosidade é menos sensivel aos aumentos de
temperatura do que a mobilidade da cadeia de polimero, a uma certa
temperatura, a adsor¢do e propagacdo da solucgdo diluida prevalecerdo a
colisdo e, o bloqueio da superficie ocorrera instantaneamente, evitando a
cria¢do de pontes. (BAKUMOV et al., 2008)

Portanto, quanto menor a temperatura, menor a energia do meio
e, por consequéncia, menor a particula devido a fase de crescimento e
agregacdo dos ions ocorrer de forma mais lenta e controlada. Ao
aumentar a temperatura do meio, ocorre o aumento da agitagdo das
particulas, aumentando a chance de colisdo e a aglomeragdo das
mesmas, porém, aumenta também a difusdo do polimero no solvente e,
por vezes, esse consegue bloquear a superficie mais rapido que efeito da
colisdo. Porém, em temperaturas muito elevadas a difusdo ¢ menor que a
o efeito da colisdo e a aglomeragdo ocorre mais rapido, pois as
superficies ndo estdo bloqueadas de forma homogénea, permitindo a
criagdo de pontes poliméricas. (BAKUMOV et al., 2008)
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Assim, € necessario estudar as condigoes de temperatura para o
meio reacional estipulado a fim de entender até que ponto a difusdao do
polimero no solvente se sobrepdem aos efeitos de colisdo e propicia a
melhor condi¢do de estabilidade para a reacao.

2.6 NUCLEACAO

A formagdo de nanoparticulas nesse trabalho segue a
metodologia de processos quimicos. Esses sdo baseados na reducao dos
ions metalicos ou na decomposi¢do de precursores para a formagdo de
atomos, seguida da agregacdo desses atomos de forma controlada
(SANTOS et. al, 2012), conforme Figura 10.

Figura 10: Processo quimico de formagao de nanoparticulas.
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Fonte: adaptada de Santos et al., 2012

O mecanismo de formagdo da solugdo coloidal é obtido por
meio da solugdo de ions de prata, consistindo o processo em duas
etapas: nucleacdo e crescimento(WATZKY; FINKE, 1997), conforme
apresentado na Figura 9.0 entendimento do mecanismo de formagao
permite que se obtenha um controle maior do tamanho, forma e
composicdo das nanoparticulas pela simples variagdo das condig¢des de
reagdo. (SANTOS et. al, 2012)

Um dos mecanismos mais conhecidos para formagdo de
nanoclusters foi explicado por Watzky e Finke (WATZKY; FINKE,
1997). Segundo o estudo, primeiramente ocorre a nucleagdo em um
processo lento e continuo, posteriormente, ocorre uma fase de
crescimento autocatalitico na superficie da particula com a formacao dos
nanoclusters e, entdo, um crescimento seguido com uma diminui¢do da
velocidade. De forma geral, na primeira etapa ocorre a formagdo do
nanocluster a partir de um precursor metalico:
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Precursor metalico > Nanoclusters (etapa lenta)

Na segunda etapa ocorre o crescimento autocatalitico na
superficie, a qual pode ser definida como cinética de autocatalise. Ou
seja, o precursor metalico reage com o nanocluster formado na primeira
etapa e o produto formado comeca a se comportar como reagente, assim,
a reagdo autocatalitica ocorre de forma cada vez mais rapida conforme a
reacdo prossegue, gerando uma curva cinética de formato sigmoidal
conforme Figura 11(BESSON; FINNEY; FINKE, 2005).

Precursor metalico + Nanoclusters=> 2 Nanoclusters (etapa rapida)

Conforme ocorre a etapa rapida, o precursor metalico
disponivel é consumido, cessando a etapa de nucleagdo e iniciando-se,
entdo, a etapa de crescimento. A etapa de crescimento consiste na
aglomeracao entre dois nanoclusters.

A formacdo de nanoparticulas consiste, segundo mecanismo
deWatzky; Finke, (1997) das seguintes etapas:

e Periodo de Inducdo, nucleagdo (etapa lenta)

e Répido aumento linear no numero de nanoclusters (etapa
rapida)

e Diminui¢do na velocidade = Crescimento.

Outro mecanismo encontrado na literatura ¢ o de Lamer;
Dinegar, (1950)eles estabeleceram que, em solucdes homogéneas e
supersaturadas, a formac¢do de nanoparticulas consistia das seguintes
etapas:

o Nucleagdo rapida em solugdo supersaturada
e  Crescimento lento em difusdo controlada.

Na Figura 11 ¢ apresentado um grafico dos modelos de Finke e
LaMer. A separagdo temporal da nucleagdo e do crescimento do nucleo
¢ fundamental para obtencao de particulas monodispersas.
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Figura 11: Exemplificacdo dos modelos de nucleagdo de LaMer e Finke
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Fonte: adaptada de Baronov et al., 2015

Por vezes, o modelo de nucleagdo ndo segue nem o proposto
por LaMer, nem por Finke. Em alguns casos a etapa de crescimento
pode comegar a0 mesmo tempo em que a etapa de nucleacdo ainda
ocorre, isso promove diferentes tempos de crescimento, levando a um
aumento da polidispersidade em relacdo ao tamanho das particulas.
(VISWANATHA; SARMA, 2007)

2.7 TAMANHO E DISPERSAO DAS NANOPARTICULAS

Muitos s@o os fatores que afetam a morfologia e o tamanho da
nanoparticula. Como por exemplo, o solvente (HE et al, 2002), a
temperatura de sintese (PASTORIZA-SANTOS; LIZ-MARZAN,
1999),bem como, a conduc¢do da nucleagdo conforme comentado no
item 2.6.

Para identificar o tamanho da nanoparticula formada, além de
realizar a caracterizacdo por TEM — Analise de Microscopia Eletronica
de Transmissdo, ¢ possivel, através da analise UV-Vis, associar o
intervalo do comprimento de onda (nm) com o tamanho da particula
(MULFINGER et al.,, 2007). Stampecoskie et al., (2011) também
comenta em seu estudo que o valor médio do tamanho de particula ¢é
associado ao comprimento de onda que apresentou a maior absorbancia,
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conforme autores a posicdo do pico em torno de 432nm indica
nanoparticulas em torno de 69nm, pico maximo de absorbancia em 414
estd relacionado com 33nm e em 409nm podem ser encontradas
particulas menores que 20nm.

Oliveira et al, (2017) relacionam a largura a meia altura
(FWHM) calculada a partir dos dados gerados pelo espectrofotometro
UV-Vis com a dispersdo das particulas, conforme Figura 12. Podendo
essa analise ser utilizada como comparativo entre condigdes em termos
de polidispersidade do sistema. Quanto maior o valor da largura a meia
altura, maior a polisdipersdo das nanoparticulas.

Figura 12: Relagéo da largura a meia altura com a dispersdo das nanoparticulas

Monodisperso Polidisperso
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Fonte: adaptada de Oliveira et al., 2017
2.8 APLICACOES DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

2.8.1  Atividade biocida

A atividade biocida da prata vem se destacando, pois entre os
metais € a que possui menor toxidade entre as células animais(NETO;
RIBEIRO; ZUCOLOTTO, 2008) e que apresenta a maior toxicidade
contra micro-organismos. As nanoparticulas de prata apresentam
atividade antimicrobiana para diversos tipos de bactérias, tais como
Escherichia coli (gram-negativa), Staphylococcus aureus (gram-
positiva) e Pseudomonas aeruginosa (gram-negativa ndo fermentativa)
(PATIL et al., 2011).

Mecanismo

As nanoparticulas liberam fons de prata Ag’, os quais
apresentam a tendéncia de se complexar com substincias contendo
enxofre ou fosforoMORONES et al., 2005).Proteinas que contem
enxofre ou o proprio DNA, que ¢ um dos elementos celulares que
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apresentam fosforo, sdo os sitios ativos preferenciais para formar
ligacdes com a Prata, ocasionando danos na célula e no DNA e
impedindo que ocorra a replicagdo do mesmo(FENG et al., 2000).

Outro modo de ocorrer a morte celular é através da ligagdo das
nanoparticulas sob a superficie da membrana ou sua adsor¢do a parede
celular carregada negativamente, interferindo na permeabilidade da
mesma e na respiragdo celular (MATSUMURA et al, 2003;
MORONES et al., 2005), bem como, causado a desativa¢do de enzimas
celulares(PERCIVAL; BOWLER; RUSSELL, 2005).

Segundo o mecanismo proposto por Sondi; Salopek-Sondi,
(2004) as nanoparticulas de prata formam poros irregulares na
membrana celular, aumentando a permeabilidade ¢ ocasionando a
liberagdo de moléculas de lipopolissacarideo e proteinas da membrana.
A migragdo das nanoparticulas para o interior da célula também pode
ocorrer, trazendo danos devido a interacdo com compostos contendo
enxofre e fésforo (MORONES et al., 2005). Desta forma, a replicag@o
do DNA ¢ inativada, pois possui fosforos presentes em sua composicao,
podendo levar a morte celular (FENG et al., 2000). Algumas das
interagdes da prata com a célula podem ser observados na Figura 13.

Figura 13: Representacdo da interagdo entre nanoparticulas de prata e as células
de bactérias

Fonte: Adaptado de Radaic et al., 2016
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Algumas caracteristicas das nanoparticulas, tais como o
tamanho, forma, superficie quimica, cristalinidade e estabilidade
interferem na atividade biocida e na toxicidade das células
(MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010, MORONES et al, 2005).
Conforme estudo de Agnihotri et al, (2014), a eficacia das
nanoparticulas de prata aumentou com a redu¢do do tamanho das
particulas, o efeito foi mais significativo a medida que o tamanho da
nanoparticula se aproximou da faixa de 10nm e as nAg de 5 nm
demostraram a atividade bactericida mais rapida em comparagdo com as
nAg de 7nm e 10nm. Dessa forma, fica evidente que quanto menor o
tamanho da nanoparticula, maior sera sua area superficial que entrara
em contato com 0s microrganismos, ocorrendo uma interagdo mais
elevada e uma maior atividade biocida, pois as nanoparticulas
impregnam-se no interior das células mais facilmente (LU et al., 2013;
PANACEK et al., 2006)

Bezerra, 2015estudou uma nova rota de sintese de
nanoparticulas de prata em filmes de poliestireno. Conforme observado
pelo autor, os filmes impediram o crescimento das bactérias S. Aureus,
E. coli, S. Typhimurium. A quantidade de prata utilizada nos filmes foi
suficiente para impedir o crescimento e estavam dentro dos valores
permitidos pela ANVISA conforme estabelecido pela Resolucao n° 17,
de 17 de marco de 2008. Deste modo, os nanocompoésitos de
poliestireno/nanoparticulas de prata apresentaram um grande potencial
para a aplicacdo na industria de embalagens.

Baseado nos poucos relatos encontrados na literatura, buscou-se
com esse trabalho estudar revestimentos para substratos metalicos com
caracteristica biocida, desenvolvendo um composto que permite unir a
excelente propriedade de adesdo a substratos metalicos do polimero
ML33 com a propriedade biocida das nAg.

Atualmente, a principal abordagem para combater a incrustagdo
de superficies baseia-se em evitar que os micro-organismos se instalem
na superficie, porém, em muitos casos para evitar o risco de infecgdo
bacteriana, ¢ altamente desejavel que o revestimento possua agdo
biocida. Dessa forma, o investimento em estudos nessa areca se faz
necessaria para o desenvolvimento de novos revestimentos para
aplicagdes que necessitem impedir o crescimento de bactérias em
superficies, dispositivos, ou ainda, no meio que estd em contato com o
revestimento.
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3 MATERIAIS E METODOS

Estdo descritos nesse capitulo os materiais e métodos utilizados
para a sintese das nanoparticulas de prata em matriz de polissilazano.

No Diagrama de fluxo 1 pode ser observado a visdo geral do capitulo.

Diagrama de fluxo 1: Visdo geral do capitulo 3 — Materiais e métodos
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3.1 MATERIAIS

No processo de sintese das nanoparticulas de prata utilizou-se o
nitrato de prata (AgNO; — pureza> 99%) como agente precursor do
metal e o oligossilazano ML33 comercialmente disponivel como agente
redutor (Clariant ProdukteGmbH, empresa alema). Como solventes
utilizou-se Tolueno (pureza de 99,5 %), Dibutil éter (DBE) (pureza de
99,9%) e Dimetilformamida (DMF) (pureza de 99,9%), todos fornecidos
pela empresa Dinamica Quimica Contemporanea Ltda (empresa
brasileira).

3.2 ROTA 1 - SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

O método empregado para o desenvolvimento da sintese tem
como base o relatado por Goyal et al., (2009)e esta ilustrada na Figura
14. A partir de uma matriz de polissilazano, nanoparticulas metalicas
foram incorporadas a solucdo e o meio sonicado. Este primeiro método
foi denominado de ROTA 1. Baseado em testes preliminares, a
quantidade dos reagentes utilizadas consta na Tabela 1:

Tabela 1:Parametros utilizados na sintese via Rota 1

Parametros
Polimero (g) 1,5
AgNO; (g) 0,01
Solvente (g) 16

A ROTA 1 consiste em duas etapas. Na primeira etapa o
reagente precursor do metal (AgNO;) ¢ adicionado em um béquer de
50ml sob o solvente, previamente seco, para que ocorra a dilui¢do do
sal. Essa primeira etapa ¢ submetida a agitacdo magnética por 10
minutos. Na segunda etapa, o béquer ¢ alocado em banho de gelo para
evitar o aumento da temperatura durante a sonicagdo pela ponteira
sonicadora, que esta posicionada em contato direto com o meio. Em
seguida o silazano ML33 ¢ adicionado, sob fluxo de argdnio, por
gotejamento e sonicado para completa homogeneizagdo. A sonicagdo foi
feita por 4min, com intervalo de 30s a cada 1 minuto. A ponteira
ultrassonica utilizada foi do modelo 500 Sonic Dismembrator (Fisher
Scientific, EUA). Todas as condi¢es testadas seguiram o mesmo
padrao de tempo.
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Figura 14: Método de sintese para incorporagdo de nanoparticulas metélicas em
matriz de ML33
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3.21  Andlise da influéncia do solvente

Os testes desenvolvidos com os solventes foram realizados com
0 objetivo de selecionar aquele que promovesse um meio propicio para a
reacdo a fim de produzir a maior quantidade de nanoparticulas e
estabilizar o sistema para evitar a precipitagdo da prata. Para tanto foram
selecionados solventes organicos comumente utilizado para aplicagdo
com polissilazanos como o solvente apolar Tolueno(BAKUMOV et al.,
2008)e os solventes polares DMF(RIBEIRO, 2017)e DBE(KAVASAKI,
et. al., 2013). Dessa forma, trés solventes com diferentes caracteristicas,
conforme descrito na Tabela 2, foram selecionados a fim de analisar a
influéncia dessas propriedades na estabilidade de reagao.

Amostras das reagdes envolvendo os trés diferentes solventes
foram armazenadas a fim de se analisar a estabilidade apds 24h e 168h.
A atmosfera dentro dos frascos foi mantida inerte com argénio e os
mesmos ficaram sob refrigeracdo a 4°C durante o periodo de estocagem.
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Tabela 2: Propriedades dos solventes utilizados na reagdo

Solvente Momento Constante . Ponto
organicos Dipolar  dielétrica Polaridade Ebulicao
DMF 3.82D 36,7 Polar 153 °C
Aprotico
DBE 1,18D 3,10 Polar 141 °C
Aprotico
TOLUENO 0,36D 2,38 Apolar 111 °C

3.2.2  Anélise da influénciada razdo AgNOs/ML33

Um planejamento experimental central composto com
superficie de resposta foi realizado com o objetivo determinar a melhor
razdo de reagentes a ser empregada para maximizar a produgdo de
nanoparticulas. A varidvel resposta Absorbancia Maxima, que esta
diretamente relacionada a concentragcdo de nanoparticulas formadas no
meio, foi avaliada baseado em duas variaveis dependentes: massa do
agente precursor metalico (AgNO; g) — X, emassa do agente redutor
ML33 (g) — X,;. A quantidade de solvente (16g), conforme ja
mencionado, foi o parametro que permaneceu fixo em todos os
experimentos do planejamento experimental proposto.

O planejamento central composto, incluindo quatro pontos de
cubo, dois pontos centrais € quatro pontos axiais esta representado na
Tabela 3. Foram realizados 10 ensaios e para cada ensaio houve
repeticdo em triplicata. Os resultados obtidos no planejamento de
experimentos foram verificados através da analise de variancia
(ANOVA) e metodologia de superficie de resposta utilizando o modo
Experimental Design do Software Statistica 7.0.

Tabela 3: Condigdes estabelecidas do planejamento central composto

Variaveis Niveis de Variacéo
independentes | -141(-@) -1 0 +1 | +1,41(+0)
Massa de
0,005858 | 0,01 0,02 0,03 0,034142
AgNO; (9)
Massa de
ML33(g) 0,792893 1,0 1,5 2,0 2,207107

O valor de a foi calculado em fun¢do do numero de variaveis
independentes (n=2) através da equacdo 1:
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o= (zn)i =141 Equacdo 1
3.3 ROTA 2 — SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Uma vez estabelecida por meio do método da sonicagdo (ROTA
1) as melhores concentragdes dos reagentes e tipo de solvente, o passo
seguinte foi avaliar a influéncia da temperatura na formacdo das
nanoparticulas com base nos estudos de Scott; Gupta; Kulkarni, (2010).
A nova rota de sintese foi proposta a fim de se obter uma atmosfera com
total controle da umidade e temperatura de sintese. Neste conjunto de
experimentos, denominado como ROTA 2, as reagoes foram conduzidas
em um baldo de 50ml com trés bocas de fundo redondo acoplado com
um condensador de refluxo e sistema de entrada de gases e reagentes. O
controle de temperatura e agitacdo foi realizado com uma chapa de
agitagdo magnética com controle de temperatura.

Esta mudanca de configuracdo foi necessaria para permitir o
estudo em diferentes temperaturas, além de permitir um maior controle
da atmosfera de sintese. Antes de iniciar os experimentos, foi realizado a
aplicagdo de vacuo durante 15 minutos sob o sistema seguido pelo
preenchimento com argénio. As duas rotas de sintese sO se
diferenciaram no modo de agitacdo e na temperatura que foi o parametro
ajustado, demais pardmetros seguiram os mesmos procedimentos,
inclusive na adi¢do dos reagentes, ou seja, primeiramente o DMF foi
adicionado e, logo em seguida, o AgNO;. O sistema foi deixado sob
agitagdo por 10 minutos e posteriormente o ML33 foi adicionado ao
meio reacional gota a gota sob contra fluxo de argonio. Os parametros
utilizados nesse teste constam na Tabela 4.

Tabela 4: Pardmetros utilizados na sintese via Rota 2

Parémetros
Temperatura ("C) 30, 50, 70, 100
Percursor metalico (g) 0,008
Solvente (g) 16
Polimero (g) 1,4

3.3.1 Nucleacdo

Uma vez estabelecida a melhor condi¢do de temperatura, foi
realizado um estudo de nucleacdo. Para tanto analisou-se a absorbancia
e a largura a meia altura (FWHM) no decorrer da reagdo em relagdo ao
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tempo. Aliquotas de 1 ml foram retiras durante 1 hora nos tempos de 1,
2,5,10, 12, 15, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50 e 60 min. As aliquotas foram
diluidas 10 vezes com o solvente DMF para leitura e analise por
espectroscopia UV- Visivel.

3.4 CARACTERIZACAO DAS SINTESES

3.4.1  Espectroscopia UV-Visivel

As medidas de absorbancia permitiram determinar a
concentracdo das nanoparticulas, devido as suas caracteristicas opticas.
A espectroscopia de UV-visivel foi utilizada na analise da influéncia do
tipo de solvente e no planejamento experimental. As amostras foram
inicialmente diluidas 10 vezes para a realizagdo da leitura e,
aproximadamente 3 ml dessa amostra foram adicionados em uma cubeta
de vidro. As varreduras foram executadas entre 300 a650nm, com
intervalo de 1 nm e velocidade de 400 nm/min, utilizando o software
Hitachi Spectrophotometer UV Solutions. As analises de UV-visivel
foram realizadas no espectrofotometro do Laboratério de Controle de
Processos e Polimerizacdo do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina,
modelo U1900, marca Hitachi.

3.4.2  Microscopia eletrbnica de transmissao

A Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) foi realizada
com o intuito de analisar a morfologia das nanoparticulas de prata e
obter os diametros médios dessas. As amostras foram gotejadas sobre
um grid de cobre, o qual foi deixado para secar em temperatura
ambiente até a completa evaporagdo do solvente. As andlises de TEM
foram realizadas no Laboratério Central de Microscopia Eletronica da
Universidade Federal de Santa Catarina, usando um microscopio
modelo JEM-1011. A tensdo utilizada na visualizagdo das amostras foi
de 100 kV.

Para determinagdo do didmetro das nanoparticulas, foi utilizado
o software Size meter, versdo 1.1, para tanto, realizou-se a calibrag¢do da
imagem com a barra de referéncia do tamanho da imagem e mediu-se as
particulas até a variacdo nao ser mais significativa. Apos a obtencao do
didmetro das nanoparticulas de prata, foram calculados conforme
equacdes 2-4, os seguintes dados:
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n;D,,.
oy = ZZ;nipl Equacao 2
n;D, *
ow = Zl—p‘3 Equagio 3
ZniDpi
D
PDl = =2 Equagio 4
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n

Onde: ni¢ o numero de particulas; D¢ o didmetro de cada
particula; Dy, € o didmetro médio; Dpw ¢ o Diamétro volumétrico e PDI
o Indice de Polidispersdo.

3.5 PREPARACAO DOS REVESTIMENTOS

3.5.1 Preparacdo e limpeza dos substratos metalicos

A aplicacdo do material sintetizado como revestimento foi
testada em substratos metalicos constituidos de ago inoxidavel 304. As
placas metalicas com espessura nominal de 1,5 mm, largura de 30 mm e
comprimento de 60 mm foram adquiridos da empresa Metalporto
Metaltrgica.

Uma parte fundamental para aplicacdo dos revestimentos em
substratos metalicos ¢ a limpeza prévia dos mesmos. Essa etapa ¢
importante para eliminar as impurezas presentes e proporcionar um
revestimento do filme de forma mais homogénea no substrato,
melhorando a adesdo e evitando a formagdo de bolhas. A limpeza foi
realizada em banho ultrassonico (marca Unique, modelo USC 750)
durante 15 minutos em temperatura ambiente utilizando acetona como
solvente. ApoOs este procedimento, os substratos metalicos foram
colocados na estufa a 60 °C por 10 minutos para total evaporagdo do
solvente. Este procedimento foi realizado no Laboratorio de Controle e
Processos de Polimerizagdo do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.5.2 Deposicao do revestimento nos substratos metalicos

O método selecionado para aplicagdo dos revestimentos nos
substratos metalicos foi o dip-coating, realizado no Laboratorio de
Controle e Processos de Polimerizagdo do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina.
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O processo consiste na imersdao do substrato metalico por tempo
determinado na solugdo contendo o material a ser depositado (Figura
15). Primeiramente, os substratos metalicos previamente limpos foram
fixados no dip-coater, em seguida, os parametros de operagdo de tempo
de imersdo e velocidade foram ajustados via software. Uma vez que, a
espessura do filme depositado é proporcional a velocidade de subida do
equipamento e a viscosidade da solugdo (KRAUS et al., 2009;
GUNTHNER et al., 2009), o controle desses parametros ¢ fundamental
para obter a espessura desejada e uniforme para todas as amostras.

O tempo de imersao na solugdo e a velocidade de subida foram
fixados em 10 segundos e 11,55 cm min'l, respectivamente, tais
parametros foram baseados nos resultados obtidos por Coan, (2014).
Apoés aplicagdo dos revestimentos, os substratos metalicos foram
retirados da solu¢do com a velocidade constante (11,55cm min'l) e
foram secos em estufa durante 24 horas a 60 °C.

Figura 15: Método Dip-Coating

[ ]

[ Ny

Imersdo

Subida com
velocidade
controlada

Fonte: adaptada Coan, 2014
3.6 CARACTERIZACAO DOS REVESTIMENTOS

3.6.1  Andlise do angulo de contato

A medida do angulo de contato foi realizada com o objetivo de
analisar as modificagdes em relacdo a hidrofobicidade e hidrofilidade
causadas apds a adi¢do do composto nAg-ML33 na superficie dos
substratos metalicos. No método, uma gota de agua ¢ depositada por
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uma seringa, com volume padronizado sobre a superficie exposta. A
agua se espalha sobre a superficie até alcangar o equilibrio. Apds, é
realizada a leitura do angulo tangente entre o sélido e o liquido, o qual é
conhecido como angulo de contato, conforme apresentado na Figura 16.

Figura 16: Analise do angulo de contato

BAE

Fonte: adaptada Coan, 2014

As medidas de angulo de contato com agua foram conduzidas
na Central de Analises do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina,
por um gonidometro da marca Ramé-Hart Intrument Co., modelo Ramé-
Hart 250, utilizando o método da gota séssil. Todas as medidas foram
realizadas em duplicata com 10 leituras cada. Os ensaios foram
conduzidos na temperatura ambiente com volume da gota de 10 pL.

3.6.2  Teste de aderéncia

O teste de aderéncia foi realizado com o objetivo de determinar
a aderéncia dos revestimentos as placas metalicas, foram realizados
testes segundo a norma ASTM D 3359-97 “Standard Test Methods for
Measuring Adhesion by Tape Test”. Baseado na norma, o método
aplicado foi o denominado B, de corte em grade, o qual consiste em
fazer cortes na placa formando quadrados de Imm, colar uma fita
filamentosa e arrancé-la ap6s o tempo de 90 + 30 segundos. A avaliacdo
do resultado ¢ feita conforme a Tabela 5 de classificagdo a aderéncia e,
consiste na verificacdo da area ensaiada quanto ao destacamento apds
remocao da fita.

Neste trabalho foi utilizado um kit de aderéncia fornecido pela
Omicron, modelo 185, série 1006. Os revestimentos foram analisados
apds o teste em um microscopio Optico da marca Leica, modelo DM
4000 M.
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3.6.3  Atividade antibacteriana

A atividade biocida foi realizada em triplicata pelo método de
contato direto. Escherichia coli e Staphilococcus aureus foram as
bactérias utilizadas para avaliar a atividade biocida. As cepas
bacterianas foram inoculadas em meio Luria-Bertani (LB)a 37 + 2 °C
por 24 horas. Apos este periodo, centrifugou-se 1,5 ml da cepa
bacteriana por 2 minutos a 10.000 rpm e, em seguida, descartou-se o
sobrenadante. As bactérias que ficaram no fundo do eppendorf foram
ressuspendidas em 1 ml de uma solucdo salina tamponada (PBS) 0,01
M. A concentragdo das bactérias foi determinada por medidas de
absorbancia no comprimento de onda de 580 nm.

Foram adicionados 50 puL da bactéria com concentragdo de 10°
UFC/ml nas placas revestidas com as nanoparticulas, as bactérias foram
deixadas em contato por 4 e 6 horas. Durante este periodo, as amostras
permaneceram estocadas em uma cadmara com controle de umidade.
Apbs o tempo de contato, diluicdes seriadas (104 até 101) na razdo de
1:10 foram realizadas. Spots de 10 pL foram adicionados nos meios de
cultura e incubados a 37+2 °C para o crescimento das bactérias. A
avaliacdo da atividade biocida foi realizada pela contagem de colonias
apds 24 horas. A andlise da atividade biocida foi realizada no
Laboratorio de Tecnologias Integradas — Intelab do Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente capitulo sdo apresentados os resultados obtidos,
bem como, uma discussdo detalhada do trabalho desenvolvido. Para
facilidade de apresentagdo, o capitulo foi dividido em se¢des. Na segdo
4.1 serdo apresentados os resultados das sinteses das nanoparticulas via
sonicagdo (ROTA 1), na secdo 4.2, os resultados com controle de
temperatura (ROTA 2) e, finalmente, na se¢do 4.3, os resultados da
caracterizagdo do revestimento e¢ o seu desempenho na atividade
antimicrobiana.

4.1 SINTESE VIA ROTA 1

O objetivo desse conjunto de experimentos foi avaliar a sintese
de nanoparticulas de prata a partir da redugdo do precursor metalico pelo
oligdbmero ML33 por meio do método de sonicagdo. Dessa forma, a
influéncia do solvente na estabilidade e formacao das nanoparticulas foi
estudada, bem como, por meio do planejamento central composto foi
determinado as quantidades de polimero e precursor que levaram a
maior concentracdo de nanoparticulas no meio. O material sintetizado
foi caracterizado por Espectrofotdmetro UV-Vis e Microscopia
Eletronica de Transmissdo (TEM). Cabe notar que esse conjunto de
experimentos representam os primeiros esforgos no estudo da sintese
das nanoparticulas na matriz de ML33.

411  Anélise da influéncia do solvente
Na Figura 17 é apresentado uma fotografia das solugdes logo
apds o fim da reagdo. Visualmente ¢ possivel perceber que a solucio
com o Solvente DMF apresentou uma coloragdo mais intensa que as
demais solugdes. Além disso, no fundo dos frascos do DBE e Tolueno é
visivel a formacdo de precipitado, indicando uma instabilidade e
formagdo de fases no meio.
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Figura 17: Sintese das nanoparticulas de prata nos solventes DMF, DBE e
Tolueno.

A técnica Espectrofotometria de UV-Vis foi realizada para
caracterizagdo Optica das amostras e, por meio do pico de absorbancia
em torno de 400 nm, foi possivel determinar qual solvente proporcionou
a maior absorbancia, bem como, foi possivel analisar a estabilidade da
reacdo apds um dia (24h) e sete dias (168h) de armazenagem. Devido a
alta concentracdo na solu¢do de DMF, foi necessario a diluigdo em 10
vezes da aliquota para realizar a leitura da absorbancia da solugdo, as
solu¢des de DBE ¢ Tolueno foram lidas sem necessidade de dilui¢do do
sistema. Na Figura 18, 19 e 20s3o apresentados os resultados da
caracterizagdo por UV-Vis para o Tolueno, DBE e DMEF,
respectivamente.
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Figura 18: (A) Aspecto visual da amostra sintetizada com o solvente Tolueno
nos tempos Oh e 24h, (B) Espectro UV-Vis da amostra sintetizada com Tolueno
nos tempos Oh e 24h.
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Figura 19: (A) Aspecto visual da amostra sintetizada com o solvente DBE nos
tempos Oh, 24h e 168h, (B) Espectro UV-Vis da amostra sintetizada com DBE
nos tempos Oh, 24h e 168h.
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Figura 20: (A) Aspecto visual da amostra sintetizada com o solvente DMF nos
tempos Oh, 24h e 168h, (B) Espectro UV-Vis da amostra sintetizada com DMF
nos tempos Oh, 24h.
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A amostra de DMF alcangou uma absorbancia mais acentuada
quando comparado com os outros solventes (mesmo estando 10X mais
diluida que as outras amostras), sugerindo que o mesmo ¢ capaz de
produzir um meio mais propicio para a formacdo de nanoparticulas,
além de ser o unico solvente capaz de proporcionar uma estabilidade
apos 168h da sintese.

Conforme mencionado no estudo apresentado por Pastoriza-
Santos; Liz-Marzan, (1999),além de solvente, o DMF também pode
atuar como agente redutor do nitrato de prata, promovendo a sintese das
nanoparticulas. Dessa forma, como o solvente ¢ o oligossilazano atuam
no mecanismo de formagdo das nanoparticulas, ocorre uma
potencializagdo na formagdo dessas e um aumento da concentragdo
devido a maior interagdo dos compostos. Todavia, Tolueno e DBE ndo
possuem a capacidade de sintetizar nanoparticulas de prata, portanto,
apos a adicdo do polimero, valores de absorbancia menores foram
observados, indicando uma concentragdo baixa de nanoparticulas de
prata.

O fato do DMF ser capaz de reduzir o precursor metalico ¢é
fundamental para produzir uma maior concentracdo de nanoparticulas
de prata que nos demais solventes testados. Baseado na teoria de
Watzky e Finke, (1997), o precursor metalico € primeiramente reduzido
pelo solvente DMF e inicia a formagdo de nanoclusters que
posteriormente sofrem o efeito denominado de cinética de autocatalise,
onde os nanoclusters formados interagem com o precursor metalico.
Nesse momento o ML33 ¢ adicionado e passa a agir também como um
agente redutor do excesso do precursor metalico que se encontra na
reacdo, produzindo uma quantidade maior de nanoclusters e a reagdo
ocorre de forma acelerada.

Khan et al. (2011) em seus estudos comentam que o efeito das
propriedades do solvente como constante dielétrica, pontes de
hidrogénio, ponto de ebuli¢do e polaridade afetam a adsorcdo de
nucleofilos na superficie das nanoparticulas de prata e, que tais
propriedades governam a morfologia e a estabilidade da nanoparticulas.
Conforme estudo, quanto menor o valor da constante dielétrica e
polaridade do solvente, mais adsorvidos esses se encontram na
superficie durante a etapa de formacdo dos nicleos de Ag’, resultando
na diminuigdo da absorbancia. Os resultados deste trabalhos estdo,
portanto, de acordo com Khan et al. (2011), pois quanto menor a
polaridade do solvente (DMF>DBE>Tolueno), menor os valores
maximos de absorbancia.
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Dessa forma, outro ponto que pode ser observado nesse
experimento € a influéncia da polaridade do solvente na estabilidade da
reacdo. Os solventes polares (DMF e DBE) conferiram uma maior
estabilidade das nanoparticulas, sendo que o DMF se apresentou estavel
mesmo ap6s uma semana do fim da reagdo (168h). O DBE apresentou
uma estabilidade menor que o DMF, provavelmente devido ao seu
menor valor de polaridade. Mesmo assim, ambos resultados foram
maiores que o solvente apolar Tolueno, o qual apés um dia de
armazenagem apresentou total precipitacdo das nanoparticulas (Figura
18A), revelando a grande influéncia da polaridade do solvente na
estabilidade das nanoparticulas conforme estudo de Khan et al. (2011).
Os resultados obtidos estdo também de acordo com o estudo de
Bakumov et al.(2008), no qual houve a agregacdo de nanoparticulas de
prata induzida por polissilazano na presenca do solvente apolar Tolueno,
produzindo uma coagulagdo irreversivel. Dessa maneira, observa-se que
dependendo do tipo de solvente utilizado, ele influencia diretamente na
formagdo e na estabilidade das nanoparticulas.

412 Avaliacdo da influéncia da razao AgNO3/ML33

O planejamento central composto foi realizado com o objetivo
de obter as melhores condigdes de sintese das nanoparticulas e observar
os principais efeitos das variaveis independentes pela variavel resposta.
Na Tabela 6 sdo apresentados os ensaios realizados para os diferentes
valores de massa de AgNO; e de ML33 para as condigdes de sintese das
nanoparticulas testadas no planejamento composto central (CCD).
Também estdo apresentadas as variaveis codificadas e reais, assim como
os resultados de absorbancia obtidos e o desvio padrao.

Tabela 6: Resultado das absorbancias geradas em cada ensaio do planejamento.

Massa AgNO;  Massa ML33  Absorbancia+ o

Ensaio 1 0,01 (-1) 1,0 (-1) 2,27 +£0,140
Ensaio 2 0,01 (-1) 2,0 (+1) 2,14 +£0,022
Ensaio 3 0,03 (+1) 1,0 (-1) 1,20 £ 0,017
Ensaio4 0,03 (+1) 2,0 (+1) 1,75+ 0,022
Ensaio5 0,005 (-1,414) 1,5 (0) 2,08 £0,023
Ensaio 6 0,034 (1,414) 1,5 (0) 1,67 £0,013
Ensaio7 0,02(0) 0,79 (-1,414) 1,57+ 0,014
Ensaio8 0,02(0) 2,21 (1,414) 1,73 + 0,064
Ensaio9 0,02 (0) 1,5 (0) 2,18 £ 0,005

Ensaiol0 0,02 (0) 1,5 (0) 2,16 + 0,027
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Observa-se na Tabela 6 que fixando a massa de AgNO; (ensaio
3 e4,7e8) e variando a massa de ML33 do nivel -1 para +1 ocorre um
leve aumento no valor da absorbancia, com excec¢do dos ensaios 1 e 2
que apresentam comportamento oposto. No entanto, quando foi fixado a
massa do ML33 (ensaio 1 € 3,2 e 4, 5 ¢ 6) observa-se que o aumento da
massa do AgNO; do nivel -1 para +1 ocorre uma diminui¢do da
absorbancia. Esses resultados indicam que a massa de ML33 possui um
efeito positivo no aumento de concentragdo de nanoparticulas no meio,
enquanto a massa de AgNO; possui efeito negativo. Os espectros
gerados a partir da analise UV-Vis dos ensaios da Tabela 6, encontram-
se no Apéndice A.

A partir dos resultados obtidos na analise de variancia Tabela 7,
¢ possivel a validagdo do modelo devido o Fcalculado (9,17) ser maior
que o Ftabelado (6,256), com um coeficiente de determinagdo (R?) de
0,90.

Tabela 7: Analise da variancia ANOVA para a variavel absorbancia.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor
Variacdo Quadrados Liberdade Médio Fcalculado
Regressdo 0,89 5 0,18 9,17
Residuo 0,08 4 0,02
Total 0,97 9
F tab (5,4) 6,256
R’ 0,90093
F tabelado > F calculado.

Os dados permitem a apresentacdo do modelo matematico
(equacdo 5) e a construcdo da superficie de resposta e a curva de
contorno (Figura 21).

y =2,1720 — 0,251169X, — 0,115688X2 + 0,068586X,
—0,235688X2 + 0,138250X,X,  Equacio 5

A maxima absorbancia a partir do modelo matematico (equagéo
5) foi obtida nos niveis -1,211 para a massa de AgNOse -0,209 para
massa de ML33. O que corresponde a valores reais de 0,00789g de
AgNOse 1,395 g de ML33, os quais também pode ser visualizado pela
superficie de resposta e curva de contorno (Figura 21).
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Figura 21: Superficie de Resposta (A) e Curva de nivel (B)referente aos valores
de absorbancia
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Com base nos resultados obtidos, realizou-se um novo ensaio
com o ponto Otimo, para confirmar as varidveis otimizadas. A
caracterizagdo dos resultados foi realizada por UV-visivel e estdo
apresentados na figura22.Essa condi¢do foi utilizada nos ensaios da
secao 4.2.
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Figura 22: Espectro UV-vis da reagdo sintetizada via Rota 1 na melhor
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4.1.3 Caracterizacdo da rota 1 pela anélise TEM

Com o intuito de analisar as solu¢des de DBE e DMF por meio
do Microscdpio Eletronico de Transmissdo (TEM), um novo ensaio foi
proposto utilizando esses dois solventes com a melhor razdo
AgNO;/ML33 estabelecida. Em relacdo ao solvente Tolueno, devido a
baixa concentragdo de nanoparticulas de prata detectada e a dificuldade
da realizagdo do TEM, optou-se por ndo dar sequéncia as analises com
esse Solvente.

Na figura 23 s@o apresentadas as imagens obtidas no
Microscopio Eletronico de Transmissdo (TEM). Como ¢ possivel
observar as nanoparticulas de ambas as solu¢des apresentaram forma
esférica, caracteristico da regido do comprimento de onda maximo de
400nm (espectros item 4.1.1),conforme evidenciado por Seyed-Razavi;
Snook; Barnard, (2010) e representado na figura 24.
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Figura 23:Imagem TEM da reag@o sintetizada com DMF (A) e sintetizada com
DBE (B).
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Figura 24: Formato das nanoparticulas associado ao espectrofotometro UV-vis.
Cubo, Cubo Truncado (TC), Octaedro Cubico (CO), Icosaedro IH, Esfera.

ESFERA

300 350 400 450 500 550
wavelength (nm)

Fonte: Adaptada de Seyed-Razavi; Snook; Barnard, (2010)

Na Figura 25 estdo os resultados referentes a distribui¢do do
tamanho das nanoparticulas e na Tabela 8 foram calculados o didmetro
médio (Dpn), o didmetro volumétrico (Dpw) e o indice de
polidispersdo(PDI), conforme equagdes 2-4. A sonicagdo com o
solvente DMF (7,98 nm) produziu nanoparticulas esféricas com
diametro médio menor que a reagdo sonicada com o solvente DBE
(11,77nm). Bem como, o indice de polidispersdo para o DMF (1,25) foi
menor que para o DBE (1,33), indicando uma distribuicdo mais estreita
e unimodal dos tamanhos das nanoparticulas em DMF. Esses resultados
comprovam que o DMF, entre os solventes estudados, apresenta-se
como o melhor solvente para a sintese pretendida.
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Figura 25: Distribuicdo do tamanho da nanoparticula reagio com DMF

(A) e reagdo com DBE.
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Tabela 8: Média dos tamanhos e valores de PDI.

20

Dpn * o Dpu * PDI
Sonicacdo DMF 7,9 2,8 10,00 1,25
Sonicacdo DBE 11,77 14,3 15,66 1,33

*Relativo a contagem de pelo menos 200 particulas.
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Outro ponto importante que pode ser observado a partir das
figuras 23 estd relacionado ao ML33 agir como agente redutor do
precursor metalico. O solvente DBE ndo possui acdo redutora, ao
contrario do DMF, que ¢ conhecido na literatura também como agente
redutor da  prata (PASTORIZA-SANTOS; LIZ-MARZAN,
1999).Porém, tanto na reagdo envolvendo o DBE quanto a reacdo
envolvendo o DMF ocorreu a formacdo de nanoparticulas, fator esse
atribuido a agdo de agente redutor ML33. A acdo do ML33 com o DMF
somente potencializou a formag¢do de nanoparticulas e esse efeito foi
estudado posteriormente no item 4.2.2 referente a nucleagao.

4.2 SINTESE VIA ROTA 2

O objetivo desse conjunto de experimentos foi dar continuidade
a analise e influéncia dos parametros na formagdo das nanoparticulas.
Nesse capitulo, uma nova rota de sintese foi proposta a fim de se obter
uma atmosfera com total controle da umidade e da temperatura de
sintese. Assim, foi possivel estudar a influéncia da temperatura na
formacdo das nanoparticulas, bem como, avaliar a nucleacdo do meio,
uma vez que, a sintese com temperatura controlada ocorre de forma
mais lenta que o meio sonicado, permitindo que fosse retirado pontos ao
longo da reacdo. O material sintetizado foi caracterizado por
Espectrofotometro UV-Vis e Microscopia Eletronica de Transmissdo
(TEM).

4.2.1 Influéncia da temperatura

Os resultados da andlise UV-Vis estdo apresentados na Figura
26 e resumidos na Tabela 9, todas as amostras foram inicialmente
diluidas para que pudesse ser realizada a leitura. Vale ressaltar que para
a reacdo realizada a 30°C foi observado que com poucos minutos de
reagdo houve a formacdo de aglomerados e as particulas precipitaram.
Com relagdo as outras reagdes, ¢ possivel observar que ha um
deslocamento do pico levando a um aumento no valor do comprimento
de onda da absorbancia maxima. De acordo com o proposto por
Stamplescoskie et al. (2015), o aumento do valor do comprimento de
onda com deslocamento do pico caracteriza um aumento no tamanho da
nanoparticula, posteriormente comprovado pela andlise de TEM.
Portanto, quanto maior a temperatura, maior o tamanho da
nanoparticula.



71

Tabela 9: Comparativo dos valores de FWHM, comprimento de onda e
absorbancia maxima entre sinteses realizadas em diferentes temperaturas.

Temperatura FWHM Comprimentode  Absorbéancia

(°C) Onda (nm) maxima
30 - - -
50 122,70 398 2,07
70 115,0 405 2,48
100 184,3 417 2,05

*Nao houve formacdo de nanoparticulas.

Pastoriza-Santos; Liz-Marzan, (1999)relatam com base em seus
estudos que o aumento da temperatura promove a formagao mais rapida
de nanoparticulas. Assim, considerando o mesmo intervalo de tempo, o
aumento na concentracdo esta diretamente relacionado ao aumento da
temperatura. Estando de acordo com o resultado obtido nesse estudo ao
comparar o grafico A (50°C) com o grafico B (70°C) da Figura 26.

Além disso, pode ser observado na Figura 26 que hda um
espalhamento do pico de absorbancia na regido do comprimento de onda
de 450nm conforme ocorre o aumento da temperatura. A regido de
450nm ¢ caracteristica das nanoparticulas formadas pela reducdo do
DMF no sistema apresentado nesse trabalho, conforme evidenciado na
Figura 29. Dessa forma, com o aumento de temperatura o DMF
intensifica a formag@o de nanoparticulas(PASTORIZA-SANTOS; LIZ-
MARZAN, 1999) e, consequentemente, ocorre o aumento do pico de
absorbancia na regido de 450nm.

Pastoriza-Santos; Liz-Marzan, (1999) observaram que em
100°C o DMF intensifica o poder de redugdo e, consequentemente,
acaba sintetizando mais particulas do precursor metalico. Como a
metodologia aplicada na Rota 2 consiste em primeiro adicionar o DMF
com o AgNO; e somente apds a dilui¢ao do sal e inicio da redugdo do
DMF adicionar o ML33. Acredita-se que o aumento da temperatura até
100°C beneficie a interagdo DMF/AgNOse que ao adicionar o ML33 na
solugdo, tenha menos precursor metalico para ser sintetizado,
diminuindo o pico de absor¢do caracteristico do ML33 nessa
temperatura (400nm).

O efeito do ML33 como agente redutor ¢ muito mais intenso
que o efeito do DMF. Assim, o aumento da temperatura beneficia o
sistema como um todo para formagdo das nanoparticulas. Porém em
100°C, o AgNO; passa a ser o agente limitante da reagdo e como a maior
parte do sal foi reduzida pelo DMF o pico de absorbancia diminui
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(Figura 26C) em comparagdo com a reagdo conduzida a 70°C (Figura
26B), ocorrendo também o deslocamento do mesmo para a regido de
450nm.

Figura 26: Graficos UV-Vis das reagdes sintetizadas nas temperaturas: A)50°C,
B)70°C, C)100°C
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Baseado no resultado do UV-vis, acredita-se que seja necessario
iniciar a reagdo com uma certa temperatura. Diferente da sonicacdo
(ROTA 1) que permite uma homogeneizacao da solu¢do de forma mais
intensa, a ROTA 2 necessita uma temperatura inicial que promova a
agitagdo molecular do meio e sua homogeneizagdo, permitindo que o
polimero chegue a nanoparticula para promover a estabilidade estérica,
caso contrario, ocorre a precipitacao.

Nas Figuras27 e 28 sdo apresentados os resultados obtidos no
Microscopio Eletronico de Trasmissdo. Conforme ¢ possivel observar
pela distribuicdo do tamanho das nanoparticulas, a reacdo a 70° produziu
em torno de 42% das nanoparticulas com tamanho menor do que 10nm,
enquanto a reagdo de 100°C produziu apenas 10% das nanoparticulas
com tamanho inferiror a 10nm.
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Imagem TEM da sintese a 70°C (A) e 100°C (B)

Figura 27
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Figura 28: Distribui¢do do tamanho das nanoparticulas da sintese a 70°C (A) e
100°C(B).
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Na tabela 10 estdo apresentados os calculados do didmetro
médio (Dpn), do didmetro volumétrico (Dpw) e do indice de
polidispersao(PDI) conforme equacdes 2-4.

Tabela 10: Média dos tamanhos de particulas e valores de PDI obtidos em duas
temperaturas de sintese.

Temperatura D, x* o D, * PDI
70°C 11,65 $3,9 15,22 1,30
100°C 15,35 3,7 20,65 1,35

*Relativo a contagem de pelo menos 200 particulas.

O resultado obtido esta de acordo com Bakumov et al., (2008) e
Pastoriza-Santos; Liz-Marzan, (1999), pois quanto menor a temperatura,
menor o tamanho devido a fase de crescimento ocorrer de forma mais
lenta e controlada. Por outro lado, considerando o mesmo intervalo de
tempo, o efeito do aumento da temperatura, aumenta a concentragao de
nanoparticulas no meio. Portanto, nesse trabalho a temperatura ideal
encontrada foi de 70°C.

4.2.2  Nucleagdo das nanoparticulas de prata

A fim de entender a nucleagdo das nanoparticulas de prata no
sistema, realizou-se um estudo cinético por espectroscopia de UV-Vis.
A condigdo utilizada para o teste foi a condi¢do otimizada de solvente,
temperatura e massa dos reagentes conforme experimentos anteriores.

Conforme descrito na Rota 2, a primeira parte da reacdo inicia-
se com a mistura do solvente DMF com o precursor metélico, os quais
sdo deixados em contato por um tempo de aproximadamente 10 min sob
agitagcdo constate. O tempo de contato foi estipulado baseado no estudo
de Pastoriza-Santos; Liz-Marzan, (1999), bem como, esse foi o tempo
necessario para que fosse evidenciado alteragdo na coloragdo da reagdo
para amarelo claro, indicando o inicio do processo de redugdo da prata,
com a formagdo dos nucleos, nanoclusters ¢ uma quantidade baixa de
nanoparticulas. A absorbancia inicial prévia a adi¢do do polimero ML33
esta representada na Figura 29.
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Figura 29:Grafico UV-Vis da reagdo de DMF com AgNO;
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A interacao do ML33 e do DMF na solucdo, leva a formagao de
uma maior concentra¢do de nAg, pois auxilia no consumo do precursor.
Além disso, como no meio ja se encontram nucleos de prata e
nanoclusters, ocorre uma reagdo autocatalitica e o consumo do
precursor metalico de forma muito rdpida. Em menos de 15 minutos a
reagdo atinge o ponto maximo de absorbancia. Vale lembrar que a
leitura da absorbancia apos a adigdo do ML33 ocorre por meio da
diluicdo de 10X da aliquota inicial.

Outro ponto importante é que a adi¢do do polimero promove a
estabilizagdo estérica das nanoparticulas, através da adsor¢do do mesmo
na superficie da particula, impedindo seu crescimento. (FELDHEIN, D.
L.; FOSS, 2002)

O rapido crescimento do valor da absorbancia pode ser
evidenciado na Figura 30 e na Tabela 11, na qual foi representado
apenas alguns dos pontos relatados na metodologia. Os demais valores
de absorbancia estdo presentes na Figura 31. O ponto situado no valor
de 0 minutos na Figura 30¢ anterior a adigdo do ML33 (sem diluigdo da
aliquota — Figura 29) e os pontos seguintes (2,5,10,15,20,30min) sdo
apos a adi¢do do ML33 (com dilui¢do da aliquota em 10X). Como pode
ser observado, ocorre um aumento rapido da absorbancia tdo logo ¢



78

adicionado o ML33, bem como uma diminui¢do nos valores de FWHM
(182,6 para 147,37) e no valor do comprimento de onda na absorbancia
maxima (447 nm para 412 nm), indicando respectivamente, uma
reducdo na polidispersidade da nanoparticula e no tamanho da mesma.
Apds 15 minutos de reagdo, a absorbancia maxima é atingida e reagdo

permanece estavel.

Tabela 11: Valores de FWHM, absorbancia maxima e comprimento de onda de

alguns dos pontos obtidos durante o acompanhamento da nucleagao.

Tempo FWHM Absorbancia Comprimento
(min) maxima de Onda (nm)

0 (sem ML33) 182,60 0,43 447

2 147,37 1,21 412

5 145,83 1,74 412

10 128,32 2,20 409

15 117,28 2,35 408

20 123,21 2,24 409

30 121,61 2,32 409

Figura 30:Grafico UV-Vis da nucleacdo das nanoparticulas de prata.

Absorbancia
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Na literatura diferentes mecanismos de formacdo das nAg sdo
propostos, como os de Finke e LaMerja abordados. Entretanto, a
cinética de nucleacdo na sintese desse trabalho ndo seguiu nem o
modelo de Finke (perfil sigmoidal), nem o modelo de LaMer, ambos
apresentados anteriormente na Figura 11.0 modelo de Finke propunha
uma etapa de nucleagdo lenta, seguida de uma etapa de crescimento
autocatalitico, e o modelo de LaMer propunha uma etapa de nucleagio
rapida, seguida de uma etapa de crescimento lenta, levando a uma maior
monodispersidade das nAg.(LAMER; DINEGAR, 1950; WATZKY;
FINKE, 1997)

Signori (2010) observou em seu trabalho que os perfis cinéticos
das reagdes com nanoparticulas também ndo seguiram os modelos
propostos por Finke e LaMer, as cinéticas no estudo em questdo
apresentaram perfil de primeira-ordem. Como pode ser observado na
Figura 31, a cinética nesse trabalho apresentou um perfil de pseudo
primeira-ordem, descrita na equagdo 6. Esse perfil indica que a
formagdo das nanoparticulas ocorre em uma tunica fase (SIGNORE,
2010). Skrdla et al. (2007) propds que esse tipo de mecanismo na
formagdo de nanoparticulas pode ser atribuido a possibilidade de
dispersdo da barreira de energia de ativacdo do processo, ndo
apresentando a etapa lenta de nucleacdo conforme mecanismo de Finke.

Dessa forma, a cinética da nucleacdo das nanoparticulas foi
ajustada & uma equacdo de primeira ordem. A partir dos valores de
absorcao em 409 nm pelo tempo (Figura 31), o modelo da reagdo foi
obtido conforme equagdo 6, com R% de 0,97134.

Ay = Ag — Age Fobst Equagio 6
Onde: A; € a absor¢do no tempo t; Aypé a absorcdo no final da

reacdo; t € o tempo; koys € a constante cinética observada (CAI; CHEN;
ZHOU, 2004).



80

Figura 31:Gréafico da absorbancia em rela¢do ao tempo.
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Em reac¢des de autocatdlise, um grafico de In (o/(1-a)) em
funcdo do tempo (Figura 32) se comporta de forma linear (HUANG;
MILLS; HAJEK, 1993). De acordo com os resultados obtidos, nas
condi¢des de sintese realizada, a nucleagdo das nanoparticulas segue
uma via de reacdo autocatalitica até o tempo de 15 minutos. Reacdes
autocataliticas envolvem a nucleagdo ¢ o crescimento simultaneo das
nanoparticulas, bem como, devido a rea¢do ser muito rapida e as duas
etapas ocorrerem de forma simultinea, o tamanho das particulas variam
muito, aumentando o indice de polidispersdo e a largura a meia altura
(FWHM) nesse tipo de reagdo (VISWANATHA; SARMA, 2007).
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Figura 32:Gréfico de In (0/(1-a)) em fungdo do tempo; o € razdo entre absor¢ao
no instante t com a absor¢ao no final da reagdo. R?=0,95505.
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43 APLICACAO DO MATERIAL COMO REVESTIMENTO,
CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA.

O objetivo desse ultimo conjunto de experimentos foi aplicar a
solucdo coloidal nos substratos metalicos para formagdo do
revestimento e testar a adesdo e sua atividade bactericida. Para tanto,
utilizou-se para a aplicagdo pelo método do dip-coating a solugdo de
70°C, posteriormente, analisou-se o revestimento em relagdo ao angulo
de contato com a agua, adesdo e o efeito biocida pelo teste do contato
direto com as bactérias.

4.3.1  Anélise do dngulo de contato
A analise do angulo de contato fornece informagoes referentes a
hidrofilidade e hidrofobicidade da superficies analisada. As que
apresentam angulo de contato com a agua menor que 90° sdo
consideradas hidrofilicas e as que possuem angulo maior que 90° sao
consideradas hidrofobicas (JUNG; BHUSHAN, 2006; RIOS et al.,
2007).
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Os angulos de contato com agua de aco inoxidavel puro e
revestido com ML33/Ag podem ser visualizados esquematicamente na
Figura 33, quanto maior o angulo de contato mais esférica a gota fica na
superficie metalica.

Figura 33:Imagem representativa do angulo de contato (Gota Séssil)
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Fonte: adaptada Coan, 2014

A analise foi realizada em duplicata, com substratos contendo
somente o polimero ML33 e com substratos revestidos com o polimero
incorporado com as nanoparticulas. Os resultados obtidos estdo na
Tabela 12.

Tabela 12: Valores obtidos da analise do angulo de contato.

Aco Inox ML33 ML33-nAg

Angulo de 67,82 +£0,02° 100,42 +0,01° 98,01 +0,02°
contato

De acordo com a tabela 12 observa-se que o ago inox puro
possui um angulo de contato com a agua de 67,82° sendo considerado
uma superficie hidrofilica. O angulo de contato dos substratos metalicos
varia de acordo com a composicdo do metal. Andrade et al. (2010)
encontraram um valor semelhante (angulo de contato de 70,77 + 7,95)
para esse tipo de metal.

O angulo de contato com a agua do polimero inorganico ML33
obtido foi de 100,42° evidenciando a caracteristica hidrofobica desse
material. Esse resultado estd de acordo com o resultado apresentado na
literatura para os polissilazanos, como o HTT1800 puro utilizado em
revestimentos que apresentou angulo de contato de 100° (COAN,
2014).Segundo Hurst et al. (2012), a hidrofobicidade dos silanos ¢
proveniente das reticulagdes formadas durante o processo de secagem
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do revestimento que forma uma barreira que evita a penetragdo da agua
(HURST et al. 2012; KUNST et al. 2013).

Chen et al., (2009) estudaram a aplicagdo de uma monocamada
do silazano HMDS para reduzir a molhabilidade da superficie. Segundo
o estudo as ligagdes do HMDS com a superficie metalica ocorreram
através das pontes de Si-O, conforme mostrado na Figura 34, expondo
os grupos CHj; para a superficie, os quais seriam os responsaveis pela
caracteristica da hidrofobicidade dos materiais.

Figura 34: Ligagdes do HMDS com a superficie por pontes Si-O
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Fonte: adaptada Cheng et al, (2009)

No caso dos polissilazanos, sdo os grupos N-H e Si-H que
reagem com os grupos polares do substrato, liberando NH;(VU, 2008).
Como observado, o valor do angulo de contato do ML33 com
nanoparticulas de prata incorporadas diminui em relacdo ao
revestimento puro. Dessa forma, acredita-se que a interagdo com a prata
dos grupos N-H e Si-H possa diminuir a quantidade de CH;na superficie
do revestimento, levando a uma diminuicdo no valor do angulo de
contato. Bem como, a prata apresenta caracteristica hidrofilica, o que
diminuiria o valor da hidrofobicidade do material.

Entretanto, o wvalor ainda se apresenta muito perto do
encontrado para o ML33 puro. Esse resultado é interessante, pois a
baixa molhabilidade do revestimento, evidenciada pelos angulos de
contato acima de 90° ¢ uma caracteristica desejada para filmes
protetores anticorrosivos. (YEH et al., 2006; JOTHI; PALANIVELU,
2013).

4.3.2 Teste de aderéncia
Os revestimentos apos o teste de aderéncia podem ser
observados na Figura 35 (ago inoxidavel 304) sob aumento em
microscopio Optico.Com base nas imagens obtidas, nota-se que ndo
houve remogao de partes do revestimento apds a remogdo da fita adesiva
conforme metodologia do teste. Desse modo, os revestimentos podem
ser classificados como tipo 5 da classificagdo indicada na norma ASTM
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D 3359, para o qual as beiradas dos cortes permanecem e nenhum dos
quadrados do corte ¢ arrancado

Figura 35: Placas de ago inoxidavel revestidas pelo material
ML33 nAg

Aumento de 50x
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Mallmann, (2016) também relatou em seus estudos a boa
aderécia do ML33 ao substrato metalico. O material utilizado pelo autor
foi o aco inoxidavel 304, o mesmo utilizado nesse trabalho, e tanto o
revestimento do ML33 (Figura 36) quanto os demais revestimentos
realizados com modificagdbes no ML33 foram classificados com
conceito 5 segundo a na norma ASTM D 3359.Esse resultado
comprova que o0 ML33 possui uma excelente adesdo nas placas.

Figura 36: Placa de aco 1n0x1dave1 revestida por ML33.

Fonte: Mallmann (20 17)

Os resultados da boa adesdo dos revestimentos nos substratos
metalicos estd relacionadocom a presenca de ligacdes covalentes H;C-
O-Si. Essas ligacdes, conforme ja apresentado no item 4.3.1.1 sdo
originadas pela interagdo entre as ligagdes Si-H e N-H com os grupos
hidroxila do aco(VU, 2008; AMOUZOU et al., 2014).

Entre a Figura 36 do autor Mallmann referente ao ML33 puro e
as imagens da Figura 35 ficou evidente uma alteragdo na coloragdo do
revestimento. O composto ML33 puro apesentou um tom cinza grafite
enquanto o revestimento do ML33 contendo nanoparticulas de prata
apresentou um tom dourado. Essa alteragdo na coloragdo pode ser
atribuida as particulas de prata devido a sua cor caracteristica tender ao
amarelo nas dimensdes nanométricas.

Em uma visdo macroscopica também ¢ possivel notar a
diferencga entre o revestimento de ML33 nAg e o ML33 puro, conforme
evidenciado na Figura 37. A placa contendo a prata apresenta um tom
escuro puxando para o dourado, enquanto o revestimento sem a Prata
mantem a colorag@o do aco inoxidavel.
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Figura 37: Placas de ag¢o inox com revestimentos aplicados pelo método Dip-
Coating.

4.1.1  Avaliacdo da atividade antibacteriana

Os revestimentos contendo o composto ML33 nAg
apresentaram efeito atividade biocida sobre as bactérias avaliadas (S.
aureus e E. coli) nas condi¢oes utilizadas. A analise foi realizada em
triplicata e ndo foi constatado o crescimento de coldnias nem da bactéria
E. Coli nem da bactéria S. aureus nas placas que tiveram contato com as
nanoparticulas apos 6 horas.

Nas Figuras 39 e 40 ¢é possivel observar o crescimento das
culturas de S. aureus ¢ E. coli apos4 horas de contato com os substratos
metalicos revestidos com ML33 e os substratos metalicos revestidos
com nanoparticulas de prata incorporadas ao ML33. Como ¢ possivel
observar, o crescimento de bactérias nas regides que tiveram contato
com os substratos metalicos contendo a prata foi extremamente baixo ao
ser comparado com a os substratos revestidos apenas com ML33, os
quais ndo impediram o crescimento das bactérias. Com 4 horas de
contato com as regides contendo as nanoparticulas ocorreu inibicdo do
crescimento para as duas bactérias avaliadas. As linhas em cada placa
(1, 2, 3 e 4) da Figura 39e 40 sdo as diluicdes seriadas de
respectivamente 10000, 1000, 100 e 10referentes as concentragdes.
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Figura 38: Cultura S. aureus expostas por 4 horas aos substratos metalicos com
revestimento de ML33 puro (A) e ML33 nAg (B).

Figura 39: Cultura E. coli expostas por 4 horas aos substratos metalicos com
revestimento de ML33 puro (A) e ML33 nAg (B)

Temno de Contato: 4 horas

Na literatura, estudos sugerem que o efeito das nanoparticulas
de prata ¢ mais intenso em bactérias gram-negativas (CHEN et al., 2011;
FAYAZ et al., 2010; TAGLIETTI et al., 2012; TAMBOLI; LEE, 2013).
No trabalho em questdo, no tempo de contato de 4 horas, pode ser
evidenciado que o crescimento das col6nias de bactérias foi levemente
maior na S. aureus (gram-positiva) do que na E. coli(gram-negativa), ou seja, a
prata foi mais intensa nas bactérias gram-negativas. A diferenga de
sensibilidade das bactérias gram-positivas e gram-negativas ¢é atribuida a
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estrutura da parede celular. A parece celular de bactérias gram-negativas
¢ composta de uma camada fina de peptideoglicano (entre 2 e 3 nm) e
de uma camada de lipopolissacarideo. As bactérias gram-positivas nao
possuem membrana externa, porém, a parede celular possui uma
estrutura mais rigida, dificultando a impregna¢do das nanoparticulas de
prata para dentro da célula (CHEN et al., 2011; TAMBOLI; LEE, 2013).

Apbs 6 horas de contato, ndo houve diferenca no efeito das
nanoparticulas entre as bactérias gram-positivas e gram-negativas, como
pode ser evidenciado na figura 41 a inibigdo foi total para as duas
culturas. Esse fato estad relacionado ao tamanho da nanoparticula
produzida (8-10nm), pois quanto menor o tamanho, melhor o efeito
antimicrobiano (GUZMAN; DILLE; GODET, 2012; MARTINEZ-
CASTANON et al., 2008).

Figura 40: Ac¢@o antibacteriana dos substratos metalicos revestidos com
ML33_Ag nas culturas de bactérias gram-positivas (S. aureus) e gram-negativas
(E. coli) com tempo de contato de 6h.
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Martinez-Castanon e colaboradores (2008) em seus estudos
empregaram nanoparticulas de prata com diferentes tamanhos (7, 29 e
89nm) e perceberam que as culturas de bactérias gram-positivas (S. aureus)
e gram-negativas (E. coli) tiveram um perfil de comportamento muito parecido
ao ser utilizada a nanoparticula de 7nm, indicando que a parede celular de
bactérias gram-positivas ndo possui interferéncia quando se empregam
nanoparticulas com tamanhos entre 1-10 nm. Em relacdo as
nanoparticulas com 29 e 89 nm, foi observado a necessidade de maior
quantidade de prata para inibir o crescimento de S. aureus (gram-positiva),
devido ao fato da nanoparticula ter um efeito menos intenso nesse tipo
de bactéria. MARTINEZ-CASTANON et al., 2008).
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5. CONCLUSAO

A rota de sintese de nanoparticulas de prata via sonicagdo foi
estudada em relacdo a influéncia do solvente e a determinacdo do
parametro da massa de ML33 e AgNOs. Todos os solventes utilizados
na Rota de Sintese 1 apresentaram formacao de nanoparticulas de pratas,
comprovando a eficacia do ML33 como agente redutor do precursor
metalico. A utilizagdo do DMF apresentou a maior concentragao dessas
particulas no meio, devido o ML33 em conjunto com o DMF
potencializarem a formagdo de nanoparticulas. O DMF foi o solvente
que proporcionou a maior estabilidade e a maior concentragdo de
nanoparticulas no meio, formando particulas inferiores a 10nm. O
planejamento experimental mostrou a influéncia da massa dos reagentes
(ML33 e AgNOs) utilizadas na reagdo, promovendo a melhor condicao
para produzir a méxima concentragdo de nanoparticulas no meio. Todos
o s Ensaios do planejamento foram caracterizados por UV-vis e a maior
concentracdo de nanoparticulas de prata foi obtida com 1,4g de ML33 e
0,007g AgNO;,

Apbés a determinacdo dos pardmetros via sonicagdo, uma nova
rota de sintese foi proposta a fim de se estudar a influéncia da
temperatura no meio reacional, uma vez que esse fator ¢ muito
importante para determinar o tamanho da particula. Devido a
temperatura interferir na viscosidade do meio e na agitacdo molecular,
percebeu-se que o aumento dela é benéfico e contribui com o aumento
da concentragdo de nanoparticulas na solucdo até que o efeito da
viscosidade sobreponha o da agitag¢do, depois dessa temperatura, ocorre
agregacdes e precipitacdo das nanoparticulas. Além disso, com base nos
resultados foi possivel concluir que o aumento de temperatura estd
diretamente relacionado ao aumento do tamanho da particula.

A reagdo conduzida com controle de temperatura seguiu uma
cinética de primeira ordem, onde a formagdo ocorreu em uma Unica
fase, além disso, percebeu-se com o estudo da nuclea¢do que ocorre um
rapido aumento da concentracdo de nanoparticulas no meio apds a
adi¢do do ML33 e que a mesma segue uma via de reagdo autocatalitica
at¢é o tempo de 15 minutos. Apods todas as condicdes de sintese
estabelecidas, a reagdo a 70°C foi escolhida para dar seguimento na
aplicagdo do revestimento, uma vez que essa apresentou resultados
muito parecidos com a sintese via sonicagdo, porém, as condigdes para
controle da atmosfera inerte no meio reacional se apresentaram
melhores.
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O método do dip-coating foi eficaz para a aplicacdo dos
revestimentos nos substratos metalicos. O ML33 apresentou uma otima
aderéncia no substrato metalico, sendo classificado como nivel 5
segundo a norma ASTM D 3359-97. As placas revestidas com o
composto ML33 nAg apresentaram angulo de contato muito proéximo
da placa revestida somente com ML33, 98° e 100° respectivamente,
indicando que apoés a sintese as propriedades do ML33 se mantiveram.
O resultado acima de 90° caracteriza a a¢do hidrofobica do
revestimento, servindo como um excelente filme anticorrosivo nos
substratos metalicos devido ao fato de evitar a molhabilidade da
superficie. Além disso, o teste antibacteriana comprovou eficacia do
revestimento em inibir o crescimento das bactérias E. coli e S. aureus,
quatro horas de contato das bactérias com as placas contendo as
nanoparticulas de prata foi suficiente para inibir a formacdo das
coldnias.

Assim, o estudo comprova o potencial do revestimento
desenvolvido para diversas aplicagdes, como por exemplo, em tanques
de tratamento, além de evitar o crescimento dos micro-organismos o
revestimento auxilia também na prevengdo da corrosdo dos mesmos.
Dessa forma, ficou evidente que os revestimentos apresentam uma vasta
area de aplicagdes em superficies metalicas com a finalidade de evitar a
incrustacdo de micro-organismos e manter as superficies esterilizadas.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros propde-se o
desenvolvimento de um estudo do mecanismo da reagdo para verificar
de que forma o ML33 reduz a prata para formagdo das nanoparticulas.
Em relagdo aos revestimentos, sugere-se a medi¢do de sua espessura e
um estudo mais profundo em relacdo a concentragdo de nanoparticulas
na superficie metalica. Além disso, devido ao conhecido efeito catalitico
das nanoparticulas indica-se testes para avaliagdo do material
desenvolvido na area catalitica na forma de revestimento ou, ainda, do
material pirolisado.
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APENDICE A — Espectros UV-Vis dos ensaios do Planejamento
Central Composto.
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