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RESUMO: Nanoparticulas de prata (AgNP) tém se destacado no ambito nanotecnologico
devido a sua atividade antimicrobiana. Os microrganismos contaminantes sdao um risco
para a sociedade, fazendo das suas habilidades de resisténcia a agentes microbianos co-
muns um problema a satide humana. As AgNP sio apresentadas como um potencial anti-
microbiano, demonstrando assim, a necessidade de estudo e desenvolvimento de novos
produtos baseados nelas. Este estudo pretendeu sintetizar AgNP em membranas, caracte-
rizando-as através das andlises de MEV e espectroscopia UV-vis e avaliar a atividade anti-
microbiana desta sobre a bactéria Escherichia coli, através da filtracao de aguas contamina-
das. A sintese quimica foi capaz de reduzir nanoparticulas com diametros de 40-60 nm, e
estas demonstraram eficiéncia na inibi¢ao do crescimento bacterioldgico, apresentando um
potencial agente antimicrobiano para o tratamento de dguas poluidas por microrganismos
patogeénicos.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas de Prata. Atividade antibacteriana. Escherichia coli.

ABSTRACT: Silver nanoparticles (AgNP) have been highlighted in the nanotechnological
scope due to their antimicrobial activity. Contaminating micro-organisms are a risk to so-
ciety, making their resistance skills to common microbial agents a problem to human
health. The AgNP are presented as a potential antimicrobial, thus demonstrating the need
to study and develop new products based on them. This study consists of synthesizing
AgNP in membranes, characterizing them through SEM analyses and UV-vis spectroscopy
and evaluating antimicrobial activity against the Escherichia coli bacteria through the filtra-
tion of contaminated water. The chemical synthesis was able to reduce nanoparticles with
diameters of 40-60 nm, and these showed efficiency in inhibition of bacteriological growth,
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presenting a potential antimicrobial agent for the treatment of water polluted by patho-
genic micro-organismes.
KEYWORDS: Silver nanoparticles. Antibacterial activity. Escherichia coli.

1. INTRODUCAO

nanotecnologia, em seus varios campos de atuagao (engenharia, medi-

cina, biologia, farmacéutica), tem contribuido para o desenvolvimento de

novos materiais, técnicas e sistemas, através do controle, sintese e reestru-
turacdao em escalas nanométricas (1x10° m) de materiais de nivel atdbmico e mole-
cular (ROCO; WILLIAMS; ALIVISATOS, 2000; DONALDSON; STONE, 2000). Apesar da vi-
sao de um mundo com nanomateriais ter sido apresentada em 1959 pelo fisico Ri-
chard Feynman, em seu discurso do Prémio Nobel, foi apenas no século 21 que as
pesquisas e a produgado destes se intensificaram, tornaram-se globais (ROCO; WILLI-
AMS; ALIVISATOS, 2000).

As nanoparticulas se diferem das macromoléculas de mesmo material,
apresentando uma maior superficie de contato, novas propriedades fisicas e qui-
micas, chamando assim a atengao da comunidade cientifica (GHOSH CHAUDHURJ;
PARIA, 2011). Nanoparticulas de metais nobres se destacam, devido a suas multi-
plas aplicagOes e acOes, e as nanoparticulas de prata particularmente apresentam
atividade optica (EVANOFF; CHUMANOV, 2005), catalitica (TSUJINO; MATSUMURA,
2005; GANGULA et al., 2011), condutora (LI; WU; ONG, 2005) e antimicrobiana, ativi-
dade com maior énfase de pesquisas (LOK et al., 2007; PRABHU; POULOSEV, 2012;
PAL; TAK; SONG, 2007).

A constante descoberta e desenvolvimento de novos agentes microbianos
se faz necessdria diante da incrivel habilidade de resisténcias das bactérias. A
adaptacao destas a diferentes ambientes e circunstancias tém aumentado nos ulti-
mos anos, diminuindo a eficacia no uso de pesticidas, antibioticos, materiais bio-
cidas e outros meios conhecidos de combaté-las (SILVEIRA, 2009; SONDI; SALOPEK-
SONDI, 2004).

Aguas contaminadas por microrganismos apresentam risco a sociedade,
principalmente se forem ingeridas. Tendo a resolugdo n°® 357 do CONAMA como
referéncia, esta exige que sejam desinfestadas as dguas que contenham organismos
potencialmente patogénicos. Estes podem comprometer a satide e o bem-estar hu-
mano, causando doengas como enterites, diarreias infantis e doengas epidémicas,
sendo as principais bactérias responsaveis por elas a Salmonella spp., a Shigella spp.,
Escherichia coli e a Vibrio cholerae (BRASIL, 2014).

O presente trabalho visa sintetizar nanoparticulas de prata (AgNPs) através
da redugao quimica com borohidreto de sddio; estudar a eficiéncia da atividade
antimicrobiana destas contra a bactéria Escherichia coli, através da filtracao de
aguas contaminadas em membranas de éster celulose impregnadas com AgNPs;
utilizar de analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia
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UV-visivel para caracterizar a sintese das nanoparticulas; além de analisar o cres-
cimento bacterioldgico nas membranas, através da técnica de auséncia/presenga,
apos sua utilizagao para filtragao.

2. REFERENCIAL TEORICO

A visao da emergéncia do campo nanotecnoldgico, diante do cenario de
inovagao tecnologica e cientifica, levou em 1999 o governo dos Estados Unidos da
América a criar um programa de incentivo para tal, instituindo uma estratégia
para o desenvolvimento e pesquisas nesta drea (ROCO; WILLIAMS; ALIVISATOS, 2000).
No Brasil essa preocupacao partiu da ABDI (Agéncia Brasileira de Desenvolvi-
mento Industrial), que promoveu diversas atividades a partir de 2006, para mes-
clar a nanotecnologia e as necessidades industriais, promovendo assim, no ano de
2010, em parceria com a CGEE (Centro de Gestao e Estudos Estratégicos), um pla-
nejamento do estudo prospectivo da nanotecnologia.

De acordo com o Relatério Anual viabilizado para a National Nanotechno-
logy Initiative (2016; 2017), nos EUA, foram investidos em nanotecnologia mais de
U$ 15 bilhoes em 2014 e em torno U$14 bilhdes em 2015. Nesses dois anos, as pes-
quisas relacionadas com a sintese de nanoparticulas de prata e suas aplicagoes fo-
ram as de maior relevancia no National Institute of Standards and Technology, sendo
disponibilizados a este mais de U$ 53.6 bilhoes para estudos.

As principais rotas para a produgao de nanoparticulas de prata (AgNPs)
envolvem processos fisicos ou quimicos. O primeiro geralmente ocorre através da
reacao de evaporacgao/condensacao dentro de um forno tubular, a pressao atmos-
férica (JUNG et al., 2006). Infelizmente o uso desse equipamento é desvantajoso em
termos de ocupacgao do espaco fisico, de alto consumo de energia e de aumento da
temperatura ambiente. Em sua pesquisa, Jung et al. (2006), utilizaram um pequeno
aquecedor de ceramica com drea de aquecimento local, contornando assim as in-
conveniéncias mencionadas. Em sinteses fisicas modernas, a técnica de ablagao a
laser é utilizada no material em solugao, sendo vantajoso pela auséncia de reagen-
tes quimicos na solugao, garantindo pureza as AgNPs (DELL'AGLIO et al., 2016; ZU-
LIN et al., 2017; VALVERDE-ALVA et al., 2015).

No processo quimico predomina a reacdo de redugdo dos ions de prata,
para a sintese das AgNPs, empregando citrato e borohidreto de sédio como redu-
tores (KAMAT; FLUMIANIL HARTLAND, 1998; HE; KUNITAKE; NAKAO, 2003). Essa abor-
dagem leva a formagao de nanoparticulas instaveis, além de aglomerados. Para
evitar essas complica¢des, é comum a utilizacdo de agentes estabilizadores e ma-
trizes de sustentagao como filmes (POREL et al., 2007; LIANG et al., 2014), espumas
(JAIN; PRADEEP, 2005) e membranas (HE; KUNITAKE; NAKAO, 2003; SON; YOUK; PARK,
2006).

Devido ao risco e a toxicidade dos métodos comumente utilizados, surgiu
anecessidade do desenvolvimento de sinteses baseadas na quimica verde, que nao
apresentam potenciais riscos biologicos ao ambiente. A maioria das biossinteses
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envolve reagoes de redugao/oxidagao, nas quais sao adotadas agentes ecologica-
mente vidveis como, bactérias, fungos e extrato de plantas (KALISHWARALAL et al.,
2008; PRABHU; POULOSE, 2012).

A prata (Ag) e seus ions (Ag*) vém ha séculos sendo estudados, por causa
de suas atividades contra microrganismos. Em estudo realizado por Modak e Fox
(1973), foi relatado o mecanismo de agao antibacteriano da prata, no qual os ions
de Ag se ligam as moléculas de DNA das bactérias, inibindo assim o crescimento
das colonias. Russell e Hugo (1994) propuseram também que a forte reacao da Ag
com o grupo tiol (sulfidrila, -SH) provocaria mudancas na estrutura celular das
bactérias, e por consequéncia, levaria a morte destas. Posteriormente foi compro-
vado experimentalmente por Liau et al. (1997) que esta interagao € essencial no
combate destas.

As nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentam melhor eficiéncia antibac-
teriana quando comparadas com a Ag e Ag?, pois possuem maior superficie de
contato com os microrganismos (KANG et al., 2016), entretanto, seu mecanismo de
agao ainda nao é totalmente compreendido.

Pal, Tak e Song (2007) demonstraram que as AgNPs, através da absorcao
de Ag*pelas membranas celulares, inibem a respiracao enzimatica das células bac-
terianas, formando espécies de oxigénio reativas, deteriorando-as. Esta agao pode
ser observada pela formacao de “nddulos” pretos ao redor da superficie celular. O
mesmo efeito foi constatado também por Sondi e Salopek-Sondi (2004), que apre-
senta 0 mecanismo de agao das AgNPs, relacionado com a liberacao de moléculas
de lipopolissacarideo (LPS), as quais modificam a permeabilidade da membrana
celular, causando degradacao estrutural.

As doencas causadas por bactérias patogénicas, virus e protozoarios se tor-
naram comuns e se propagaram por todo o mundo, apresentando um risco a saude
humana, quando presentes na 4gua. Contanto que esta esteja contaminada, as do-
encas podem ser contraidas desde a inalagdo de gotas até o contato com a pele,
mas, sobretudo, pela ingestao (WHO, 2011). De acordo com a World Health Organi-
zation (2016), 663 milhdes de pessoas obtém agua através de fontes inapropriadas
e pelo menos 1,8 bilhoes de pessoas as ingerem de nascentes contaminadas por
fezes.

O habitat natural da bactéria Escherichia coli (E. coli) é o intestino humano e
animal, sendo a tinica da espécie do grupo dos coliformes termotolerantes exclu-
siva deste ambiente. Quando identificada neste local geralmente nao é nociva a
saude, entretanto, em outras partes do corpo pode causar sérias doencas. Estima-
se por ano a morte de 502 mil pessoas por causa de diarreia, uma das principais
infecgOes bacterianas (WHO, 2011; 2016; BRASIL, 2005).

A E. coli é o microrganismo mais adequado para indicar a contaminagao de
um corpo d’agua por bactérias termotolerantes, pois € inquestionavel sua natureza
de origem, as fezes. Apesar de o método de identificagdo desta nao ser o mais ra-
pido, é menos duvidoso, pois outras técnicas de andlises microbioldgicas, de dguas
infectadas, acusam espécies do mesmo grupo que podem ser também encontradas
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em solos, plantas ou em aguas que contenham matéria organica (WHO, 2011; BRA-
SIL, 2000).

3. METODOLOGIA

Para as sinteses das nanoparticulas de prata, caracterizacao e avaliagao da
eficicia da atividade antibacteriana destas, foram utilizados os Laboratdrios de
Quimica e de Microbiologia, localizados dentro das dependéncias do Centro Uni-
versitario de Patos de Minas (UNIPAM) e o Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em
Usinagem (LEPU) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

3.1. NANOPARTICULAS DE PRATA
3.1.1. Sintese quimica das nanoparticulas

A fundamentacado da sintese das nanoparticulas de prata foi feita a partir
do método quimico proposto por He, Kunitake e Nakao (2003), que utilizaram
membranas de éster de celulose (0,45 um Milipore ®) (MCs) como nanoreatores e
estabilizadores das nanoparticulas.

Para a formagdo das membranas impregnadas com AgNPs, foram utiliza-
dos 100 mL de solugao de nitrato de prata (AgNOs), na qual as MCs foram embe-
bidas por 1 minuto e em seguida lavadas em etanol PA durante 30 segundos. Pos-
teriormente as MCs foram imersas por 10 minutos em 100 mL de solucao de bo-
rohidreto de soédio (NaBH4), para a redugao dos ions de Ag, seguido de lavagem
em agua destilada por 1 minuto. Diferentes concentra¢des dos reagentes foram uti-
lizadas para uma avalia¢do da sintese das nanoparticulas, relacionadas na Tabela
1.

TABELA 1. Relacao da composigao das solugoes de AgNOs e NaBH4

Concentragoes (mM)

Ensaios AgNO: NaBH:
Er 1 200
E: 10 200
Es 1 100
Es 10 100

Fonte: Autoria prépria, 2017
3.2. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Para a caracterizacao das nanoparticulas de prata, foi utilizada microscopia
eletronica de varredura (MEV), marca Hitachi, modelo TM 3000 — Tabletop Micros-
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cope e também o espectrometro Thermo Scientific GENESYS 10S UV-Vis, para a ca-
racterizacdo Optica. Para a analise UV foram preparadas solugdes com citrato de
sddio, este como agente estabilizador, de acordo com o procedimento realizado
por Jana, Gearheart e Murphy (2001), e para estas, foram utilizadas as mesmas
concentragdes do sal precursor e do redutor descritas na Tabela 1.

3.2.1. Avaliagado da atividade antimicrobiana

Sendo a bactéria Escherichia coli (E. coli) a principal representante do grupo
dos coliformes termotolerantes e indicadora de contaminacao de aguas por orga-
nismos patogénicos (BRASIL, 2014), esta foi utilizada para avaliacao da atividade
antimicrobiana das nanoparticulas de prata.

3.3. SUSPENSAO BACTERIANA

Para o ensaio microbiano foi selecionada a cepa da E. coli (ATCC 25922), esta
foi cultivada em Agar Padrao (PCA) por 24 h a 35° C, visando as recomendagoes da
ANVISA. Posteriormente foram inoculadas em agua destilada estéril, para a sus-
pensao bacteriana, e uma dilui¢do da bactéria foi feita para obtengao da turvagao
correspondente ao tubo 0,5 da Escala de Macfarland, obtendo-se uma concentra-
¢ao final de 1,5x108 UFC/mL.

3.4. TESTE BACTERIOLOGICO

As col6nias em suspensao mencionadas acima foram filtradas a vdcuo em
membranas impregnadas com AgNPs (MC/AgNP), as quais foram descritas no ti-
tulo 3.1.1 deste trabalho, em triplicata. O mesmo procedimento foi realizado em
membranas de éster celulose (MC) puras para controle.

O teste bacterioldgico para coliforme termotolerantes foi realizado con-
forme o método recomendado pela American Public Health Association (APHA)
(2012), em que as MC/AgNP e as MC puras serao depositadas em placas de Petri
contendo Agar EMB e incubadas invertidas a 35° C durante 24 h. Apés este periodo
foi feita a contagem das colonias, no contador de colonias.

4. RESULTADOS

4.1. SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA (AGNP)

Durante a sintese quimica, a tonalidade das membranas de éster celulose
(MC) alterou-se imediatamente apos a deposi¢ao destas na solugao de NaBHj4, de
branco (Pura) para amarelo (E1, E2): a Figura 1 expressa o resultado dessa reagao.
Essa mudanga na coloragao indica a deposi¢ao de nanoparticulas de prata na mem-
brana (MC/AgNP), devido a absor¢ao plasmatica das AgNP (HE; KUNITAKE; NAKAO,
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2003). O mesmo nao ocorreu com os ensaios E3 e E4, provavelmente devido a baixa
concentragao da solugao de AgNO:s utilizada.

FIGURA 1. Membranas de éster celulose impregnadas com nanoparticulas de prata

Fonte: Autoria propria, 2018.

Os espectros UV-Vis das solugdes dos ensaios E3 (AgNP3) e E4 (AgNP4) que
confirmam a sintese das AgNP podem ser observados na Figura 2, que apresenta
uma banda espectral em ampla faixa de comprimento de onda.

FIGURA 2. Espectro UV-Vis das solugdes de nanoparticulas de prata
estabilizadas por citrato de s6dio
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Através da espectroscopia UV-Vis, € possivel analisar as nanoparticulas dis-
persas. O resultado ¢ uma banda de absorcao caracteristica de nanoparticula, situ-
ada em uma ampla faixa do espectro visivel, que representa uma superposicao das
frequéncias do fendmeno de ressonancia SPR plasmonica (SPR- Surface Plasmons
Ressonance) das AgNPs examinadas (ZHANG; NOGUEZ, 2008).

Esse fendomeno ocorre quando os elétrons livres na superficie das nanopar-
ticulas metalicas sao induzidos pelo campo eletromagnético da luz incidente pro-
duzida pelo espectrofotometro, gerando uma oscilagdo maxima em determinadas
frequéncias, caracterizando a ressonancia com a frequéncia de oscilagao da luz in-
cidente.

Essa frequéncia de ressonancia esta diretamente ligada a forma, tamanho,
organizacao das nanoparticulas e indice de refragdo do meio. Desse modo, € pos-
sivel que nanoparticulas de mesma natureza apresentem frequéncias diferentes,
através da variagao destas propriedades.

De acordo com Zhang e Noguez (2008), nanoparticulas esféricas entre 10-
20 nm possuem uma banda de absorgao no espectro em comprimentos de onda
inferiores a 400 nm. Dependendo do tamanho, uma suspensao de Ag-NPs com di-
ametros maiores, entre 30 e 100 nm, se apresenta com cores que variam do laranja,
verde até violeta. A banda de maior intensidade, por volta de 400 nm, mostra a
caracteristica das AgNPs esféricas de diametros aproximados a 40-60 nm.

Para a solugado do ensaio E1, a banda de absor¢ao se deu na faixa de 460 nm
(Figura 2), indicando a formagao de aglomerados das nanoparticulas. A microsco-
pia obtida através da andlise MEV (Figura 3) confirma a deposi¢ao coloidal das
AgNP nas membranas.

A membrana pura € intrinsecamente isolante, e ao depositar as nanoparti-
culas nesta, ela se torna eletricamente condutora, possibilitando sua interagao com
feixe de elétrons, fonte de excitagdo, e resultando no espalhamento destes para a
captura daimagem. Além disto as AgNPs minimizam o acimulo de carga, causado
pelo feixe, evitando a degradacao da amostra (PEREIRA DA SILVA; FERRI, 2015).

As membranas, apesar de possuirem poros de 0,45 um, conforme a especi-
ficagao do fabricante, sao compostas por fibras que apresentam uma superficie na-
noporosa, permitindo uma melhor penetracao das particulas de prata. A ligacao
entre os ions de prata e a celulose é provavel devido a interacao eletrostatica (ion-
dipolo) dos oxigénios carregados negativamente dos grupos polares hidroxila e
éter da membrana e os cations transientes do metal (HE; KUNITAKE; NAKAO, 2003).
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FIGURA 3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das membranas
impregnadas com nanoparticulas de prata
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4.2. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Ap0s o periodo de 24h de contato entre as colonias de E. coli ATCC 25922,
retidas nas membranas de éster celulose, e as nanoparticulas de prata, estas apre-
sentaram eficiéncia de 100% na eliminagao e anula¢dao do crescimento das bacté-
rias, conforme pode ser visualizado na Figura 4 (na pagina seguinte), nao sendo
necessario, desta forma, a contagem das colonias.

As diferentes concentragdes das solugdes do sal precursor (AgNOs) e do
redutor (NaBHs) nao influenciaram a atividade antimicrobiana da nanoparticula
de prata neste periodo. Nas membranas (b), (c), (d) e (e), que correspondem res-
pectivamente aos ensaios E1, E2, E3 e E4, ndo foram visualizadas colonias bacteri-
anas, diferentemente da membrana (a) pura, na qual observa-se o crescimento das
colonias da suspensdo bacterioldgica filtrada. Para o mesmo periodo, Jain e Pra-
deep (2005), também obtiveram a completa inibi¢do das bactérias E. coli, confir-
mando a atividade antimicrobiana da nanoparticula de prata.
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FIGURA 4. Atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata
em membranas de Ester Celulose contra bactérias E. coli ATCC 25922

Fonte: autoria propria, 2018

5. CONCLUSOES

A sintese quimica das nanoparticulas de prata (AgNP) através da redugao
com borohidreto de sddio resultou em nanoparticulas com didametro minimo de 40
nm, onde, com o aumento da concentragao das solugdes de nitrato de prata e bo-
rohidreto de s6dio, houve a formagao de aglomerados destas. A membrana de és-
ter celulose se apresentou como um potencial estabilizador das AgNP, utilizando
baixas concentracdes dos agentes precursores e redutores, 1 mM e 100 mM respe-
tivamente.

As nanoparticulas de prata demostraram ter atividade antimicrobiana, in-
dependentemente do diametro, contra a bactéria Escherichia coli, com inibi¢ao com-
pleta do crescimento bacteriano.
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