SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DE NANOPARTICULAS CONTENDO PRATA COMO AGENTE ANTIMICROBIANO
1Deborah Cristina Cruz; Lucia Helena Innocentini MeiL.H.I, 
1 Universidade Estadual de Campinas – (UNICAMP).  Faculdade de Engenharia Química – FEQ, Departamento de Tecnologia de Polímeros – DTP.  Caixa
Postal 6010, 13083-970. Campinas/SP

deborahccruz@gmail.com

RESUMO
O presente trabalho teve como proposta sintetizar nanopartículas de prata (NPAg) em meios aquoso e orgânico, através de rotas de síntese variadas, aprimorando as mesmas e o estudo de parâmetros de processos utilizados para classificar a viabilidade e possível utilização de cada rota. As caracterizações para avaliar a viabilidade de cada rota utilizada, assim como a formação e estabilidade das NPAg, foram feitas através de análises morfológicas e espectroscópicas, utilizando as técnicas de Ultravioleta visível (UV-VIS), Espalhamento Dinâmico da Luz (DLS), Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e Microscopia óptica – MO, no propósito de se obter NPAg estáveis, homogêneas e com propriedades e morfologias pré-definidas, melhorando sua aplicabilidade. Através dos resultados obtidos, avaliou-se a possibilidade de aplicações dessas NPAg em diversos campos, como em materiais da área têxtil, biomédica (sistema de liberação controlada de fármacos, tratamentos dérmicos), ortodontia, entre outros.
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INTRODUÇÃO
O estudo e utilização de dimensões nanométricas ou nano (prefixo simbolizado pela letra grega ƞ - eta),  tem sido realizado ao longos dos tempos, sendo considerado no sistema internacional de unidades (SI), denotando uma ordem de grandeza de 10−9m. Esta unidade tem sido considerada aplicável em diversas áreas da ciência, conhecida como a nanotecnologia (1). A nanotecnologia confere aos materiais algumas melhorias nas propriedades dos materiais, como resistência física e química.(10)
Desde o século IX, a comunidade científica vêm utilizando as propriedades de nanomaterias aliadas a compostos metálicos com o intuíto de se formar nanamomaterias com aplicações específicas; por exemplo, nanomateriais que utilizam prata para finalidade antimicrobiana no combate a várias doenças. (5) (12)
Em 1965, Moyer estudou o AgNO3 0,5% in-vitro e in-vivo em sua ação antimicrobiana em  Staphylococcus aureus, Haemolytic streptococci, Pseudomonas aeruginosa e E.coli,. Posteriormente, Fox estudou a mesma solução com sulfadiazina para tratamento de queimaduras, prevenindo/retardando o crescimento de bactérias gram-negativas. (7)
A prata na forma de nanopartícula apresenta sua superfície de contato aumentada, melhorando suas propriedades finais, logo foram surgindo aplicações em diversos campos de estudo, como na área odontológica e  biomédica.  (13)  
MATERIAIS E MÉTODOS
            Para obter a síntese mais adequada, optou-se pelo desenvolvimento de quatro rotas baseadas em referências, sendo estas pela via redução química de nitrato de prata com citrato trissódico, via reação de óxido-redução com nitrato de prata, via redução gradual de nitrato de prata e finalmente o que foi denominado redução química de sais de prata. Tais rotas encontram-se descritas na Tabela 1.
.Tabela 1: Rotas de síntese de nanopartículas de prata
	Reagentes: citrato sódio (Na3C6H5O7), nitrato de prata (AgNO3), acido ascórbico (C6H8O6), boridreto de sódio (NaBH4) e ácido nítrico (HNO3)

	Redução química de nitrato de prata com citrato trissódico (3)

	1% (peso/volume) de Na3C6H5O7 e 10-3M AgNO3 

	I
	II
	III

	1 mL de Na3C6H5O7 e 50 mL de AgNO3, sob aquecimento por 1 hora
	1 mL de Na3C6H5O7 e 50 mL de AgNO3, sob agitação, aquecimento por  1 hora. 
	1 mL de Na3C6H5O7 e 25mL de AgNO3, sob agitação  a   65ºC e ausência de luz.

	Via reação de óxido-redução com nitrato de prata (8)

	 0,01 mol/L de AgNO3 e 6,00 mmol/L de C6H8O6 na proporção de 1:1; (formação de agregados)
	0.02 mol/L de AgNO3, 12.00 mmol/L de C6H8O6 e Na3C6H5O7 0,005M 

	I
	II
	III
	IV

	AgNO3/C6H8O6, na proporção 1:1
	Mesma composição do item I, a temperatura 65ºC. 
	AgNO3/ C6H8O6 na proporção 1:1 e 12,5 ml Na3C6H5O7, a 65ºC 
	Mesmos parâmetros do item c, 25 ml Na3C6H5O7 e  ausência de luz. 

	Via Redução gradual de nitrato de prata (4)

	Solução aquosa de 10-4 M de AgNO3 e 3,5.10-3 M Na3C6H5O7 a 4ºC 

	I
	II

	5x10-4M, 5x10-6M e 2x10-7M NaBH4, adicionadas a solução de AgNO3/ Na3C6H5O7
	 0,01M, 0,005M e 0,0025M NaBH4, adicionadas à solução AgNO3/ Na3C6H5O7 sob agitação

	Via Redução química de sais de prata (6)(9)

	As vidrarias foram lavadas com solução de HNO3 1%. O precursor  AgNO3, o redutor  NaBH4 e estabilizante Na3C6H5O7, usando água ultra pura/Mili-Q na temperatura aproximada de 4ºC. 15 ml de AgNO3 0,25 mM, 15 ml  Na3C6H5O7  0,25 mM  e 0,9mL NaBH4  10 mM, .sob agitação e em banho de gelo .


RESULTADOS E DISCUSSÕES 
Após avaliar as rotas de síntese, ficou evidenciado que o rota com maior potencial foi por via redução química de sais de prata, em meio aquoso, em que o AgNO3 foi reduzido pelo agente redutor NaBH4 na presença do agente estabilizante citrato de sódio. As demais sínteses que foram menos eficazes na obtenção de NPAg. Os resultados obtidos comprovaram a formação de NPAg, tamanho médio e morfologia desejados,  conforme as Figuras  1a,1b e1 c). Na Figura 1a, observou-se a coloração amarela intensa característico de NPAg. Na Figura 1b, a curva de espectro de UV-Vis, com pico característico em 400 nm e intensidade de absorbancia 1,5 e na Figura 1c, a análise do espalhamento dinâmico de luz DLS , evidenciou o tamanho médio das NPAg em 40 nm .
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Figura 1:  a) solução padrão de NPAg; b) espectro UV-Vis; c) histograma ZetaSizer, respectivamente.
         Esta síntese pode ser ilustrada como a redução química de AgNO3 pelo agente redutor NaBH4, na presença do agente estabilizante citrato de sódio, conforme representado pelas equações de oxi-redução na Eq. (2). 

Equação A. Equação de oxi-redução representativa da reação.
O íon gerado pelo citrato é responsável pelo aparecimento de forças eletrostáticas repulsivas que impedem a aproximação das NPAg em meio aquoso, com o boridreto de sódio reduzindo a prata em metálica (Ag0). 

         JANA e col (2001) sintetizaram pelo mesmo método observando o crescimento de uma espécie de micela em solução, obtendo NPAg de vários tamanhos e morfologias, evidenciando por meio de caracterização espectroscópica a formação de NPAg com dimensão diametral de 4 nm. A obtenção de NPAg com 4 nm de diâmetro, deve-se a utilização do cetiltrimetil brometo de amônio  (CTAB) na síntese, para gerar alto rendimento, considerando que a quantidade de NaOH utilizada influência na formação de nanobastões e nanofios. (6)
            Na obtenção de nanobastões, o pH da solução de reação foi ligeiramente superior ao pKa do proton de ascórbico ácido (≈ 11,8), sugerindo que o diânion ascorbato é um componente significativo da solução. No caso o nanofios, o pH da solução era ligeiramente inferior a este pKa, sugerindo que o monoânion de ácido ascórbico (primeiro pKa ≈ 4,1) é predominante na solução. Desta forma, o controle do pH na formação de complexos de íons de prata nestas duas formas de redução, em conjunto com a sua complexação com o agente catiónico CTAB e da prata em solução, são fatores determinantes para formação de nanobastões e nanofios.
ENSAIO MICROBIOLÓGICO
            O produto síntese mais adequada de NPAg foi submetido a teste microbiológico, comprovando sua eficácia em P. aeruginosa e P. acnes, conforme Tabela 2, destacando-se a importância de se controlar crescimento bacteriano no substrato em que for aplicado. O aspecto visual dos ensaios é mostrado na Figura 3.
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Figura 3.  Imagens das placas após 24h de crescimento bacteriano P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, P. acnes

             Os resultados positivo e negativo para os ensaios microbiológicos foram avaliados e apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado comparativo microbiológico da NPAg pelo crescimento bacteriano, crescimento + ou crescimento 
	Microorganismo de teste
	P. Aeruginosa
	S. Aureus
	E. Coli
	P. Acnes

	Solução de NPAg
	-
	+
	+
	-


ULKUR, U. e col, (2006),  relataram o mecanismo de ação de íons de Ag através do bloqueio imediato da cadeia respiratória do microrganismo testado, destruindo a membrana celular e ligando-se ao Ácido Desoxirribonucleico (DNA) bacteriano, inibindo sua replicação celular, sendo observado pelo testes em placas, conforme ensaio realizado. (11)
Kong, M. e col (2010) observaram que esta atividade antimicrobiana depende de fatores como o tipo dos microorganismos analisados, presença ou ausência de cátions metálicos no meio de cultura, pKa da amostra, grau de desacetilação, estado físico (por exemplo, quitosana solúvel ou no estado sólido), concentração dos reagentes e força iônica do meio, pH e temperatura.
Portanto, assim como Kong,  conclui-se que a formulação do substrato, no caso a quitosana, influencia diretamente na ação dos microorganismos de interesse.
ELECHIGUERRA ,J.L., e col, (2005) mostraram que a eficácia da ação das Nps esta fortemente ligada ao seu tamanho, evidenciando que a maior reatividade ocorre em Np de tamanhos menores. Sugerindo que interacção as NPAg inibi o vírus de se ligar a células hospedeiras evitando o crescimento de microoganismos. (HERRERA, M., e col, 2001; KRETH. J., e col, 2008)
CONCLUSÕES
Após realização dos quatro métodos de síntese, foi confirmada a eficácia pela via redução química de sais de prata. O resultado apresenta aspecto ou aparência visual com predominância da coloração amarelo intensa, caracterização de UV-Vis de absorbância máxima de 1,5 e comprimento de onda de 400 nm e analise de DLS demonstrando média de tamanho de nanoparticula em 50nm . 

Esta rota de síntese gera íons de prata residual após a formação das nanopartículas. Estes íons são capazes de dissolver e transformar nanopartículas. Logo, o consumo incompleto destes íons, mesmo ao final da reação, contribui para uma melhor formação com uniformidade de tamanho das nanopartículas, considerando como base a maturação de Ostwald no processo. Desta forma, é proporcionada uma rota simplificada de preparar nanoparticula de prata e estabilizá-la, fator importante que garante melhor efetividade nos resultados microbiológicos, favorecendo a inibição do crescimento de microorganismos.
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

1.BIJU, V., ITOH ,T., ANAS, A., SUJITH, A., ISHAKAWA, M. Semiconductor quantum dots and metal nanoparticles: Syntheses, optical properties, and biological applications. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v.391, n.7, p.2469-2495, 2008.

2.CAMUSSO, L., BORTONE,S. Ceramics of the World From 4000 B.C. to the Present. Abrams.  1992.

3.CANAMARES, M.V., GARCIA-RAMOS, J.V., SANCHEZ-CORTES, S., CASTILLEJO, M., Oujja, M. 

4..DONG, X., JI, X., JING, J., LI, M, LI, J., YANG, W. Synthesis of Triangular Silver Nanoprisms by Stepwise Reduction of Sodium Borohydride and Trisodium Citrate. J. Phys. Chem. C, v. 114, n. 5, p.2070-2074, 2010.

5..FREESTONE I., MEEKS N., SAX, M., HIGGIT, C. The Lycurgus Cup - A Roman nanotechnology. Gold Bulletin 40/4. p.270-277, 2007

6..JANA, N.R.; GEARHEART,L.; MURPHY,C.J. Wet chemical synthesis of silver nanorods and nanowires of controllable aspect ratio. Chemical communications, p.617-618,. 2001

7..KLASEN ,H.J. Historical review oh the use of Ag in the treatment of burus. I. Early uses. Burns . Elsevier, v.26, p. 117-130, 2000.

8.PONCE, P.; BUENO, V.B.; LUGAO, A.B. Filmes biodegradáveis produzidos com poli(caprolactona) (pcl) e nanopartículas de prata. Anais do 10o Congresso Brasileiro de Polímeros - Foz do Iguaçu. 2009
9.SEGALA, K. Síntese e caracterização de nanocompositos funcionais.2009. Tese(doutorado em química inorgânica).Universidade Federal de Santa Catarina. Florianopolis. 2009

10.TOMA, H. E., ARAKI, K. Nanotecnologia: o gigantesco e promissor mundo do pequeno. Revista ciência hoje, v.37, n.217, p.24-31, 2005.

11.ULKUR, U.; ONCUL, O.; KARAGOZ, H.; CELIKÖZ, B.; CAVUS, S. Comparison of silver-coated dressing (Acticoat), chlorhexidine acetate 0.5% (Bactigrass), and silver sulfadiazine 1% (Silverdin) for topical antibacterial effect in Pseudomonas aeruginosa-contaminated, full-skin thickness burn wounds in rats. J Burn Care Rehabil. v.26, p.430-3, 2005

12.YACAMÁN, M. J., RENDÓN, L.,  ARENAS, J. e PUCHE, M. C. S. Maya Blue Paint: An Ancient Nanostructured Material. Science, v. 273, p. 223-225, 1996.

13.YOSHIDA, K., TANAGAWA, M., ATSUDA M. Characterization and inhibitory effect of antibacterial dental resin composites incorporating silver-supported materials. J Biomedical Mater Res. Characterization and inhibitory effect of antibacterial dental resin composites incorporating silver-supported materials. J Biomedical Mater Res.  v.15(47),p.516-22, 1999.
ABSTRACT
Synthesis and characterization of nanoparticles containing silver antimicrobial agent

This work aimed to synthesize of silver nanoparticles (NPAg) in aqueous and organic environment through various synthesis routes, improving the same and the study of process parameters used to classify the feasibility and possible use of each route. The characterizations to assure the viability of each route used, as well as the formation and stability of NPAg were made through morphologies and spectroscopic analyzes, using techniques Ultraviolet Visible (UV-VIS), Dynamic Light Scattering (DLS) Microscopy Scanning electron (SEM) and optical Microscope - MO, in order to obtain NPAg stable, homogeneous with properties and pre-defined morphologies, improving its applicability. Through the results, we evaluated the possibility of such NPAg applications in diverse fields such as materials in the textile field, biomedical system (controlled release of drugs, treatments, dermal), orthodontics, among others.

Keywords

Nanotechnology, nanomaterials, silver
b)





c)





a)





BH4 –(aq)  + 3H2O( l )                  >  H2BO3-(aq) +  2H20(g) + 4H+(aq)


                     Ag+(aq)                 > Ag0 (aq)                                                       (x4)


4Ag+(aq)  +   BH4- (aq) + 3H2O(l) > H2BO3- (aq) + 2H2 (aq) + 4Ag (aq)                (A)











