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RESUMO

Esse estudo teve como objetivo avaliar a agdo antimicrobiana de uma tinta acrilica a base d’agua
aditivada com nanoparticulas de prata (AgNPs) em sua formulacdo. As AgNPs foram
sintetizadas por reducdo quimica com nitrato de prata, borohidreto de sddio e os estabilizantes
polivinilpirrolidona (PVP), 4alcool polivinilico (PVA), polietilenoglicol (PEG) e
carboximetilcelulose sodica (CMC) nas concentracdes 0,3% e 1,0%. A caracterizacdo ocorreu
por espectrofotometria UV-Vis, técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), potencial zeta
e microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG). As nanoparticulas
foram avaliadas por difusdo em &gar por pogo contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Candida albicans. A tinta foi incorporada
com AgNPs em trés concentragfes, uma em branco e as demais nas propor¢oes 10:03 e 09:06
(v/v) de tinta pela solucéo de nanoparticulas. As avaliac@es antimicrobianas da tinta pelo teste
disco-difusdo foram contra os mesmos microrganismos e os filmes de tinta pintados em laminas
de vidro foram testados para K. pneumoniae, S. aureus e C. albicans. As AgNPs apresentaram
tamanho médio de aproximadamente 100 nm para PVP 1,0%, CMC 0,3% e 1,0%, inferior a 50
nm para as demais e alta polidispersividade em todas. As nanoparticulas sem estabilizante ou
com CMC obtiveram maiores estabilidades. A maioria das AgNPs apresentaram inibicéo,
exceto para a E. coli. O ensaio disco-difusdo das tintas mostrou inibicdo somente para a C.
albicans na concentragdo 02. Os filmes com adi¢cdo de AgNPs apresentaram uma diminuigéo
das colbnias de C. albicans e nenhum efeito para as bactérias.

Palavras-chave: Tinta antimicrobiana. Tinta a base d’agua. Nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antimicrobial action of a waterborne acrylic paint with silver
nanoparticles (AgNPs) in its formulation. The AgNPs were synthesized by chemical reduction
with silver nitrate, sodium borohydride and the stabilizers polyvinylpyrrolidone (PVP),
polyvinyl alcohol (PVA), polyethylene glycol (PEG) and sodium carboxymethylcellulose
(CMC) in concentrations 0.3% and 1.0%. The characterization occurred by UV-Vis
spectrophotometry, dynamic light scattering (DLS) technique, zeta potential and field emission
scanning electron microscopy (SEM-FEG). The nanoparticles were evaluated by diffusion on
agar per well against Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae and Candida albicans. The paint was incorporated with AgNPs in
three concentrations, one in white and the others in the proportions 10:03 and 09:06 (v/v) of
paint by the solution of nanoparticles. The antimicrobial evaluations of the paint by the disk
diffusion test were against the same microorganisms and the paint films painted on glass slides
were tested for K. pneumoniae, S. aureus and C. albicans. The AgNPs had an average size of
approximately 100 nm for PVP 1.0%, CMC 0.3% and 1.0%, less than 50 nm for the others and
high polydispersity for all nanoparticles. Nanoparticles without stabilizer or with CMC
obtained greater stability. Most AgNPs showed inhibition, except for E. coli. The disc diffusion
test of the paints showed inhibition only for C. albicans at concentration 02. Films with the
addition of AgNPs showed a decrease in C. albicans colonies and no effect for bacteria.
Keywords: Antimicrobial paint. Waterborne paint. Silver nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

O surto de doencas infecciosas causadas por bactérias patogénicas, o aumento da
resisténcia a antibidticos e o risco a saude de diversas doengas causadas por fungos que crescem
em materiais na presenca de umidade, estimularam a busca por novos agentes antimicrobianos
nos Ultimos anos (RAI; YADAV; GADE, 2009; BELLOTTI et al., 2015).

Nesse mesmo periodo, uma revolugdo tecnoldgica comparada a revolugdo industrial do
século XIX é realizada no campo da Nanociéncia e Nanotecnologia, com a expectativa de
produtos inovadores em areas importantes para a sociedade (MARTINS; TRINDADE, 2012).
As nanoparticulas metélicas, incluindo prata, 6xido de cobre, 6xido de zinco, dioxido de titanio,
dentre outras, apresentam elevada atividade antimicrobiana e surgem como alternativas
interessantes para materiais com agdo biocida (OGUNSONA et al., 2019).

A aplicacdo de tintas ou coberturas antimicrobianas nas superficies dos ambientes
hospitalares, creches, asilos, cozinhas e prédios deteriorados podem reduzir a propagacao e
prevaléncia de doengas, assim como, os desconfortos gerados aos usuarios (HANUS; HARRIS,
2013).

Diante do exposto, esses ambientes que demandam grande salubridade podem adquirir
a caracteristica antimicrobiana mediante o uso de tintas arquitetbnicas aditivadas com
nanoparticulas de prata na sua composicao, em superficies sejam elas paredes, pisos, forros, etc
(TORNERO et al., 2018).

Uma revisdo sistematica foi empreendida para aprofundar e justificar a realizacdo desse
trabalho, dessa forma, foi possivel identificar as tintas a base d’agua aditivadas com
nanoparticulas antimicrobianas e elencar aspectos como o tipo das tintas, as nanoparticulas
comumente empregadas e a forma de avaliacdo da acdo antimicrobiana.

As nanoparticulas de um material, como nanoparticulas de prata, apresentam diferentes
métodos de sintese, na qual cada componente presente pode resultar em alteracdes nas
propriedades do material, sendo os estabilizantes de grande relevéancia para o formato,
distribuicdo de tamanho e estabilidade da nanoparticula (EL-NOUR et al., 2010; LIU et al.,
2008). Nesse sentido, o Capitulo 02 teve como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar a
atividade antimicrobiana de nanoparticulas produzidas por reducéo quimica e estabilizadas por
diferentes polimeros.

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a agdo antimicrobiana de uma
tinta acrilica a base d’agua aditivada com nanoparticulas de prata em sua formulacéo, conforme

apresentado no Capitulo 03 desse documento de dissertacao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 NANOCIENCIA E NANOTECNOLOGIA

No final do ultimo século, o estudo de materiais com dimensdes extremamente
pequenas, na escala nanométrica, passou a ter grande destaque no campo cientifico e
tecnologico, consolidando a area de conhecimento intitulada como ‘“Nanociéncia e
Nanotecnologia” (ZARBIN, 2007).

O inicio da nanotecnologia no campo académico estd ligado ao cientista Richard
Feynman, quando em 1959 promoveu a palestra intitulada por “There's Plenty of Room at the
Bottom” e inseriu a ideia de manipular &tomos e moléculas diretamente para construir materiais
com propriedades superiores, em um processo de construcao de baixo para cima, sugerindo que
em um futuro ndo tdo distante, toda a enciclopédia britanica poderia ser escrita na cabeca de
um alfinete (ALMEIDA, 2017; BECHTOLD, 2011).

A base para a Nanociéncia e Nanotecnologia € o principio de que as propriedades dos
materiais, sejam elas Oticas, elétricas, magnéticas, de transporte, cataliticas, dentre outras,
dependem das dimensdes das suas particulas, apresentando consideraveis alteracdes para
dimensoes inferiores ao tamanho critico (ZARBIN, 2007). Dessa forma, um mesmo material
possui caracteristicas ou intensidade totalmente diferentes quando tem dimensGes
macroscopicas ou nanométricas.

A Organizacdo Internacional de Normalizacdo define como um nanomaterial aquele que
possuir qualquer dimensdo entre 1 e 100 nm e possui propriedades notaveis (DESHMUKH et
al., 2018). Esses nanomateriais podem ser classificados em: nanobastes e nanofios quando
apenas uma dimensdo é inferior a 100 nm; nanotubos, nanofibras e nanoplaquetas quando duas
dimensGes sao inferiores a 100 nm e nanoparticulas (NPs), pontos quanticos e nanoesferas ocas
quando trés dimensdes séo inferiores a 100 nm (YOUSAF; ALLI, 2007)

Uma consequéncia da reducdo do tamanho médio das particulas dos hanomateriais € o
aumento da area superficial em relagdo ao volume. Por exemplo, enquanto um cubo de 1 cm de
lado apresenta 6 cm? de area superficial para o volume de 1 cm3, cubos com aresta de 1 nm para
0 mesmo volume de 1 cm? resultam em 10*' cubos e area superficial total de 60.000.000 cm?
(MARTINS; TRINDADE, 2012). O efeito da relacdo da area superficial é notado quando
metais com tamanhos de grdo em torno de 10 nm sé&o aproximadamente sete vezes mais duros

e tenazes que aqueles com tamanhos de centenas de nandémetros (GARCIA, 2011).
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O avango da pesquisa e fabricacdo de produtos com propriedades nanotecnoldgicas é
consideravel, promovendo a presenca de nanomateriais em diversos campos, com destaque
para: cosméticos (protetores e logdes solares), téxteis antimicrobianos, compaositos magneéticos
(nano-oOxidos), ceramicas (ceramica fina), revestimentos (tintas e coberturas em geral),
ferramentas de corte de alto desempenho, nanomedicina (armazenadores e transportadores de
farmacos, testes bioldgicos, nanodispositivos, engenharia de tecidos), eletrdnicos
(microprocessadores, nanosensores), transportes (engenharia aeroespacial, combustiveis,
estrutura dos veiculos), energia e meio ambiente (fabricacdo, transmissao e armazenamento de
energia, motores, efluentes indesejaveis) (GARCIA, 2011; YOUSAF; ALlI, 2007).

O setor da construcdo civil, em geral mais conservador e com inclinagdo ao uso de
materiais e técnicas tradicionais, também apresenta grande potencial para a aplicacdo de
nanomateriais. O concreto e a argamassa podem ter suas propriedades melhoradas, através da
adicdo de nanoparticulas de 6xido de metal, nanotubos e nanofibras de carbono; as superficies
de paredes, pisos e equipamentos podem assumir a funcdo antimicrobiana com a adigédo, em
tintas, de nanoparticulas metélicas, nanocarbonos e pontos quanticos; as superficies dos
ambientes urbanos podem realizar a purificacdo do ar quando aditivadas com nanoparticulas de
dioxido de titdnio; e muitos outros materiais e equipamentos comuns na constru¢do podem

incorporar 0s avangos da nanotecnologia (HANUS; HARRIS, 2013).

2.1.1 Nanoparticulas de Prata

As nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentam caracteristicas importantes para
diversas aplicacdes, como as propriedades 6ticas e antimicrobianas. O comportamento 6tico
das AgNPs e outros metais como ouro e cobre pode variar conforme o tamanho e a forma das
nanoparticulas presentes nas soluc@es coloidais, em decorréncia dos elétrons livres na banda de
conducdo (ANDRADE, 2013).

A propagacéo de ondas eletromagnéticas entre um metal e o meio dielétrico circundante
resulta em um campo eletromagnético acoplado a oscilagédo coerentes dos elétrons da banda de
conducéo, sendo que essas energias de oscilagdo sdo quantizadas e os quanta de energia sdo
denominados plasmons de superficie (MARTINS; TRINDADE, 2012).

No momento em que a radiacdo eletromagnética € incidida na nanoesfera metalica, €
induzido a formacdo de dipolos, os quais promovem a polariza¢cdo da nanoparticula, ou seja, a
nuvem de elétrons sofre um deslocamento em relacdo aos ndcleos e as cargas positivas agem
simultaneamente como uma forca restauradora, fazendo os elétrons oscilarem coerentemente

(MARTINS; TRINDADE, 2012). Essa ressonancia dos elétrons livres quando em fase com a
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radiacdo eletromagnética, é o fendmeno conhecido como Ressonancia Plasmonica de
Superficie e que explica a diferenca de cores para solug¢fes coloidais com 0 mesmo material
(ANDRADE, 2013).

Figura 01 — Ressonéncia Plasménica de Superficie para nanoesfera.

Nanoesfera
metalica

Nuvem de elétrons

Fonte: Adaptado de Kelly et al, 2003.

Atualmente existe uma variedade de maneiras para sintetizar nanoparticulas de prata,
assim, a escolha da maneira de sintese depende das propriedades buscadas no material a ser
obtido. As rotas sintéticas sdo classificadas em quimicas, fisicas, fotoquimicas e bioldgicas,
apresentando como vantagens e desvantagens para cada método, por exemplo, a estabilidade,
o diametro das particulas, a distribui¢cdo de tamanho, os custos e a escalabilidade para maior
producdo (LOPES, 2017).

A sintese por reducdo quimica é a forma de sintese mais tradicional, na qual citrato de
sodio e borohidreto de sédio sdo usados como redutores dos ions de prata, assim como,
polimeros como alcool polivinilico (PVA) e polietilenoglicol (PEG) podem ser redutores e
também como estabilizantes (DURAN et al., 2019). No método de reducdo, é possivel variar o
tipo do agente redutor, sua quantidade e concentracdo, a temperatura da reacdo, velocidade de
agitacdo e duracdo do processo de redugdo (GARCIA, 2011). Em geral, essa rota de sintese
apresenta alta reprodutibilidade e simplicidade, com controle das dimensdes e distribuicdo de
tamanho, porém em algumas rotas sdo empregados reagentes toxicos e que geram subprodutos
toxicos (DURAN et al., 2019).

Ao contrario dos métodos quimicos, os metodos fisicos ndo utilizam substancias
quimicas toxicas, sdo comumente rapidos, sem contaminagdo por solvente nos filmes finos
preparados e também possuem uma boa uniformidade da distribuicdo de tamanho das

nanoparticulas, sendo os métodos mais comuns a evaporagdo-condensacao e ablacdo por laser
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(IRAVANI et al., 2014; LOPES, 2017). A preparagdo de nanoparticulas de prata por método
fotoquimico, utiliza a fotorreducdo de um precursor ou de ions de prata atraveés do uso de
intermediarios ativados fotoquimicamente (LOPES, 2017).

A sintese bioldgica é economicamente e ecologicamente viavel, sendo uma alternativa
simples, de baixo custo, realizada sob temperatura e pressdo ambientes e sem uso de
estabilizantes externos, porém tem como dificuldades o escalonamento e o rendimento das
nanoparticulas (DURAN et al., 2019). Esse processo de sintese também denominada verde,
utiliza como agente redutor bacterias, fungos, algas e extratos de plantas (IRAVANI et al.,
2014).

2.1.2 Estabilizacao de sistemas coloidais

As solucgbes coloidais sdo sistemas intermediarios entre as solucdes verdadeiras e 0s
sistemas heterogéneos, sendo que as particulas dispersas no dispergente possuem tamanho entre
Inm a lpum (BECHTOLD, 2011). A estabilidade das particulas que integram a suspenséo é
definida pelas forcas de atracdo e repulsdo entre elas, as quais variam conforme as
caracteristicas fisico-quimicas e da interface particula-solvente (ALMEIDA, 2017).

As interagdes entre as particulas dependem da distancia de separacdo, quantidade de
particulas dispersas, influéncia de forcas externas devidas ao campo de gravidade ou
cisalhamento (JUNIOR; VARANDA, 1999). Em dispersdes coloidais aquosas as principais
forcas envolvidas sdo: a interacdo repulsiva de duplas camadas de cargas da superficie das
particulas; interacdo atrativa de van de Waals; interacdo estérica repulsiva de cadeias de
polimeros adsorvidos nas particulas; interacdo atrativa de polimeros; interacdo de moléculas do
solvente (solvatacgdo) e interacdo hidrofébica (JUNIOR; VARANDA, 1999).

A estabilidade coloidal pode ser obtida através da estabilizacdo eletrostatica,
estabilizacdo estérica e estabilizacdo eletroestérica, conforme figura 02. A estabilizacdo
eletrostatica ocorre quando a repulsdo Coulombiana é capaz de superar as atracGes de van der
Waals, a adsorc¢éo de ions na superficie e os contra-ions formam uma dupla camada elétrica que
promovem uma repulsdo matua entre as particulas (ANDRADE, 2013).

A estabilizacdo estérica é obtida com a utilizacdo de polimeros com cadeias longas, que
sdo adsorvidas na superficie das nanoparticulas e promovem a interpenetracdo das camadas e
se ordenam paralelamente quando as particulas se aproximam, mantendo um impedimento
fisico entre elas (ALMEIDA, 2017). A estabilizacdo eletroestérica € o resultado da combinagéo

dos dois mecanismos.
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Figura 02 — Mecanismos de estabilizacédo das particulas: (a) eletrostéatica (b)
estérica.

(b)

Fonte: Fonseca, 2005.

2.2 Tintas na Construgéo Civil
As tintas em geral possuem uma extensa variedade de produtos e normalmente séo

categorizadas conforme seus componentes basicos, finalidade, qualidade, dentre outros. Os
componentes basicos das tintas sdo: resina, pigmento, aditivo e solvente. A resina é a parte ndo
volatil da tinta e possui a funcdo de aglomerar as particulas de pigmentos, além disso, o tipo de
resina empregado define a nomenclatura da tinta, como por exemplo, vinilica, acrilica, epoxi
ou poliuretanica (FAZENDA, 2009).

O pigmento é um material sélido com pequenas dimensdes que permanece constituido
ao filme de tinta apds a secagem, conferindo cor a superficie e demais caracteristicas da tinta,
como o poder de cobertura. O aditivo € um elemento que é adicionado as tintas para melhorar
suas propriedades, como a secagem, aplicabilidade, sedimentacdo, resisténcia a
microrganismos, etc (FAZENDA, 2009). O solvente é um liquido volatil, na maioria das vezes
com baixo ponto de ebulicdo, com a finalidade de solubilizar a resina (PILZ, 2004).

As tintas podem utilizar compostos organicos volateis (COVs) ou dgua como solventes.
Os solventes organicos, como aguarras, xilenos, ésteres, alcoois, acetonas e glicdis, estdo sendo
cada vez menos utilizados na producdo de tintas em razdo dos danos que as suas emissoes
causam na atmosfera do planeta (MONTEIRO, 2007).

As tintas a base d’agua representam hoje o produto de maior comercializagdo no mundo
inteiro, isso se deve a sua facilidade de aplicacdo, custo-beneficio e menor dano ao meio-
ambiente (FAZENDA, 2009). As tintas a base d’agua podem ser empregadas em diversas
aplicacdes, em ambientes internos e externos, seladores de superficies, em acabamento para
madeira, metais, gesso, etc (PILZ, 2004).

Um tipo de tinta largamente aplicado nas edificacOes € a tinta acrilica a base d’agua. A

resina acrilica € obtida a partir da esterificacéo dos acidos acrilico e metacrilico, com a formacéo
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de homo ou copolimeros com vérios &lcoois, resultando em uma variedade de resinas
termoplasticas (MONTEIRO, 2007). As tintas acrilicas sdo indicadas para ambientes internos
e externos, secos ou com umidade e possuem como propriedades mais importantes o elevado
brilho, dureza, flexibilidade, a boa resisténcia ao choque e a acdo de agentes quimicos e da
radiagdo UV (MONTEIRO, 2007).
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CAPITULO | - Tintas a base d’agua com adicio de nanoparticulas com propriedades
antimicrobianas: Revisdo Sistematica

RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo identificar tintas a base d’agua aditivadas com nanoparticulas
com propriedades antimicrobianas que podem ser aplicadas em ambientes que demandam
melhores condicdes de higiene e salubridade. Trata-se de uma revisao sistematica desenvolvida
pelo cumprimento das fases de planejamento, conducéo e analise dos resultados. Na etapa de
planejamento foi elaborado um protocolo de pesquisa, 0 qual foi executado com a busca em
bases de dados cientificas, selecdo dos trabalhos com critérios de inclusdo e exclusdo e a
extracao das informacdes de interesse, seguida pela analise dessas informacdes, dentre elas, o
tipo de tinta a base d’agua utilizado, a nanoparticula empregada, a avaliagdo da agdo
antimicrobiana das tintas e os resultados obtidos. Um total de 197 estudos foram identificados
nas bases de dados, com a selegcdo de 12 desses para a revisdo. A maioria das tintas a base
d’agua sdo do tipo acrilica e as nanoparticulas mais empregadas foram as metalicas, sendo a
maioria de prata. Os resultados dos ensaios de avaliagdo microbiolégica dos trabalhos
mostraram que, no minimo, uma formulacdo de tinta em cada trabalho possui efeito
antimicrobiano contra determinado microrganismo. Portanto, foi obtido o cenario das tintas a
base d’4gua com incorporacdo de nanoparticulas antimicrobianas que podem ser aplicadas em
hospitais, creches, asilos, cozinhas, etc.

Palavras-chave: Tinta a base d’agua. Nanoparticulas antimicrobianas. Nanotecnologia

ABSTRACT

This research aimed to identify antimicrobial nanoparticle additive waterborne paints that can
be applied in environments that require better hygiene and health conditions. It is a systematic
review developed by following the planning, conduction and analysis of the results. In the
planning stage a research protocol was elaborated, which was executed with the search in
scientific databases, the selection of the works with inclusion and exclusion criteria and the
extraction of the information of interest, followed by the analysis of this information, among
them, the type of waterborne paint used, the nanoparticle employed, the evaluation of the
antimicrobial action of the paints and the results obtained. A total of 197 studies were identified
in the databases, with 12 of these selected for review. Most waterborne paints are acrylic and
the most commonly used nanoparticles were metallic, most of which were silver. The results of
the microbiological evaluation tests of the work showed that at least one paint formulation in
each work has antimicrobial effect against a given microorganism. Therefore, the scenario of
waterborne paints with incorporation of antimicrobial nanoparticles that can be applied in
hospitals, nurseries, nursing homes, kitchens, etc. was obtained.

Keywords: Waterborne paint. Antimicrobial nanoparticles. Nanotechnology
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INTRODUCAO

A presenca de diversas particulas € comum aos ambientes fechados, entre elas,
numerosos esporos de fungos, bactérias e fragmentos de material bioldgico
(BRIMBLECOMBE, 2010). As paredes, 0s pisos e outras superficies do ambiente fornecem
um local bastante acessivel para que bactérias patogénicas se instalem e proliferem (HANUS;
HARRIS, 2013). Da mesma forma, fungos podem crescer aceleradamente em materiais de
construcdo, maveis e outros substratos em edificios que sofrem danos ou que apresentam alta
umidade (LI; YANG, 2004).

Determinados contaminantes fangicos representam um risco potencial a saide dos
ocupantes de edificacdes e, estudos epidemioldgicos ja mostraram que a exposicao interna de
longa duracdo a certos fungos, pode resultar em reacdo de hipersensibilidade e doencas crénicas
(LI; YANG, 2004). Os esporos de fungos sdo considerados alérgenos e doencas como asma,
rinite e pneumonite de hipersensibilidade podem estar relacionadas a sua exposicao, além disso,
subprodutos fungicos como micotoxinas, B-glucanas ou talvez compostos organicos volateis
(VOCs) fangicos, sdo potencialmente irritantes, toxicos, teratogénicos, carcinogénicos e
imunossupressores (LI; YANG, 2004).

Os casos de infe¢des nosocomiais tém crescido nas Gltimas décadas gerando enorme
preocupacdo devido as dificuldades no tratamento desses pacientes e as elevadas taxas de
mortalidade (HANUS; HARRIS, 2013). A infec¢do nosocomial é ainda mais critica nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), onde o paciente estd mais exposto ao risco de infeccao,
devido a sua condicdo clinica (LIMA; ANDRADE; HAAS, 2007). Em um estudo com 71
pacientes em UTI, 47 individuos (66,2%) apresentaram infeccdo hospitalar e taxa de
mortalidade dos infectados igual a 57,5%, enquanto a taxa para aqueles sem infeccdo foi de
8,3% (LIMA; ANDRADE; HAAS, 2007). Percentuais similares foram encontrados em
pesquisa realizada com 1.235 pacientes em UTIs, dentre os quais, 761 (61,6%) possuiam
infeccdo hospitalar e taxa de mortalidade igual a 37,6% (264), enquanto os ndo infectados
apresentaram 56 obitos (13,2%) (SILVA et al., 2012).

As evidéncias cientificas atuais revelam que as superficies contaminadas desempenham
papel importante na transmissdo de bactérias como Clostridium difficile, Enterococo Resistente
a Vancomicina (VRE), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa (OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011; WEBER et al.,
2010). O potencial das superficies dos ambientes hospitalares contribuirem para a transmissao
de patogenos relacionados aos cuidados de saude depende de varias causas, como a capacidade

dos patdgenos em permanecer viaveis em uma variedade de superficies secas, a frequéncia de
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toque nas superficies pelos pacientes e profissionais de salde e os niveis de contaminagéo
(BOYCE, 2007). Bactérias como MRSA, VRE e C. difficile possuem a capacidade de
permanecerem viaveis em superficies secas por longos periodos, até meses, facilitando sua
transmissdo no ambiente (BOYCE, 2007).

Em vista disso, ha um grande interesse na producéo de superficies comerciais higiénicas
para o controle de infec¢bGes bacterianas, diminuicdo de doengas causadas por fungos,
prevencdo de perdas econdmicas industriais causadas pela bioincrustacdo e melhora da
funcionalidade e aparéncia estética das superficies (DOMINGUEZ-WONG et al., 2014;
HENDESSI et al., 2016; TORNERO et al., 2018).

Atualmente, ha varias maneiras de obter superficies higiénicas, sendo a incorporagéo de
nanoparticulas com agdo antimicrobiana nas tintas uma estratégia que tem se apresentado eficaz
(HENDESSI et al., 2016). A utilizacdo das nanoparticulas esta crescendo devido suas pequenas
dimensdes e alta area superficial que proporcionam um maior contato com 0s microrganismos,
além disso, a resisténcia aos antibioticos apresentada pelos microrganismos é insignificante
para as nanoparticulas, visto que o modo de acdo das nanoparticulas finalizam no contato com
a parede celular e a destruicdo das células dos microrganismos (OGUNSONA et al., 2019).

Destacando a importancia das tintas no controle de microrganismos em um ambiente, o
objetivo da revisdo sistematica foi identificar tintas a base d’agua aditivadas com nanoparticulas
com propriedade antimicrobiana que podem ser aplicadas em ambientes que demandam

melhores condi¢des de higiene e salubridade.

MATERIAIS E METODOS

O estudo se trata de uma revisdo sistematica desenvolvida pelo cumprimento de trés
fases: planejamento, conducdo e analise dos resultados, seguindo as orientacdes definidas por
Biolchini et. al. (2007) e Kitchenham (2004).

Conforme o protocolo elaborado na etapa de planejamento, cumpriu-se a busca dos
artigos nas bases de dados: Science Direct, PubMed Central, Springer Link e Web of Science,
utilizando a seguinte string de palavras-chave: (Coating OR Paint) AND (waterborne OR
“water-based”) AND (Antimicrobial OR Antibacterial OR Antifungal) AND Nanoparticles
AND Hospital. As fontes selecionadas séo bases de dados eletrénicas da area, com presenca de
mecanismos de busca, disponiveis via Web e que permitem o acesso pelo Portal Periddicos da
CAPES.

Com a finalidade de encontrar os trabalhos relevantes, foram definidos os idiomas:

lingua inglesa e lingua portuguesa, e os critérios de inclusdo: 1. Trabalhos publicados e
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disponiveis integralmente em bases de dados cientificas; 2. Trabalhos publicados a partir de
2009; 3. Trabalhos na modalidade de artigos de pesquisa original ou short communication; 4.
Trabalhos que abordam tintas a base d’agua aditivadas com nanoparticulas com propriedade
antimicrobiana que podem ser aplicadas em ambientes que demandam melhores condicGes de
higiene e salubridade. Os critérios de exclusdo foram aqueles trabalhos: 1. Indisponiveis
integralmente nas bases de dados pesquisadas; 2. Publicados anteriormente a 2009; 3. Nas
demais modalidades de formato; 4. Que ndo contemplam o objetivo da pesquisa; 5. Duplicados
(em mais de uma base de dados).

O processo de sele¢do dos artigos incluiu a leitura dos resumos para uma pré-avaliacéo,
que determinou aqueles que foram excluidos, incluidos ou lidos integralmente em caso de
davida. Todos os trabalhos foram documentados no “Formulario de Conducdo da Revisao”,
com a justificativa de inclusdo ou exclusdo, sendo que os artigos excluidos foram confirmados
pela maioria dos autores.

Os dados dos artigos foram sistematizados em tabela no software Excel, com a extragao
de informac0es basicas (titulo, autores, periodico, data de publicacdo, resumo e base de dados
encontrada) e os seguintes atributos: tipo de tinta a base d’agua, nanoparticula empregada,
avaliagdo da acdo antimicrobiana das tintas e resultados encontrados. Em seguida, os dados

foram organizados em quadros ou figuras, com posterior anélise e discussdo dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca nas bases de dados, na qual foram empregados filtros de periodo de publicacédo
(2009 a 2019) e de modalidade de trabalho (artigo de pesquisa original ou short communication)
quando disponiveis na plataforma, resultou em um total de 197 registros. Apos a aplicacdo dos
critérios de exclusdo, foram eliminados: 83 estudos em formatos diferentes daqueles de
interesse, 91 artigos que nao atendem o objetivo da pesquisa e 11 artigos duplicados. Dessa

forma, resultaram 12 artigos que integraram a presente revisdo sistematica (figura 01).
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Figura 01 — Fluxograma do processo de selecdo dos estudos para a revisao.

Estudos identificados nas bases de dados:
Science Direct (n = 42)
PubMed Central (n = 80)

Web of Science (n = 09)
Springer Link (n = 66)

A 4

Total de estudos (n = 197)

A 4

Estudos excluidos (n = 185):
Trabalhos em modalidades diferentes que artigos de pesquisa
original ou short communication (n = 83)
Trabalhos que ndo contemplam o objetivo da pesquisa (n = 91)
Duplicados (n = 11)

A 4

Estudos selecionados para a revisao
sistematica (n = 12)

Fonte: Dados da pesquisa.

O numero crescente de estudos nas Gltimas décadas sobre organismos que destroem as
superficies dos materiais de construcdo e das tintas, passaram a incluir, mais recentemente,
pesquisas envolvendo a aplicacdo de nanomateriais para a melhoria das propriedades das tintas
e de seu carater antimicrobiano (KAISER; ZUIN; WICK, 2013). Nos estudos selecionados para
a revisao sistematica, observa-se na figura 02 a auséncia de trabalhos nos anos 2009, 2010 e

2011, e a pequena quantidade de estudos em 10 anos, apenas 12.



Figura 02 — Quantidade de artigos selecionados por ano.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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O quadro 01 sintetiza os diferentes tipos de tinta a base d’agua empregados, as

nanoparticulas com propriedades antimicrobianas incorporadas, 0s tipos de testes empregados

para a avaliacdo da acdo antimicrobiana das tintas e os microrganismos testados.

Quadro 01 — Sintese das informacdes dos trabalhos.

Teste/Avaliacdo da

. Nanoparticulas | acdo antimicrobiana da Microrganismos .
Tinta - Referéncia
(NPs) tinta testados
Bactérias
Staphylococcus
Pé de cerdamica Teste US EPA, teste aurzlésrbKéité?e”a
Acrilicaa . virucida adaptado de genes, GROSS et al.,
- de vidro com Pseudomonas
base d'agua cristais de cuprita Haldar (2007) e teste aeruginosa e 2019
P ASTM D2574 gmosa e
Escherichia coli;
Norovirus murino
Fungos Alternaria
Teste ASTM D5590 e alternata e
Acrilica a observacéo dos filmes Chaetomium BARBERIA-
base d'4qua NPs de prata por microscopia globosum; ROQUE et al.,
g eletronica de varredura | Bactérias Escherichia 2018
ambiental (ESEM) coli e Staphylococcus
aureus
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Bactérias Listeria

monocytogenes,
NPs de Oxido de Salmonella
Zinco Ensaio ISO senftenberg,
Latex PVA a . ] Pseudomonas TORNERO et
” parcialmente | 22196:2007 e Teste de .
base d'agua . o , aeruginosa, al., 2018
revestidas com difuséo em &gar.
Staphylococcus aureus
NPs de Prata .
e esporos de Bacillus
subtilis e o fungo
Aspergillus niger;
NPs comerciais
metalicas Fungos Aspergillus
Acrilica a (combinacdo de | Ensaio de difusdo em g pergl AUYEUNG et
s - . ) - flavus e Aspergillus
base d'agua | varios metais) e | disco de Kirby-Bauer fumicatus al., 2017
NPs de Oxido de g
Zinco
Teste ASTM D5590 e
Acrilica & I?grtlculas de observaggo dos f|_Imes Fungos Alternaria ARRECHE et
base d'4gua Silica e NPs de por microscopia alt(_ernata e al. 2017
Prata. eletronica de varredura | Chaetomium globosum B
(SEM)
Teste de difusdo em
- agar, ensaio de
N%neog:rr\r;apgrsol;tos viabilidade celu_lar
Poliureténica | encapsulados por (colo_ragao Baclight Bactéria Aeromonas | HENDESSI et
N iy Live/Dead) e .
a base d'agua | nanotubos de x - hydrophila al., 2016
. observacao dos filmes
halloysite por microscopia
(HNTS) confocal de varredura
a laser
Poliuretanica Lisozima Ensaio de viabilidade | Bactérias Escherichia
a base d'agua celular (coloragdo coli e Staphylococcus |LIU etal., 2016
Baclight Live/Dead) aureus
Teste ASTM D5590 e
Acrilica & NPs de,pr_ata, observaggo dos fl_lmes Fungos Alternaria BELLOTTI et
- Cobre e Oxido de por microscopia alternata e
base d'agua . o : al., 2015
Zinco. eletrbnica de varredura | Chaetomium globosum
(SEM)
Acrilicas | deTitmo | Testeadaptadode | o e | POMINGUEZ-
,, ASTM G22-76 e ; \ WONG et al.,
base d'dgua | decoradas com aureus resistente a
norma JIS 22801 - 2014
NPs de Prata meticilina
e s Bactérias
ACI’I|I'(,361 a NPs de prata Teste STAS 12719 | Staphylococcus aureus GURAN etal.,
base d'agua ) 2013
e Bacillus cereus
Bactérias
Acrilica a NPs de Dioxido | Teste de contagem de Staphylococcus ZUCCHERI et
o ca , aureus, Escherichia
base d'agua de titénio células em placas . al., 2013
coli e Pseudomonas

aeruginosa
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Comercial Bactéria
nao Vanadato de Teste de difusdo em HOLTZ et al.,
i . , Staphylococcus aureus
especificada a prata agar - . N 2012
” resistente a meticilina
base d'agua

Fonte: Dados da pesquisa.

As tintas utilizadas nos estudos foram aquelas com resinas acrilicas, poliuretanicas e
latex PVA (vinilica). As tintas latex PVA, que incluem emulsdes de poli (acetato de vinila), s&o
mais restritas as formulacdes de produtos de baixo valor por apresentarem propriedades
inferiores a tinta acrilica, que apresentam melhor poder de cobertura, nivelamento, resisténcia
e custo inferior, tornando-a largamente empregada (PILZ, 2004). As tintas poliuretanicas séo
tintas especiais, com propriedades melhoradas, como resisténcia quimica, aderéncia e
durabilidade.

As nanoparticulas metalicas foram largamente empregadas nos estudos selecionados,
estando presente em 11 deles, restando apenas a Lisozima, visto que nanotubos de halloysite
(HNTSs) séo nanoparticulas tubulares ocas de silicato de aluminio usadas para o encapsulamento
(HENDESSI et al., 2016) e que nanocristais de cuprita sdo 0xidos de cobre (Cu,O) (GROSS et
al., 2019). Dentre as nanoparticulas metélicas, as de prata sdo as mais comuns, sejam elas usadas
como aditivo de forma isolada ou em combinagdo com outro nanomaterial, isso se deve ao
reconhecido efeito antimicrobiano da prata. O quadro 02 mostra que a maioria das
nanoparticulas apresentam tamanho médio inferior a 100 nm, chegando ao minimo de 5 nm de

didmetro com as NPs de prata do estudo do Holtz et al. (2012).

Quadro 02 — Tamanho das Nanoparticulas.

Nanoparticulas (NPs) Tamanho das nanoparticulas Referéncia

P6 de ceramica de vidro | Ceramica de vidro com cobre - 2.5 uma5.0 ym | GROSSet al.,

com cristais de cuprita | Cristais de Cuprita - tamanho médio de 300 nm 2019
BARBERIA-
NPs de prata Prata (Equisetum giganteum) - 12,0 £ 0,6 nm ROQUE et al.,
2018
NPs de Oxido de Zinco
parcialmente revestidas Zinco e Prata - tamanho médio de 35 nm TORNERO et
al., 2018
com NPs de Prata
NPs comerciais Metalicas - tamanho médio de 7 nm
metalicas (combinacdo AUYEUNG et
de varios metais) e de Oxido de Zinco - tamanho médio de 477 nm al., 2017
Oxido de Zinco
. Silica — 50 0,3 1 dos NPs d
Particulas de Silica e nma 15”2 ggrﬁrﬁg Omeracos IS EE 1 ARRECHE et
NPs de Prata al., 2017

Prata - Aproximadamente 10 nm
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Nanocompdsitos de

carvacrol encapsulados Indefinido HENDESSI et

por nanotubos de al., 2016

halloysite (HNTS)
Lisozima Indefinido LIU etal., 2016
Prata (sem irradiacdo de luz UV) - tamanho médio
de 10 nm

NPs de prata, Cobre e Prata (com irradiacdo de luz UV) - tamanho BELLOTTI et

Oxido de Zinco médio de 62 nm al., 2015

Cobre - Tamanho médio de 20 nm
Zinco - 40 a 50 nm
NPs de Dioxido de Dioxido de Titanio - tamanho médio de 279 nm | DOMINGUEZ-

Titanio decoradas com h <dio d WONG et al.,
NPs de Prata Prata - tamanho médio de 16,2 nm 2014
GURAN et al.,
NPs de prata 40 a 60 nm 2013
NPs de_[glc_mdo de Tamanho médio de 22 nm ZUCCHERI et
titanio al., 2013
Nanofios de vanadato de prata - comprimento
Vanadato de prata micrométrico e largura de 20 a 60 nm HOLTZ etal.,

2012

NPs de Prata - 5 a 40 nm
Fonte: Dados da pesquisa.

Atividade antifungica

A atividade antiflngica das tintas a base d’agua com nanoparticulas incorporadas foi
observada contra diferentes fungos, como: Alternaria alternata, Chaetomium globosum,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger.

Arreche et al. (2017), através do teste ASTM D5590, constataram que as amostras de
tinta acrilica com aditivos siliciosos que continham também prata apresentaram um menor
crescimento de fungos e maior efeito de inibicdo, com um crescimento moderado contra o A.
alternata e vestigios de crescimento (<10%) contra o C. globosum. A observacdo dos filmes
por microscopia eletrénica de varredura (SEM) mostrou que a germinacdo de esporos e o0
desenvolvimento de hifas apos 04 semanas foram inibidos somente nos aditivos com prata.

Os fungos A. alternata e C. globosum também tiveram o seu desenvolvimento inibido
pelatinta acrilica com adi¢do de: nanoparticulas de prata sintetizada a partir do extrato da planta
Equisetum giganteum (BARBERIA-ROQUE et al., 2019), nanoparticulas de prata sintetizadas
guimicamente com e sem radiacdo de luz UV e nanoparticulas de cobre, no entanto, as NPs de
oOxido de zinco néo foram eficazes (BELLOTTI et al., 2015).

Nanoparticulas comerciais metalicas (compostas por aluminio, silicio, prata, cobre,

titdnio, oxigénio e carbono) e de éxido de zinco incorporadas em tinta acrilica testadas por
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Ensaio de difusdo em disco de Kirby-Bauer contra as duas linhagens de fungos Aspergillus,
flavus e fumigatus, apresentaram halo de inibicdo significativo quando incubadas sob luz
fluorescente e nenhum resultado no escuro, indicando uma ativacdo das NPs pela luz
(AUYEUNG et al., 2017).

Diferente das tintas antifingicas que eram acrilicas, citadas anteriormente, Tornero et
al. (2018) adicionaram NPs de Oxido de zinco parcialmente revestidas com NPs de Prata (ZnO-
Ag) em tinta latex PVA. O teste de difusdo em agar apresentou halo de inibigcdo contra o fungo
Aspergillus niger e o seu efeito maximo para uma menor quantidade de ZnO-Ag ocorreu

quando combinado com biocidas tradicionais.

Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana das tintas a base d’agua com nanoparticulas incorporadas foi
observada contra diferentes bactérias, como: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, Listeria monocytogenes, Salmonella senftenberg e
Bacillus subtilis.

A tinta aditivada com nanoparticulas de prata do extrato Equisetum giganteum também
foi observada contra bactérias, as Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A leitura dos
filmes por microscopia eletronica de varredura ambiental (ESEM), mostrou um crescimento
bacteriano na tinta controle (padrdo) e nenhum crescimento nos filmes aditivados para ambas
bactérias (BARBERIA-ROQUE et al., 2019).

As bactérias E. coli e S. aureus foram as mais testadas contra os filmes de tinta. Na
dispersdo cationica a base d’agua de poliuretano-acrilato a base de 6leo de mamona curavel por
UV e lisozima modificada de ligacao dupla, obteve-se um revestimento altamente eficiente em
matar S. aureus (91,3%) e E. coli (62,9%) por degradacdo da parede celular em duas horas,
conforme ensaio de viabilidade celular (coloracdo Baclight Live/Dead) (LIU et al., 2016).

Nos estudos de Zuccheri et al. (2013) e Gross et al. (2019), as tintas acrilicas aditivadas,
respectivamente, com NPs de dioxido de titanio e pd de ceramica de vidro com cristais de
cuprita, apresentaram efeitos antimicrobianos contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. O filme
de dioxido de titanio em concentracdo de 2% em volume mostrou enorme atividade bactericida
fotocatalitica ativada por lampada fluorescente. O teste US EPA para a tinta com p0 de ceramica
vidro-cobre na concentracdo de 26 g/L exibiu reducdo maior ou igual a 99,9%, em duas horas,
nas contagens de colénias das bactérias mencionadas e também da K. aerogenes. Gross et al

(2019) testaram ainda a tinta contra o Norovirus murino pelo teste virucida adaptado de Haldar
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(2007) e como conservante em lata de emulsdes de tinta pelo teste ASTM D2574 contra P.
aeruginosa e K. aerogenes, em ambos os testes os resultados foram eficazes.

Nanoparticulas de dioxido de titanio também mostraram efeito antibacteriano quando
decoradas por NPs de prata e adicionadas em tinta comercial acrilica. As superficies de vidro
pintadas com essa tinta aditivada mostraram inibi¢do na superficie de contato contra E. coli,
enquanto no ensaio da norma JIS Z2801, houve uma reducdo significativa das unidades
formadoras de coldnias (UFC) de E. coli e Staphylococcus aureus resistente a meticilina, em
condicdes de alta umidade relativa (DOMINGUEZ-WONG et al., 2014). Em uma tinta
comercial acrescida de vanadato de prata na concentracdo de 1% (m/v), a bactéria S. aureus
resistente a meticilina apresentou zona de inibi¢do de 4 mm, enquanto a tinta comercial controle
ndo apresentou inibicdo (HOLTZ et al., 2012).

A acdo antibacteriana das nanoparticulas de prata foi reafirmada por Guran et al. (2013)
quando usadas como aditivos da tinta acrilica em diferentes concentracfes, resultando em
inibicdo entre 87 e 99% para o S. aureus e valor semelhante para o Bacillus cereus. Além disso,
NPs de prata revestindo parcialmente NPs de 6xido de zinco, nas concentracdes de 0,15% e
0,30% em uma tinta latex PVA, podem inibir significativamente o crescimento de Listeria
monocytogenes, Salmonella senftenberg, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Bacillus subtilis (TORNERO et al., 2018).

Diferentemente dos demais trabalhos, Hendessi et al. (2016) buscaram o efeito
antimicrobiano a partir do uso de carvacrol, componente ativo do 6leo essencial de tomilho e o
encapsulou com nanotubos de halloysite (HNT). O filme de poliuretano com HNT e carvacrol
apresentou halo de inibigdo contra a bactéria Aeromonas hydrophila e no ensaio de viabilidade
celular foi demonstrada a capacidade desses filmes em maté-las, devido a liberacdo sustentada

de carvacrol.

Durabilidade da acédo antimicrobiana

As tintas aditivadas com nanoparticulas, de modo geral, apresentaram efeito
antimicrobiano contra diferentes bactérias, fungos e um virus, porém, é importante destacar o
efeito a longo prazo do filme para garantir sua efetividade nos ambientes de interesse. Os filmes
preparados a 45 dias com nanotubos de halloysite carregados com carvacrol apresentaram o
mesmo efeito antimicrobiano, do mesmo modo que, tintas acrilicas com P6 de ceramica de
vidro com cristais de cuprita ou particulas de silica com NPs de Prata mostraram conservagao
do seu efeito em 6 meses apos a aplicacdo (ARRECHE et al., 2017; GROSS et al., 2019;
HENDESSI et al., 2016).
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A lixiviacdo das NPs e a resisténcia a limpeza sdo fatores que podem comprometer
significativamente a vida dtil da tinta. Os resultados dos estudos de Bellotti et al. (2015),
Dominguez-Wong et al. (2014) e Guran et al. (2013) indicaram que nao houve lixiviacdo, seja
pela auséncia de um halo de inibicdo ao redor dos filmes ou da detec¢do do pico das NPs na
agua de lavagem. Além disso, filmes submetidos a 06 ciclos de lavagem com 4 h cada ou 48
ciclos que representam 4 anos de limpeza mantiveram seu desempenho antimicrobiano
(GROSS et al., 2019; GURAN et al., 2013).

CONCLUSOES

A partir do levantamento e anélise dos 12 trabalhos selecionados foi possivel identificar
os tipos de tintas a base d’agua empregados, as nanoparticulas com efeito antimicrobiano
empregadas, os testes de avaliacdo da acdo antimicrobiana, os microrganismos testados e o
resultado do material.

A maioria das tintas a base d’agua sdo do tipo acrilica e as nanoparticulas mais
empregadas foram as metélicas, com destaque para a prata. Os ensaios que avaliaram os filmes
contra os diferentes microrganismos mostraram que em todos os trabalhos ao menos uma
formulacéo da tinta possui efeito antimicrobiano.

O artigo de revisdo sistematica apresenta como principal contribuicdo o panorama da
aplicacdo das nanoparticulas em tintas a base d’agua e sua possibilidade de aplicacdo em
ambientes que demandam melhores condi¢des de higiene e salubridade, sendo relevante para o

emprego em ambientes hospitalares, creches, asilos, prédios com umidade, dentre outros.
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CAPITULO 11

SINTESE DE NA’\NOPARTI'CULAS DE PRATA POR REDUCAO
QUIMICA COM DIFERENTES ESTABILIZANTES
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CAPITULDO 11 - Sintese de nanoparticulas de prata por reducdo quimica com diferentes
estabilizantes

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de prata produzidas por reducéo quimica e estabilizadas por
diferentes polimeros. As nanoparticulas de prata foram sintetizadas pelo método de reducao
quimica com o nitrato de prata (AgNO,) como material precursor e o borohidreto de sodio

(NaBH,) como agente redutor, além dos agentes estabilizantes polivinilpirrolidona (PVP),
alcool polivinilico (PVA), polietilenoglicol (PEG) e carboximetilcelulose sédica (CMC). As
nanoparticulas foram caracterizadas por espectrofotometro UV-Vis, técnica de espalhamento de
luz dindmico (DLS), potencial Zeta e microscopia eletronica de varredura por emissdo de
campo (MEV-FEG). A avaliacdo da agdo antimicrobiana foi determinada pelo método de
difusdo em &gar por poco contra as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 4352), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pneumoniae
(ATCC 49619) e contra o fungo Candida albicans (ATCC 24433). Todas as sinteses realizadas
com variacao do estabilizante formaram nanoparticulas de prata, com tamanho médio inferior
a 50 nm para todas elas, exceto aquelas com PVP 1,0% e CMC 0,3% e 1,0% com tamanhos
préximos a 100 nm. Todas as nanoparticulas sintetizadas apresentaram alta polidispersividade
e apenas agquelas com CMC e sem estabilizante adicional mostraram elevada estabilidade.
Como esperado para essa rota de sintese, as nanoparticulas apresentaram formato esférico. No
ensaio poco difusdo, as bactérias K. pneumoniae, S. aureus, S. pneumoniae e o fungo C.
albicans tiveram seu crescimento inibidos pela maioria das variacdes de nanoparticulas de
prata, com excec¢do da E. coli que ndo apresentou inibi¢do para todas.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Estabilizantes. Nanotecnologia

ABSTRACT

The present work aimed to synthesize, characterize and evaluate the antimicrobial activity of
silver nanoparticles produced by chemical reduction and stabilized by different polymers.
Silver nanoparticles were synthesized by the chemical reduction method with silver nitrate
(AgNO,) as precursor material and sodium borohydride (NaBH,) as reducing agent, in addition
to stabilizers polyvinylpyrrolidone (PVP), polyvinyl alcohol (PVA), polyethylene glycol (PEG)
and sodium carboxymethylcellulose (CMC). The nanoparticles were characterized by UV-Vis
spectrophotometer, dynamic light scattering technique (DLS), Zeta potential and field emission
scanning electron microscopy (SEM-FEG). Evaluation of antimicrobial action was determined
by the agar well diffusion method against the bacteria Escherichia coli (ATCC 25922),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), and
Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619) and against the fungus Candida albicans (ATCC
24433). All syntheses performed with stabilizer variation formed silver nanoparticles, with an
average size of less than 50 nm for all, except those with PVP 1.0% and CMC 0.3% and 1.0%
with sizes close to 100 nm. All synthesized nanoparticles showed high polydipersity and only
those with CMC and no additional stabilizer showed high stability. As expected for this
synthesis route, the nanoparticles were spherical in shape. In the well diffusion assay, the
bacteria K. pneumoniae, S. aureus, S. pneumoniae and the fungus C. albicans had their growth
inhibited by most variations of silver nanoparticles, except for E. coli which did not show
inhibition for all.

Keywords: Silver nanoparticles. Stabilizers. Nanotechnology
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INTRODUCAO

A nanotecnologia é um campo de pesquisa com grande relevancia na atualidade,
abordando o design, a sintese e a manipulacdo de particulas em escalas nanométricas, sendo
definidos como nanomateriais aqueles com dimensdes entre 1 e 100 nm (IRAVANI et al.,
2014). As nanoparticulas metélicas devido suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
consideravelmente diferentes daquelas em escala macro (decorrente da relagdo entre a elevada
area superficial e o volume) estimularam um numero substancial de pesquisas (EL-NOUR et
al., 2010). Dentre as nanoparticulas metalicas, destacam-se as nanoparticulas de prata, que
apresentam boa condutividade, estabilidade quimica, caracteristicas elétricas e Gticas Unicas e
propriedades antibacterianas e antifungicas, sendo empregadas em diversos setores, como
ciéncias médicas, indastria alimenticia e de tintas (BARBERIA-ROQUE et al.,, 2019;
KHODASHENAS; GHORBANI, 2015).

As propriedades das nanoparticulas de prata sdo influenciadas, significativamente, pelo
seu formato e dimensdo. Dessa forma, varios métodos com o esforco de controlar sua
morfologia foram desenvolvidos, como a reducdo quimica, eletroquimica, deposicao a laser,
irradiacdo com raios gama, irradiacdo por feixe de elétrons e métodos hidrotérmicos (LI et al.,
2012). A sintese mais comum é a de reducdo quimica com agentes redutores organicos ou
inorganicos, como citrato de sodio, ascobato, borohidreto de sédio (NaBH,), hidrogénio
elementar, processo do poliol, reativo de tollens, N,N-Dimetilformamida (DMF) e copolimeros
de polietilenoglicol (PEG), que reduzem os ions de prata em prata metalica (IRAVANI et al.,
2014).

O formato e a dimensdo das nanoparticulas de prata dependem das condi¢des do
processo de sintese, como a temperatura, concentracao do precursor da prata, o pH da solucéo,
a raz&o entre o estabilizante e precursor da prata, dos diferentes agentes redutores usados e do
método de sintese (KHODASHENAS; GHORBANI, 2015). Além disso, a funcionalizacdo da
superficie € um outro fator importante nas propriedades das nanoparticulas, no qual as
modificagdes superficiais apropriadas estao relacionadas com o emprego de estabilizantes para
controlar a agregacédo, sedimentacdo e oxidacdo das nanoparticulas (BURKOWSKA-BUT;
SIONKOWSKI; WALCZAK, 2014).

As nanoparticulas em solucGes, geralmente, constituem um sistema coloidal pouco
estavel, com a tendéncia em diminuirem sua alta energia superficial com a agregacdo ou
aglomeracdo (MADKOUR; BUMAJDAD; AL-SAGHEER, 2019). Como as distancias
interparticulas sdo pequenas, as nanoparticulas adjacentes tendem a se atrair através das forgas

de Van der Waals na auséncia de forcas repulsivas, uma forma de garantir a estabilidade das
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nanoparticulas € com a presenca de um agente estabilizante sobre sua superficie (MADKOUR;
BUMAJIDAD; AL-SAGHEER, 2019).

Os compostos poliméricos sdo um dos compostos quimicos usados como estabilizantes
na producdo de nanoparticulas, como polivinilpirrolidona (PVP), alcool polivinilico (PVA),
polietilenoglicol (PEG) e carboximetilcelulose sddica (CMC), que apresentam resultados para
a reducdo da agregacdo de nanoparticulas de prata e ndo proporcionaram efeito citotoxico em
células humanas, sendo largamente usadas em campos de aplicacdo biomédica, de alimentos e
cosméticos (BURKOWSKA-BUT; SIONKOWSKI; WALCZAK, 2014; PINZARU et al.,
2018; VERKHOVSKII et al., 2019).

Apesar do uso de estabilizantes poliméricos ser comum para a sintese de nanoparticulas,
ainda ha uma caréncia de trabalhos comparando diferentes estabilizantes para idéntica rota de
sintese. A vista disso, esse trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar a
atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata produzidas por reducdo quimica e

estabilizadas por diferentes polimeros.

MATERIAIS E METODOS
Materiais

Os reagentes nitrato de prata (AgNO,) (Sigma-Aldrich) e borohidreto de sddio
(NaBH,) (Aldrich), os estabilizantes polivinilpirrolidona (PVVP) (Himedia), &lcool polivinilico
(PVA) (Aldrich), polietilenoglicol (PEG) (Synth) e carboximetilcelulose sodica (CMC) (Zibo
Hailan) foram utilizados para a sintese das nanoparticulas. A &gua utilizada para a preparacdo
das solugbes foi ultrapurificada pelo equipamento Master System 2000 Gehaka. Antes da

execucdo dos experimentos, toda a vidraria foi limpa com potassa alcoo6lica e agua destilada.

Sintese das AgNPs

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas pelo método de reducdo quimica com o
nitrato de prata (AgNO,) como material precursor e o borohidreto de sodio (NaBH,) como
agente redutor, conforme Junior et al. (2012) e Solomon et al. (2007). Evidencia-se que 75 mL
de uma solugédo de NaBH, na concentragdo 0,002M foi adicionada a um Erlenmeyer de 250
mL, e esse recipiente permaneceu em banho de gelo por 15 minutos antes da reacdo. A reducédo

da prata ocorreu atraves do gotejamento de 25 mL de solucdo de AgNO, na concentragdo

0,001M no Erlenmeyer com NaBH,, sob agitacdo magnética vigorosa e banho de gelo.
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Os estabilizantes PVP, PVA, PEG e CMC foram empregados na sintese das
nanoparticulas nas concentragdes 0,3% e 1,0% e proporgdo de 1:2 com a solugdo AgNO,,
conforme quadro 01. Portanto, 12,5 mL de solu¢do 0,3% ou 1,0% do estabilizante foi
adicionada ao Erlenmeyer e misturada com a solugdo NaBH,, antes do banho de gelo. O restante
do processo de sintese ndo teve diferencas em relacdo aquela com apenas borohidreto de sddio
e nitrato de prata. Todas as variacGes de sintese de AgNPs foram realizadas em triplicata para
garantir sua reprodutibilidade. A concentracao final de prata na solucéo P1 € de 26,97 ug/mL e

para aquelas com estabilizantes é 23,97 pug/mL.

Quadro 01 — Amostras sintetizadas e 0s respectivos estabilizantes.

Amostra Estabilizante
P1 Sem estabilizante adicional
P2 PVA 0,3%
P3 PVA 1,0%
P4 PVP 0,3%
P5 PVP 1,0%
P6 PEG 0,3%
P7 PEG 1,0%
P8 CMC 0,3%
P9 CMC 1,0%

Fonte: Resultado da pesquisa.

Caracterizacdo das AgNPs

As solucdes finais da sintese foram avaliadas por um espectrofotdmetro UV-Vis, modelo
UV-1650PC da Shimadzu, na regido de absorbancia de 300 a 600nm para a confirmacdo da
presenca de nanoparticulas metélicas e sua estimativa de tamanho. A técnica de espalhamento
de luz dindmico (DLS) foi usada para a medir didametro hidrodinamico (Z-average), a
distribuicdo de tamanho e a polidispersividade (PDI). O equipamento utilizado para a técnica
DLS, o Zetasizer nano-ZS90 da Malvern, também mensurou o potencial Zeta para a observacdo
da estabilidade. A analise DLS e potencial Zeta foram realizadas em triplicata para cada solugéo
preparada.

Com a finalidade de confirmar o formato das nanoparticulas, as amostras P1 e P9 foram
analisadas por microscopia eletronica. As amostras foram depositadas sobre tela de cobre 400
mesh recoberta com filme de carbono. As imagens foram obtidas em um microscépio eletrénico
de varredura por emissdao de campo (MEV-FEG) JEOL JSM-7100F com um detector de

elétrons transmitidos (STEM) Deben Gen5 com tenséo de aceleragéo de elétrons de 30 kV.
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Teste antimicrobiano

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em &gar por poco,
adaptado de NCCLS (2003), contra as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 4352), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pneumoniae
(ATCC 49619) e contra o fungo Candida albicans (ATCC 24433). As bactérias e a C. albicans
foram cultivadas a 37 °C no meio Luria-Bertani por 4 a 6 h e tiveram suas suspensoes ajustadas
na turbidez 0,5 na escala Mc Farland para as bactérias e 1,0 para o fungo. Em seguida, placas
de Petri com agar Mueller Hinton ou Sabouraud Dextrose foram inoculadas com as bactérias e
C. albicans, respectivamente, por um swab estéril. Com o auxilio de um molde, pocos foram
realizados nas placas de Petri e preenchidos com 20 pL e 50 pL das solucGes de nanoparticulas
de prata. Posteriormente, as placas foram incubadas por 24 h na estufa a 37 °C. As soluc@es que
apresentaram inibicdo ao redor do poco, tiveram seus halos medidos em milimetros com auxilio

de uma régua milimetrada. Todas os testes foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sintese e caracterizacédo das Nanoparticulas de Prata

As solugdes coloidais resultantes do processo de sintese das nanoparticulas de prata
apresentaram diferentes tonalidades de amarelo em todas as variacOes de estabilizantes, exceto
para as nanoparticulas com PVP a 1,0% (P5) que mostraram cor cinza, conforme a figura 01.
A cor amarela sinaliza para a formacao de nanoparticulas de prata, sendo caracteristica em
formatos esféricos e tamanhos reduzidos, diferentemente do cinza em escala macroscépica
(JUNIOR et al., 2012). Essa alteracdo nas cores das solugdes é resultante da interacdo entre as
ondas eletromagnéticas e os elétrons da banda de conducéo do metal, no efeito conhecido como
Ressonancia Plasménica de Superficie, e que esta relacionado com o tamanho médio das
particulas (MARTINS; TRINDADE, 2012). A solucdo com PVP a 1,0% sugere que as
nanoparticulas possuem maior tamanho e uma estabilidade inferior que as demais solugdes,

inclusive com visivel agregacao do material.
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Figura 01 — Solucdo das diferentes sinteses: (a) P1, P2, P3 e P4, (b) P5, P6, P7 e (c) P8 e
Po.

My Wias
g

| Fonte: Resultaoapesquisa.

A espectroscopia UV-Vis é uma das técnicas mais utilizadas para a caracterizagdo de
nanoparticulas devido & grande sensibilidade para a presenca de nanoparticulas de prata, que
apresentam um pico de absorcdo intenso na faixa de 350 a 450 nm, em consequéncia da
Ressonancia Plasmonica de Superficie (RASHID; BHUIYAN; QUAYUM, 2013). Na anélise
dos espectros de UV-Vis das solucdes é possivel observar uma banda com maior absorbancia
préxima a 400 nm em todas as amostras, demonstrando a formagéo de nanoparticulas de prata
(figura 02).

No que se refere ao tamanho das nanoparticulas, esse pode ser estimado a partir do
comprimento de onda dos picos (Ays), ONde A4, inferiores a 420 nm sugerem particulas com
diametros menores que 50 nm (SOLOMON et al., 2007). Os valores dos comprimentos de onda
para as variagdes de estabilizante estdo presentes na tabela 01, apontando que as nanoparticulas

sintetizadas apresentam didmetros inferiores ou proximos a 50 nm.
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A intensidade do pico da solugdo P5T3 é baixa e sinaliza que ha um ndmero inferior de
nanoparticulas de prata, provavelmente por efeito da agregacéo. Essa situa¢do corrobora com o
aspecto visual ja mencionado para a adicdo de PVP a 1%. Cabe destacar que as solugdes com
PVA (P2T3 e P3T3) e CMC (P8T3 e P9T3) possuem curvas com caldas mais abertas, ou seja,
com maior largura a meia altura, resultando em uma faixa de distribuicdo de tamanho mais
ampla (ANDRADE, 2013).

figura 02 — Espectros de absorbancia de uma triplicata das solu¢es sem estabilizante
adicional, PVA 0,3% e 1,0%, PVP 0,3% e 1,0%, PEG 0,3% e 1,0% e CMC 0,3% €
1,0%.

2,5 <

2,0 4

Absorbancia (U. A.)

0,5 -

0,0 4

1 v 1 ' I M I ! 1 ' I M I
300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Resultado da pesquisa.

Os resultados das solucGes obtidos através do Zetasizer, como o diametro
hidrodindmico, indice de polidispersividade (PDI) e potencial Zeta (), estdo presentes na tabela
01. Com excecdo das solucBes com estabilizante PVP 1,0% ou CMC 0,3% e 1,0%, todas
apresentaram diametro hidrodindmico menor que 50 nm, em concordancia com a estimativa de
tamanho baseada na analise UV-Vis.
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Tabela 01 — Valores das analises UV-Vis, DLS e Potencial Zeta das solugdes sem
estabilizante adicional, PVA 0,3% e 1,0%, PVP 0,3% e 1,0%, PEG 0,3% e 1,0% e CMC
0,3% e 1,0%.

. Diametro .
Solugao “?;":(g‘)“) hidrodinamico (nm) (,\T 2'9) POtenC(',i,' f%tf (mv)
(N=9)

P1 391,7+28 139+20 0,539 = 0,244 -25,3+35
P2 4217+2,.2 26,7+4,8 0,513 + 0,040 -157+1,1
P3 416,0+0 21,420 0,583 + 0,030 -115+2,0
P4 402,7+0,6 29,7+34 0,312 +0,128 79+16

P5 4132+ 3.7 104,0 £ 3,6 0,389 £ 0,044 -109+15
P6 391,5+0,4 20,9+3,0 0,592 + 0,106 -153+1,6
P7 393,3+1,0 20,0+ 3,3 0,580 + 0,111 -164+25
P8 404,3+0,6 78,4 + 40,5 0,852 + 0,082 -36,3+ 13,5
P9 405,7+0,5 113,2+22,1 0,933 + 0,073 -59,1+5,7

Fonte: Resultado da pesquisa.

O didmetro hidrodindmico medido na técnica DLS néo se resume ao nucleo metélico
das nanoparticulas, como nas medic¢des por microscopios, mas também inclui as substancias
adsorvidas na superficie das nanoparticulas (como estabilizantes) e a espessura da dupla camada
elétrica que se move junto com a nanoparticula (TOMASZEWSKA et al., 2013).

O indice de polidispersividade (PDI) mede a amplitude da distribui¢do de tamanho ou
0 grau de aglomeracdo da amostra, variando de 0 a 1 (KAUR; GOYAL; KUMAR, 2018).
Amostras com valores de PDI altos sdo mais polidispersas, enquanto valores baixos
representam amostras monodispersas, € em casos de valores maiores que 1 a amostra € tdo
polidispersa que ndo é adequada para DLS (KAUR; GOYAL; KUMAR, 2018). O indice de
polidispersividade (PDI) para nanoparticulas de prata monodispersas € menor que 0,140
(TOMASZEWSKA et al., 2013). Dessa forma, todas as nanoparticulas sintetizadas s&o
polidispersas e adequadas para DLS, visto que os valores de PDI variam de 0,312 + 0,128 para
solucdo com PVP 0,3% até 0,933 + 0,073 para solucdo com CMC 1,0%. A distribuicdo de
tamanho das nanoparticulas mensuradas pela técnica DLS presentes na figura 03, exemplificam

os valores de PDI.
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Figura 03 — Distribuicao de tamanho das AgNPs medidas pela técnica de DLS para (a)
P1, (b) P2, (c) P3, (d) P4, (e) P5, (f) P6, (g) P7, (h) P8 e (i) P9.
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A estabilidade coloidal estd relacionada com o valor do Potencial Zeta, no qual
particulas com valores superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV apresentam altos graus de
estabilidade (TUAN et al., 2015). Desse modo, as nanoparticulas com estabilizante CMC 0,3%
ou 1,0% que haviam apresentado um diametro medio e faixa de distribuicdo de tamanho
relativamente maiores que as demais, exibiram elevada estabilidade coloidal. A situagéo de
baixa estabilidade ocorre com o0s demais estabilizantes PVA, PVP e PEG, uma vez que a
solucao P1 com apenas AgNO, e NaBH, apresentou maior estabilidade, com ¢ igual a -25,3 +
3,5 mV. E importante destacar que a rota de sintese inicial (P1) inclui um excesso de
borohidreto de sodio para que desempenhe a funcdo de redutor da prata, mas também de
estabilizante (JUNIOR et al., 2012; SOLOMON et al., 2007b; SONG et al., 2009). GARCIA
(2011) ao comparar a estabilidade de nanoparticulas sintetizadas por reducdo quimica com
borohidreto de sddio e diferentes estabilizantes (PVP, PVA e CMC), também observou maior
estabilidade para carboximetilcelulose sodica.

O formato das nanoparticulas é de grande interesse, pois as propriedades dos materiais
dependem do tamanho das nanoparticulas, interacdes com o estabilizante e 0 meio circundante,
do método de preparacdo, mas também do formato das nanoparticulas (KHODASHENAS;
GHORBANI, 2015). As imagens da figura 04 obtidas pelo microscépio eletrénico de varredura
por emissdo de campo para nanoparticulas sem estabilizante adicional (P1) e com
carboximetilcelulose a 1,0% (P9) mostram particulas no formato esférico, em conformidade
com Junior et al. (2012) e Solomon et al. (2007).

Figura 04 — Imagens MEV-FEG das AgNPs preparadas (a) sem estabilizante adicional,
(b) com CMC 1%.

-

— 10nm  BASC — 10nm EBASC
%600, 000 30.0kV STEM SEM WD 3.Bmm x1,000,000  30.0kV STEM SEM WD 3. %mm

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Avaliacdo da atividade antimicrobiana das Nanoparticulas de Prata

A atividade antimicrobiana definida pelo ensaio de difusdo em agar por pogo para
solugdes com 20 pL e 50 pL sdo apresentadas na tabela 02 e 03, respectivamente. Os valores
do halo de inibicdo para pogos preenchidos com 20 uL de solucdo de nanoparticulas foram
nulos contra as bactérias gram-negativas Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. As
bactérias gram-positivas apresentaram inibicdo de crescimento na presenca das AgNPs,
principalmente a Staphylococcus aureus, porém, para as amostras com PVP a 1,0%, PEG 0,3%
e 1,0% e CMC 0,3%, ndo houve inibigédo para Streptococcus pneumoniae. Os resultados contra
as bactérias gram-negativas foram menos satisfatorios que as gram-positivas, da mesma forma
que os trabalhos de Sadeghi et al. (2012) e Xu et al. (2006).

Tabela 02 — Valores do diametro da zona de inibigdo (mm) para 20 pL de solucéo, em
meédia e desvio padrao. si = sem inibicao.

Amostra Escheri_chia Klebsiel!a Staphylococcus Streptocoqcus Car_wdida
coli pneumoniae aureus pneumoniae albicans

P1 Si Si 12,7+19 6,0+4,3 8,0+0,0
P2 Si Si 10,7+0,9 7,3%+5,2 11,3+0,9
P3 Si Si 12,0+1,6 6,3+45 12,0+0,0
P4 Si Si 11,3+0,9 6,0+4,3 8,7+0,9
P5 Si Si 4,0+0,0 Si 6,0+1,6
P6 Si Si 10,0+ 1,6 Si 53+19
P7 Si Si 11,3+0,9 Si 4,7+0,9
P8 si Si 14,7+1,9 Si 10,0+£0,0
P9 Si Si 14,0+0,0 6,7+4,7 11,7+0,5

Fonte: Resultado da pesquisa.

As bactérias foram novamente testadas pelo mesmo ensaio com 50 pL de solugéo. As
nanoparticulas sem estabilizante adicional (P1), PVA 0,3% (P2), PVA 1,0% (P3), PEG 1,0%
(P7), CMC 0,3% (P8) e CMC 1,0% (P9) passaram a ter efeito inibitério contra a Klebsiella
Pneumoniae. Contra a bactéria gram-positiva Streptococcus pneumoniae, apenas as
nanoparticulas sem estabilizante adicional (P1), CMC 0,3% (P8) e CMC 1,0% (P9) melhoraram
seus resultados. Além disso, para a Staphylococcus aureus todas as solugdes diminuiram o
tamanho dos seus halos de inibigé&o.

As nanoparticulas de prata sintetizadas também mostraram efeito fungicida contra o
fungo Candida albicans para todas as amostras. A partir dos resultados dos halos de inibicao,
as nanoparticulas sem estabilizante adicional (P1), com CMC 0,3% (P8) e CMC 1,0% (P9) sédo

as que tiveram melhor atividade antimicrobiana no geral.
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Tabela 03 — Valores do diametro da zona de inibi¢do (mm) para 50 pL de solucéo, em
média e desvio padrdo. si = sem inibicdo.

Amostra Escheri_chia Klebsiel!a Staphylococcus Streptococ_cus
coli pneumoniae aureus pneumoniae
P1 Si 73125 6,7+19 11,3+19
P2 si 6,043 6,719 si
P3 si 8,7+0,9 53+3,8 Si
P4 si Si 6,7+1,9 Si
P5 Si Si Si Si
P6 si Si 40+33 Si
P7 si 53+38 40+33 Si
P8 si 10,0+0,0 6,7+19 10,7+25
P9 Si 9,3+0,9 53+38 12,7+38
Fonte: Resultado da pesquisa.
CONCLUSOES

A rota de sintese com NaBH,, PVA, PVP, PEG e CMC formaram nanoparticulas de
prata em todas elas, com variacdes de tamanho, polidispersividade, estabilidade e acéo
antimicrobiana. No geral, as nanoparticulas apresentaram tamanhos inferiores a 50 nm, e para
aquelas com PVP 1,0% e CMC 0,3% e 1,0%, tamanhos em torno de 100 nm. Todas as variacdes
de sintese resultaram solucdes polidispersas e quanto a estabilidade coloidal, apenas aquelas
sem estabilizante adicional (P1) e CMC 0,3% e 1,0% tiveram altos graus de estabilidade. O
formato esférico das nanoparticulas é confirmado para a sintese sem estabilizante adicional (P1)
e com CMC 1,0% (P9), mostrando que o estabilizante ndo alterou o formato da nanoparticula.
A atividade antimicrobiana das solu¢des com nanoparticulas de prata em baixas concentracdes
foi comprovada pelo teste poco difusdo contra as bactérias Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e o fungo Candida albicans. A Escherichia

coli ndo sofreu inibi¢do na concentracdo testada.
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CAPITULO I

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE TINTA
INCORPORADA COM NANOPARTICULAS DE PRATA
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CAPITULO 11l - Avaliacdo da atividade antimicrobiana de tinta incorporada com
nanoparticulas de prata

RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a acdo antimicrobiana de uma tinta acrilica & base
d’agua incorporada com nanoparticulas de prata (AgNPs). As nanoparticulas (NPs) foram
sintetizadas por redugdo quimica a partir dos reagentes nitrato de prata (AgNO;,), borohidreto

de sodio (NaBH,) e estabilizante carboximetilcelulose sddica (CMC). As NPs foram
caracterizadas por espectroscopia UV-Vis, técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS),
potencial Zeta e microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG). A
incorporacdo de AgNPs na tinta acrilica comercial aconteceu em 03 concentrac@es diferentes,
sendo uma amostra em branco e as demais nas propor¢des 10:03 e 09:06 (v/v) de tinta por
solucdo de NPs de prata sintetizadas. As avaliagbes antimicrobianas das nanoparticulas e das
tintas aditivadas foram realizadas, respectivamente, pelo método de difusdo em agar por poco
e por disco contra os microrganismos Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 4352), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pneumoniae (ATCC
49619) e Candida albicans (ATCC 24433). A avaliagdo antimicrobiana dos filmes de tinta
pintados em laminas de vidro foi determinada contra K. pneumoniae (ATCC 4352), S. aureus
(ATCC 25923) e C. albicans (ATCC 24433). As NPs de prata apresentaram didmetro
hidrodinamico de 113,2 + 22,1 nm, alta polidispersividade, formato esférico e halo de inibicéo
para todos os microrganismos testados, exceto E. coli. O teste disco-difusdo das tintas
apresentou inibicdo apenas para C. albicans na concentracdo 02. Os filmes exibiram uma
diminuicdo das colbnias de C. albicans para as concentracbes com AgNPs e nenhum efeito
contra os demais microrganismaos.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Tinta antimicrobiana. Nanotecnologia

ABSTRACT

This research aimed to evaluate the antimicrobial action of a waterborne acrylic paint
incorporated with silver nanoparticles (AgNPs). The nanoparticles (NPs) were synthesized by
chemical reduction from the reagentes silver nitrate (AgNO,), sodium borohydride (NaBH,)
and sodium carboxymethylcellulose stabilizer (CMC). The NPs were characterized by UV-Vis
spectroscopy, dynamic light scattering technique (DLS), zeta potential and field emission
scanning electron microscopy (SEM-FEG). The incorporation of AgNPs in the commercial
acrylic paint happened in 03 different concentrations, one sample being blank and the others in
the proportions 10:03 and 09:06 (v/v) of paint by synthesized silver NPs solution. The
antimicrobial evaluations of the nanoparticles and the added paints were carried out,
respectively, by the agar diffusion method per well and by disc against the microorganisms
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619) and Candida albicans (ATCC
24433). The antimicrobial evaluation of paint films painted on glass slides was determined
against K. pneumoniae (ATCC 4352), S. aureus (ATCC 25923) and C. albicans (ATCC 24433).
The silver NPs had a hydrodynamic diameter of 113.2 + 22.1 nm, high polydispersity, spherical
shape and inhibition halo for all tested microorganisms, except E. coli. The disc diffusion test
of the paints showed inhibition only for C. albicans at concentration 02. The films showed a
decrease in C. albicans colonies for concentrations with AgNPs and no effect against other
microorganisms.

Keywords: Silver nanoparticles. Antimicrobial paint. Nanotechnology
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INTRODUCAO

As tintas empregadas nos ambientes internos e externos das construcfes em geral,
denominadas tintas arquitetdnicas ou imobiliarias, sdo compostas por resina, pigmentos,
solventes e aditivos que ao serem aplicadas no substrato formam um filme opaco e aderente
com o objetivo de decorar os espagos e proteger as superficies (FAZENDA, 2009). As tintas
imobiliérias tém grande destaque no setor de tintas no Brasil, representando 82,7% do volume
total produzido em 2018 (ABRAFATI, 2020).

No momento atual, ha uma demanda por tintas arquitetdbnicas com avancadas
propriedades antimicrobianas devido aos novos desafios da saude publica. O emprego
inadequado de antibidticos e quimioterapicos vem resultando no aumento de microrganismos
resistentes a essas drogas, tornando os pacientes das unidades de satde, principalmente aqueles
em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), mais vulneraveis em adquirir infecgdes nosocomiais e
com maiores indices de mortalidade (ANDRADE; LEOPOLDO; HAAS, 2006; OLIVEIRA et
al., 2010). Uma pesquisa com 638 pacientes atendidos em UTI por um periodo de 12 meses,
mostrou que 68 casos (12,98%) foram identificados com infeccdo por bactérias
multirresistentes e apresentaram taxa de mortalidade de 50% (ANDRADE; LEOPOLDO;
HAAS, 2006). Em outro grupo com 1235 pacientes também tratados em UTIs brasileiras, 761
(61,6%) apresentaram infeccéo no dia do estudo e taxa de mortalidade de 37,6%, além disso,
os individuos infectados tiveram um tempo de permanéncia na UTI e no hospital
significativamente superior em comparacgdo aos nao infectados (SILVA et al., 2012).

Os organismos resistentes presentes nas unidades hospitalares sdo transmitidos de
pessoa para pessoa através das maos dos profissionais da salude, dos equipamentos utilizados
pelo paciente e por superficies contaminadas no ambiente de cuidado a sadde, portanto, a
desinfeccdo adequada das superficies hospitalares € uma forma de evitar a propagacdo das
doencas (STRICH; PALMORE, 2017). Esses microrganismos possuem particularidades que
impulsionam a sua contaminacgdo, como a viabilidade por longos periodos de tempo, inclusive
em superficies secas que tornam o ciclo de transmissdo duradouro (STRICH; PALMORE,
2017).

Outra circunstancia de risco a satde das pessoas é a formacéo de fungos nas superficies
de ambientes internos, os quais apresentam permanéncia prolongada pelos usuarios em muitas
situacOes. Os fungos causam doencas alérgicas, respiratorias e infecciosas através do contato
ou inalagéo de esporos e micotoxinas, sendo encontrados aderidos a superficie dos materiais ou

aerossolizados e poluindo o ar interno (LI; YANG, 2004).
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O avanco da nanotecnologia e a sua aplicacdo para o aperfeicoamento das qualidades
dos materiais em geral tornaram as nanoparticulas de prata um dos materiais mais pesquisados
e com um vasto campo de emprego. Essas nanoparticulas apresentam propriedades
interessantes quanto a estabilidade quimica, maleabilidade, flexibilidade, elevada
condutividade elétrica e térmica, atividade catalitica, relativo baixo custo de producéo e notavel
acdo antimicrobiana contra bactérias, virus, fungos e protozoarios (DURAN, 2019).

A acdo antibacteriana das nanoparticulas de prata pode resultar em inativagéo celular,
causada pela interacdo da prata com o enxofre das proteinas e aminoacidos, e em inibicdo das
atividades enzimaticas, devido a interagcdo do ion prata liberado pelas nanoparticulas com o
fésforo do DNA (DESHMUKH, 2018). As nanoparticulas de prata também podem danificar a
membrana bacteriana, através do acumulo na sua superficie seguido pela penetracdo nas
bactérias, formando fossas, alterando a permeabilidade e vazando o conteddo bacteriano
(ZHENG et al., 2018). Além disso, severos danos celulares podem ser gerados por radicais
livres derivados do oxigénio, as Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) (LEMIRE; HARISSON;
TURNER, 2013).

Dada a importancia da busca por novos biocidas como aditivos em tintas imobiliarias
para o controle da transmisséo de doencas, esse trabalho teve como objetivo avaliar a acéo

antimicrobiana de tinta acrilica a base d’agua incorporada com nanoparticulas de prata.

MATERIAIS E METODOS
Materiais
A sintese das nanoparticulas empregou os reagentes nitrato de prata (AgNO,) (Sigma-

Aldrich) e borohidreto de sodio (NaBH,) (Aldrich) e o estabilizante carboximetilcelulose
sodica (CMC) (Zibo Hailan). Antes da execucdo dos experimentos, toda a vidraria foi limpa
com potassa alcoodlica e dgua destilada.

A tinta utilizada na pesquisa é uma tinta comercial brasileira do tipo acrilica standard e
cor fosco marrom (chocolate), composta por resina a base de dispersdo aquosa de copolimero
estireno acrilico, glicois, tensoativos etoxilados e carboxilados, pigmentos isentos de metais
pesados, cargas inertes e agua. A tinta apresenta peso especifico de 1,350 a 1,450 g/cm?,
compostos organicos volateis (com excecdo da agua) em 15,5 g/L, viscosidade entre 95-105
UK e concentracio de solidos por peso de 55-60%. Agua ultra purificada pelo equipamento
Master System 2000 Gehaka foi usada como solvente nas solugdes da sintese e preparacédo da
tinta.
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Sintese das AgNPs
O processo de sintese das nanoparticulas de prata foi realizado por reducéo quimica, de

acordo com Junior et al. (2012) e Solomon et al. (2007), no qual o nitrato de prata (AgNO,)

age como o material precursor e o borohidreto de sédio (NaBH,) como o agente redutor.
Inicialmente, foi adicionado em um Erlenmeyer de 250 mL um volume de 75 mL de
solucdo de NaBH,, com concentracdo 0,002M, e 12,5 mL de solucdo 1,0% de
carboximetilcelulose sdédica (CMC). O recipiente foi colocado em banho de gelo por 15
minutos. Sob agitacdo magnética vigorosa e banho de gelo, ocorreu a reducao da prata com o
gotejamento de 25 mL de solugéo 0,001M de AgNO, no Erlenmeyer com NaBH, e CMC. A

sintese ocorreu em triplicata para garantir sua reprodutibilidade.

Caracterizacédo das AgNPs

A confirmacéo da produgdo de nanoparticulas e a estimativa dos seus tamanhos se deu
pelos espectros ultravioleta-visivel (UV-Vis) medidos na regido de 300 a 600 nm por um
espectrofotometro UV-Vis, modelo UV-1650PC da Shimadzu.

A determinacdo do diametro hidrodindmico (Z-average), da distribuicdo de tamanho e
indice da polidispersividade (PDI) das nanoparticulas foram realizadas pela técnica de
espalhamento de luz dindmico (DLS) com o Zetasizer nano-ZS90 da Malvern, equipamento
gue também mediu o potencial Zeta para a verificacdo da estabilidade. Esses parametros
medidos pelo Zetasizer foram realizados em triplicata para cada uma das trés solucGes
preparadas.

Para a analise do formato das nanoparticulas, imagens foram geradas por um
microscopio eletronico de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG) JEOL JSM-7100F
com um detector de elétrons transmitidos (STEM) Deben Gen5 com tenséo de aceleracdo de
elétrons de 30 kV. As amostras foram depositadas sobre tela de cobre 400 mesh recoberta com

filme de carbono.

Teste antimicrobiano das AgNPs

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas foi determinada pelo metodo de difusdao
em &gar por poco, adaptado de NCCLS (2003), contra as bactérias Escherichia coli (ATCC
25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619) e contra o fungo Candida albicans (ATCC 24433).
As bactérias e a C. albicans foram cultivadas a 37 °C no meio Luria-Bertani por 4 a6 h e
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tiveram turbidez ajustada na escala Mc Farland em 0,5 para as bactérias e 1,0 para o fungo. Em
seguida, placas de Petri com agar Mueller Hinton ou Sabouraud Dextrose foram inoculadas por
um swab estéril com as bactérias e a C. albicans, respectivamente. Com o auxilio de um molde,
pocos foram realizados nas placas de Petri e preenchidos com 20 pL e 50 pL das solugdes de
nanoparticulas de prata. Em seguida, essas placas foram incubadas por 24 h na estufa a 37 °C.
As solucgdes que apresentaram inibicdo ao redor do poco, tiveram seus halos medidos em

milimetros com auxilio de uma régua milimetrada. Os testes foram realizados em triplicata.

Incorporacgéo de nanoparticulas na tinta

A adi¢do das nanoparticulas de prata na tinta acrilica a base d’agua aconteceu em
diferentes concentracdes para que fosse possivel avaliar o efeito das nanoparticulas na acao
antimicrobiana da tinta e dos filmes secos. A determinacdo das concentracdes foi definida em
proporcdes de medidas de volume, conforme o quadro 01. Haja vista a rota de sintese das
nanoparticulas e a propor¢cdo de adicdo da solucdo de AgNPs, a quantidade de prata nas
concentracdes 02 e 03 sdo 5,53 pg/mL e 9,59 pg/mL, respectivamente. A concentracdo 01 foi

definida como amostra em branco, sem adi¢cdo de nanoparticulas.

Quadro 01 — Concentracdes de adicdo testadas.

Amostra Composicao Medidas de volume
x Tinta acrilica 10
Concentragéo 01 Agua 03
Concentragio 02 Tinta acrilica 10
Solugdo de NPs de prata 03
Concentragéo 03 Tinta acrilica 09
Solugdo de NPs de prata 06

Fonte: Resultado da pesquisa.

Teste antimicrobiano da tinta

A atividade antimicrobiana da tinta foi determinada pelo método de difusdo em é&gar por
disco, conforme NCCLS (2003), contra as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 4352), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pneumoniae
(ATCC 49619) e contra o fungo Candida albicans (ATCC 24433). As bactérias e a C. albicans
foram cultivadas a 37 °C no meio Luria-Bertani por 4 a 6 h e tiveram turbidez ajustada na escala
Mc Farland em 0,5 para as bactérias e 1,0 para o fungo. Em seguida, placas de Petri com agar
Mueller Hinton ou Sabouraud Dextrose foram inoculadas por um swab estéril com as bactérias
e a C. albicans, respectivamente. Discos de papel de 6 mm de didmetro receberam uma aliquota
de 50 pL da tinta na concentracao testada e, logo apds, foram colocados na superficie das placas
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de cultura. Essas placas foram incubadas por 24 h na estufa a 37 °C. As solugdes que
apresentaram inibicdo ao redor dos discos, tiveram seus halos medidos em milimetros com
auxilio de uma régua milimetrada. Todos os testes foram realizados em quintuplicata.

A avaliacéo dos filmes de tinta contra as bactérias Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352)
e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e o fungo Candida albicans (ATCC 24433) consistiu
em adaptacdo da metodologia empregada por Holtz et al. (2012). Para a aplicagéo da tinta nas
03 concentracfes formuladas, utilizou-se como substrato laminas de vidro com dimensdes de
26Xx76 mm, as quais foram pintadas com rolo de espuma de 5 cm. Apos a secagem dos filmes,
eles foram inseridos em placas de Petri com &gar Mueller Hinton (bactérias) ou Sabouraud
Dextrose (fungo). Houve a inoculagdo dos microrganismos por um swab estéril e as placas
foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Por ultimo, realizou-se a comparacdo do crescimento

dos microrganismos nas diferentes laminas de vidro.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo das Nanoparticulas de Prata

Os espectros UV-Vis resultantes das solucbes sintetizadas apresentam picos de
absorbéancia maxima em 405,7 £ 0,5 nm, conforme a figura 01. Esses valores séo caracteristicos
de nanoparticulas e confirmam a sua formacdo. Além disso, é perceptivel que 0s picos
apresentam uma largura a meia altura maior, o qual se deve a alta polidispersividade das
nanoparticulas (AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERIJI, 2014).

Figura 01 — Espectros de UV-Vis das triplicatas de nanoparticulas de prata.
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Fonte: Resultado da pesquisa.
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As solucBes apresentaram nanoparticulas de prata com didmetro hidrodindmico igual a
113,2 + 22,1 nm, porém uma consideravel parcela desse tamanho pode decorrer da camada do
estabilizante CMC. Em trabalhos nos quais a medicdo do tamanho de nanoparticulas
estabilizadas por polimeros foi realizada por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) e
DLS, houve uma diferenca considerdvel dos didmetros medidos em cada, visto que a MET €
capaz de mensurar apenas o nucleo metélico, enquanto a DLS inclui o revestimento polimérico
(ARAGADO, et al., 2016; HILEUSKAYA, et al., 2020).

Figura 02 — Distribuicdo de tamanho medidas por DLS.
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A distribuicdo de tamanho das nanoparticulas é irregular e polidispersa, conforme figura
02. O indice de polidispersividade varia entre 0 e 1, sendo os valores proximos a 1 para amostras
polidispersas e proximos a 0 para monodispersas (KAUR; GOYAL; KUMAR, 2018).
Reafirmando a analise UV-Vis, as nanoparticulas exibiram PDI igual a 0,933 + 0,073.

As amostras produziram um potencial zeta negativo de -59,1 + 5,7 mV, sugerindo uma
estabilizacdo eletrostatica por efeito do estabilizante CMC que revestiu as nanoparticulas. De
acordo com TUAN et al. (2015), valores de potencial zeta superiores a +30 mV ou inferiores a
-30 mV representam uma elevada estabilidade coloidal, dessa forma, as nanoparticulas
estabilizadas com CMC séo consideravelmente estaveis. A imagem de MEV-FEG das AgNPs

mostra o seu formato esférico, resultado esperado para sintese por reducao quimica com AgNO,

e NaBH, (JUNIOR et al., 2012; SOLOMON et al., 2007). Portanto, o estabilizante ndo alterou

o formato das nanoparticulas.
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Figura 03 — Imagem MEV-FEG das nanoparticulas.
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Fonte: Resultado da pesquisa.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana das Nanoparticulas de Prata

A verificacdo da atividade antimicrobiana pelo teste de difusdo em agar por poco
resultou nos halos de inibicdo da tabela 01. Percebe-se que alterando o volume entre 20 uL e
50 uL da solucdo de mesma concentracdo de AgNPs, hd uma resposta diferente para o0s
microrganismos, com excecdo da E. coli que ndo apresentou inibicdo em nenhuma amostra. A
acdo fungicida das AgNPs foi testada apenas com 20 pL de solugdo, o qual apresentou halo de
11,7 £ 0,5 mm.

Tabela 01 — Valores do diametro da zona de inibi¢do das AgNPs em média e desvio
padrdo (mm). si =sem inibicao.

Microrganismo 20 uL de solucéo 50 uL de solugéo
Escherichia coli Si Si
Klebsiella pneumoniae Si 9,3+0,9
Staphylococcus aureus 140+0,0 53+38
Streptococcus pneumoniae 6,7+4,7 12,7+ 3,8
Candida albicans 11,7+0,5 -

Fonte: Resultado da pesquisa.

Avaliacao da atividade antimicrobiana da tinta com AgNPs

Os resultados do ensaio de disco difusdo da tinta estdo na tabela 02. A tinta acrilica a
base d’agua comercial sem adigdo de nanoparticulas (concentragdo 01) ndo mostrou acdo
inibitéria contra os microrganismos, assim como as concentracbes 02 e 03, exceto para a

Candida albicans na concentragéo 02 (figura 04).
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Tabela 02 — Valores do diametro da zona de inibicao das tintas em média e desvio
padrdo (mm). si = sem inibicao.
Escherichia  Klebsiella  Staphylococcus Streptococcus  Candida

Amostra

coli pneumoniae aureus pneumoniae albicans
Concentragdo 01 Si Si Si Si Si
Concentragéo 02 Si Si Si Si 6,4+15
Concentragédo 03 Si Si Si Si Si

Fonte: Resultado da pesquisa.

Fonte: Resultado da pesquisa.

Os resultados da avaliacdo dos filmes de tinta contra a K. pneumoniae, S. aureus e C.
albicans podem ser visualizados na figura 05 e 06. Observou-se sobre os filmes que houve o
mesmo crescimento bacteriano de K. pneumoniae e S. aureus e no restante das placas de petri,
independentemente da concentracdo testada. Sobre as laminas de vidro pintadas nas
concentragdes 5,53 pug/mL e 9,59 pg/mL de AgNPs e inoculadas com C. albicans, foram
formadas colénias menores e em quantidade inferior em comparacdo com as outras superficies
da placa.

No estudo de Holtz et al. (2012) ao analisar a atividade antibacteriana da tinta comercial
a base d’agua aditivada em 1% (m/v) de vanadato de prata nanoestruturado, verificou-se
claramente a formacdo de um halo de inibicdo ao redor da placa de vidro pintada contra
Staphylococcus aureus Meticilina-Resistente. Portanto, ainda que seja possivel notar uma
diminuigéo das coldnias de C. albicans sobre as laminas de vidro, ndo houve a formagéo de

halo de inibicdo ao seu redor ou a completa auséncia de colbnias na sua superficie,
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impossibilitando concluir que os filmes de tinta sdo completamente fungicidas nessas
concentragoes.

E importante destacar que a concentracdo de prata empregada na formulacéo das tintas
foi baixa, sendo 5,53 pug/mL para a concentracdo 02 e 9,59 pug/mL para concentracdo 03. A
adicdo por Holtz et al. (2012) de aditivo (1g/100mL) representa uma concentragdo
aproximadamente 2.000 vezes maior que a testada neste trabalho. O crescimento dos
microrganismos Listeria monocytogenes, Salmonella senftenberg, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Aspergillus niger foram inibidos significativamente
em tinta latex PVA aditivada, com NPs de prata revestindo parcialmente NPs de 6xido de zinco,
nas concentracdes 0,15% e 0,30% (TORNERO et al., 2018). Fiori et al. (2017) também obteve
excelente atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli em tintas
acrilicas aditivadas em 0,4%, 0,8% e 1,2% de nanoparticulas de 6xido de zinco. A bioresisténcia
fangica de tinta acrilica a base d’agua com nanoparticulas de prata apresentou maior eficiéncia
em concentra¢fes mais elevadas de nanoparticulas, além disso, ndo houve halo de inibicdo ao
redor do vidro pintado, indicando a auséncia de lixiviacdo do material (BELLOTT]I et al., 2015).

Desse modo, novas formulagdes de tinta com maiores concentragdes das nanoparticulas
de prata sintetizadas devem ser realizadas, visto que essas nanoparticulas apresentaram inibicéo
de crescimento contra os microrganismos K. pneumoniae, S. aureus, S. pneumoniae e C.
albicans. O presente trabalho ndo realizou a incorporacdo de AgNPs em maiores concentragdes
na tinta devido a inviabilidade de separacdo das nanoparticulas da solucéo coloidal resultante
da sintese. Essa limitacdo da pesquisa se deve a indisponibilidade de uma ultracentrifuga na

regido da pesquisa ou de outros meios adequados para a purificagao.
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Figura 05 — Aparéncia das laminas pintadas contra C. albicans para (a) concentracéo 01,
(b) concentragéo 02 e (c) concentragdo 03.

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 06 — Aparéncia das laminas pintadas na concentracédo 02 contra (a) S. aureus e
(b) K. pneumoniae e na concentracdo 03 contra (c) S. aureus e (d) K. pneumoniae.

Fonte: Resultado da pesquisa.

CONCLUSOES

As nanoparticulas de prata sintetizadas por redugdo quimica e estabilizadas com CMC
apresentaram didmetro hidrodindmico de 113,2 £ 22,1 nm, distribui¢do de tamanho irregular e
polidispersa, elevada estabilidade e formato esférico. A solucdo coloidal de nanoparticulas
mostrou acgdo antimicrobiana contra Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae e o fungo Candida albicans, ao contrario dos demais
microrganismos, a Escherichia coli ndo sofreu inibi¢do. As diferentes concentracdes de tintas
formuladas foram testadas contra esses mesmos microrganismos, porém houve a formacao de
halo de inibicdo apenas para C. albicans na concentracdo 02. Os filmes de tinta secos com
adicdo de nanoparticulas apresentaram uma diminuicdo das col6nias de C. albicans e nenhuma
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inibicdo para S. aureus e K. pneumoniae. Esse trabalho permitiu investigar o efeito biocida de
AgNPs em baixas concentragdes em tinta comercial acrilica a base d’agua e perceber que,
provavelmente, a obtencdo de uma tinta com alta eficiéncia antimicrobiana requer
concentracdes maiores de adicdo de nanoparticulas de prata. Para estudos futuros sugere-se que
além de avaliar o efeito biocida dos filmes, sejam observadas possiveis alteracbes nas

propriedades dos filmes e a toxicidade das concentragdes.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Pesquisas realizadas com tintas a base d’adgua aditivadas com nanoparticulas
antimicrobianas sd@o, em maioria, de tinta acrilicas e nanoparticulas metalicas, principalmente
de prata. Além disso, essas tintas aditivadas apresentaram atividade antimicrobiana em alguma
formulacédo preparada.

As nanoparticulas de prata sintetizadas pelo método de reducdo quimica com
borohidreto de sédio (NaBH,) sob diferentes estabilizantes apresentaram diferencas de
tamanho, polidispersividade, estabilidade e acdo antimicrobiana. Os tamanhos variaram entre
inferiores a 50nm, para a maioria das nanoparticulas formadas, até proximo de 100nm para as
com estabilizante PVP 1,0% e CMC 0,3% e 1,0%. Todas sinteses resultaram em nanoparticulas
polidispersas, além disso, somente as com CMC e sem estabilizante adicional mostraram
elevada estabilidade. Houve atividade antimicrobiana para as bactérias Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e o fungo Candida albicans e nenhuma
inibicdo para a Escherichia coli.

A investigacdo da atividade antimicrobiana da tinta acrilica a base d’agua incorporada
com nanoparticulas de prata mostrou que nas concentracdes testadas houve inibicdo de
crescimento apenas para o fungo Candida albicans.

Novos estudos devem ser realizados com sinteses em concentragdes mais altas de
nanoparticulas de prata, visto que a maioria dos trabalhos relatam adi¢des entre 0,1% e 1,0%.
Além disso, recomenda-se a investigacdo do motivo da diferenca de inibicdo para o0s
microrganismos no teste de difusdo em agar por pogo com 20 puL e 50 uL e a aplicacdo de outras
técnicas de avaliacdo da acdo antimicrobiana para as nanoparticulas e os filmes de tinta.

As pesquisas relacionadas as etapas finais do desenvolvimento de um produto, como
ensaios de qualidade e resisténcia da tinta, escalabilidade da sintese das nanoparticulas,
viabilidade financeira e estudos de toxicidade dos filmes de tinta para os humanos também séo

necessarias, garantindo como resultado um produto seguro e viavel a comunidade.
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