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RESUMO

Com o avanco da nanotecnologia um nimero cada vez maior de produtos contendo nanomateriais (NM)
estd sendo inserido no mercado. Dentre os NM mais empregados, destaca-se a nanoprata (NPAQ), a qual
possui acdo antimicrobiana e fungicida e € utilizada em produtos como, aspiradores de pd, lavadoras de
roupa e produtos téxteis. Devido a sua aplicacdo cada vez mais rotineira, sdo necessarios estudos que
avaliem o seu potencial bactericida. O presente trabalho tem o objetivo de avaliar a atividade bactericida
de NPAg em solucéo sobre os micro-organismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. As NPAg utilizadas foram sintetizadas quimicamente, utilizando AgNO3z como agente
precursor e NaBH4 como redutor. Para promover a estabilizacdo das suspensdes de NPAg utilizou-se &lcool
polivinilico (PVA) e carboximetilcelulose (CMC). As amostras foram caracterizadas por
espectrofotometria UV-Visivel. A avaliacdo da atividade bactericida das solucGes de nanoprata foi
realizada utilizando testes de inibicdo de halo (ou difusdo em disco). Os resultados mostraram que as
amostras de nanoprata sintetizadas (nAg-CMC2 e nAg-PVA2, utilizando ambos os estabilizantes), que
apresentaram forma esférica e estaveis (por 120 dias) foram eficazes para todos os micro-organismos
testados a uma faixa de concentragéo de inibicdo de 2,6 pg mL*a 20,5 pg mL*. Contudo, o microrganismo
mais sensivel as solugBes de nanoprata foi o S. epidermidis a concentragdes de 2,6 ug mL* e 3,5 ug mL™,
para as amostras, NnAg-CMC2 e nAg-PVA2, respectivamente.

Palavras-chave: nanoprata, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis.

ABSTRACT

With the advancement of nanotechnology, an increasing number of products containing nanomaterials
(NM) inserted in the market. Among the NM, we can highlight nanosilver (NPAQ), which has antimicrobial
and fungicidal properties and is being used in many products such as vacuum cleaners, washing machines
and textile item. This study aims to assess the antimicrobial activity of NPAg solution against Escherichia
coli, Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. The NPAg solutions were chemically
synthesized using a precursor AgNOz and NaBH3 as a reducing agent. In order to promote stabilization
polyvinyl alcohol (PVA) and carboxymethylcellulose (CMC) were used. The samples were characterized
by Visible UV spectrophotometry and the bactericidal activity t was assessed by the disc diffusion method.
The results showed that the nanosilver samples (nAg-CMC2 and nAg-PVA2) that presented spherical forms
and were stable for about 120 days, were efficient to inhibit the growth of all bacteria tested at different
concentrations ( from 2.6 ug mL*to 20.5 pg mL™). Interestingly, S. epidermidis was the microorganism
that showed more sensitivity to nanosilver solutions containing both stabilizers, nAg-CMC2 and nAg-
PVA2 (2.6 ug mL* and 3.5 ug mL?, respectively).

Keywords: nanosilver, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis.
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INTRODUCAO

Materiais, cujo tamanho de particulas estdo na escala de nanémetros, ou seja, que variam entre 1 e
100 nm sdo chamados de nanomateriais (NM). O estudo de NM ganhou maior importancia no final do
século XX, levando ao aparecimento e consolidacdo da nanociéncia e nanotecnologia (ZARBIN, 2007).

De acordo com o estudo realizado em 2014 pelo Projeto sobre Nanotecnologias Emergentes (PEN
- Project on Emerging Nanotechnologies), organizado pelo Centro de Nanotecnologia Sustentavel da
Virginia, em conjunto com o Centro Internacional Woodrow Wilson, ja sdo 1628 produtos de consumo que
contém algum nanomaterial, o que demonstra um aumento de 24% em relacdo ao Ultimo estudo realizado
em 2010 (MARCONE, 2011). Segundo o estudo, do total de produtos desenvolvidos com base na
nanotecnologia de materiais inorganicos, os que utilizam a prata foram os mais produzidos entre 0s anos
de 2006 e 2013, seguidos dos que envolvem carbono e titanio (PEN, 2014). Adicionalmente, segundo o
Lux Research, Instituto de Pesquisas Internacional, a nanotecnologia movimentou mais de 1 trilhdo de
ddlares em 2013 e movimentara cerca de 3,1 trilhdes de ddlares em 2015, o que corresponde a 15% do
mercado global.

Devido a sua eficacia antibacteriana e antifungica (MARAMBIO E HOEK, 2010) o uso da
nanoprata mostrou-se mais pronunciado em produtos domésticos (filtros de ar condicionado, aspiradores
de p6, maquinas de lavar roupa) e médicos, incluindo aparatos dentarios e cateteres. Outras aplicacdes sdo
em filtros de &gua, detergentes, telefones celulares, produtos téxteis, tintas e cosméticos (BECHTOLD,
2011; LARA et al., 2011; MARAMBIO E HOEK, 2010).

Nanoparticulas de prata ou nanoprata (NPAg) sdo atomos de prata metélica, com tamanho na escala
manomeétrica e que devido ao seu tamanho apresenta caracteristicas fisico-quimicas diferentes da prata
massiva (NORDBERG et al., 2007; MARCONE, 2011).

Observa-se que ao longo de uma década (2000 a 2011), o numero de estudos cientificos envolvendo
nanoprata, que tratam da sua sintese, ou da sua acdo bactericida, antifingica e antiviral, aumentou
exponencialmente. Ou seja, de 247 estudos em 2000, este nimero passou a 3603 em 2011. Destes estudos
realizados, 55% incluem as areas da pesquisa quimica, 40,4% ciéncia do material, 4,6% ciéncia dos
polimeros, 3,0% eletroquimica e 22,1% bioguimica molecular, dentre outros topicos (TRAN et al., 2013).

A atividade bactericida da nanoprata € dependente do seu tamanho e de sua forma (triangular,
esférica, em forma de bastonetes), que podem ser controlados através de diferentes rotas sintéticas, seja por
reducdo quimica, fisica ou bioldgica (FENG et al., 2000). O método mais comum para sintetizar
nanoparticulas de prata na forma esférica baseia-se na reacdo de reducdo de um precursor metalico em
solucdo aquosa na presenca de um estabilizante. Tal processo envolve mecanismos de nucleacdo e
crescimento dos cristais de prata na solucdo coloidal (PAL et al., 2007; TRAN et al., 2013). Esta rota
sintética gera uma solucdo que é constituida por nanoprata, ions prata, o estabilizante aplicado, além de
outros produtos que dependem do redutor e do precursor utilizados. A funcdo do agente estabilizante é
evitar que as nanoparticulas se agreguem, o que pode influenciar no tamanho e na forma das nanoparticulas
sintetizadas. Desta forma, o uso de estabilizantes evita o processo de aglomeragdo das NPAg, mantendo
essa NPAg em sua forma esférica, o que contribui para a atividade bactericida desejada (KVITEK, et al.,
2008).
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De acordo com o estudo realizado por Kvitek e colaboradores (2008), a estabilidade dessas
dispersBes aquosas de NPAg pode ser explicada por dois mecanismos: o primeiro, é baseado na repulséo
estérea, que exibe efeito de estabilizagdo com a ajuda de polimeros e surfactantes ndo iénicos. O balango
entre as forcas atrativa e repulsiva é dependente da espessura da camada adsorvida. Para tal proposito os
polimeros mais utilizados séo polietilenoglicois (PEG), alcool polivinilico (PVA) e polivinilpirrolidonas
(PVP); o segundo mecanismo ¢ baseado na repulséo eletroestatica pela adicdo de surfactantes idnicos, que
funcionam como uma protecdo eletroestatica para as nanoparticulas ndo aderirem uma a outra. Como
exemplo, cita-se o dodecil sulfato de sodio (SDS).

A caracterizacdo das amostras de NPAg em solucdo quanto a sua forma € uma etapa importante,
pois seu efeito bactericida é dependente da presenca de NPAg em forma de bastdes, esféricas, triangulares,
dentre outras (PAL et al., 2007). Além disso, a caracterizacao quanto a forma é importante para definir a
estabilidade das amostras de NPAg em relacdo ao grau de aglomeracdo das nanoparticulas (MARCONE,
2011). A priori, a nanoprata de menor tamanho tem uma maior area superficial para interacao, tendo maior
poder bactericida. (FENG et al., 2000; TRAN et al., 2013). Desta forma, a propriedade bactericida das
NPAg depende da sua estabilidade, do seu estado de aglomeragdo, tamanho e forma, uma vez que estes
interferem na sua interagcdo com a bactéria (PAL et al., 2007; SHRIVASTAVA et al., 2007). WIINHOVEN
et al. (2009) demonstraram que para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, a atividade antibacteriana
de nanoparticulas de prata foi dependente do tamanho. Como as nanoparticulas de menor tamanho tém alta
area de superficie, sdo mais eficazes em menores concentra¢des. Em especial, as hanoparticulas esféricas
atacam diretamente a superficie da membrana celular bacteriana e conseguem se instalar dentro da bactéria.

Constatou-se que de forma geral, a nanoprata vem se mostrando mais eficiente que os ions de prata
(AgNO3) quando aplicada contra patdgenos, especialmente os multirresistentes a antibidticos (LARA et
al., 2011). Neste sentido, estudos que avaliem a atividade bactericida das NPAg sobre micro-organismos
multirresistentes a antibi6ticos sdo promissores, pois sdo a base para novas pesquisas em relacdo aos
referidos patdgenos com o intuito de diminuir os indices de morbimortalidade em unidades hospitalares
(POLLINI et al.,, 2011). Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo, avaliar a atividade
bactericida de amostras de nanoprata em solucéo, sintetizadas por reducdo quimica, utilizando os micro-
organismos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis.

MATERIAIS E METODOS

Sintese das amostras de NPAg em solucdo

A rota sintética utilizada para obtencdo das amostras de NPAg baseou-se no trabalho de MARCONE
(2011) e SOLOMON et al. (2007), onde a sintese se da pela reducédo de nitrato de prata (AgNOs- Sigma-
Aldrich) pelo borohidreto de sodio (NaBH4- VETEC, Quimica Fina, Sigma Aldrich) na presenca de um
dos estabilizantes, PVA (Sigma-Aldrich) ou CMC (Sigma-Aldrich). Todas as solu¢Ges foram preparadas
utilizando-se agua ultra pura e as pesagens foram realizadas em balanga analitica modelo AY 220
Shimadzu. As amostras obtidas, denominadas, nAg-CMC2 e nAg-PVA2 foram armazenadas em frasco
ambar, sob refrigeracdo para evitar decomposicéo.
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Caracterizacdo das amostras de NPAg quanto a forma

As solucdes de nanoprata sintetizadas foram caracterizadas por espectrofotometria de absorcéo
molecular UV-Visivel. Esta técnica é muito utilizada nas analises das nanoparticulas metalicas (HEBEISH
etal., 2013) e permite a observacao do fendmeno de ressonancia dos plasmon de absorcéo de nanoparticulas
metélicas. Foi utilizado um espectrofotdmetro Genesys 10S UV-VIS Thermo Scientific e as leituras foram
realizadas na faixa de comprimento de onda de 200 a 600 nm. Utilizou-se como branco as solugdes aquosas
contendo os estabilizantes aplicados na sintese, nas mesmas concentragdes de sintese.

Avaliacéo do potencial bactericida das amostras de NPAg sintetizadas

Foi utilizado o método de disco-difusdo em agar (ou teste de inibigdo de halo ou difusdo em disco),
que consiste em um método qualitativo onde os discos de papel-filtro sdo impregnados com o
antimicrobiano desejado e depositados em placa de agar Miller-Hinton, previamente semeada com
suspensdo bacteriana equivalente a 0,5 de MacFarland (aproximadamente 108 UFC/mL). Foram testadas
as seguintes espécies bacterianas: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228). Apos incubacéo por 18 a 24 h a 37°C, foi realizada a leitura
do halo de inibicdo.

O preparo dos discos foi realizado pela impregnacdo com 10 pL das amostras de NPAg sintetizadas
ou do padr&o positivo (solugio de AgNOs a 5,0 x 10 mol x L). Vale destacar que foram feitas diluicoes
seriadas das amostras brutas de NPAg e da solugdo de AgNOs, com o objetivo de verificar a concentragdo
inibitoria minima

A avaliacdo dos halos de inibicao foi realizada de acordo com POLLINI et al. (2011), em que a
formacdo de halos com diametros iguais ou superiores a 1 mm é considerada boa para efeitos de inibicao
bacteriana decorridos da acdo da nanoprata. Deste modo, foi estabelecida e adotada uma tabela de avaliacdo
do diametro dos halos formados nos testes de susceptibilidade (Tabela 1).

Tabela 1. Diferentes graduac6es de atividade bacteriana. Tabela adaptada de POLLINI et al., 2011.

Zona de inibicdo no disco Aspecto visual Resultado de inibigdo
Presenca (> 1 mm) e Bom
Presenca (< 1 mm) & Consideravelmente bom
Auséncia de crescimento bacteriano Suficiente
Limite de crescimento bacteriano Limite

Amostra  parcialmente  habitada  por

bactérias (50%) Insuficiente

Amostra totalmente habitada por bactérias Insuficiente
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese e caracterizagdo das amostras de NPAg em solugéo

De acordo com o procedimento adotado para sintetizar nanoprata, foram obtidas as amostras de
NPAg intituladas: nAg-PVAL, nAg-PVA2, nAg-PVA3, nAgCMC1 e nAgCMC2, onde CMC e PVA,
correspondem aos estabilizantes carboximetilcelulose e alcool polivinilico, respectivamente. No que se
refere ao aspecto visual das amostras obtidas, os resultados estdo de acordo com os trabalhos realizados por
SOLOMON et al. (2007) e MARCONE (2011). A diferenca de coloragao das amostras, desde
amarelada até amarronzada, sugere que as apresentam diferentes niveis de aglomeragao (Figura 1).

22
nAg-PVA3

Figura 1. Amostras de NPAg sintetizadas com diferentes graus de concentracao e aglomeracao.

Isto ocorre pois no processo de sintese, a razdo entre o precursor, e 0 estabilizante, CMC ou PVA,
variou. Como resultado, foram obtidas amostras com diferentes concentrac@es tedricas de nanoprata, como
indicado na Tabela 2. As concentracdes de nanoparticulas de prata obtidas ao final da sintese variaram entre
40mgLte830mgL™

Tabela 2. Concentracdo teodrica de nanoparticulas de prata nas amostras de NPAg sintetizadas.

Amostra de NPAg Concentragdo (mol L) Concentragdo (ug mL™?)
nAg-PVAl 0,02 x 1073 4,0
nAg-PVA2 0,16 x 107 28,0
nAg-PVA3 0,49x 107 83,0
nAg-CMC1 0,18 x 107 30,0
nAg-CMC2 0,50 x 103 83,0
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De acordo com o espectro de absor¢do plasmon das amostras de NPAg sintetizadas (Figura 2), é
possivel observar uma banda de absor¢cdo em torno de 400 nm para todas as amostras, 0 que evidencia a
formacdo da prata nanométrica em forma esférica (NOGUEZ, 2007; SOLOMON et al., 2007).
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Figura 2. Espectros das amostras de NPAg sintetizadas.

Nota-se que a intensidade dos picos em torno de 400nm foram maiores para as amostras nAg-PVA2,
nAg-CMC1 e nAg-CMC2, revelando uma maior formacdo de nanoparticulas de prata em relacdo as demais
amostras. Apesar destas amostras apresentarem concentracfes de nanoprata tedrica (Tabela 1), variando na
faixa de 28 a 82 ug mL, ocorre a formacdo de NPAg esféricas, sem tendéncia a aglomeragédo para ambas,
pois a relagdo entre a concentracdo de AgNO:s e estabilizante utilizada na sintese é similar. J& a amostra
nAg-PVAL apresenta uma pequena quantidade de nanoprata esférica, vista a minima absorcdo em torno de
400 nm, o que corresponde a concentragao tedrica de NPAg de 4,0 pug mL™2, presente na amostra. Por outro
lado, a amostra nAg-PVA3, cuja concentracéo tedrica de NPAg é em torno de 82 pg mL™, ndo apresenta
quantidade consideravel de nanoprata esférica, uma vez que a banda de absorcéo plasmon em torno de 400
nm é pouco definida e aparece um ombro a partir de aproximadamente 450 nm, o que sugere forte tendéncia
a aglomeracéo.

Assim, comparando-se 0s dados do espectro da Figura 2 com as imagens das solucdes sintetizadas
(Figura 1), observa-se que uma solugdo com maior concentragdo de NPAg, ndo necessita obrigatoriamente,
ter uma coloragcdo mais escura. Assim, a solucdo denominada nAg-CMC1, apesar de apresentar coloracao
amarelada, possui maior quantidade de NPAg que a solugdo denominada nAg-PVA3, que possui coloracéo
amarronzada.
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Baseado nos resultados de tamanho das nanoparticulas de prata de forma esférica, obtidos por
MARCONE (2011), cuja rota sintética e espectros absor¢cdo UV-Vis foram similares aos do presente
trabalho, pode-se afirmar que as amostras de NPAg sintetizadas, nAg-PVA2, nAg-CMC1 e nAg-CMC2,
possuem nanoprata de forma esférica, com tamanho médio na faixa de 8-16 nm.

Além da concentragdo de AgNOs utilizada para sintetizar nanoparticulas de prata, o estabilizante
também desempenha uma funcdo importante na estabilidade das amostras obtidas. Neste sentido, estudos
realizados por MARCONE (2011) indicaram que ao utilizar CMC e PVA como estabilizantes, as amostras
apos 20 meses de sua sintese, apresentavam-se estaveis, com deslocamento minimo do comprimento de
onda, onde a absorcdo era maxima das bandas espectrais. Isso indicou a pouca tendéncia a aglomeracéo
dessas amostras. Com o intuito de avaliar a estabilidade das amostras de NPAg uma nova analise
espectrofotométrica foi realizada, decorridos 120 dias da sintese das amostras nAg-PVAL, nAg-PVA2,
nAg-PVAS3, nAgCMC1 e nAgCMC2.

Como observado na Figura 3, as amostras sintetizadas, apesar da tendéncia a aglomeracdo da
amostra nAg-PVA3, mantiveram-se estaveis apos 120 dias ap0s sua sintese, visto que ndo houve
deslocamento visivel das bandas de absorc¢ao e a diferenca de intensidade dos picos de absorc¢ao foi minima.

2,5 1 1 1
nAg-PVA1*
2,0 - — nAg-PVA2*
—_ —— nAg-PVA3*
< —— nAg-CMC1*
2 1,57 nAg-CMC2*
8
g
«S 1,0 1
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[
o
3
< 0,5 1
0,0 _N
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Figura 3: Espectro das amostras de NPAg apos 120 dias da sintese ter sido realizada.
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Avaliacao do potencial bactericida das amostras de NPAg sintetizadas

Para a avaliacdo da atividade bactericida de NPAg foram escolhidas as amostras nAg-PVA2 e nAg-
CMC2, uma vez que apresentaram nanoprata estaveis e sem tendéncia a aglomeracdo. A Figura 4 ilustra os
halos de inibicdo formados pelas amostras S. epidermidis, S. aureus e E. coli apo6s diluicdo seriada da
solucdo de nAg (2, 4, 8, 16 e 32 vezes).

S. epidermidis S. aureus E. coli
Figura 4. Testes de susceptibilidade para 0os micro-organismos S. epidermidis (A), S. aureus (B)E. coli (C)
frente & amostra nAg-CMC2, nas diluigdes de 2, 4, 8, 16 e 32 vezes. Os resultados das medidas dos
diametros dos halos de inibi¢do formados sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Medida dos halos de inibi¢cdo formados a partir do teste de susceptibilidade.
Diluicdo ~ Concentragdo = MEDIDA DOS HALOS DE INIBICAO (mm)

Amostra seriada NPAJ tesrica™ . . :
(ug ML) S. epidermidis  S. aureus E. coli
2 41,0 5 2 1
20,5 4 1 1
nAg-CMC2 8 10,3 4 1 0
16 51 2 0 0
32 2,6 1 0 0
2 14,0 5 1 1
4 7,0 4 1 1
nAg-PVA2 8 3,5 3 1 1
16 1,8 0 0 0
32 0,9 0 0 0

*Concentracao de NPA(Q wsrica COrresponde a quantidade tedrica de nanoprata presente nas amostras nAg-CMC2 e nAg-PVA2,
submetidas a diluicdo seriada da amostra de 2, 4, 8, 16 e 32 vezes. Quantidades contidas no volume de 10 uL utilizado para a
impregnacéo dos discos.
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Os resultados evidenciam a eficdcia da nanoprata como agente bactericida em diversas
concentracdes de NPAg para 0s micro-organismos testados, visto que para a maioria das diluigdes foram
observados halos de inibi¢cdo maiores ou iguais a 1 mm. Os valores tomados como referéncia para essa
afirmacéo, foram obtidos do estudo realizado por POLLINI et al. (2011), mencionado anteriormente.

De acordo com a Tabela 4, a amostra nAg-PVA2 inibiu o crescimento bacteriano para as todas as
bactérias testadas a uma concentragdo de 3,5 ug mL™, uma vez que apresentou halo de inibicdo de 1 mm
para E. coli e S. aureus, ao passo que para S. epidermidis, o halo de inibic¢éo foi de 3 mm.

Por outro lado, a amostra nAg-CMC2 apresentou maiores concentracdes de inibicdo para E. coli e
S. aureus, sendo respectivamente, 20,5 pg mL* e 10,3 pg mL* para halos de inibi¢do de 1 mm. Contudo,
estes resultados estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura para 0S mesmos micro-organismaos,
uma vez que, estudos realizados por KVITEK et al. (2008) apontaram que a minima concentracao inibitéria
(MIC) variou entre 1,69 e 13,5 pg mL?. Além disto, Pal e colaboradores (2007), em seus estudos
determinaram que as concentracdes entre 50 e 100 pg mL™* de NPAg garantiram 100% da inibi¢do do
crescimento bacteriano para a bactéria E. coli.

A bactéria S. epidermidis, destaca-se como o0 microorganismo mais sensivel, para ambas as amostras
testadas, sendo para a amostra nAg-CMC?2 a concentragdo minima de inibigéo foi de 2,6 pg mL™, enquanto
que para a amostra nAg-PVA2 foi de 3,5 pug mL™1. Observa-se que ao aumentar a concentragao das amostras
testadas (NAg-PVA2 e nAg-CMC2), ocorre também o aumento do didmetro do halo de inibi¢do (1 a 5 mm).

Quanto ao padrdo positivo (discos impregnados com AgNOs3), para todos os testes, foram
observados halos de inibicdo com didmetros que variaram entre 5 e 7 mm, mostrando que a prata idnica é
bactericida para os micro-organismos testados a uma concentragdo tedrica de 0,42 pg mL™.

CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos acerca da avaliacdo da atividade bactericida das amostras de
nanoprata sintetizadas conclui-se que nanoparticulas esféricas de prata, independentemente do tipo de
estabilizante aplicado (CMC ou PVA), inibiram o crescimento dos organismos S. aureus, E. coli e S.
epidermidis a baixas concentracdes. Desta forma, este trabalho serve como subsidio para pesquisas voltadas
para a aplicacdo de nanoprata em diversas areas, tais como, na desinfeccdo ambiental e na area hospitalar.
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