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RESUMO
O desenvolvimento de métodos que utilizam biopolimeros como suporte para

nanoparticulas metélicas € de interesse crescente. Dentre os biopolimeros, celulose é o
mais indicado por ser de ocorréncia natural, abundante e atoxico, entretanto a sua
insolubilidade e dificil processabilidade sdo obstaculos a serem superados.

Neste trabalho desenvolveu-se um novo método de obtencdo de filmes de
celulose (CEL) contendo nanoparticulas de prata (AgNPs) produzidas em meio aquoso
contendo o liquido idnico, salicilato de hexadecilpiridinio (HDPSal).

A celulose utilizada neste trabalho foi uma celulose ndo modificada, que foi
dissolvida em um liquido i6nico denominado cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio
(BMImCI) em uma quantidade de 2,5% (massa/massa). A dissolugdo ocorreu com
sucesso, e 0 material regenerado com agua forneceu um filme transparente, incolor e
resistente ao manuseio. Nesse processo de dissolucdo e regeneracdo a celulose passou
de celulose do tipo | para tipo II.

As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram produzidas a partir da reducédo
quimica de nitrato de prata dissolvido em &gua com borohidreto de tetrabutilaménio
(TBABH,) na presenca de diferentes concentracfes de HDPSal. A obtencdo das AgNPs
em todos as amostras foi comprovada pela presenca da banda de ressonancia de
superficies de plasmon (SPR) da prata em escala nanométrica ao redor de 415 nm. Os
ensaios para determinacao das concentragcbes minimas inibitdrias mostraram que a acéo
microbicida dessas dispersdes deve-se ao liquido iénico (HDPSal), que rodeia as
nanoparticulas de prata, estabilizando-as por efeito eletrostético.

Todas as AgNPs preparadas em HDPSal foram impregnadas nos filmes de
celulose. Foi possivel comprovar a impregnacdo das AgNPs nos filmes devido a
presenca da banda SPR ao redor de 420 nm em todos os filmes. O processo de
impregnacdo das AgNP ndo ocasionou mudanga na estrutura priméria da celulose,
entretanto ela passou do tipo | para o tipo Il. Aléem das AgNPs, o sal HDPSal também
foi impregnado no filme durante o processo. Pelas imagens registradas em um
microscopio eletrénico de varredura identificou-se AgNPs de tamanho menor que 100
nm distribuidas homogeneamente ao longo do filme. Todos os filmes tiveram sua agao
anti microbiana avaliada frente as bactérias E. coli e S. aureus e apenas aqueles com
maior concentracdo de prata apresentaram atividade frente a C. albicans. A acéo
microbicida nos filmes foi atribuida as nanoparticulas de prata.

Palavras-chave: celulose, nanoparticulas, prata, filmes, liquido idnico.



ABSTRACT

The development of methods that use biopolymers as a support for the
immobilization of metallic nanoparticles is of growing interest. Among biopolymers,
cellulose is the most indicated because it is natural, abundant and non-toxic, but its
insolubility and its poor processability are obstacles to be overcome.

This study developed a new method for producing cellulose films (CEL)
containing silver nanoparticles (AgNPs) produced in ionic liquid medium, called
hexadecylpiridinium salicylate (HDPSal).

The cellulose used in this work was a unmodified polymer, which was
dissolved in an ionic liquid, 1-butyl-3-methylimizadiole chloride (BMImMCI) 2.5%
(w/w). This solution was regenerated by the addition of water, affording a transparent
and resistant film. In this process of dissolution and regeneration of cellulose, it was
transformed from type I to type II.

The silver nanoparticles (AgNPs) were produced from the chemical
reduction of silver nitrate dissolved in water with tetrabutylammonium borohydride
(TBABHY,) in the presence of different concentrations of HDPSal.

Obtaining of AgNPs in all the samples was proved by the presence of the
surface plasmon resonance (SPR) band of silver in nanometric scale around 415 nm.
The assays for determination of minimum inhibitory concentrations showed that the
microbicidal action of these dispersions was due to the ionic liquid (HDPSal), which
surrounds the silver nanoparticles, stabilizing them by electrostatic effect.

All prepared AgNPs in HDPSal were impregnated at cellulose films. It was
possible to confirm the impregnation of the AgNPs, in the films, by the presence of the
SPR band around 420 nm in all films. The AgNP impregnation process did not cause
any change in the primary structure of the cellulose, although it modified to type Il. In
addition to the AgNPs, HDPSal was also impregnated in the film during the process.
From the recorded images on a scanning electron microscope, AgNPs smaller than 100
nm were distributed homogeneously throughout the film. All films showed
antimicrobial action against E. coli and S. aureus, and higher concentration of silver
films showed activity against C. albicans. In this sense, the microbicidal action at films

was attributed to the silver nanoparticles.

Keywords: cellulose, nanoparticles, silver, films, ionic liquid.
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1 INTRODUCAO E MOTIVACOES

O método de preparo de nanoparticulas de prata (AgNPs) é objeto de intenso
estudo, pois influencia diretamente suas propriedades e consequentemente suas
aplicacdes. A sintese quimica de nanoparticulas de prata em liquidos idnicos (LIs) vem
ganhando destaque na literatura, pois esses sais sdo considerados solventes com
organizacdo estrutural, servindo como moldes e agentes estabilizantes de
nanoestruturas. Nesse contexto, nessa introducdo abordar-se-a 0s seguintes temas:
nanoparticulas de prata (item 1.1), o uso de liquidos i6nicos na sintese de nanomateriais

(item 1.2) e o uso de liquidos ibnicos na sintese de nanoparticulas de prata (item 1.3).

Além disso, a imobilizacdo de nanoparticulas de prata em substratos solidos
como em filmes de celulose (CEL) contorna alguns problemas que o uso de dispersoes
de AgNP acarreta como, por exemplo, dificuldade de separacéo e recuperagdo do meio
reacional, tendéncia de agregacéo e lixiviamento das nanoparticulas no meio utilizado.
Ainda assim, nessa introducdo serdo discutidos os métodos de preparo de materiais

hibridos de celulose e nanoparticulas de prata (item 1.4).

Nanoparticulas de prata

As nanoparticulas (NPs) sdo materiais que possuem pelo menos uma de suas
dimensGes em escala nanométrica, ou seja, menor que 100 nm e com propriedades,
fisicas e quimicas, diferenciadas quando comparadas aos massivos’. Esse novo
comportamento deve-se ao fato de que os nanomateriais possuem uma area superficial
elevada quando comparada com o seu volume, tornando efeitos de superficie mais

pronunciados quando comparados com 0s materiais massivos?,
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As nanoparticulas de prata (AgNPs) possuem poder microbicida ja
estabelecido®, podendo ser utilizadas em revestimentos antimicrobianos, curativos para
ferimentos e dispositivos biomédicos®. O seu uso é estimulado por ser um material de
baixo custo se comparado a nanoparticulas provenientes de outros metais nobres®.

A acdo microbicida de nanoparticulas de prata frente a E. coli foi estudada em
2004 por Sondi e colaboradores®. Os autores realizaram vérios ensaios bacteriol6gicos
utilizando diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata no subcultivo de culturas
dessas bactérias. Em imagens registradas por um microscopio eletrénico de transmissédo
(MET) (FIGURA 1), verificaram-se alteracbes na morfologia da membrana bacteriana e

0 acumulo das nanoparticulas no interior da bactéria, resultando em sua morte.

FIGURA 1: Imagens registradas por microscopio eletronico de transmisséo de células
de E. coli tratadas em contato com nanoparticulas de prata apos 1 hora de contato (a) escala de 1
um (b) escala de 250 nm. FIGURA adaptada da literatura®
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Em 2010, Marambio-Jones e colaboradores’ publicaram uma revisdo
bibliografica sobre o mecanismo antibacteriano de nanoparticulas de prata. Nesse
estudo, os autores ressaltaram que a liberacdo de ions de prata pelas nanoparticulas de
prata pode aumentar a permeabilidade das membranas bacterianas promovendo lise
celular e consequente ndo replicacdo do seu DNA. E previsto que tal acdo ocorra de
forma similar com as células eucarioticas, portanto sdo necessarios estudos adicionais
sobre o emprego de AgNPs em serem humanos e no meio ambiente®. O mecanismo de
acao das AgNPs em bactérias, ilustrado pela FIGURA 2, mais comumente aceito inclui
as seguintes etapas’: (1) as nanoparticulas de prata possuem fons de prata (Ag") em sua
superficie que geram espécies reativas de oxigénio (RSO); (2) essas espécies (Ag" e
RSO) interagem com as proteinas da membrana, afetando suas funcdes; (3) esses
eventos afetam a permeabilidade da membrana; (4) AgNPs, Ag" e RSO entram na

célula e interferem nos mecanismos de replicacdo de seu DNA.

\ o P50
N (ROS Bl v : R prata em nanoescala
Sl @ @ ionde prata

~ proteina de membrana

FIGURA 2: Diagrama apresentando a interagcdo de AgNPs na membrana celular
bacteriana. FIGURA adaptada da literatura ’
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Além da acdo bactericida, Prasad e colaboradores® avaliaram mecanismos
celulares e moleculares das AgNPs contra um patégeno oportunista, a Candida
albicans. O estudo mostrou que a concentracdo inibitéria minima (CIM) de AgNP
necessaria para inibir o crescimento de 90% dos organismos foi ao redor de 40 ug/mL.
Foi relatado que as AgNPs induzem a morte celular programada mediada por estresse
oxidativo através do acimulo de espécies reativas intracelulares de oxigénio (RSO).

As nanoparticulas de prata podem ser preparadas por reducdo quimica de sais de
prata em diversos meios reacionais'®. Devido & alta energia de superficie com sua vasta
area, essas nanoparticulas tendem a se aglomerar, exigindo a presenca de agentes
estabilizantes e moldes durante a sintese'’. Nos Gltimos anos, o uso de liquidos i6nicos
(LIs) como moldes ou agentes estabilizantes na preparacdo de nanomateriais vem

emergindo na comunidade cientifica®.

Liquidos i6nicos (L) e seu uso na sintese de nanomateriais

Os liquidos iénicos sdo sais com ponto de fusdo abaixo de 100 °C*2, como pode
ser observado na FIGURA 3. Geralmente, sdo compostos por anions e cations
volumosos e com carga deslocalizada, como exemplificado na FIGURA 4. Eles
possuem boa estabilidade quimica e térmica, ndo sdo inflaméaveis, possuem baixa

1315 Devido a essas

pressdo de vapor, alta viscosidade e condutividade ibnica
caracteristicas, os liquidos idnicos tém vérias aplicagdes, por exemplo, como solventes
em reacOes organicas, como eletrolitos para dispositivos eletroquimicos e lubrificantes

(FIGURA 5)'%8,
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FIGURA 3: llustracdo de um liquido i6nico registrada a temperatura ambiente. Autoria
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FIGURA 4: Exemplos de cations e anions comuns que compdem os liquidos iénicos.
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FIGURA 5: Algumas propriedades e aplica¢des dos liquidos idnicos. Autoria propria
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Além disso, os liquidos i6nicos sdo sais cujos cations e anions se auto-organizam
espontaneamente, formando cavidades em escala nanomeétrica, que atuam como molde,
para a sintese de nanomateriais'®. Além de atuar como moldes durante a sintese, 0s
liquidos i6nicos agem também como agentes estabilizantes de nanoparticulas
metalicas®.

A interacdo dos ions que compdem os liquidos idnicos com a superficie das
nanoparticulas, como mostrado na FIGURA 6, promove uma estabilizacdo
eletrostatica®®, uma vez que ocorre repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas. Dessa
forma, a aglomeracdo é evitada assim como a perda das propriedades das

nanoparticulas.

FIGURA 6: Estabilizacdo eletrostatica de uma nanoparticula metalica promovida por

fons provenientes de um liquido idnico. FIGURA adaptada da literatura ®

Outro tipo de estabilizacdo que alguns liquidos i6nicos podem promover é a
estabilizagéo estérica®®. Nesse caso, os liquidos iénicos devem possuir grupos
volumosos, como por exemplo, cadeias alquilicas longas e com ramificacBes, que
formem uma camada protetora ao redor das nanoparticulas, evitando que elas se
aproximem. Uma ilustracdo de como essa estabilizacdo estérica pode ocorrer € mostrada

na FIGURA 7.



1.3

DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

NN N
& 3

\ Repulsdo estérica

Cadeias alguilicas
longas presentes no
cation do liquido
iénico.

FIGURA 7: Estabilizacdo estérica promovida por liquidos idnicos contendo cadeias
alquilicas longas. FIGURA adaptada da literatura®

Além de atuar como molde e agente estabilizante (por estabilizacdo estérica e
elestrostatica), alguns liquidos i6nicos também podem atuar como reagentes. Essas
sinteses sdo denominadas all-in-one, j& que o liquido i6nico emprega todos os papeis
necessarios simultaneamente para a obtencéo das nanoestruturas®.

Neste contexto, em 2008, Zhang e colaboradores” usaram pela primeira vez
liquidos i6nicos em sinteses all-in-one para a obtencdo de nanocristais de fluoretos de
lantanideos (LnF3). Liquidos i6nicos contendo os cations 1-metil-3-alquilimidazolios
(alquil = n-butil e n-octil) e diferentes anions (BF,;, PFg) atuaram como agentes
estabilizantes, moldes e forneceram anions fluoretos (F°), que eram um dos reagentes da
sintese. As alteracbes nas estruturas dos liquidos idnicos levaram a formacdo de

nanocristais com morfologias e tamanhos diferentes.

Uso de liquidos i6nicos na sintese de nanoparticulas de prata

O uso de liquidos i6nicos na sintese das nanoparticulas de prata vem crescendo

continuamente, como pode ser visto no grafico mostrado na FIGURA 8.
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FIGURA 8: Grafico do nimero de artigos e trabalhos de revis6es sobre o tema “ionic
liquid” and “silver nanoparticles” da colecdo principal do “Web of Science” ao longo de 2001-
2018 (Acesso em Abril/2018)

Relatos de sinteses de nanoestruturas de prata em liquidos idnicos comegaram a
surgir em 2004. Neste ano, Zhang e colaboradores® apresentaram o preparo de
nanoparticulas de prata a temperatura ambiente via reducdo quimica do sal de prata,
acetato de prata, em meio aquoso contendo o liquido idnico sulfato de 1-etil-3-
metilimidazélio (FIGURA 9). Foi observado que o liquido iénico atuou como agente
estabilizante, evitando a agregac¢do das nanoparticulas de prata com didametro médio de
20 nm.

Em 2007, Choi e colaboradores®® sintetizaram AgNPs em solucdes aquosas
acrescidas do liquido ibnico tetrafluoroborato de 1-(2-hidroxietil)-3-metilimidazoélio
([HEMIm][BF4]) (FIGURA 9). Foi observado que o [HEMIm][BF,] atuou tanto como
agente redutor como estabilizante da reacdo. Foi avaliada também a atividade anti
microbiana e antifngica das dispersdes contendo AgNPs por teste de concentracdes

inibitérias minimas (CIM). Os testes de CIM contendo apenas o [HEMIm][BF,]
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revelaram que este LI puro ndo apresentava atividade microbicida, ja as dispersdes de
AgNPs contendo o liquido ibnico apresentaram elevada atividade anti microbiana,

devido a acdo das nanoparticulas de prata.
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FIGURA 9: Estrutura do sulfato de 1-etil-3-metilimidazolio (esquerda) e

tetrafluoroborato de 1-(2-hidroxietil)-3-metilimidazolio (direita)

Em 2011, Setua e colaboradores® observaram a reducdo quimica de dois sais de
prata - tetrafluoroborato de prata (AgBF,;) e trifluorometanossulfonato de prata
(AgCF3S03) com hidrogénio como agente redutor, em um sistema de micela reversa
contendo dois liquidos idnicos - tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazoélio
([BMIm][BF,]) e trifluorometanossulfonato  de  1-butil-1-metilpirrolidinio
([BMPy][Tfms]), o surfactante Triton X-100 e ciclohexano. Nanoparticulas com
didmetro médio de 3,0 nm foram obtidas no sistema micelar proposto.

Em 2013, Harada e colaboradores® sintetizaram nanoparticulas de prata a partir
da fotoreducdo de nitrato de prata em microemulsdes de agua e do liquido idnico
hexafluorofosfato de 1-octil-3-metilimidazolio, na presenca dos surfactantes Tween 20 e
Triton X-100. Foi observado que o tamanho das particulas de prata produzidas nas
microemulsdes contendo Triton X-100 era ligeiramente maior do que aquelas
produzidas nas microemulsdes contendo Tween 20. Essas dispersfes produzidas
desestabilizaram ap6s 30 minutos, devido a agregacdo das AgNPs. Essas mesmas

sinteses foram testadas sob alta pressdo de CO, (25 MPa), e nessas condi¢des as
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dispersdes ficaram estaveis por longo periodo de tempo. Nanoparticulas de 3,7 nm de
didmetro foram obtidas em Triton X-100 e de 2,8 nm em Tween 20.

Em 2015, Lu e colaboradores®” sintetizaram AgNPs por reducdo quimica de
AgNO3z; com éacido ascorbico, na interface de agua com diferentes liquidos idnicos
(hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio, hexafluorofosfato de 1-hexil-3-
metilimidazélio e hexafluorofosfato de 1-octil-3-metilimidazélio). Nanoplacas
triangulares de prata (FIGURA 10) foram obtidas em condicdes especificas de sintese.
Essas nanoplacas apresentaram atividade anti microbiana superior a nanoparticulas
esféricas, como pode ser visto nos dados da TABELA 1. Segundo os autores, as

nanoplacas liberaram mais Ag* na superficie do que as nanoparticulas.

| ol AP+
;
A

FIGURA 10: Imagem obtida no microscdpio eletronico de transmissdo em diferentes
magnificaces. FIGURA adaptada da literatura >

TABELA 1: Concentracdes de inibicdo minimas para as amostras de prata preparadas [27]

CIM (pg/mL)
Bactéria
Nanoplacas de Ag Nanoparticulas de Ag
E. coli 15 25
S. aureus 20 40

10
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Em 2015, Silveira e colaboradores® realizaram o preparo de nanoparticulas de
prata a partir da reducdo quimica de nitrato de prata com borohidreto de
tetrabutilamonio, utilizando diferentes concentracdes do liquido idnico salicilato de
hexadecilpiridinio (HDPSal) como agente estabilizante. Nanoparticulas esféricas com
diametro ao redor de 10 nm foram obtidas e a presenca do liquido ibnico foi
fundamental para manter as dispersdes estaveis ao longo do tempo. A presenca do
liquido i6nico HDPSal melhorou a atividade microbicida das dispersdes de AgNPs
frente aos microrganismos E. coli, S. aureus e P. aeruginosa, conforme ilustrado na

FIGURA 11.

E. coli S. aureus P. aeruginosa

HDPSal

HDPSal+AgNP

FIGURA 11: Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos por disco-difusdo, utilizando
o HDPSal e uma mistura de HDPSal e AgNPs. FIGURA adaptada da literatura®®

Todos os trabalhos descritos anteriormente envolvem o uso de misturas de dgua
e liquidos idnicos, pois a presenca do solvente molecular é essencial para solubilizar o
sal de prata utilizado® . Relatos para a obtencdo de AgNPs em meios exclusivos de
liquidos idnicos sdo mais escassos. Em 2006, Wang e colaboradores® sintetizaram
nanoparticulas de prata a partir do tratamento térmico de trifluoroacetato de prata na
presenca de &cido oleico e do liquido iénico bis(trifluorometanossulfonil)imideto de 1-
butil-3-metilimidazélio (BMImTf;N). Dispersdes com nanoparticulas esféricas de 3,0
nm e monodispersas (FIGURA 12) foram obtidas. O uso do liquido i6nico propiciou a

11
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decomposicéo térmica do sal de prata a elevadas temperaturas, processo ndo viavel em

solventes convencionais.

FIGURA 12: Imagem obtida em um microscopio eletrénico de transmissdo das AgNPs
preparadas em BMImTf,N na presenca de acido oleico. FIGURA adaptada da literatura **

Em 2007, Bhatt e colaboradores® sintetizaram nanoparticulas de prata a partir
da reducdo de carbonato de prata com dimetilformamida (DMF) no liquido i6nico
dimetilcarbamato de dimetilaménio (DIMCARB) (FIGURA 13). A adicdo de
polivinilpirrolidona (PVP) retardou a velocidade de formacdo de particulas maiores.
Dependendo das condicdes utilizadas foram produzidas nanoparticulas ou nanofios de
prata.
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FIGURA 13: Estrutura do liquido iénico DIMCARB

Em 2008, Redel e colaboradores®® realizaram o primeiro estudo sistematico,
relacionando o tipo de &nion do liquido idnico com o tamanho das nanoestruturas.
Nanoparticulas de prata foram obtidas pela reducdo com hidrogénio de diferentes sais
de prata na presenca de liquidos ibnicos 1-butil-3-metilimidazolio (BMIm®) ou n-

butiltrimetilaménio (BtMA™) contendo os anions BF,, PFs, CF3SOs, entre outros.

12
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Nanoparticulas de prata com diametro entre 2,8 e 26,1 nm foram obtidas, dependendo
do tamanho do anion do LI. A desestabilizacdo e aglomeracdo das AgNPs foi evitada
quando n-butilimidazol (BIm*) foi adicionado no meio reacional, que neutralizou os
acidos formados durante a reacdo. Na FIGURA 14 nota-se que as nanoparticulas de
prata (FIGURA 14 — A) aglomeram na sintese realizada na auséncia de BIm® e

dispersam na presenca de BIm* (FIGURA 14 — B).

FIGURA 14: Imagens obtidas no microscdpio eletronico de transmisséo das amostras de (A)
AgNPs derivadas de AgOTf em BMimOTf produzidas na auséncia de BIm®. (B) AgNPs
derivadas de AgBF, em BMImBF, produzidas na presenca de BIm*. FIGURA adaptada da

literatura >

Em 2016, Correa e colegas® sintetizaram nanoparticulas de prata no liquido
ibnico citrato de tetrabutilaménio (TBACIit) (FIGURA 15-A). O éanion citrato do
TBACIt atuou como agente redutor do sal de prata, bis(trifluorometanossulfonil)imideto
de prata (AgTf,N). Além disso, o liquido idnico contribuiu para a estabilizacdo
eletrostatica e estérica de nanoparticulas de prata de diametro aproximado de 2-6 nm
(FIGURA 15-B). As dispersdes produzidas foram estaveis ao longo do tempo e

continham alta concentracdo de prata, que sdo aspectos importantes para aplicagoes.

13
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FIGURA 15: (A): Estrutura do TBACiIt; (B): Imagem obtida num microscépio eletrénico de
transmissdo de nanoparticulas de prata produzidas em TBACIit apds um més de preparo.
Adaptado da literatura **

1.4 Materiais hibridos de celulose e nanoparticulas de prata

A celulose (CEL) é um polissacarideo formado por cadeias nao ramificadas de
B-D-glicose, unidas por ligacdes B-1,4-glicosidicas (FIGURA 16)*°. Apresenta algumas
propriedades interessantes, como ser proveniente de fonte renovavel, possuir baixo
custo e apresentar biocompatibilidade e biodegradabilidade®. Por possuir varios grupos
hidroxilas, a celulose possui varias ligacoes de hidrogénio intra e intercadeia, apontadas

na FIGURA 16%.

14
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FIGURA 16: Estrutura da celulose

De acordo com as interacbes presentes na celulose, ela pode existir como
diversos alomorfos, sendo as mais comuns a celulose do tipo I e tipo I1. % A celulose do
tipo | é a encontrada na natureza, oriunda de microrganismos, fungos ou plantas®®,
enquanto a celulose do tipo Il é obtida por processos de dissolucdo da celulose nativa e
posterior regeneracao.®

A principal dificuldade do uso da celulose é a sua insolubilidade em solventes
convencionais.®® Esse aspecto indesejado foi superado quando Swatloski e
colaboradores* relataram a dissolucdo de celulose nos liquidos i6nicos cloreto de 1-
butil-3-metilimidazolio (BMImCI) e acetato de 1-butil-3-metilimidazélio (BMImOALC).
Mais tarde, Liu e colaboradores* descreveram a producéo de filmes de celulose a partir
da regeneracdo controlada de uma solucdo do biopolimero em BMImCI, abrindo um
leque de aplicacbes dessas membranas, por exemplo, como suportes para diferentes
classes de nanomateriais, incluindo as nanoparticulas metalicas.***® A imobilizagdo de

nanoparticulas de prata em membranas de celulose contorna alguns problemas que seu
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uso em dispersdo acarreta, como por exemplo: dificuldade de separagédo e recuperagédo
do meio reacional, tendéncia de agregacdo das nanoparticulas e o lixiviamento das
nanoparticulas no meio utilizado**®.

Existem na literatura varios trabalhos que relatam acerca da preparacdo de
materiais hibridos de derivados de celulose com nanoparticulas de prata, tais como
metilcelulose (MC), a carboximetilcelulose (CC) e a hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC)>*®*, porém hé poucos relatos que envolvem a preparacdo de materiais hibridos
de celulose ndo modificada e essas nanoparticulas metalicas. He e colaboradores®?, em
2003, imobilizaram nanoparticulas de prata em fibras de celulose porosa. Devido a
estrutura nanoporosa do biopolimero e a alta densidade de oxigénio (grupos éteres e
hidroxilas) nas fibras de celulose, ele se tornou um efetivo nanoreator para sinteses in
situ de nanoparticulas metélicas. Adicionalmente, os grupos éteres e hidroxilas da
celulose estabelecem interagdes ion-dipolo com os ions Ag®, estabilizando as AgNPs.
Este trabalho é de destaque, pois possibilitou a abertura de um leque de pesquisas
relacionadas a sintese de materiais hibridos de AgNPs e celulose.

Em 2010, Khalil-Abad e colaboradores* prepararam fibras de algoddo com
caracteristicas hidrofobicas contendo AgNPs (FIGURA 17), a partir da reducdo de
nitrato de prata com acido ascorbico. As fibras de celulose foram modificadas com
octiltrietoxisilano (OTES) para tornarem-se hidrofobicas. O material apresentou acao

anti microbiana frente aos microrganismos E. coli e S. aureus (FIGURA 18).
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FIGURA 17: Teste repelente de agua em (A): tecido de algoddo; (B): tecido de algodao
tratado com OTES revestido com AgNPs. FIGURA adaptada da literatura *

FIGURA 18: Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) do algoddo tratado
com OTES revestido com AgNPs frente a (A) E. coli (B) S. aureus. FIGURA adaptada da

literatura®

Em 2016, Muthulakshmi e colaboradores®® relataram sobre o preparo de filmes
de celulose produzidos por regeneracdo de uma solucdo do biopolimero dissolvido em
uma solucdo de LiOH/uréia com alcool etilico. Estes filmes foram mergulhados em
solugdo aquosa de nitrato de prata e os fons Ag" impregnados foram reduzidos com o
extrato das folhas de T. cattapa. Os filmes de celulose contendo AgNPs apresentaram
boa atividade anti microbiana frente as bactérias E. coli e Bacillus sp.

Como foi possivel observar, existem poucos relatos de preparo de materiais
hibridos, principalmente na forma de filmes, de celulose ndo modificada e
nanoparticulas de prata. Diante desse cenario, o desenvolvimento de métodos
alternativos para producdo de filmes de celulose ndo modificada e com alta
concentracdo de nanoparticulas de prata distribuidas uniformemente pela matriz

celulésica é de interesse.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve os seguintes objetivos primordiais:
e OBJETIVO 1: Preparacdo e caracterizacdo de dispersdes de nanoparticulas de prata
em meio aquoso contendo o liquido iénico salicilato de hexadecilpiridinio (HDPSal)

(FIGURA 19).

e OBJETIVO 2: Desenvolvimento de um novo método de preparacdo de filmes de
celulose ndo modificada contendo as nanoparticulas de prata produzidas em

HDPSal.

Os objetivos especificos do OBJETIVO 1 deste trabalho sdo:

v" Preparar e caracterizar o liquido idnico salicilato de hexadecilpiridinio (HDPSal)
(meta 1a);

v" Preparar as dispersdes de nanoparticulas de prata (AgNPs) em HDPSal (meta 1b);

v' Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) das dispers6es de HDPSal

contendo AgNPs (meta 1c).

Os objetivos especificos do OBJETIVO 2 deste trabalho sdo:

v’ Preparar e caracterizar o liquido i6nico cloreto de 1-butil-3-metilimidaz6lio
(BMImCI) (FIGURA 19) (meta 2a);

v’ Preparar e caracterizar o liquido idnico acetato de 1-butil-3-metilimidazélio
(BMImOACc) (FIGURA 19) (meta 2b);

v" Solubilizar celulose em BMImCI e BMIMOAC e obter filme de celulose (meta 2c);

v’ Preparar e caracterizar filmes de celulose contendo as nanoparticulas de prata

produzidas em HDPSal (meta 2d);
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v Avaliar a atividade microbicida dos filmes de celulose contendo nanoparticulas de

prata produzidas em HDPSal (meta 2e).

_CH CH
e A
) ) /\ -
N N~ HsC O
K/\CH:% K/\CHg
Cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio Acetato de 1-butil-3-metilimidazélio
(BMImCI) (BMIMOAC)
i
o N/\ﬂ:\
+
OH | —

Salicilato de hexadecilpiridinio (HDPSal)

FIGURA 19: Estrutura dos liquidos idnicos que foram utilizados nesta dissertacdo
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Preparacdo e caracterizacdo do salicitato de hexadecilpiridinio (HDPSal) - meta
la
Em um erlenmeyer de 100 mL sob agitagdo magnética, 3,84 g (10 mmol) de

brometo de hexadecilpiridinio (ALDRICH, 97%) e 1,60 g (10 mmol) de salicilato de
sodio (ALDRICH, 99,5%) foram dissolvidos em 60 mL de uma mistura 1:1 (v/v) de
agua/acetona e misturados sob agitagdo constante em temperatura ambiente por 12
horas. O meio reacional foi extraido com diclorometano (SYNTH, 99,5%) e a fase
organica foi seca com sulfato de magnésio (ALDRICH, 99,5%). O diclorometano foi
removido a pressao reduzida, resultando em 4,05 g (9,38 mmol) de um sélido branco,
com rendimento de 92% e com ponto de fus&o ao redor de 63-65°C (Lit. = 67 °C)**.

o IV (KBr/em1): 3420 (v O-H); 3060 (v C-H arom); 2917 (v C-H air); 2848 (v C-H aif); 1630
(v C=C arom); 1590 (v C=0); 1490 (8 C-H ai); 1380 (8 C-H aiif); 720 (8 CH2 rocking).

e RMN de 'H (300 MHz, 25 °C em S¢ 3b 1

CDCls, 5 em ppm): 0,87 (t, 3Ha, J EN\/CES ]
= 7,0 Hz); 1,25 (m, 26Hb); 1,94 (m, N w2 10,

2He); 478 (t, 2Hd, J = 7,0 Hz): 8.0 - 11 160

(dd, 2Hf): 833 (t, THg): 920 (d, | &7 7 | Te : 15

2He); 6,70 (dd, THh): 6,80 (df, "

1Hi); 7,22 (dt, THi): 7,84 (dd, THK). | % = Bt P o
g

e RMN DE 3C (75 MHz, 25 °C em CDCls, § em ppm): 14,1(1C1); 22,7 (1C2); 26,1 (1C3);
29,3-29,7 (11C4); 31,9 (1C5); 62,5 (1C6); 128,3(2C7); 144,7 (2C8); 144,9 (1C9); 130,5
(1C10); 120,0 (1C11); 132,1 (1C12); 116,2 (1C13); 162,1 (1C14); 117,2 (1C15); 174,2
(1C16).

Preparacao das dispersdes de nanoparticulas de prata em HDPSal — meta 1b

Em um beéquer sob agitacdo magnética, um volume conhecido de uma solugéo
aquosa de nitrato de prata (ALDRICH, 99%) (10 mM) foi adicionado a uma solugéo
aquosa de HDPSal sob agitacdo a temperatura ambiente. A seguir, um volume

conhecido de uma solucdo aquosa de borohidreto de tetrabutilaménio (ALDRICH,
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98%) (100 mM) foi adicionado lentamente (aproximadamente 1 gota por segundo) a
solucdo de nitrato de prata, sob agitacdo constante por 30 minutos, conforme ilustrado

na FIGURA 20. As quantidades de reagentes utilizadas nas preparacdes estdo na

TABELA 2.

> Dispersao de

nanoparticulas
de Ag®

FIGURA 20: llustracéo da preparagdo das nanoparticulas de prata em HDPSal

TABELA 2: Dados sobre o preparo das dispersdes de AgNPs produzidas na presenca de

HDPSal
Nome da Amostra Quantidade de Volume de AgNO; Volume de TBABH, [Ag] final
HDPSal* (10 mM) (100 mM) (mM)
NPAg_10HDP_100Ag" 10 mg 100 pL 10 pL 0.1
NPAg_10HDP_200Ag" 10 mg 200 pL 20 pL 0.2
NPAg_10HDP_300Ag* 10 mg 300 pL 30 pL 0.3
NPAg_10HDP_400Ag* 10 mg 400 pL 40 pL 0.4
NPAg_10HDP_500Ag* 10 mg 500 pL 50 pL 05
NPAg_5HDP_1000Ag" 5mg 1000 pL 100 pL 1
NPAg_10HDP_1000Ag* 10 mg 1000 pL 100 pL 1
NPAg_50HDP_1000Ag* 50 mg 1000 pL 100 pL 1
NPAg_100HDP_1000Ag* 100 mg 1000 pL 100 pL 1
NPAg_1000HDP_1000Ag* 1000 mg 1000 pL 100 pL 1

*adicionado em 10 mL de agua destilada

Determinacéo da concentracéo inibitéria minima (CIM) das dispersdes de HDPSal

contendo AgNPs — meta 1c

Para realizar estas analises foram selecionados trés microrganismos:

Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva), Escherichia coli (bactéria Gram-
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negativa) e Candida albicans (levedura), todos patdgenos I, selecionados de acordo com
a literatura de referéncia.

Os testes de determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) foram
realizados diluindo-se as amostras de AgNPs descritos na TABELA 2, sucessivamente,
em pogos como apresentados na FIGURA 21.”47® Na&o foi utilizada a amostra

NPAg_1000HDP_1000Ag" nesses testes, pois obteve-se um gel. As diluicdes feitas e a

% de concentracdo em cada uma das dispersdes estdo apresentadas na TABELA 3.

000000000000

FIGURA 21: Representacédo de parte de uma placa contendo 12 pocos. Em vermelho é

representado os espagos direcionados a amostras de controle experimental.

TABELA 3: Diluicdes feitas e a % de concentragdo em cada uma das dispersoes

Pocos Diluigéo (v/v)*
1A 100%
2A 50%
3A 25%
4 A 12,5%
5A 6,25%
6 A 3,12%
7A 1,6%
8A 0,8%
9A 0,4%
10A Apenas meio de cultura
11A Apenas meio de cultura e
microrganismos
12 A Apenas meio de cultura,
microrganismos e anticorpos

*em relacdo a concentracdo da disperséo bruta

Como exemplo, as diluicbes aconteceram da seguinte forma: 200 pL da
dispersdo NPAg_10HDP_100Ag® foi adicionada no pogo 1A. Entdo, 100uL deste
material foi recolhido e transferido para o poco 2A, com adi¢do de 100 pL de meio de

cultura, sendo Luria Bertania (LB) para bactérias e Extrato Malte e Levedura (YMA)
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para fungos. A seguir, 100 pL da dispers@o no poc¢o 2A foi transferido para o poco 3A
com adicdo de 100 pL de meio de cultura. Dilui¢Ges sucessivas foram feitas até o poco
9A. Todos estes pocos (até a coluna 9) foram acrescidos com 10 pL de
microrganismos. Os pocos 10A, 11A e 12A foram acrescidos apenas do meio de
cultura, do meio de cultura e microrganismos, e finalmente dos meios de cultura,
microrganismos e o antibidtico Clorofenicol (ALDRICH) (para bactérias) e o
antifangico Nistatina (ALDRICH) (para fungos), respectivamente. Os inoculos
bacterianos e fungicos foram preparados por dilui¢do de uma cultura de colénia durante
24 horas para equivaler a aproximadamente 0,4 a 0,5 nimero mais provavel (NMP)/mL,
antes de serem adicionadas nas placas de cultura (ODggo).

Apbs 24 horas as placas foram acrescidas do bioindicador de cloreto de
trifeniltetrazolio (MTT). Coloracdo rosa indicou a manutencao das culturas, concluindo
assim ineficiéncia da acdo anti microbiana da amostra testada. O CIM foi a

concentracdo do poco anterior do 1° po¢o que apresentou coloragédo rosa (FIGURA 22).

Poco que indica o CIM
000000000000
| N L ]
[ | [

Sem crescimento Com crescimento Controle

)

FIGURA 22: Representacdo de parte de uma placa contendo 12 pocos. Indicagéo de

como é feito a determinagéo do CIM

Esse teste foi realizado em colaboragdo com Prof®. Dr®. Suzan Pantaroto

Vasconcellos na UNIFESP, campus DIADEMA.

3.4 Preparagao e caracterizacdo do BMImCI - meta 2a

Inicialmente, 1-clorobutano (ALDRICH, 99%) foi destilado a pressdo ambiente

recolhendo-se um liquido incolor de ponto de ebulicdo entre 74-76 °C (Lit. = 78 °C a
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760 mmHg)®. 1-metilimidazol (ALDRICH, 98%) foi purificado por destilacdo a
pressdo reduzida, recolhendo-se um liquido incolor de ponto de ebulicdo entre 115-118
°C a 73 mmHg (198 °C a 760 mmHg)®.

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL equipado com condensador de refluxo,
tubo secante com cloreto de calcio e agitacdo magnética introduziram-se 135 mL (139,0
g; 1,69 mol) de 1-metilimidazol e 211 mL (187,7 g; 2,03 mol) de 1-clorobutano,
previamente destilados. O sistema foi aquecido durante 24 horas a 70 °C. O excesso de
1-clorobutano foi removido em um rotoevaporador. Lavagens sucessivas com acetato de
etila (SYNTH, 99,5%) foram feitas para eliminar qualquer residuo de 1-metilimidazol.
A seguir, o BMImCI foi colocado no rotoevaporador para eliminar qualquer residuo
volatil. O BMImCI foi obtido como um sélido branco de ponto de fusdo entre 60-64 °C

(Lit. = 65 °C)® com 80% de rendimento.

e IV (filme/cm-1): 3061 (v C-H arom); 2956 € 2869 (v C-H s )
alif); 1566 (v C=C arom); 1165 (v C-N). 4
i1eeed Hes et MOy 20
e RMN de H (300 MHz, 25 °C em CDCls, 56 em ppm): = 3 CH;
0,89 (t, 3Ha, J = 7,3 Hz); 1,30 (m, 2Hb); 1,73 (m, 2Hc); £ 8n O a
3,06 (s, 3Hf); 4,27 (t, 2Hd, J = 7,2 Hz); 7,42 (s, 1Hg);
7,57 (s, 1Hh); 10,5 (s, THe).

e RMN de 13C (75 MHz, 25 °C em CDClz, § em ppm): 13,16 (1C1); 19,28 (1C2); 32,19
(1C3); 36,58 (1Cé6); 49,80(1C4); 121,94 (1C7); 123,6 (1C8); 137,99 (1C5).

Preparacao e caracterizacdo do BMImMOACc - meta 2b

Primeiramente, 1-bromobutano (ALDRICH, 99%) foi destilado a pressao
ambiente recolhendo-se um liquido incolor de ponto de ebulicdo entre 97-100 °C (Lit. =
101 °C a 760 mmHg)®. 1-metilimidazol (ALDRICH, 98%) foi purificado conforme
descrito anteriormente.

O liquido i6nico BMImOAc foi preparado em trés etapas, seguindo

procedimento j& descrito na literatura®®. Na primeira etapa, foi preparado o brometo de
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1-butil-3-metilimidazélio (BMImBTr). Na segunda foi realizada a troca idnica entre o
anion brometo pelo anion hidroxila em uma coluna de troca idnica (Ambersep 900 —
Hydroxide form - FLUKA), produzindo o hidréxido de 1-butil-3-metilimidazolio
(BMImOH). A seguir, foi realizada uma reacdo entre BMIMOH e &cido acético

(SYNTH, 99,5%), fornecendo o acetato de 1-butil-3-metilimidazolio (BMImOAC).

Primeira etapa - Preparacdo do BMImBr

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL equipado com condensador de
refluxo, tubo secante com cloreto de calcio e agitacdo magnética introduziram-se 2,43
mL (2,54 g; 31,0 mmol) de 1-metilimidazol e 4,02 mL (5,10 g; 37,2 mmol) de 1-
bromobutano, previamente destilados. O sistema permaneceu a 70 °C por 2 horas. A
seguir, 0 excesso do brometo de n-butila foi removido por rotoevaporagdo. Obteve-se
6,25 g (28,5 mmol) de um sélido branco de PF= 74-76 °C (Lit. = 74 °C)®" com 92% de

rendimento.

Sequnda e terceira etapa - Preparacdo do BMImOACc

Uma coluna cromatografica de vidro de 3 cm de didametro e 30 cm de
comprimento foi preenchida com 10 g de uma resina de troca i6nica basica (Ambersep
900 — Hydroxide form - FLUKA), e lavada excessivamente com agua antes do uso. A
seguir, 2,0 g (9,3 mmol) do BMImBr dissolvido em 50 mL de &gua destilada foi eluido
pela coluna com a passagem de agua de destilada. Para verificar a efetividade da troca
de brometo por OH’, aliquotas retiradas da coluna passaram por testes com uma solucéo

aquosa de AgNO3z e HNOs.
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A seguir, a solucdo aquosa de BMImOH retirada da coluna foi acrescida de uma
solucdo aquosa de acido acetico, usando a relacdo molar de 1:1. A seguir, a mistura
reacional foi rotoevaporada a 70 °C e 20 mmHg, de modo a eliminar a gua presente no
meio reacional. Obteve-se 1,29 g (6.50 mmol) de um liquido viscoso limpido levemente

amarelado. O rendimento foi de 70%.

o IV (filme/cm-1): 3085 (v C-H arom); 2962 € 2867 (v C-H ai); 1574 (v C=0); 1465 (5 C-H
arom no plano); 1169 (v C-N).

e RMN de 'H (300 MHz, 25 °C em CDCls, 5 em %
ppm): 094 (t, 3Ha, J = 7,3 Hz); 1,35 (m, 2Hb); | Halw, < * ab
1,76(m, 2Hc); 1.96(s, 3He); 403 (s, 3Ha); 427 (t, | g7 ™ M /\4;’*\ 1
2Hd, J = 7,2 Hz); 7,20 (s, 1Hh); 7,26 (s, 1Hi); 10,72 N 0 CHs

(s, THf).

W0

e RMN de 3C (75 MHz, 25 °C em CDCls, § em Je
ppm): 13,39 (1C1); 19,43 (1C2); 24,47 (1C3); 32,12 (1C4); 36,26 (1C7); 49,51 (1C5);
121,19(1C8); 122,63 (1C9); 139,65 (1Cé); 177,45 (1C10).

Solubilizagéo da celulose em BMIMCI ou BMIMOACc e obtencdo de um filme de
celulose —meta 2 c

Primeiramente, celulose microcristalina comercial (ALDRICH, tamanho de
particula de 20 pm— Numero CAS 9004-34-6) foi seca na estufa a vacuo a 80 °C por 24
horas antes do uso. A seguir, em diferentes baldes de fundo redondo equipados com
condensador de refluxo, tubo secante com cloreto de calcio e agitacdo magnética,
adicionou-se o liquido idnico (BMImCI ou BMIMOAC) e diferentes quantidades de
celulose (2,5%, 5,0 %, 10% e 15%) em massa de celulose microcristalina em relagdo ao
LI. Mantiveram-se os sistemas sob agitacdo e aquecimento de 60 °C por 24 horas.

Para o preparo do filme de celulose, verteu-se 5,0 g da disperséo 2,5 % de
celulose em BMImCI em uma placa de Petri de poliestireno de 8 cm de diametro,
espalhando-a com um spin coater (MICROTUBE, MODEL A1V1.1.2) (FIGURA 23),

utilizando os parametros listados na TABELA 4. Em seguida, o filme de celulose foi
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formado a partir da regeneracdo da dispersdo pela adicdo de agua. Para a secagem, o
filme produzido foi estocado a temperatura ambiente por cinco dias e depois
armazenado em um dessecador a vacuo com pentoxido de fosforo (ALDRICH, 97%)

para remocao do excesso de agua. Este procedimento esté ilustrado na FIGURA 24.

FIGURA 23: SPIN COATER (MICROTUBE, MODEL A1V1.1.2)

TABELA 4: Parametros utilizados no Spin Coater (Model A1V1.1.2)

Parémetros
Tempo de aceleracéo até 500 rpm 120s
Tempo de duragdo em 500 rpm 40s
Tempo de desaceleracéo 10s
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*Spin coater

Q e

. .
«Celulose Lavagem com agua

dissolvida

- Remogdodo LI
*BMImCI

|

Celulose
microcristalina
(cmc)

*Secagem

FIGURA 24: llustracdo do preparo de um filme de celulose (CEL)
*Filme colocado sobre logo da UNIFESP

3.7 Preparacdo dos filmes de celulose contendo nanoparticulas de prata preparadas
em HDPSal — meta 2d
Para a preparacdo dos filmes de celulose contendo nanoparticulas de prata

produzidas em HDPSal foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item 3.6, porém
a impregnacao das nanoparticulas de prata se deu antes da etapa de secagem.
Sucintamente, adicionou-se 5,0 g da solucdo 2,5% em massa de celulose em
BMIMCI em uma placa de Petri de poliestireno com 8 cm de didametro e a disperséo foi
espalhada. Em seguida, o filme de celulose foi formado a partir da regeneracdo da
dispersdo pela adicdo de agua. Ao filme de celulose umido foi adicionado 5,0 mL de
cada uma das dispersdes denominadas NPAg_xHDP_yAg" listadas na TABELA 2. O
sistema permaneceu em contato e em repouso. Depois de 72 horas, o filme foi retirado
da placa e lavado excessivamente com agua, deixado a temperatura ambiente por cinco
dias, e entdo armazenado em um dessecador a vacuo com pentoxido de fésforo para
remocao de vestigio de agua. O procedimento esta ilustrado na FIGURA 25. Para

comparacéo foi preparado um filme de celulose que foi deixado em contato com 5 mL
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de uma solucdo contendo 1 mg/mL de HDPSal. Esses filmes foram denominados
CEL_xHDP_yAg", onde x é a quantidade de HDPSal e y ao volume de AgNOs;

utilizados no preparo das nanoparticulas.

l

S=2

eLavagem com
agua
Secagem

FIGURA 25: llustracdo das etapas de preparacdo dos filmes de celulose com as

nanoparticulas de prata preparadas na presenca de HDPSal (amostras da TABELA 2)
*Filme colocado sobre logo da UNIFESP

Avaliacdo da atividade microbicida dos filmes de celulose contendo
nanoparticulas de prata produzidas em HDPSal — meta 2e

Para realizar estes testes foram selecionados trés microrganismos:
Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva), Escherichia coli (bactéria Gram-
negativa) e Candida albicans (fungo). O teste de suscetibilidade ao antimicrobiano’®"’
por disco-difusdo foi realizado utilizando os filmes preparados no procedimento da
FIGURA 25, recortados em forma de discos, sobre a placa de &gar apds a aplicacdo do
indculo bacteriano. O procedimento realizado esté ilustrado na FIGURA 26. Na pratica,

o0 teste ndo fornece um resultado quantitativo, mas sim qualitativo, indicando se a

amostra é sensivel ou resistente ao microrganismo (FIGURA 27).
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— Adi¢do dos micro-
= organismos
(104UFC/mL)

Placacom

meio de
cultura

o = " Adigcdodos
Verificagdo se micro- X
filmes
organismos proliferam

| Estufa por 24 horas ‘ -_.__.‘ contendo
naregido dos filmes

AgNPs

— ~ e do meio de
. -

FIGURA 26: llustracdo do teste de disco-difusdo em agar para os filmes de

celulose contendo as AgNPs

Com
formacdo de
halo

Sem formacdo
de halo

Resistente

Sensivel

FIGURA 27: llustragéo do resultado do teste de disco-difuséo

Para os testes realizados nessa dissertacdo, primeiramente construiu-se uma

suspensdo microbiana na concentragdo aproximada de 0,4 a 0,5 NMP/mL (ODgq). Este

material foi obtido por meio do método de crescimento direto da col6nia por 24 horas,

seguindo as condicdes apresentadas na TABELA 5.
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TABELA 5: Condic0es utilizadas para o preparo dos indculos microbianos para os testes de
disco-difusdo

MICRORGANISMOS MEIO* INOCULO INCUBACAO
Staphylococcus aureus LB Método de crescimento ou 35+2°C em estufa
indculo direto aerobia 20 a 24 h
Escherichia coli LB Método de crescimento ou 35+2°C em estufa
indculo direto aerobia 20 a 24 h
Candida albicans YMA Método de crescimento ou 35+2°C em estufa
indculo direto aerobia 20 a 24 h

*LB = Luria Bertania; YMA = Extrato Malte e Levedura

Com o auxilio de uma alca bacteriologica foram inoculadas 4 col6nias com a
mesma morfologia em 4 mL de caldo de LB (meio bacteriano) ou YMA (meio fungico).
Foram adicionados 200 pL da suspensdo microbiana pela superficie do agar ja
solidificado em placa de Petri de poliestireno com 8 cm de didmetro. Em seguida foi
adicionado os filmes de celulose contendo AgNPs produzidas em HDPSal, e
preenchidos pelo meio de cultura. Os testes foram feitos em triplicata.

A andlise dos resultados foi realizada apds 24 horas por observacdo e
mensuracdo dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano ao redor de
cada disco (milimetros).

Esse teste foi realizado em colaboracdo com Profa. Dra. Suzan Pantaroto
Vasconcellos na UNIFESP, campus DIADEMA.

Técnicas de caracterizagéo

3.9.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Ultrashield 300 MHz
da Bruker, localizado na UNIFESP, operando a 300 MHz para RMN de *H e 75 MHz
para RMN de **C. Utilizou-se cloroférmio deuterado como solvente e tetrametilsilano
como padréo interno.
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3.9.2 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do Infravermelho (1V)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (IV) foram obtidos num
espectrometro IR Prestige-21 da SHIMADZU localizado no Laboratério de Materiais
Hibridos (LMH) da UNIFESP. Os espectros foram registrados no modo de
transmitancia usando acessorio de ATR (Refletancia total atenuada).

3.9.3 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do UV-Vis (UV-Vis)

Os espectros de absorcdo eletrénico na regido do UV-Vis das amostras foram
coletados com o espectrofotometro USB 4000 OCEAN OPTICS localizado no
laboratdério de materiais hibridos dentro da UNIFESP. No caso das amostras liquidas
utilizou-se uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6ético. Os espectros dos filmes
foram registrados em modo absorbancia colocando os filmes em um aparato apropriado.

3.9.4 Difratometria de Raios-X (DRX)

Os difratogramas foram obtidos no difratbmetro D8-Advance DAVINCI da marca
BRUKER com anodo de Cu-Ka (0,1542 nm), operando em 40 kV e 40 mA localizado
na UNIFESP. O filme foi aderido a um substrato de vidro para analise. Todos 0s
difratogramas das amostras foram subtraidos do difratograma do porta-amostra de
vidro.

3.9.5 Termogravimetria (TG)

As andlises termogravimétricas (TG) foram registradas em um equipamento TGA-
60 DUPONT da Escola Politécnica da Universidade de Sdo Paulo, utilizando atmosfera
de ar, capsula de alumina e rampa de aquecimento de 10 °C/min na faixa de temperatura
entre 30 e 900 °C.

3.9.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens foram obtidas utilizando o Microscopio Eletronico de Varredura

modelo JSM-7401F, localizado na central analitica da 1Q-USP.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

Preparacdo e caracterizacdo das dispersdes de nanoparticulas de prata em HDPSal
(OBJETIVO 1)
Conforme mencionado na introducdo dessa dissertacdo, em 2015, nosso grupo de

pesquisa®® publicou um trabalho relatando a preparacdo de nanoparticulas de prata a
partir da reducdo quimica de nitrato de prata com borohidreto de tetrabutilaménio,
utilizando diferentes concentragdes do liquido idnico salicilato de hexadecilpiridinio
(HDPSal) como agente estabilizante em meio aquoso. A presenca do liquido iénico
HDPSal potencializou a atividade microbicida das dispersdes de AgNP frente aos
patdgenos E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. No presente estudo, essas dispersdes de
AgNPs contendo HDPSal (item 4.1.1) foram novamente preparadas (item 4.1.2) para
serem posteriormente usadas no processo de impregnacdo nos filmes de celulose.
Ensaios para a determinacdo da concentracdo minima inibitoria dessas dispersdes foram
realizados pela primeira vez (item 4.1.3).

4.1.1 Preparacdo e caracterizacdo do salicitato de hexadecilpiridinio
(HDPSal) - meta la

O liquido i6nico salicilato de hexadecilpiridinio (HDPSal) foi preparado a partir
de uma reacdo de troca idnica do brometo de hexadecilpiridinio (HDPBr) com

salicilato de sédio (NaSal), segundo a reacio mostrada abaixo (FIGURA 28)%.

N
ERN 3
@ @fL @EL () rwte

HDPBr NaSal HDPSal

FIGURA 28: Reacdo de preparacdo do salicilato de hexadecilpiridinio (HDPSal)

O produto foi obtido como um sélido branco com ponto de fusdo ao redor de 63-
65 °C (Lit. = 67 °C)® e foi caracterizado espectroscopicamente por IV e RMN de *H e
13C (ver atribuices no item 3.1) comparando sua estrutura quimica.

33



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

4.1.2 Preparacao das dispersdes de nanoparticulas de prata em HDPSal —
meta 1b

Com o HDPSal preparado, seguiu-se na preparacdo das dispersdes de
nanoparticulas de prata na presenga desse liquido iénico, a partir da reducao de nitrato
de prata com borohidreto de tetrabutilaménio, segundo a reacdo mostrada a seguir
(FIGURA 29). O liquido i6nico foi adicionado para atuar como agente estabilizante da
prata em escala nanométrica e pelo fato do cation HDP* ter ac4o bactericida?®, e o anion

salicilato (Sal) anti-inflamatéria®®.

AgNO;:,(aq) + TBABH4(aq) —> Ag(s) +1 Hz(g) +1 Bsz(aq) + TBANOg(aq)

FIGURA 29: Reacdo de preparacdo das nanoparticulas de prata em salicilato de
hexadecilpiridinio (HDPSal)

Foram preparadas 10 dispersdes de AgNPs contendo diferentes quantidades de
HDPSal e de prata (TABELA 2) e divididas em BLOCOS, exemplificados na TABELA
6. Essas amostras foram denominadas NPAg_xHDP_yAg", onde x é a massa em mg de
HDPSal e y é o volume em pL da solucdo aquosa 10 mM de AgNO; adicionados em 10
mL de &gua destilada. Todos os experimentos foram feitos usando a razdo molar de

Ag'/BH, de 1:1.
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TABELA 6: AbreviacOes das amostras das dispersdes de AgNPs produzidas em HDPSal e
concentracdes de HDPsal e prata

BLOCO Concentragédo de HDPSal Concentragéo de Ag
Nome da Amostra
(mg/mL) (ng/mL)

1 NPAg_10HDP_100Ag* 1 10.8

1 NPAg_10HDP_200Ag" 1 21.6

1 NPAg_10HDP_300Ag" 1 324

1 NPAg_10HDP_400Ag* 1 432

1 NPAg_10HDP_500Ag* 1 54.0

2 NPAg_5HDP_1000Ag* 0.5 108
le2 NPAg_10HDP_1000Ag* 1 108

2 NPAg_50HDP_1000Ag* 5 108

2 NPAg_100HDP_1000Ag* 10 108

2 NPAg_1000HDP_1000Ag" 100 108

As fotos mostradas na FIGURA 30 sdo das dispersdes elencadas na TABELA 6
apos 30 minutos de preparo. Como pode ser observado, as amostras preparadas na
presenca de HDPSal possuem coloracdo de amarelo claro a laranja, sugerindo a
presenca de nanoparticulas de prata. Foi feita também uma amostra sem a adi¢édo de LI,
denominada NPAg_OHDP_100Ag", que resultou em uma solucio levemente amarela-
acinzentada nos primeiros minutos apos a preparacdo, mas logo apds 60 minutos foi
possivel observar formacdo de um precipitado cinza e a dispersdo ficou incolor. Vale
ressaltar que a amostra (NPAg_1000HDP_1000Ag") originou um material gelatinoso,
diferentemente das demais. Essas amostras foram analisadas em dois BLOCOS. O
BLOCO 1 contém as amostras com a mesma concentracdo de HDPSal e diferentes
concentragdes de nanoparticulas de prata tedrica. Pertencem ao BLOCO 1 as amostras:
NPAg_10HDP_100Ag", NPAg_10HDP_200Ag", NPAg_10HDP_300Ag",
NPAg_10HDP_400Ag’, NPAg_10HDP_500Ag’,  NPAg_10HDP_1000Ag’. O
BLOCO 2 inclui as dispersGes com a mesma concentracdo de nanoparticulas de Ag

tedrica e diferentes concentraces de HDPSal. Pertencem a esse BLOCO 2 as amostras:
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NPAg_SHDP_1000Ag™  NPAg_10HDP_1000Ag®,  NPAg 50HDP_1000Ag",

NPAg_100HDP_1000Ag*, NPAg_1000HDP_1000Ag".

Bloco1

NPAg 10HDP xAg”

x=100 200 300 400 500 1000

Bloco 2

NPAg_OHDP_100Ag”

NPAg_yHDP_1000Ag”

FIGURA 30: Fotos das disperses de AgNP preparadas na presenca HDPSal apés 30 minutos
de preparo (Amostras da TABELA 2)

Para confirmar a presenca das nanoparticulas de prata nas dispersbes da
FIGURA 30 foram registrados os espectros de absor¢do na regido do UV-Vis. Na
FIGURA 31 encontram-se 0s espectros das amostras do BLOCO 1 registrados apds 1
hora de preparo. Observa-se a presen¢a de uma banda em aproximadamente 415 nm
para todas as amostras do 1° BLOCO. O espectro de uma solugdo aquosa de HDPSal
ndo apresenta bandas na regido do visivel. A banda em 415 nm ¢ atribuida a banda SPR
(surface plasmon resonance) da prata, quando ela se encontra em escala nanomeétrica,
causada pela oscilacdo coletiva dos elétrons existentes na superficie das
nanoparticulas.?® Como pode-se notar, a amostra NPAg_OHDP_100Ag* preparada na
auséncia de liquido idnico ndo apresenta a banda na regido de 415 nm, indicando
auséncia de nanoparticulas de prata, e que a presenca do HDPSal é essencial para a
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estabilizacdo das nanoparticulas. Todas as amostras permaneceram estaveis por mais de
3 meses. Ainda é possivel observar que o0 maximo de absorbancia em 415 nm aumenta
a medida que a concentracéo tedrica de Ag® aumenta. Portanto, pode-se concluir que as
concentracdes de nanoparticulas de prata nas amostras do bloco 1 seguem a seguinte
ordem crescente:  NPAg_10HDP_1000Ag® > NPAg _10HDP 500Ag" >
NPAg_10HDP_400Ag* > NPAg_10HDP_300Ag" > NPAg_10HDP_200Ag" >
NPAg_10HDP_100Ag".

4

—— NPAg_OHDP_100Ag+
NPAg_10HDP_100Ag+
—— NPAg_10HDP_200Ag+
3. NPAg_10HDP_300Ag+
—— NPAg_10HDP_400Ag+
NPAg_10HDP_500Ag+
NPAg_10HDP_1000Ag+

Absorbancia
N
1

,//'\7

i —
350 400 450 500 550 600
comprimento de onda / nm

FIGURA 31: Espectros na regido do UV-Vis das dispersdes de nanoparticulas de prata
contendo HDPSal do BLOCO 1

Analisando os espectros na regido do UV-Vis do BLOCO 2 de amostras
(FIGURA 32) nota-se que a medida que a concentracdo do liquido i6bnico HDPSal
aumenta, a banda de absorcdo em 415 nm varia de forma distinta do que foi observado
para amostras do BLOCO 1. Uma explicacdo para esse fato é que em altas
concentragcOes de HDPSal (amostras NPAg_50HDP_1000Ag",
NPAg_100HDP_1000Ag* e NPAg_1000HDP_1000Ag"), as nanoparticulas aglomeram

e floculam, explicando o decaimento considerdvel da absorcdo em 415 nm em
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comparagao com as amostras NPAg_5HDP_1000Ag* e NPAg_10HDP_1000Ag" ap6s 1
hora de preparo. Dessa forma, embora a concentracdo sal de prata adicionado nas
amostras do BLOCO 2 tenha sido a mesma, as concentracfes de nanoparticulas de prata
ndo foram, pois parte delas aglomeraram, ndo permanecendo na dispersédo. Pelos valores
de méaximo de absorbancia em 415 nm, pode-se concluir que as concentracdes de
nanoparticulas de prata nas amostras do bloco 2 seguem a seguinte ordem crescente:
NPAg_5HDP_1000Ag® > NPAg_10HDP_1000Ag® > NPAg 50HDP_1000Ag* ~

NPAg_100HDP_1000Ag* > NPAg_1000HDP_1000Ag".

NPAg_5HDP_1000Ag+
NPAg_10HDP_1000Ag+
4 —— NPAg_50HDP_1000Ag+
NPAg_100HDP_1000Ag+

© —— NPAg_1000HDP_1000Ag+
O 3

c

<(C

0

S

(7] 2 1

Q0

<

g \&
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
comprimento de onda / nm

FIGURA 32: Espectros de absor¢éo na regido do UV-Vis das dispersdes de

nanoparticulas de prata contendo HDPSal do BLOCO 2

Ja que os espectros na regido do UV-Vis do BLOCO 1 e 2 sdo similares a
aqueles publicados anteriormente?®, podendo-se pressupor que as dispersées de AgNP
do BLOCO 1 e 2 foram obtidas com sucesso. Vale mencionar que no trabalho

publicado® as imagens registradas no microscopio eletrdnico de transmissdo
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confirmaram a formacéo de nanoparticulas esfericas com diametro ao redor de 10 nm. O
potencial Zeta dessas dispersdes foi ao redor de +50 mV, indicando que os céations
HDP" estavam rodeando as nanoparticulas, prevenindo a sua aglomeragdo por repulso
eletrostatica.”®

4.1.3 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) das dispersoes
de HDPSal contendo AgNPs — meta 1c

O teste da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) determina a
menor concentragdo do antimicrobiano capaz de inibir o desenvolvimento visivel do
microrganismo. Dessa forma, quanto menor o valor de CIM mais potente é o
antimicrobiano. Para os testes de CIM foram feitas diluigdes seriadas das amostras da
TABELA 2, variando-se a concentracdo de 100% até 0,04875% (ver TABELA 3) e
utilizando os microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans. Os valores de CIM obtidos experimentalmente s&o apresentados na TABELA
7 e 8 paraE. coli, TABELA 9 e 10 para S. aureus e TABELA 11 e 12 para C. albicans.
Decidiu-se apresentar os valores de CIM em termos de HDPSal e prata, pois ambas as
espécies podem apresentar efeito microbicida, como mencionado anteriormente.

TABELA 7: Valor de CIM frente ao microrganismo E. coli para as amostras do

BLOCO 1
Concentragéo CIM em termos de
inicial
HDPSal Teorica Diluicio HDPSal Ag
Nome da Amostra (mg/mL) de Ag do (wg/mL)  (ug/mL)
(ug/mL) CIM*
NPAg_10HDP_100Ag" 1 10,8 0,8% 7.8 0,084
NPAg_10HDP_200Ag* 1 21,6 0,8% 7,8 0,169
NPAg_10HDP_300Ag* 1 32,4 0,8% 7,8 0,253
NPAg_10HDP_400Ag* 1 43,2 0,8% 7,8 0,337
NPAg_10HDP_500Ag* 1 54,0 0,8% 7,8 0,436
NPAg_10HDP_1000Ag* 1 108 0,8% 7,8 0,842

* 18 diluicdo que a disperséo ndo apresentou atividade
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TABELA 8: Valor de CIM frente ao microrganismo E. coli para as amostras do

BLOCO 2
Concentracao CIM em termos de
inicial
HDPSal Teorica Diluicdo HDPSal  Ag (ug/mL)
Nome da Amostra (mg/mL) de Ag do (ng/mL)
(ng/mL)  CIM*
NPAg_5HDP_1000Ag* 0.5 108 1,6% 6,3 1,685
NPAg_10HDP_1000Ag* 1 108 0,8% 7,8 0,842
NPAg_50HDP_1000Ag* 5 108 0,2% 9,75 0,211
NPAg_100HDP_1000Ag* 10 108 0,1% 9,75 0,105

* 12 diluicio que a disperséo ndo apresentou atividade

TABELA 9: Valor de CIM frente ao microrganismo S. aureus para as amostras do

BLOCO 1
Concentracao CIM em termos de
inicial
HDPSal Teorica Diluicdo HDPSal Ag
Nome da Amostra (mg/mL) de Ag do (ug/mL)  (ug/mL)
(ng/mL) CIM*
NPAg_10HDP_100Ag* 1 10,8 0,4% 3,9 0,042
NPAg_10HDP_200Ag* 1 21,6 0,4% 3,9 0,084
NPAg_10HDP_300Ag* 1 32,4 0,4% 3,9 0,126
NPAg_10HDP_400Ag* 1 432 0,4% 3,9 0,168
NPAg_10HDP_500Ag" 1 54,0 0,4% 3,9 0,211
NPAg_10HDP_1000Ag* 1 108 0,4% 3,9 0,421

* 12 diluicdo que a dispersdo nao apresentou atividade
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TABELA 10: Valor de CIM frente ao microrganismo S. aureus para as amostras do

BLOCO 2
Concentracgéo CIM em termos de
inicial
Teorica Diluicdo HDPSal Ag (ug/mL)
HDPSal
Nome da Amostra (mg/mL) de Ag do (ng/mL)
(ng/mL) CIM*
NPAg_5HDP_1000Ag* 0.5 108 0,8% 3,9 0,842
NPAg_10HDP_1000Ag* 1 108 0,4% 39 0,421
NPAg_50HDP_1000Ag* 5 108 0,1% 4,9 0,105
NPAg_100HDP_1000Ag" 10 108 0,05% 4,9 0,053

* 12 diluicio que a disperséo ndo apresentou atividade

TABELA 11: Valor de CIM frente ao microrganismo C. albicans para as amostras do

BLOCO 1
Concentragéo CIM em termos de
inicial
HDPSal Teoérica Diluicho HDPSal Ag (pg/mL)
Nome da Amostra (mg/mL) de Ag do (ng/mL)

(mg/mL) CIM*
NPAg_10HDP_100Ag* 1 10,8 0,8% 7,8 0,842
NPAg_10HDP_200Ag" 1 21,6 0,8% 7,8 0,169
NPAg_10HDP_300Ag" 1 32,4 0,8% 7,8 0,253
NPAg_10HDP_400Ag" 1 43,2 0,8% 7,8 0,337
NPAg_10HDP_500Ag" 1 54,0 0,8% 7,8 0,436
NPAg_10HDP_1000Ag* 1 108 0,8% 7,8 0,842

* 12 diluicdo que a dispersdo ndo apresentou atividade
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TABELA 12: Valor de CIM frente ao microrganismo C. albicans para as amostras do

BLOCO 2
Concentracao CIM em termos de
inicial
HDPSal Teorica Diluicdo HDPSal  Ag (ug/mL)
Nome da Amostra (mg/mL) de Ag do (ng/mL)
(ng/mL)  CIM*
NPAg_5HDP_1000Ag* 0.5 108 1,6% 6,3 1,685
NPAg_10HDP_1000Ag* 1 108 0,8% 7,8 0,842
NPAg_50HDP_1000Ag* 5 108 0,2% 9,75 0,211
NPAg_100HDP_1000Ag* 10 108 0,1% 9,75 0,105

* 12 diluicio que a disperséo ndo apresentou atividade

Na TABELA 7 e 8 séo apresentados os valores de CIM para as cepas de E. coli.
Os valores de CIM em termos de HDPSal para todas as amostras do BLOCO 1
(TABELA 7) sdo ao redor de 7,8 upg/mL. Em termos de Ag, os valores de CIM
variaram de 84,2 x 10° 1685 x 10° 252,6 x 107 336,8 x 107, 436,0 x 10° e
842,0 x 10° pg/mL para as amostras NPAg_10HDP_xAg*, sendo x=100, 200, 300, 400,
500, 1000, respectivamente. Para as amostras do BLOCO 2 (TABELA 8) os valores de
CIM em termos de HDPSal também s&o similares (6,3 a 9,75 pug/mL). Em termos de
Ag, os valores diminuem de 1648 x 10, 842,0 x 10® , 210,6 x 10° a 105,3 x 10°
ug/mL indo da amostra NPAg_yHDP_1000Ag", y=5, 10, 50 e 100, respectivamente.

Na TABELA 9 e 10 sdo apresentados os valores de CIM para as cepas de S.
aureus. Os valores de CIM em termos de HDPSal para todas as amostras do BLOCO 1
(TABELA 9) sdo ao redor de 3,9 pug/mL. Em termos de Ag, o CIM variou de
42,1 x 10 pg/mL para a amostra NPAg_10HDP_100Ag" até 421 x 10°° ug/mL para a
amostra NPAg_10HDP_1000Ag®. Para as amostras do BLOCO 2 (TABELA 10), os

valores de CIM em termos de HDPSal também sdo similares (3,9 a 4,9 ug/mL) e
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diminuem de 842,4 x 103, 421 x 1073, 105,3 x 10° e 52,7 x 10" ug/mL indo da amostra
NPAg_yHDP_1000Ag", y=5, 10, 50 e 100, respectivamente.

Na TABELA 11 e 12 sdo apresentados os valores de CIM para as cepas de C.
albicans. Os valores de CIM em termos de HPDSal e prata para esse fungo foram
similares aos valores apresentados para a bactéria E. coli.

As concentracdes inibitorias minimas em termos da concentracdo de Ag para as
amostras do BLOCO 1 (TABELA 7, 9 e 11) aumentam na ordem NPAg_10HDP_xAg",
onde x = 100, 200, 300, 400, 500 e 1000 para todos os microrganismos testados
(FIGURA 33). Esse resultado indica que a agdo microbicida dessas amostras esta sendo
governada pelo HDPSal e ndo pelas nanoparticulas de prata presentes nas amostras, ja
se as AgNPs fossem as espécies responsaveis pela acdo microbicida os valores de CIM
deveriam seguir a ordem decrescente para as amostras NPAg_10HDP_xAg", onde x =
100, 200, 300, 400, 500 e 1000. Esse dado é corroborado quando se analisa os valores
de CIM em termos de Ag para as amostras do BLOCO 2 (FIGURA 34). Para essas
amostras (NPAg_yHDP_1000Ag+, onde y = 5, 10, 50 e 1000) (TABELA 8, 10 e 12)

os valores de CIM diminuem a medida que a concentracdo de HDPSal aumenta.
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FIGURA 33: Gréfico de CIM em termos de Ag para as amostras do BLOCO 1 para

diferentes microrganismos
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FIGURA 34: Gréfico de CIM em termos de Ag para as amostras do BLOCO 2 para

diferentes microrganismos
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As concentragdes inibitérias minimas em termos da concentracdo de HDPSal
para as amostras do BLOCO 1 (NPAg_10HDP_xAg", onde x = 100, 200, 300, 400, 500
e 1000) (TABELA 7,9 e 11) sdo similares para o0 mesmo microrganismos (FIGURA
35). Os menores valores de CIM em termos de HDPSal para o microrganismo S. aureus
indicam que ele € mais sensivel a essas amostras. Esse resultado indica que todas essas
amostras, ou seja, que apresentam a mesma concentracdo de HDPSal, apresentam a
mesma eficiéncia microbicida. Os valores de CIM em termos da concentracdo de
HDPSal para as amostras do BLOCO 2 (NPAg_yHDP_1000Ag", onde y = 5, 10, 50 e
1000) (TABELA 8, 10 e 12) (FIGURA 36) também sdo similares para 0 mesmo

microrganismos em estudo e proximos dos valores obtidos para as amostras do BLOCO
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FIGURA 35: Grafico de CIM em termos de HDPSal para as amostras do BLOCO 1

para diferentes microrganismos
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FIGURA 36: Grafico de CIM em termos de HDPSal para as amostras do
BLOCO 2 para diferentes microrganismos

Esses resultados indicam que a acdo microbicida dessas amostras esta sendo
realmente conduzida pelo HDPSal. Uma explicacdo para esse fato é que as
nanoparticulas de prata produzidas em meio aquoso contendo HDPSal, estdo sendo
rodeadas pelo cation HDP® (FIGURA 37) que apresenta acdo microbicida ja
estabelecida. *® Os valores de CIM em termos de HDPSal para 0s microrganismos E.

coli e C. albicans € de 7,8 ug/mL e de 3,9 pg/mL para S. aureus.
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FIGURA 37: Ilustracdo que mostra a interagdo de uma nanoparticula de prata com HDP*

Preparacgdo de filmes de celulose ndo modificada contendo as nanoparticulas de
prata produzidas em meio de liquido i6nico. (OBJETIVO 2)

De acordo com o que foi descrito na introducdo deste trabalho, a imobilizacdo de
nanoparticulas de prata em substratos s6lidos, como em filmes celulose, contorna alguns
problemas que seu uso em dispersdo acarreta, como dificuldade de separacdo e
recuperacdo do meio reacional e tendéncia de agregacdo das nanoparticulas. Sendo
assim, com o intuito de se produzir filmes de celulose ndo modificada com alta
concentracdo de AgNPs, nessa dissertacdo foram sintetizados os liquidos idnicos
BMImCI e BMIMOACc (itens 4.2.1 e 4.2.2) que foram utilizados para solubilizar a
celulose. Um filme de celulose sem nanoparticulas de prata foi preparado para
comparacdo (item 4.2.3). Em seguida, as AgNPs produzidas em HDPSal foram
impregnadas nos filmes (item 4.2.4), os quais tiveram a sua atividade microbicida

avaliada em testes de disco-difusdo (item 4.2.5).
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4.2.1 Preparacéo e caracteriza¢cdo do BMImCI

O liquido i6nico cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio (BMImCI) foi obtido a partir
da reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) do 1-clorobutano com o 1-
metilimidazol (FIGURA 38)%. O produto foi obtido como um sélido branco, com uma
estreita faixa de ponto de fusdo de 60-64 °C (Lit. = 65 °C)**, indicando alto grau de

pureza do produto.

O N

— — cr s
1-metilimidazol 1-clorobutano Cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio
BMImCI

FIGURA 38: Reacdo de prepara¢do do BMImCI

O BMImCI foi caracterizado por espectroscopia no IV e RMN de *H e C,

comprovando sua estrutura quimica (ver atribui¢ées no item 3.4).

4.2.2 Preparacdo e caracterizacdo do BMImOAc

O liquido iénico acetato de 1-butil-3-metilimidaz6lio (BMImOAC) foi preparado
em 3 etapas, conforme mostrado na FIGURA 39.°° A primeira foi a preparacdo do
BMImBr, obtido de forma similar ao BMImCI, exceto pelo uso de 1-bromobutano no
lugar de 1-clorobutano. A seguir, foi efetuada uma reacdo de troca idnica dos ions
brometos por hidroxilas, utilizando uma resina de troca ionica. O acompanhamento da
troca dos ions brometos por hidroxilas foi feito pela adicdo de uma solugdo aquosa de
nitrato de prata, acrescida de acido nitrico. A terceira etapa foi uma reacéo acido-base
entre 0 BMImOH e acido acético. O produto foi obtido como um liquido incolor e

VisSCcoso.
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FIGURA 39: Reacéo de preparacdo do BMIMOACc
O BMImOAc foi caracterizado por espectroscopia no IV e RMN de 'H e *C,
comprovando sua estrutura quimica (ver atribui¢ées no item 3.5).

4.2.3 Solubilizacéo da celulose em BMImCI e BMIMOAC e obtencdo de um
filme de celulose (meta 2c)

Primeiramente, solubilizou-se 2,5%, 5%, 10% e 15% em massa de celulose em
BMImCI com aquecimento constante a 70 °C com agitagdo por 24 horas. Embora a
solubilizagdo tenha ocorrido em todos os casos, as dispersdes contendo 10 e 15%
ficaram muito viscosas, dificultando o espalhamento da disperséo para a formacéo dos
filmes. Também, solubilizou-se 2,5 e 5% em massa de celulose em BMImOAC,
utilizando as mesmas condi¢cdes empregadas para 0 BMImCI. A solubilizacdo da
celulose em BMImCI ou BMIMOACc foi atribuida a penetragdo dos anions cloreto ou
acetato na estrutura da celulose, que estabelecem interaces ion-dipolo com o0s grupos
hidroxilas da celulose, enfraquecendo as ligacdes de hidrogénio intercadeias.®

Embora BMIMOAC tenha solubilizado eficientemente o biopolimero, o processo
de regeneragdo da celulose pelo acréscimo de agua ndo levou a formacgdo de filmes
resistentes, portanto o uso desse liquido iénico foi descartado.

A preparacdo de um filme de celulose foi feita usando a disperséo contendo 2,5%
em massa de celulose em BMImCI, pois era a de menor viscosidade e, portanto,
facilitava o espalhamento da dispersdo. Uma quantidade conhecida dessa dispersédo foi
adicionada em uma placa de Petri e entdo ela foi distribuida uniformemente com o

auxilio de um spin-coater. A seguir, agua foi adicionada nessa dispersao. Imediatamente
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apos a adicdo de agua, observa-se a formacdo de um filme, devido ao fato da celulose
ndo ser sollvel nesse solvente™. Entéo, o filme foi lavado exaustivamente com agua a
fim de remover todo o liquido ibnico, e seco a temperatura ambiente. Esse filme foi
denominado Celulose (CEL). E interessante mencionar que quando o filme esta Gmido
ou tem a presenca de liquido i6nico ele ¢é fragil e quebradico, entretanto quando esta
seco e sem residuos de liquido i6nico ele é visualmente transparente e resistente ao

manuseio, como mostrado na FIGURA 40.

() (B)

FIGURA 40: Filme de celulose logo ap6s regeneracgdo (A) e ap6s secagem (B).

O filme de celulose (CEL) foi caracterizado por espectroscopia vibracional na
regido do infravermelho (1V), termogravimetria (TG), difratometria de Raios-X (DRX)
e microscopia eletronica de varredura (MEV).

No espectro de absorcdo na regido do IV do filme de celulose (linha preta da
FIGURA 41) nota-se uma banda ao redor de 3360 cm™ devido ao estiramento das
ligacdes O-H, e em 2890, 1440 e 1370 cm™ bandas referentes ao estiramento e
deformac&o angular das ligagdes C-H. Em 1645 cm™, encontrou-se uma banda referente
a deformacdo angular dos grupos hidroxilas tanto da celulose, quanto da agua residual
presente nos filmes. Ao redor de 1070 e 1160 cm™ nota-se uma banda larga que
corresponde ao estiramento das ligacbes C-O-C presentes na celulose. A banda
aproximada em 1160 cm™ é referente & deformacdo C-H no plano. Finalmente, a banda

em 890 cm™ é referente & deformacao angular C-H das unidades p 1-4 glicosidicas entre
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as unidades de glicose que compdem o biopolimero. Nota-se ainda que o espectro da
celulose microcristalina (CMC) (linha vermelha da FIGURA 41) é similar ao do filme
CEL, indicando que o processo de solubilizacdo da celulose em BMImCI ndo alterou a

estrutura priméria da celulose.”
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FIGURA 41: Espectro vibracional na regido do infravermelho do filme de celulose

Foram registradas imagens em um microscopio eletrébnico de varredura
(FIGURA 42) tanto da celulose microcristalina (CMC), quanto do filme de CEL em
diferentes magnificacdes. E possivel observar nas imagens da celulose microcristalina
(Imagens A e B em vermelho) a presenca de fibras entrelacadas de diversos tamanhos.
No filme de celulose (Imagens A e B em preto), as imagens sao totalmente diferentes,

ndo sendo observadas particulas. Observa-se apenas uma superficie lisa, regular e
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homogénea, compativel com o processo de dissolucdo e regeneracdo da celulose na

forma de filme 2.

{

AL LS
LEI 50kV  X1,000 10um WD 8.0mm 50kvY  X1,000 10um WD 8.0mm

LEI 50KV X30,000 100nm WD 8.0mm 1Q-USP 10KV  X30,000 100nm WD 8.0mm

B B

FIGURA 42: Imagens registradas em microscopio eletrénico de varredura da celulose
microcristalina (CMC) (Imagens A e B em vermelho) e do filme de CEL (Imagens A e B em
preto)

No difratograma de raios X (DRX) da celulose microcristalina (linha vermelha
da FIGURA 43) observa-se um pico ao redor de 20 = 22° de maior intensidade e outro
ao redor de 20 = 15°. Considerando o pico em 26 = 22°, pode-se ver que no filme de

celulose (linha preto da FIGURA 43) ocorre uma diminuicdo de intensidade e
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alargamento deste pico, devido a diminuicdo da cristalinidade da celulose nesse filme. O
mesmo comportamento pode ser observado no pico 20 = 15°, que esta ausente no filme
de celulose. Esse fato deve-se a quebra das ligacdes de hidrogénio da celulose
microcristalina (CMC) quando dissolvida em BMImCI e regenerada na forma de filme.
Essas mudancas foram atribuidas a conversdo da celulose do tipo | para a celulose do
tipo I, que apresenta menor organizacdo estrutural’>. O grau de cristalinidade da

celulose microcristalina no material em estudo foi calculado e é de 91 % .
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FIGURA 43: Difratograma de raios-X do filme de celulose (CEL) e da CMC

A estabilidade térmica do filme de celulose foi avaliada no ensaio de
termogravimetria. No gréafico de perda de massa em funcdo de temperatura (FIGURA
44: curva cheia) e a sua primeira derivada (FIGURA 44: curva pontilhada) nota-se um
primeiro evento de perda de massa ao redor de 100-150 °C, referente a perda de agua
adsorvida, que corresponde a 4% em massa, e dois eventos consecutivos com picos na
12 derivada em 280 e 520 °C, referentes a decomposicdo total da celulose. O filme

apresenta uma temperatura inicial de degradacéo ao redor de 260 °C.
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FIGURA 44: Anélise termogravimétrica do filme de celulose

4.2.4 Preparacdo dos filmes de celulose contendo nanoparticulas de prata
preparadas em HDPSal

Para a preparacdo dos filmes de celulose contendo nanoparticulas de prata
preparadas em HDPSal, primeiramente sintetizou-se os filmes de celulose utilizando
5,0g da solucdo 2,5% em massa de celulose em BMImCI. Nas placas de Petri, ja com
esses filmes de celulose regenerados e lavados excessivamente com agua para eliminar
qualquer residuo de liquido ibnico, foram adicionados 5,0 mL das dispersoes
NPAg xHDP_yAg® listadas na TABELA 2. Ndo foi utilizada a amostra
NPAg_1000HDP_1000Ag", pois ela era um gel. O filme e a dispersdo permaneceram
em contato e em repouso por 72 horas. A seguir, os filmes foram lavados com agua e
deixados a temperatura ambiente por cinco dias, e depois armazenados em um

dessecador a vacuo com pentdxido de fosforo para remocgédo de vestigio de agua. Para
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comparacao foi preparado um filme de celulose que foi deixado em contato com 5,0 mL
de uma solugdo contendo 1 mg/mL de HDPSal. Esse filme foi denominado
CEL_10HDP_0Ag".

Na FIGURA 45 sdo apresentados os filmes de celulose preparados com as
dispersdes de nanoparticulas de prata produzidas em HDPSal. Os filmes
CEL_10HDP_100Ag", CEL_10HDP_200Ag", CEL_10HDP_300Ag",
CEL_10HDP_400Ag*, CEL_10HDP_500Ag" e CEL_10HDP 1000Ag" foram
preparados com as dispersfes de AgNPs contendo a mesma quantidade de HDPSal,
variando a concentracdo de AgNPs. Essas amostras fazem parte do BLOCO 1. J& os
filmes CEL_5HDP_1000Ag', CEL_10HDP_1000Ag*, CEL_50HDP_1000Ag® e
CEL_100HDP_1000Ag" foram preparados com as dispersdes contendo a mesma
concentracdo tedrica AgNPs, porém com diferentes quantidades de HDPSal. Essas
amostras fazem parte do BLOCO 2. Apds a secagem, alguns filmes apresentaram a

coloracdo amarelada caracteristica da presenca das nanoparticulas de prata.

xAg”

BLOCO 1

CEL_1OHDP

BLOCO 2

1000Ag"

CEL_yHDP,

y=5 10 50 100 CEL CEL_10HDP_0Ag"

FIGURA 45: Fotos dos filmes de celulose que foram impregnados com as dispersdes de
nanoparticulas de prata contendo HDPSal (TABELA 2)

Vale ressaltar que decidiu-se deixar as dispersdes de AgNPs em contato com 0s

filmes de celulose por 72 horas, pois primeiramente realizou-se um experimento para
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avaliar o tempo necessario para haver a maxima impregnacao das nanoparticulas de
prata. Nesse experimento, manteve-se a dispersio NPAg_10HDP_100Ag* em contato
com um filme de celulose e retiraram-se aliquotas da dispersao apds 12, 18, 36, 48, 62,
72 e 80 horas de seu contato com o filme e analisou-as por espectroscopia de absor¢édo
na regido do UV-Vis (FIGURA 46). Pode-se notar que a intensidade da banda SPR das
AgNPs ao redor de 405 nm diminui acentuadamente até 36 horas de impregnacdo. A
seguir, plotou-se o valor da absorbancia em 405 nm versus a quantidade de horas de
impregnacdo (inset da FIGURA 46). Com esse grafico, pode-se notar que ap0s
aproximadamente 36 horas a taxa de impregnacdo fica praticamente constante (circulo
vermelho no inset da FIGURA 46). Dessa forma, o tempo minimo seria de 36 horas.
Por medida de precaucéo decidiu-se dobrar o tempo de impregnacéo, ou seja, utilizar 72

horas.
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FIGURA 46: Espectros de absorbancia na regido do UV-Vis da disperséo
NPAg_10HDP_100Ag" em contato com um filme de celulose apds 12, 18, 36, 48, 62, 72, 80

horas de impregnacéo

Na FIGURA 47 encontram-se 0s espectros de absorcdo na regido do UV-Vis de
todas as amostras do BLOCO 1 (FIGURA 45). Nota-se que os filmes de celulose e
CEL_10HDP_0Ag" (espectros em preto e magenta) ndo apresentam bandas entre 400
nm a 900 nm, coerente com o fato desses filmes serem completamente incolores.
Entretanto, nota-se que ambos apresentaram bandas na regido entre 220 nm a 350 nm
devido as transigdes eletrdonicas dos cromdforos presentes na celulose (OH; C-O-C) e no
HDPSal (aromético, C=0, OH).?®

Na amostra CEL_10HDP_100Ag" observa-se o surgimento de uma banda entre
350 e 500 nm, atribuida a banda SPR da prata em escala nanométrica. As amostras
CEL_10HDP_200Ag", CEL_10HDP_300Ag", CEL_10HDP_400Ag* e
CEL_10HDP_500Ag” apresentam bandas bem definidas ao redor de 425 nm, que

S7



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

indicam a presenca de nanoparticulas de prata. Nota-se que a intensidade dessa banda
aumenta na seguinte ordem CEL_10HDP_xAg®, sendo x=100, 200, 300, 400 e 500,
indicando um aumento da concentracdo de AgNPs nesses filmes nessa ordem. Essa
ordem crescente da concentracdo de AgNPs foi a mesma que a identificada nas
dispersdes utilizadas (NPAg_10HDP_1000Ag® > NPAg_10HDP_500Ag" >
NPAg_10HDP_400Ag" NPAg 10HDP 300Ag*~ NPAg 10HDP_200Ag* >
NPAg_10HDP_100AgH).

Devido a elevada concentracdo de AgNPs no filme CEL_10HDP_1000Ag", esse
espectro atingiu 0 maximo de absorbancia detectavel na regido do visivel pelo
equipamento, ndo apresentando a banda SPR completamente definida. Observando os
espectros da FIGURA 47 na regido entre 220 e 350 nm, nota-se um aumento da
absorbancia nessa regido na seguinte ordem CEL_10HDP_xAg", sendo x=100, 200,
300, 400, 500 e 1000, o que indica um aumento da concentracdo de HDPSal nesses
filmes também nessa ordem. Vale ressaltar que as dispersdes de AgNPs utilizadas no
preparo desses filmes do BLOCO 1 possuiam a mesma concentracdo de HDPSal,
portanto esse aumento da concentracdo de HDPSal que segue a mesma ordem da
quantidade de AgNPs no filme, sugere que o liquido ibnico, que estabiliza as
nanoparticulas de prata, conforme mencionado anteriormente, foi incorporado
juntamente com as AgNPs. Sendo assim, quanto maior a concentracdo de AgNPs no

filme maior a concentracdo de HDPSal.
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FIGURA 47: Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis dos filmes do BLOCO 1
denominados: CEL, CEL_10HDP_0Ag", CEL_10HDP_100Ag*, CEL_10HDP_200Ag",
CEL_10HDP_300Ag*, CEL_10HDP_400Ag*, CEL_10HDP_500Ag* e CEL_10HDP_1000Ag"

Na FIGURA 48 encontram-se o0s espectros na regido do UV-Vis de todos os
filmes de celulose do BLOCO 2. As amostras CEL_50HDP_1000Ag* e
CEL_100HDP_1000Ag" apresentam bandas bem definidas ao redor de 425 nm, que
indicam a presenca de nanoparticulas de prata. Devido a elevada concentracdo de
AgNPs nos filmes CEL_10HDP_1000Ag” e CEL_5HDP_1000Ag® o0s espectros
atingiram o maximo de absorbéncia detectavel na regido do visivel pelo equipamento.
Nota-se ainda que a intensidade da banda SPR da prata diminui de intensidade na
seguinte ordem CEL_yHDP_1000Ag®, sendo y=5, 10, 50, 100, indicando um
decréscimo da concentracdo de AgNPs nessa ordem nos filmes. Vale ressaltar que as
dispersdes utilizadas no preparo desses filmes do BLOCO 2 contém a seguinte ordem
crescente de concentragédo de AgNP: NPAg_5HDP_1000Ag" ~
NPAg_10HDP_1000Ag* > NPAg_50HDP_1000Ag* ~ NPAg_100HDP_1000Ag" >

NPAg_1000HDP_1000Ag", portanto pode-se inferir que o aumento da concentragéo de
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HDPSal nas dispersdes diminui a concentracdo de AgNPs no filme. Uma proposicao
para explicar esse fato € que o aumento da concentracdo de HDPSal aumenta a
viscosidade da dispersdao, o que dificulta o processo de impregnacdo das AgNPs no
filme de celulose. Da mesma forma que foi observado para as amostras do BLOCO 1,
quanto maior a concentracdo de AgNPs, maior a concentracao de HDPSal no filme (ver

regido entre 220-350 nm).
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FIGURA 48: Espectros de absor¢éo na regido do UV-Vis dos filmes do BLOCO 2
denominados CEL, CEL_10HDP_0Ag", CEL_5HDP_1000Ag",
CEL_10HDP_1000Ag", CEL_50HDP_1000Ag* e CEL_100HDP_1000Ag".

Os espectros vibracionais na regido do IV dos filmes de celulose do BLOCO 1 e

2 encontram-se nas FIGURAS 49 e 50.
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FIGURA 49: Espectros vibracionais na regido do infravermelho dos filmes do BLOCO 1
denominados: Celulose, Cel_10HDP_0Ag®, Cel 10HDP_100Ag", Cel_10HDP_200Ag",
Cel_10HDP_300Ag", Cel_10HDP_400Ag", Cel_10HDP_500Ag" e Cel_10HDP_1000Ag*
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FIGURA 50: Espectros vibracionais na regido do infravermelho dos filmes do BLOCO 2
denominados Celulose, Cel_10HDP_0Ag®, Cel 5HDP_1000Ag", Cel_10HDP_1000Ag",
Cel_50HDP_1000Ag" e Cel_100HDP_1000Ag"
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Os espectros dos filmes de celulose do BLOCO 1 (FIGURA 45 -
CEL_10HDP_xAg" (x=100, 200, 300, 400, 500 e 1000)) sdo bem similares ao espectro
do filme de celulose puro (linha preta da FIGURA 49), contendo as principais bandas
mencionadas anteriormente (destacadas aqui com linhas pontilhadas pretas), indicando
que a celulose manteve sua estrutura primaria durante o processo de impregnacao das
AgNPs. Adicionalmente, nas amostras CEL_10HDP_100Ag" e CEL_10HDP_200Ag"
nota-se 0 aparecimento de uma banda ao redor de 1470 cm™, atribuida a deformacéo
angular das ligagdes C-H dos grupos metilenos do cation HDP* %% e outra em 1590 cm™
atribuida ao estiramento da ligacdo C=O do anion salicilato?® (destacadas em linhas
pontilhadas vermelhas), indicando portanto que além da impregnacdo de nanoparticulas
de prata ocorreu a impregnacdo do sal HDPSal nesses filmes. Esse fato € coerente com
o0s dados de UV-Vis discutidos anteriormente.

Nos espectros no IV dos filmes de celulose do BLOCO 2 (FIGURA 50) nota-se
que, além das bandas de celulose, bandas em 1470 e 1590 cm™ referentes ao HDPSal,
estdo presentes, indicando que além das AgNPs, o sal HDPSal também foi
impreganado. Comparando o espectro no 1V do filme de celulose com aqueles contendo
AgNPs tanto do BLOCO 1 como do BLOCO 2, nota-se uma alteracdo na banda da
celulose referente ao estiramento O-H, sugerindo formacéo de ligagdes de hidrogénio
desses grupos funcionais com o HDPSal. As possiveis interacdes da celulose com os

jons salicilato e HDP* sdo mostradas na FIGURA 51.
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FIGURA 51: Interac0es via ligacdo de hidrogénio entre a celulose com os ions salicilato e
HDP".
Levando-se em conta que as amostras CEL_10HDP_1000Ag* e

CEL_5HDP_1000Ag" sio as que apresentam maior concentracio de nanoparticulas de
prata do BLOCO 2 e 1 respectivamente, eles foram adicionalmente caracterizados por

DRX.

Nos difratogramas de raios X dos filmes CEL_S5HDP_1000Ag* e
CEL_10HDP_1000Ag" (linha vermelha e azul, respectivamente, da FIGURA 52)
observa-se um halo amplo e de baixa intensidade ao redor de 20 =22° caracteristico da
celulose do tipo Il (linha preta da FIGURA 52). Além disso, observa-se um pico ao
redor de 20 = 38° que corresponde ao plano de reflexdo (111) da prata cubica de face

centrada”.
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FIGURA 52: Difratogramas de raios X do filme de CEL e dos filmes CEL_5HDP_1000Ag" e
CEL_10HDP_1000Ag*

Foram também registradas imagens no microscopio eletrdnico de varredura dos

filmes CEL_10HDP_1000Ag" e CEL_5HDP_1000Ag" em diferentes magnificacdes

(FIGURA 53).
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FIGURA 53: Imagens registradas em microscopio eletronico de varredura de um filme de
celulose (azul) e dos filmes CEL_10HDP_1000Ag" (vermelho) e CEL_5HDP_1000Ag" (verde)
com diferentes magnitudes

Nas imagens do filme de celulose obtidas (FIGURA 53 - A, B, C e D em azul)
ndo se verificou a presenca de fibras, que foram observadas na celulose microcristalina,
e notou-se que a superficie é lisa e altamente homogénea. Ja nos filmes de
CEL_10HDP_1000Ag" e CEL_5HDP_1000Ag® (FIGURA 53 - A, B, C e D em
vermelho e verde) nota-se a presenca de esferas mais claras, atribuidas a prata, com

tamanho ao redor de 100 nm ou menor, que estavam distribuidas homogeneamente ao
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longo de todo o filme de celulose. Esse fato indica que o processo de impregnacdo das

dispersdes de AgNP em HDPSal foi eficiente.

4.2.5 Avaliacdo da atividade microbicida dos filmes de celulose contendo
nanoparticulas de Ag produzidas em HDPSal (meta 2e)

Todos os filmes de celulose do BLOCO 1 e 2 (FIGURA 35) tiveram suas atividades
microbicidas avaliadas pelo teste de disco-difusdo utilizando os microrganismos
Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva), Escherichia coli (bactéria Gram-
negativa) e Candida albicans (fungo). Foi verificado, ap6s 24 horas de contato dos
filmes com os microrganismos, a formagdo de halos de inibicdo do crescimento
microbiano nas placas de cultivo em incubacdo e as imagens sdo mostradas nas

FIGURAS 54, 55 e 56. Como controle negativo foi utilizado o filme Cel_10HDP_0Ag".

E. coli (10* NMP/mL)

xAg"

CEL_10HDP

—0oNoOrm

x=100 200 300 400 500 1000

CEL_yHDP
1000Ag*
MOOOMPD

CEL CEL_10HDP_OAg*

y=5 10 50 100

FIGURA 54: Resultados dos testes de disco-difusdo frente a E. coli dos filmes de celulose dos
BLOCOS 1e2
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FIGURA 55: Resultados dos testes de disco-difusdo frente a S. aureus dos filmes dos BLOCOS
le?2
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FIGURA 56: Resultados dos testes de disco-difusdo frente a C. albicans dos filmes dos
BLOCOS 1e2

Nota-se nos testes apresentados nas FIGURAS 54, 55 e 56 que tanto o filme de
celulose como o CEL_10HDP_0Ag", que era constituido apenas por celulose e HDPSal,
ndo apresentaram halo, indicando auséncia de atividade microbicida frente a todos os

microrganismos testados. Esse fato indicou que a quantidade de HDPSal presente no
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filme (comprovado na analise por UV-Vis) ndo foi suficiente para inibir o crescimento
microbiano. Vale ressaltar nos testes de CIM das dispersdes (ver item 4.1.3) o HDPSal
foi a espécie responsavel pelo feito microbicida, provavelmente por ser o0 componente
majoritario das dispersdes e rodear as nanoparticulas de prata.

Analisando os testes de disco-difusdo frente as bactérias E. coli (FIGURA 54) e S.
aureus (FIGURA 55) nota-se a presenca de halos em todos os filmes de celulose
contendo nanoparticulas de prata tanto do BLOCO 1 quanto 2, comprovando que a agdo
bactericida se da por conta das nanoparticulas impregnadas nos filmes de celulose. Nos
ensaios empregando os filmes do BLOCO 1, nota-se que os halos sdo maiores para 0s
filmes que possuem maiores concentracbes de AgNPs. Por exemplo, o filme
CEL_10HDP_1000Ag" que possui a maior concentracio de AgNPs do BLOCO 1 é o
que apresenta o maior halo e portanto maior atividade bactericida. O mesmo
comportamento foi observado para os filmes do BLOCO 2. Nota-se que os filmes
CEL_5HDP_1000Ag" e CEL_10HDP_1000Ag®, que possuem 0s maiores teores de
AgNPs apresentam halos maiores do que os outros desse BLOCO, indicando maior
atividade bactericida. Observa-se ainda que os halos obtidos nos ensaios com S. aureus
sdo bem maiores que aqueles obtidos para E. coli, indicando que os filmes sdo mais
efetivos para inibir o crescimento da bactéria Gran-positiva.

Nos ensaios utilizando o fungo Candida albicans (FIGURA 56), notaram-se halos
apenas nos filmes com maiores concentracbes de nanoparticulas de prata, que séo 0s
filmes CEL_5HDP_1000Ag® e CEL_10HDP_400Ag* , CEL_10HDP_500Ag",
CEL_10HDP_1000Ag".

Vale ressaltar que na literatura ndo existem trabalhos que avaliem a atividade
microbicida de filmes de celulose ndo modificada contendo AgNPs, ainda que 0 uso da

celulose ndo modificada seja de grande interesse por ser uma matéria-prima de baixo
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custo, abundante e de fonte renovavel. Os filmes de celulose contendo nanoparticulas de

prata poderiam ser utilizados como curativos com acdo microbicida.

5 CONCLUSAO

o Dispersoes estaveis de nanoparticulas de prata foram produzidas com sucesso a
partir da reducdo quimica de nitrato de prata com TBABH, contendo salicitato de
hexadecilpiridinio (HDPSal) como agente estabilizante. Essas dispersdes contém
nanoparticulas de prata esféricas com diametro inferior a 10 nm, contendo os
cations HDP™ ao seu redor.

o As dispersdes de AgNPs tiveram sua atividade microbicida avaliada frente a E.
coli, S. aureus e C. albicans. Notou-se que a agdo microbicida dessas dispersdes
se deu por conta do HDPSal, ao invés das AgNPs. Os valores de CIM em termos
de HDPSal para os microrganismos E. coli e C. albicans foi de 7,8 ug/mL e de
3,9 ug/mL para S. aureus.

e Foram preparados, com sucesso, 0s liquidos ibnicos cloreto e acetato de 1-
butil-3-metilimidazélio (BMImCI) e (BMImMOACc). A celulose foi solubilizada
tanto em BMIMCI como em BMImOAc. Um filme de celulose proveniente da
regeneracdo da dispersdo 2,5 % de celulose em BMImCI pela adicdo de agua foi
produzido. Ele ndo apresenta fibras e possui uma superficie lisa e homogénea. O
filme apresenta a celulose tipo II.

¢ Os filmes de celulose contendo nanoparticulas de prata sintetizadas em HDPSal
foram preparados por um método que envolveu a impregnacao das dispersdes de
AgNPs em filmes de celulose recem-preparados. Os filmes de celulose produzidos
com as dispersdes de AgNPs contendo a mesma concentragdo de HDPSal,

apresentaram teor de nanoparticulas de prata nos filmes proporcional a
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concentracdo de nanoparticulas de prata encontradas em suas dispersées. Quando
se utilizou as dispersdes de AgNPs contendo diferentes concentracdes de HDPSal
para impregna-las nos filmes de celulose, notou-se que quanto menor a
concentracdo de HDPSal na dispersdao maior € o teor de AgNPs impregnado no
filme. Foi possivel observar que além da impregnacdo de AgNPs houve a
impregnacéo do liquido idnico HDPSal. Todos os filmes produzidos sdo amorfos,
devido a conversdo da celulose tipo |1 em Il durante o processo de solubilizacéo e
regeneracdo. As possiveis interacdes da celulose com HDPSal ocorrem via
ligacGes de hidrogénio. Nas imagens registradas no microscopio eletrénico de
varredura observaram-se AgNPs com didametros menores que 100 nm distribuidas
homogeneamente ao longo de todo o filme de celulose.

e A atividade microbicida e fungicida dos filmes de celulose contendo
nanoparticulas de prata produzidas em HDPSal foram testadas pelo teste de
suscetibilidade por disco-difusdo ao antimicrobiano. Observou-se que os filmes
contendo AgNPs apresentaram maior acdo bactericida do que fungicida. Quanto
maior a concentracdo de nanoparticulas de prata nos filmes, maior foi a acdo
microbicida, indicando que essas sdo as espécies responsaveis pela atividade

bactericida ou fungicida.

70



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] MURPHY, Catherine. J. et al. Anisotropic metal nanoparticles: Synthesis,
assembly, and optical applications. The Journal of Physical Chemistry. B, v. 109,
n. 29, p. 13857-13870, 2005.

[2] RODUNER, Emil. Size matters: why nanomaterials are different. Chemical
Society Reviews, v. 35, n. 7, p. 583-592, 2006.

[3] CHEN, X.; SCHLUESENER, H. J. Nanosilver: a nanoproduct in medical
application. Toxicology Letters, v. 176, n. 1, p. 1-12, 2008.

[4] KHALIL-ABAD, Mohammad Shateri; YAZDANSHENAS, Mohammad E.
Superhydrophobic antibacterial cotton textiles. Journal of Colloid and Interface
science, v. 351, n. 1, p. 293-298, 2010.

[5] VOLKMAN, Steven K. et al. Ink-jetted silver/copper conductors for printed
RFID applications. MRS Online Proceedings Library Archive, v. 814, 2004.

[6] SONDI, Ivan; SALOPEK-SONDI, Branka. Silver nanoparticles as
antimicrobial agent: a case study on E. coli as a model for Gram-negative bacteria.
Journal of Colloid and Interface Science, v. 275, n. 1, p. 177-182, 2004.

[7] MARAMBIO-JONES, Catalina; HOEK, Eric MV. A review of the
antibacterial effects of silver nanomaterials and potential implications for human
health and the environment. Journal of Nanoparticle Research, v. 12, n. 5, p.
1531-1551, 2010.

[8] ASHARANI, P. V. et al. Cytotoxicity and genotoxicity of silver nanoparticles
in human cells. ACS nano, v. 3, n. 2, p. 279-290, 2008.

[9] PRASAD, TNVKV; ELUMALAI, E. K. Biofabrication of Ag nanoparticles
using Moringa oleifera leaf extract and their antimicrobial activity. Asian Pacific
Journal of Tropical Biomedicine, v. 1, n. 6, p. 439-442, 2011.

71



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

[10] WANG, Hongshui et al. Preparation of silver nanoparticles by chemical
reduction method. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering
Aspects, v. 256, n. 2-3, p. 111-115, 2005.

[11] EL BADAWY, Amro M. et al. The impact of stabilization mechanism on the
aggregation kinetics of silver nanoparticles. Science of the Total Environment, v.
429, p. 325-331, 2012.

[12] WASSERSCHEID, Peter; WELTON, Thomas (Ed.). lonic liquids in
synthesis. John Wiley & Sons, 2008.

[13] PANDEY, Siddharth. Analytical applications of room-temperature ionic
liquids: A review of recent efforts. Analytica Chimica Acta, v. 556, n. 1, p. 38-45,
2006.

[14] SOMERS, Anthony E. et al. A review of ionic liquid lubricants. Lubricants,
v.1,n.1,p. 3-21, 2013.

[15] KESKIN, Seda et al. A review of ionic liquids towards supercritical fluid
applications. The Journal of Supercritical Fluids, v. 43, n. 1, p. 150-180, 2007.

[16] ARMAND, Michel et al. lonic-liquid materials for the electrochemical
challenges of the future. Nature Materials, v. 8, n. 8, p. 621, 20009.

[17] ZHOU, Feng; LIANG, Yongmin; LIU, Weimin. lonic liquid lubricants:
designed chemistry for engineering applications. Chemical Society Reviews, v.
38, n. 9, p. 2590-2599, 20009.

[18] WILKES, John S. Properties of ionic liquid solvents for catalysis. Journal of
Molecular Catalysis A: Chemical, v. 214, n. 1, p. 11-17, 2004.

[19] WADE, T. L.; WEGROWE, J.-E. Template synthesis of nanomaterials. The
European Physical Journal Applied Physics, v. 29, n. 1, p. 3-22, 2005.

72



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

[20] MANOJKUMAR, Kasina; SIVARAMAKRISHNA, Akella;
VIJAYAKRISHNA, Kari. A short review on stable metal nanoparticles using
ionic liquids, supported ionic liquids, and poly (ionic liquids). Journal of
Nanoparticle Research, v. 18, n. 4, p. 103, 2016.

[21] KALVIRI, Hassan A.; KERTON, Francesca M. Synthesis of Pd nanocrystals
in phosphonium ionic liquids without any external reducing agents. Green
Chemistry, v. 13, n. 3, p. 681-686, 2011.

[22] ZHANG, Chao et al. lonic liquid-based “all-in-one” synthesis and
photoluminescence properties of lanthanide fluorides. The Journal of Physical
Chemistry C, v. 112, n. 27, p. 10083-10088, 2008.

[23] ZHANG, Zhi-Heng et al. The standard molar enthalpy of formation of room
temperature ionic liquid EMIES. Acta Physico-Chimica Sinica, v. 20, n. 12, p.
1469-1471, 2004.

[24] CHOI, Sukjeong et al. Fabrication of silver nanoparticles via self-regulated
reduction by 1-(2-hydroxyethyl)-3-methylimidazolium tetrafluoroborate. Korean
Journal of Chemical Engineering, v. 24, n. 5, p. 856-859, 2007.

[25] SETUA, Palash et al. Synthesis of silver nanoparticle in imidazolium and
pyrolidium based ionic liquid reverse micelles: a step forward in nanostructure
inorganic material in room temperature ionic liquid field. Journal of Molecular
Liquids, v. 162, n. 1, p. 33-37, 2011.

[26] HARADA, Masafumi et al. Influence of the organization of water-in-ionic
liqguid microemulsions on the size of silver particles during photoreduction.
Journal of Colloid and Interface Science, v. 406, p. 94-104, 2013.

[27] LU, Weiwei et al. lonic liquids—water interfacial preparation of triangular Ag
nanoplates and their shape-dependent antibacterial activity. Journal of Colloid and
Interface Science, v. 437, p. 35-41, 2015.

73



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

[28] SILVEIRA, Leonardo T. et al. Combined bactericidal activity of silver
nanoparticles and hexadecylpyridinium salicylate ionic liquid. Journal of
Nanoparticle Research, v. 17, n. 3, p. 129, 2015.

[29] AN, Jing; WANG, D. S.; YUAN, X. Y. Synthesis of stable silver
nanoparticles with antimicrobial activities in roomtemperature ionic liquids.
Chemical Research in Chinese Universities, v. 25, n. 4, p. 421-425, 2009.

[30] MORONES, Jose Ruben et al. The bactericidal effect of silver nanoparticles.
Nanotechnology, v. 16, n. 10, p. 2346, 2005.

[31] WANG, Yong; YANG, Hong. Oleic acid as the capping agent in the
synthesis of noble metal nanoparticles in imidazolium-based ionic liquids.
Chemical Communications, n. 24, p. 2545-2547, 2006.

[32] BHATT, Anand I. et al. Synthesis of Ag and Au nanostructures in an ionic
liquid: thermodynamic and kinetic effects underlying nanoparticle, cluster and
nanowire formation. Journal of Materials Chemistry, v. 17, n. 21, p. 2241-2250,
2007.

[33] REDEL, Engelbert; THOMANN, Ralf; JANIAK, Christoph. First correlation
of nanoparticle size-dependent formation with the ionic liquid anion molecular

volume. Inorganic chemistry, v. 47, n. 1, p. 14-16, 2008.

[34] CORREA, Cintia M.; BIZETO, Marcos A.; CAMILO, Fernanda F. Direct
synthesis of silver nanoparticles in ionic liquid. Journal of Nanoparticle Research,
v. 18, n. 5, 2016.

[35] AZIZI SAMIR, My Ahmed Said; ALLOIN, Fannie; DUFRESNE, Alain.
Review of recent research into cellulosic whiskers, their properties and their
application in nanocomposite field. Biomacromolecules, v. 6, n. 2, p. 612-626,
2005.

[36] MOON, Robert J. et al. Cellulose nanomaterials review: structure, properties

and nanocomposites. Chemical Society Reviews, v. 40, n. 7, p. 3941-3994, 2011.

74



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

[37] VAN OSCH, Dannie JGP et al. lonic liquids and deep eutectic solvents for
lignocellulosic biomass fractionation. Physical Chemistry Chemical Physics, v.
19, n. 4, p. 2636-2665, 2017.

[38] KLEMM, Dieter et al. Cellulose: fascinating biopolymer and sustainable raw
material. Angewandte Chemie International Edition, v. 44, n. 22, p. 3358-3393,
2005.

[39] WERTZ, Jean-Luc; OLIVER, Bedue; JEAN, P. Mercier. Swelling and
Dissolution of Cellulose, Chapter 4.3: Intracrystalline Swelling. Cellulose Science
and Technology, p. 161, 2010.

[40] SWATLOSKI, Richard P. et al. Dissolution of cellose with ionic liquids.
Journal of the American Chemical Society, v. 124, n. 18, p. 4974-4975, 2002.

[41] LIU, Zhen et al. Characterization of the regenerated cellulose films in ionic
liquids and rheological properties of the solutions. Materials Chemistry and
Physics, v. 128, n. 1-2, p. 220-227, 2011.

[42] HE, Junhui; KUNITAKE, Toyoki; NAKAO, Aiko. Facile in situ synthesis of
noble metal nanoparticles in porous cellulose fibers. Chemistry of Materials, v.
15, n. 23, p. 4401-4406, 2003.

[43] FERRARIA, Ana Maria et al. Hybrid systems of silver nanoparticles
generated on cellulose surfaces. Langmuir, v. 26, n. 3, p. 1996-2001, 20009.

[44] TAYLOR, P. et al. Impact of heat on nanocrystalline silver dressings: Part I:
Chemical and Biological Properties. Biomaterials, v. 26, n. 35, p. 7221-7229,
2005.

[45] BARUD, Hernane S. et al. Self-supported silver nanoparticles containing
bacterial cellulose membranes. Materials Science and Engineering: C, v. 28, n. 4,
p. 515-518, 2008.

75



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

[46] DE SANTA MARIA, Luiz Claudio et al. Synthesis and characterization of
silver nanoparticles impregnated into bacterial cellulose. Materials Letters, v. 63,
n. 9-10, p. 797-799, 2009.

[47] DROGAT, Nicolas et al. Antimicrobial silver nanoparticles generated on
cellulose nanocrystals. Journal of Nanoparticle Research, v. 13, n. 4, p. 1557-
1562, 2011.

[48] EL-SHISHTAWY, Reda M. et al. In situ production of silver nanoparticle on
cotton fabric and its antimicrobial evaluation. Cellulose, v. 18, n. 1, p. 75-82,
2011.

[49] NELAYAH, Jaysen et al. Mapping surface plasmons on a single metallic
nanoparticle. Nature Physics, v. 3, n. 5, p. 348, 2007.

[50] LE, Fei et al. Metallic nanoparticle arrays: a common substrate for both
surface-enhanced Raman scattering and surface-enhanced infrared absorption.
ACS nano, v. 2, n. 4, p. 707-718, 2008.

[51] COGNET, Laurent et al. Single metallic nanoparticle imaging for protein
detection in cells. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 100, n.
20, p. 11350-11355, 2003.

[52] RAI, Mahendra; YADAV, Alka; GADE, Aniket. Silver nanoparticles as a
new generation of antimicrobials. Biotechnology Advances, v. 27, n. 1, p. 76-83,
2009.

[53] AHAMED, Magusood; ALSALHI, Mohamad S.; SIDDIQUI, M. K. J. Silver
nanoparticle applications and human health. Clinica Chimica Acta, v. 411, n. 23-
24, p. 1841-1848, 2010.

[54] DE MOURA, Marcia R.; MATTOSO, Luiz HC; ZUCOLOTTO, Valtencir.
Development of cellulose-based bactericidal nanocomposites containing silver
nanoparticles and their use as active food packaging. Journal of Food
Engineering, v. 109, n. 3, p. 520-524, 2012.

76



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

[55] DOBROVOL’SKAYA, 1. P. et al. Structure and characteristics of film
composites based on methyl cellulose, poviargol, and montmorillonite. Polymer
Science, v. 53, n. 2, p. 166-171, 2011.

[56] SCHEEREN, Carla W. et al. Antimicrobial membrane cellulose acetate
containing ionic liquid and metal nanoparticles. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology, v. 11, n. 6, p. 5114-5122, 2011.

[57] ANDRESEN, Martin et al. Nonleaching antimicrobial films prepared from
surface-modified microfibrillated cellulose. Biomacromolecules, v. 8, n. 7, p.
2149-2155, 2007.

[58] POLSHETTIWAR, Vivek; NADAGOUDA, Mallikarjuna N.; VARMA,
Rajender S. Microwave-assisted chemistry: A rapid and sustainable route to
synthesis of organics and nanomaterials. Australian Journal of Chemistry, v. 62, n.
1, p. 16-26, 2009.

[59] NECULA, Adina Maria et al. Silver nanoparticles in cellulose acetate
polymers: Rheological and morphological properties. Journal of Macromolecular
Science, Part B: Physics, v. 50, n. 4, p. 639-651, 2011.

[60] YUNUSOV, Kh E.; SARYMSAKOV, A. A.; RASHIDOVA, S. Sh. Structure
and properties of biodegradable carboxymethyl cellulose films containing silver

nanoparticles. Polymer Science, v. 56, n. 3, p. 283-288, 2014.

[61] JANKAUSKAITE, Virginija et al. Silicone rubber and microcrystalline
cellulose composites with antimicrobial properties. Materials Science, v. 20, n. 1,
p. 42-49, 2014.

[62] HE, Junhui; KUNITAKE, Toyoki; NAKAO, Aiko. Facile in situ synthesis of
noble metal nanoparticles in porous cellulose fibers. Chemistry of Materials, v.
15, n. 23, p. 4401-4406, 2003.

77



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

[63] MUTHULAKSHMI, L. et al. Experimental investigation of cellulose/Silver
nanocomposites using In Situ generation method. Journal of Polymers and the
Environment, v. 25, n. 4, p. 1021-1032, 2017.

[64] HAYNES, William M. (Ed.). CRC handbook of chemistry and physics. CRC
press, 2014.

[65] ZHANG, Hao et al. 1-Allyl-3-methylimidazolium chloride room temperature
ionic liquid: a new and powerful nonderivatizing solvent for cellulose.
Macromolecules, v. 38, n. 20, p. 8272-8277, 2005.

[66] GIRARD, Anne-Lise et al. Insights on recyclable catalytic system composed
of task-specific ionic liquids for the chemical fixation of carbon dioxide. Green
Chemistry, v. 16, n. 5, p. 2815-2825, 2014.

[67] XU, Airong; GUO, Xin; XU, Rui. Understanding the dissolution of cellulose
in 1-butyl-3-methylimidazolium acetate+ DMACc solvent. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 81, p. 1000-1004, 2015.

[68] YIN, Min-Jean; YAMAMOTO, Yumi; GAYNOR, Richard B. The anti-
inflammatory agents aspirin and salicylate inhibit the activity of IkB kinase-R.
Nature, v. 396, n. 6706, p. 77, 1998.

[69] WILKES, John S. et al. Dialkylimidazolium chloroaluminate melts: a new
class of room-temperature ionic liquids for electrochemistry, spectroscopy and
synthesis. Inorganic Chemistry, v. 21, n. 3, p. 1263-1264, 1982.

[70] BURCHARD, Walther. Solubility and solution structure of cellulose
derivatives. Cellulose, v. 10, n. 3, p. 213-225, 2003.

[71] ZHOU, Jinping et al. Structure and properties of composite films prepared
from cellulose and nanocrystalline titanium dioxide particles. Journal of Applied
Polymer Science, v. 101, n. 6, p. 3600-3608, 2006.

78



DISSERTACAO DOUGLAS SANTOS DA SILVA

[72] LIU, Zhen et al. Characterization of the regenerated cellulose films in ionic
liquids and rheological properties of the solutions. Materials Chemistry and
Physics, v. 128, n. 1-2, p. 220-227, 2011.

[73] PARK, Sunkyu et al. Cellulose crystallinity index: measurement techniques
and their impact on interpreting cellulase performance. Biotechnology for
biofuels, v. 3, n. 1, p. 10, 2010.

[74] COLE, M. D. Key antifungal, antibacterial and anti-insect assays—a critical
review. Biochemical Systematics and Ecology, v. 22, n. 8, p. 837-856, 1994.

[75] BICALHO, Beatriz et al. Antimicrobial compounds of fungi vectored by
Clusia spp.(Clusiaceae) pollinating bees. Zeitschrift fiir Naturforschung C, v. 58,
n. 9-10, p. 746-751, 2003.

[76] VASCONCELLOS, Suzan Pantaroto de et al. Atividades enzimaticas e de
biodegracdo de microorganismos do petroleo da Bacia de Campos (Pampo Sul).
218 f. Tese (Doutorado) - Instituto de Quimica, Universidade Estadual de
Campinas. 2006.

[77] BENDLE, Julian S. et al. Resistance determinants in strains of Clostridium
difficile from two geographically distinct populations. International journal of
antimicrobial agents, v. 24, n. 6, p. 619-621, 2004.

79



