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Resumo. A sintese de nanoparticulas de prata (NPs Ag)
tem atraido o interesse de varios pesquisadores nestes
tltimos anos, tanto do ponto cientifico como tecnologi-
co. Essas NPs possuem propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas tinicas quando comparadas ao metal em es-
cala macroscopica, e tém sido utilizadas em aplicagdes
tais como catalise, em dispositivos optoeletronicos e na
area médica. Neste contexto, este trabalho teve por ob-
jetivo sintetizar e caracterizar NPs Ag, além de avaliar
sua eficiéncia antimicrobiana frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. As NPs Ag foram inicial-
mente preparadas através da reducdo quimica de ions
prata com boroidreto de sodio, na presenca de citrato
de sodio tribasico dihidratado. Em seguida, as mesmas
foram caracterizadas por espectroscopia de absor¢ao
molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) e
microscopia eletronica de transmissao (MET). A avalia-
¢do da atividade antimicrobiana das NPs Ag frente as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus foi reali-
zada com base no método de antibiograma qualitativo.

Abstract. The synthesis of silver nanoparticles (Ag NPs)
has attracted the interest of many researchers in recent
years, both from scientific and technological point of
view. These NPs present unique physical, chemical and
biological properties when compared to metal at a mac-
roscopic scale, and have been used in applications such
as catalysis, optoelectronic devices and medical area.
In this context, the aim of this work was to synthesize
and characterize Ag NPs and evaluate its antimicrobial
efficiency against Gram-positive and Gram-negative
bacteria. Ag NPs were initially prepared by chemical
reduction of silver ions with sodium borohydride in
the presence of sodium citrate tribasic dihydrate. Then,
they were characterized by molecular absorption spec-
troscopy in the ultraviolet and visible (UV-Vis) region
and transmission electron microscopy (TEM). The
evaluation of antimicrobial activity of Ag NPs was per-
formed with basis on the qualitative antibiogram meth-
od against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. In
general, the UV-Vis spectra of colloidal solutions of Ag
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No geral, os espectros de UV-Vis das solugdes coloidais
de NPs Ag (18 ppm e 1000 ppm, respectivamente) fo-
ram muito similares entre si, evidenciando a presenca
de uma tmnica banda centrada em aproximadamente
400 nm, que ¢é indicativo de NPs com formato esférico.
Esse resultado foi corroborado pelas andlises de MET
que mostraram NPs Ag com tamanhos médios de 7,3
+ 4,3 nm (solugdo coloidal de 18 ppm) e de 152 + 7,4
nm (solugao coloidal de 1000 ppm). Os antibiogramas,
por sua vez, revelaram que apenas a solugdo coloidal
de 1000 ppm apresentou atividade antimicrobiana em
relagao as duas bactérias testadas.

vras-chave: Nanotecnologia, nanoparticula
Palavras-chave: Nanotecnol ticulas de
prata, agentes antimicrobianos.

NPs (18 ppm and 1000 ppm, respectively) were very
similar to each other, indicating the presence of a single
band centered at approximately 400 nm, which is in-
dicative of NPs with spherical shape. This result was
corroborated by TEM analysis which showed Ag NPs
with average sizes of 7.3 + 4.3 nm (colloidal solution
of 18 ppm) and 15.2 + 7.4 nm (colloidal solution 1000
ppm). The antibiograms, in turn, revealed that only the
colloidal solution of 1000 ppm showed antimicrobial
activity against the two bacterial strains tested.

Key words: Nanotecnology, silver nanoparticles,
antimicrobial agents.

Introducao

Uma das grandes descobertas da Nanotec-
nologia foi o fato de que, em cada tamanho,
um mesmo material pode apresentar caracte-
risticas fisicas e quimicas completamente dis-
tintas (Alivisatos, 1997).

A utilizacdo de materiais nanoestruturados
estd cada vez mais difundida na industria bra-
sileira. Percebe-se um grande interesse na uti-
lizagdo de nanoparticulas de prata (NPs Ag),
devido as suas propriedades notaveis como boa
condutividade, elevado efeito catalitico, alta area
superficial e excelente atividade antimicrobiana.
As NPs Ag podem ser utilizadas para reduzir
infeccOes, prevenir a colonizagdo bacteriana em
superficies de protese, em cateteres e materiais
odontologicos, bem como na industria de ali-
mentos, no tratamento de agua e na fabricacdo
de tintas antibactérias (Guzman et al., 2009).

O efeito antimicrobiano da prata é reconhe-
cido ha muito anos. Na antiguidade, a mesma
era utilizada no tratamento de queimaduras e
como agente quimioterapico contra patologias
provocadas por bactérias, como a Staphylococ-
cus aureus. Apos a descoberta da penicilina, o
uso da prata como agente bactericida dimi-
nuiu consideravelmente. Porém, com a sele-
¢ao de cepas resistentes a antibioticos, a prata
voltou a despertar interesse na comunidade
cientifica em virtude do desenvolvimento de
novos antimicrobianos (Chopra, 2007).

As solugoes coloidais de NPs Ag, devido a
alta relacdo area por volume, apresentam pro-
priedades antimicrobianas contra diversos ti-
pos de micro-organismos, tais como bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e vi-
rus. A Medicina tem demonstrado que a pra-

ta aniquila mais de 650 agentes patogénicos
e nao cria resisténcia (Petica et al., 2008). Isso
acontece porque, ao entrarem em contato com
a membrana celular desses micro-organismos,
as NPs Ag causam danos no processo de respi-
ragao celular e permeabilidade. Além disso, as
NPs Ag ligam-se ao enxofre e ao fésforo pre-
sentes no DNA, impedindo a divisdo celular
(Morones et al., 2005; Levin et al., 2009).

Novos métodos de produgao de NPs Ag tém
surgido, sendo os principais baseados na redu-
¢ao quimica de sais de prata em meio aquoso.
As NPs Ag tém sido sintetizadas também utili-
zando métodos eletroquimicos, decomposi¢ao
térmica, ablagdo a laser, irradiagdo por micro-
ondas, processos de micelas reversas, dentre
outros (Jian et al., 2004; Yin et al., 2004).

Devido as nanoparticulas serem muito
pequenas e termodinamicamente instaveis,
torna-se necessario estabiliza-las mediante a
adicdo de reagentes protetores ou com uma
matriz polimérica. A estabilizacdo eletrostati-
ca ocorre através de espécies carregadas, como
cations e anions, que se adsorvem a superficie
das nanoparticulas. Ja a estérica, ocorre através
do uso de grupos volumosos (Aiken e Finke,
1999). Além disso, a escolha adequada do ma-
terial de protecdo também pode fornecer uma
barreira para neutralizar a atracdo entre as na-
noparticulas, devido a interagao das forgas de
van der Waals (Fonseca, 2005), evitando que as
mesmas se aglomerem.

Hoje em dia, a industria esta procurando
novos produtos para competir no mercado.
No entanto, as NPs Ag disponiveis sdao caras
e limitadas. Assim, faz-se necessario o desen-
volvimento de processos de baixo custo para
a produgao de NPs Ag que serao utilizadas na
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formulagao de novos tipos de materiais bacte-
ricidas (Kim et al., 2007; Pinto et al., 2010).

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo
sintetizar NPs Ag pelo método da redugao quimi-
ca, bem como caracterizar as mesmas utilizando
as técnicas de espectroscopia de absor¢ao mole-
cular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis)
e microscopia eletronica de transmissao (MET),
além de avaliar sua eficiéncia antimicrobiana
frente a bactérias Gram-negativas (Escherichia coli)
e Gram-positivas (Staphylococcus aureus).

Experimental

Materiais

Todos os reagentes quimicos utilizados
neste trabalho foram de grau analitico. Ni-
trato de prata (AgNO,) e boroidreto de sédio
(NaBH,) foram adquiridos da Merck. Citrato
de sodio tribasico dihidratado (Na,C,H.O, .
2H,0) foi adquirido da Sigma-Aldrich. As so-
lugdes aquosas foram preparadas com agua
deionizada (18,2 M(Q)/cm), obtida a partir de

um sistema Milli-Q (Millipore).

Sintese das nanoparticulas de prata
(NPs Ag)

As NPs Ag foram preparadas através da re-
dugao quimica de ions prata por NaBH, e esta-
bilizadas com citrato de sddio tribasico dihidra-
tado. Esse procedimento foi baseado no método
descrito por Jana et al. (2001). O processo de pre-
paracao das NPs Ag pode ser descrito como se-
gue:inicialmente, 50 mL de AgNO, 0,25 mmol/L
foram adicionados a 50 mL de Na,CHO, .
2H,0 0,25 mmol/L por 30 s, sob agitagao mag-
nética vigorosa e ao abrigo da luz, a 23 +2,0 °C.
Imediatamente apds a mistura dessas duas so-
lucdes, adicionou-se uma aliquota de 3 mL de
NaBH, 1,00 mmol/L. Em seguida, a agitacao foi
mantida por mais 1 min e a solugao resultante
(de tonalidade amarelo-ouro) foi imediatamente
armazenada em frasco ambar e ao abrigo da luz,
até o momento das analises. A concentragao des-
sa solucao coloidal, em termos de NPs Ag, é de
aproximadamente 18 ppm.

Além disso, foi utilizada uma solugao de
NPs Ag fornecida pela empresa TNS (Floria-
nopolis, SC) com concentragao de 1000 ppm. A
sintese dessas NPs Ag foi realizada de maneira
analoga a descrita anteriormente, alterando-se
apenas a concentragao e o volume das solu-
¢Oes utilizadas.

Caracterizagdo das NPs Ag

Os espectros de absor¢ao molecular na re-
giao do UV-Vis das solug¢des contendo as NPs
Ag foram registrados em um espectrofotome-
tro Thermo Scientific EVOLUTION 60, na fai-
xa de comprimento de onda situada entre 250
e 650 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo
de caminho 6ptico de 10 mm.

As imagens de MET foram obtidas em um
microscdpio Jeol JEM 1200 EXII, operando
com uma tensao de 80 kV. As amostras foram
preparadas depositando-se 10 gotas da solu-
¢ao de NPs Ag em um filme de carbono amor-
fo (com 3,0 — 5,0 nm de espessura), sustentado
em uma grade de cobre com 3,0 mm de dia-
metro. O término da preparagdo da amostra
ocorreu pela evaporacao total do solvente. Os
histogramas de distribuicdo de tamanho de
particula foram entdo estimados, utilizando-se
o software Image J.

Avaliagdo da atividade
antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana
das NPs Ag foi realizada com base no método
de antibiograma qualitativo contra cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) no Laboratorio de Anali-
ses e Pesquisas em Alimentos (LAPA) da Uni-
versidade de Caxias do Sul.

Um método adequado para avaliar a eficién-
cia de um agente antimicrobiano consiste em me-
dir o tamanho relativo a zona de inibicao (ZOI)
ao redor do agente testado. Um indculo padrao
de cada micro-organismo foi inicialmente es-
fregado pelo método de “Spread Plate” sobre a
superficie de uma placa de Petri com o meio de
cultura Mueller-Hinton, onde foram colocados
papéis-filtro estéreis impregnados com as NPs
Ag. Em seguida, as placas foram incubadas por
48 h e a 37 °C em uma estufa bacterioldgica, e as
ZOl formadas ao redor dos papéis-filtro foram
entdo medidas (Valaskova et al., 2010).

Resultados e discussao

Caracterizacgdo das NPs Ag

Espectroscopia de absor¢do molecular na regido
do UV-Vis

A Figura 1 mostra o aspecto visual das solugoes
coloidais de NPs Ag deste trabalho, nas concentra-
¢oes de 18 ppm e 1000 ppm, respectivamente.
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Figura 1. Aspecto visual das solugdes coloidais
de NPs Ag de 18 ppm e 1000 ppm.

Figure 1. Visual appearance of Ag NPs colloi-
dal solutions of 18 ppm and 1000 ppm.

Como pode ser constatado, a cor das so-
lugdes € muito diferente, uma vez que a con-
centracao de NPs Ag varia drasticamente de
um sistema para outro. Para registrar o es-
pectro de UV-Vis dessas solugdes foi neces-
sario diluir apenas aquela de maior concen-
tracdo para que banda de maxima absorcao
permanecesse dentro da faixa de linearidade
do espectrofotometro.

Na Figura 2 podem ser observados os espec-
tros de UV-Vis das solugdes coloidais de NPs
Ag de 18 ppm e 1000 ppm (diluicao de 100 ve-
zes). O comprimento de onda de maxima ab-
sorgao (A ) para as NPs Ag nos dois sistemas
esta centrado em aproximadamente 400 nm, o
que indica a presenca de NPs Ag com formato
esférico (Noguez, 2007; Pinto ef al., 2010).

De acordo com a literatura, o aumento no
tamanho das NPs resulta em um deslocamen-
to da banda plasmoénica para regides de maior
comprimento de onda, o que significa que os
tamanhos das NPs Ag na solucao coloidal de
18 ppm sao relativamente menores do que
aqueles na de 1000 ppm (Song e Kim, 2009). De
acordo com a teoria de Mie, apenas uma tinica
banda plasmonica é esperada no espectro de
absorcdo de NPs esféricas, enquanto NPs ani-
sotropicas podem dar origem a duas ou mais
bandas, dependendo do formato das mesmas
(Klabunde, 2001).

Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

As Figuras 3 e 4 apresentam, respectiva-
mente, as imagens de MET das solug¢des coloi-
dais de NPs Ag de 18 ppm e 1000 ppm, nas
quais podem ser observadas NPs de formato
esférico. Esses resultados sdo corroborados
pela analise de UV-Vis, conforme ja foi discu-
tido anteriormente.

Os histogramas de distribui¢ao do tama-
nho das NPs, por sua vez, podem ser visua-
lizados nas Figuras 5 e 6. O didmetro médio
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Figura 2. Espectros de UV-Vis das solugdes coloidais de NPs
Ag de 18 ppm e de 1000 ppm (diluigao de 100 vezes).

Figure 2. UV-Vis spectra of Ag NPs colloidal solutions of 18
ppm and 1000 ppm (dilution of 100 times).
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Figura 3. Imagem de MET da solugéo coloidal
de NPs Ag de 18 ppm.

Figure 3. TEM image of Ag NPs colloidal solu-
tion of 18 ppm.

10 12 14 18 18

Diimetre (nm)

Figura 5. Histograma de distribuicao do tama-
nho das NPs Ag obtidas a partir da imagem de
MET da solugao coloidal de 18 ppm.

Figure 5. Particle size distribution histogram
of Ag NPs colloidal solution of 18 ppm obtai-
ned from TEM image.

das NPs Ag nas solugdes coloidais de 18 ppm
e 1000 ppm foram de aproximadamente 7,32
+4,3 nm e 15,2 + 7,4 nm, respectivamente. Os
A,.. observados nos espectros de UV-Vis da
Figura 2 ja demonstravam esse aumento do ta-
manho de particula para as NPs Ag da solugao
coloidal de 1000 ppm, uma vez que a banda
plasmonica ja estava deslocada para a regiao
de maior comprimento de onda (Song e Kim,
2009; Pinto et al., 2010).

Figura 4. Imagem de MET da solugdo coloidal
de NPs Ag de 1000 ppm.

Figure 4. TEM image of Ag NPs colloidal solu-
tion of 1000 ppm.

Conlagens

Didmetro (nm)

Figura 6. Histograma de distribuicao do tama-
nho das NPs Ag obtidas a partir da imagem de
MET da solugao coloidal de 1000 ppm.

Figure 6. Particle size distribution histogram
of Ag NPs colloidal solution of 1000 ppm ob-
tained from TEM image.

Avaliag¢do da atividade
antimicrobiana das NPs Ag

As Figuras 7 e 8 mostram as ZOI formadas
apos a realizagdo dos ensaios com as NPs Ag
da solucao coloidal de 1000 ppm contra cepas
de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococ-
cus aureus (ATCC 25923), respectivamente.

Como pode ser observado, existem zonas
claras bem definidas ao redor dos papéis-
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NPs Ag 1000 ppm

Figura 7. Teste de difusdo no meio Mueller-
Hinton utilizando cepas de Escherichia coli
(ATCC 25922).

Figure 7. Diffusion test in Mueller-Hinton medium
using strains of Escherichia coli (ATCC 25923).

NPs Ag 1000 ppm

Figura 8. Teste de difusao no meio Mueller-
Hinton utilizando cepas Staphylococcus aureus
(ATCC 25923).

Figure 8. Diffusion test in Mueller-Hinton
medium using strains of Staphylococcus aureus
(ATCC 25923).

filtro, onde as solugdes coloidais de NPs Ag
foram impregnadas. Além disso, o diametro
médio da ZOI foi da ordem de 15 mm para a
Escherichia coli e de 25 mm para a Staphylococ-
cus aureus. As NPs Ag da solucdo coloidal de
18 ppm, por outro lado, ndo apresentaram ati-
vidade antimicrobiana.

Em geral, as bactérias Gram-negativas sao
geralmente mais resistentes a agentes antimi-
crobianos do que as bactérias Gram-positivas,
devido a complexidade da membrana celular

das primeiras, que acaba dificultando a entra-
da e consequentemente a difusdo das NPs Ag
para o interior desses micro-organismos (Du-
ran et al., 2010). A baixa concentra¢ao de NPs
Ag na solucdo coloidal de 18 ppm também
pode ter contribuido significativamente para o
resultado obtido nesse ensaio.

Conclusdes

Neste trabalho foram sintetizadas so-
lucdes coloidais de NPs Ag pelo método
de reducgdo quimica, utilizando nitrato de
prata e boroidreto de s6dio na presenga de
citrato de sédio tribasico dihidratado. As
solucgdes obtidas foram caracterizadas pe-
las técnicas de UV-Vis e MET, e a eficiéncia
antimicrobiana dessas NPs foi igualmente
avaliada frente a bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas.

No geral, os espectros de UV-Vis das solu-
¢oes coloidais de NPs Ag (18 ppm e 1000 ppm,
respectivamente) foram muito similares en-
tre si, evidenciando a presenca de uma tnica
banda centrada em aproximadamente 400 nm,
que € indicativo de NPs com formato esférico.
Esse resultado foi corroborado pelas analises
de MET que mostraram NPs Ag com tama-
nhos médios de 7,3 + 4,3 nm (solugado coloidal
de 18 ppm) e de 15,2 + 7,4 nm (solugao coloidal
de 1000 ppm), respectivamente.

Com relagdo aos ensaios microbiologi-
cos, os antibiogramas revelaram que apenas
a solucao coloidal de 1000 ppm apresentou
atividade antimicrobiana em relacao as duas
bactérias testadas (Escherichia coli e Staphylo-
coccus aureus). As NPs Ag da solugao coloidal
de 18 ppm, por outro lado, ndo apresenta-
ram atividade antimicrobiana. A baixa con-
centracdo de NPs Ag nessa solugao coloidal
pode ter contribuido significativamente para
esse resultado.
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