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APRESENTACAO

Nos dias atuais, com uma escassez cada vez maior de matéria prima e energia,
buscar novas formas de produc¢ao ecologicamente corretas € um diferencial ao setor
industrial. Neste contexto as pesquisas nesta area veem crescendo e se tornando
uma das grandes vertentes da engenharia de materiais, buscando-se a melhoria
de materiais, aliando-se novos componentes e reutilizando materiais de descarte.

Neste e-book sdo explorados trabalhos teoricos e praticos, relacionados
ao desenvolvimento de materiais, bem como a reutilizacdo de subprodutos da
construgao civil, vislumbrando a uma melhoria tanto de novos materiais, como a
um descarte inteligente e eficiente de residuos. De abordagem objetiva, a obra se
mostra de grande relevéncia para graduandos, alunos de pds-graduacgao, docentes
e profissionais, apresentando tematicas e metodologias diversificadas.

Boa leitural

Henrique Ajuz Holzmann
Joao Dallamuta

Ricardo Vinicius Bubna Biscaia
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CAPITULO 6

SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA OBTIDAS
VIA ROTAS QUIMICA E ELETROQUIMICA E SUA

Data de aceite: 05/06/2020

Arthur da Rocha Albertini
Escola Politécnica da USP — Departamento de
Engenharia Metalurgica e de Materiais

Guilherme Frederico Bernardo Lenz e Silva
Escola Politécnica da USP — Departamento de
Engenharia Metalurgica e de Materiais

Rodrigo Labat Marcos
Faculdade de Medicina Universidade 9 de Julho —
Laboratério de Biofotonica

RESUMO: Os
nanométricos vém avancando rapidamente.

estudos de materiais
Isso ocorre pois em escala nanométrica (10°m),
0s materiais apresentam caracteristicas fisicas
€ quimicas muito distintas daquelas conhecidas
em outras escalas maiores. A principal
propriedade a ser estudada neste trabalho
€ a maior reatividade quimica dos materiais
nanométricos devido as maiores superficies de
contato que seu tamanho proporciona. A acao
bactericida da prata macroscopica ja € bastante
conhecida, mas, apesar de ter o0 uso bastante
disseminado pelo mundo, os efeitos da prata
coloidal, conhecida no Brasil como Nano-
Prata, ainda sao pouco conhecidos. Entretanto,

0 uso de prata e seus compostos para fins

Engenharia de Materiais e Metalurgica: Tudo a sua Volta

OTIMIZACAO

medicinais vem aumentando recentemente,
pois os efeitos bactericida e fungicida dos ions
Ag+ e de particulas nanométricas de prata
ainda estdo sendo descobertos e entendidos.
Atualmente solucbes de prata ja sdo utilizadas
no tratamento de queimaduras e feridas com o
intuito de evitar e tratar infec¢des bacterianas.
Aliando os efeitos ja conhecidos da prata
a maior reatividade quimica de compostos
nanométricos, este trabalho visa estudar a
sintese de uma solugdo de nanoparticulas de
prata e seus efeitos bactericida e bacteriostatico
na epiderme humana e canina.
PALAVRAS-CHAVE:

Engenharia de Materiais, Biomateriais, Sintese

Nanotecnologia,
Nanoparticulas de Prata

ABSTRACT: Studies of nanometric materials are
advancing rapidly. This is happening because
on a nanometric scale (10°m), the materials
have physical and chemical characteristics very
different from those known in other larger scales.
The main property to be studied in this work is
the greater chemical reactivity of the nanometric
materials due to the larger contact surfaces
that its size provides. The bactericidal action of
macroscopic silver is already well known, but,
despite its widespread use throughout the world,
the effects of colloidal silver, known in Brazil as
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Nano-Silver, are still little known. However, the use of silver and its compounds for
medicinal purposes has been increasing recently, as the bactericidal and fungicidal
effects of Ag+ ions and nanometric silver particles are still being discovered and
understood. Currently silver solutions are already used in the treatment of burns and
wounds in order to prevent and treat bacterial infections. Combining the already known
effects of silver with greater chemical reactivity of nanometric compounds, this work
aims to study the synthesis of a solution of silver nanopatrticles and their bactericidal
and bacteriostatic effects on human and canine epidermis. Silver nanoparticles were
synthesized in two different ways: (1) via the Chemical Route, from the metallic
complex [Ag(NH3)2]+[CzH302]- and (2) via the Electrochemical Route: using a controlled
potential difference between silver electrodes immersed in deionized water containing
Na,CO,. Reducing agents in different proportions were added for better stabilization
and production of colloidal nanoparticles.

KEYWORDS: Nanopatrticles, Silver, Biomaterial

11 INTRODUCAO

1.1 Introducao Histérica

Historicamente, estima-se que a prata foi o terceiro metal a ser descoberto,
pouco depois da descoberta do ouro e do cobre. Seus primeiros registros datam
de cerca de 3000 aC. Anos depois, apesar de sem embasamento cientifico, o efeito
bactericida desse metal em escalas macroscopicas foi notado, assim como sua
baixa toxicidade a humanos.

Tais caracteristicas decorrem do, ainda estudado, efeito oligodindmico, em que
mesmo em baixas concentragdes, 0s ions de prata ligam-se a cadeias carbénicas
sulfurosas existentes nas membranas plasmaticas das células bacterianas, causando
assim ‘lise’ das membranas e posterior morte celular, entre outros mecanismos que

acabam causando a morte celular.

1.2 Introducao Cientifica

O termo nanotecnologia foi empregado pela primeira vez em 1959, durante
uma palestra do fisico norte-americano Richard Feynman intitulada “There’s
plenty of room at the bottom”. Segundo ele, no novo milénio “surgird uma nova
tecnologia, capaz de lidar com atomos e moléculas, a Nanotecnologia”. Muito se
discutiu sobre o assunto ap6s esse evento, e em 1986, Gerd Binning e Heinrich
Rohrer pesquisadores da IBM ganharam o prémio Nobel pela criacdo de um
microscépio de tunelamento capaz de visualizar estruturas nanométricas, até a

escala atbmica.
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Estudos na area vém ganhando muita importancia devido a modernizagao
de aparelhos e de processos de caracterizagao por microscopia que auxiliam no
desenvolvimento tecnolégico nessa escala.

Uma vertente bastante explorada atualmente é a utilizac&o de nanoparticulas
para fins medicinais, devido a, ja comentada, alta reatividade quimica de
moléculas nanométricas. A area médica carece por potentes antimicrobianos,
uma vez que muitas bactérias e fungos ja foram selecionados e hoje séo resistentes
aos antibiéticos mais utilizados no mundo.

Dentro do campo da medicina, a prata € muito conhecida como um
agente bactericida e fungicida, tanto na forma ibnica como na forma
metalica. Osresultados dessa utilizacdo da prata mostram alta performance
contra infec¢des bacterianas e baixissimos indices de toxicidadeaos seres

humanos.

21 MOTIVACAO E OBJETIVOS

2.1 Doencas Autoimunes E Tratamentos Possiveis Em Animais

A motivacdo para o inicio deste trabalho foi o diagnoéstico sequencial de
doencas autoimunes em um Akita macho de seis anos de idade. H& algum tempo
ele foi diagnosticado com trés doengas autoimunes. A primeira é conhecida
como S.A., sigla proveniente do latim Sebaceous Adenitis, a segunda, IMT, sigla
do inglés para Immune Mediated Thrombocytopenia e a terceira de inflamacdes
nas articulacdes (artrite reumatdide). Desde entdo vem sendo tratado para
Lupus (lupus eritematoso  sistémico —LES) com imunossupressao (ciclosporina
e corticoide) e tratamento de suporte.

2.2 As Doencas
2.2.1 Adenite Sebacea

A Adenite Sebacea,ou Sebaceous Adenitis,6 uma doenca inflamatéria e
hereditaria que destroi ou danifica as glandulas sebaceas dos mamiferos. E
uma doenca rara que ocorre principalmente em cées das racgas Akita, Standard
Poodles e Braco Hungaro. Os sinais incluem perda de pélossecundarios,
descamacédo e ressecamento da pele, ocasionando feridas e pustulas que podem
ou n&o cogar.

Porém o diagnoéstico definitivo é realizado por meio do exame de fragmentos
‘infectados’ de pele. Em caso positivo da doenca, o exame histopatoldgico revela

a presenca de um processo inflamatorio dasglandulas sebaceas, com destruicéo
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total ou parcial dessas. A nado funcionalidade dessas glandulas leva a
deficiéncias na hidratacao da pele do animal, gerando as ja citadas feridas.
Apesar de nao haver cura para adoencga, o tratamento consiste em reduzir
a acdo inflamatoria da doenca por meio daingestdo de vitaminas A e E,
uso de hidratantes de pele e de medicamentos capazes de modular o sistema
imunolégico canino, a fimde diminuir o processo inflamatério (Hnilica, 2011).

2.2.2 Immune-Mediated Thrombocytopenia

A IMT é uma doencga autoimune muito séria, nela, o corpo do doente
ataca suas proprias plaguetas como se fossem agentes patogénicos. A palavra
Thrombocytopenia significa, em linhas gerais, uma doenca que causa o
abaixamento da quantidade de plaquetas uteis na corrente sanguinea.

As plaguetas s&o as principais responsaveis pela coagulacdo sanguinea,
portanto, a falta delas pode ocasionar em sangramentos inesperados, aumento
no tempo de cicatrizagao de feridas, hemorragias interna e externa. Esses
sangramentos excessivos podem chegar acausar anemia.

A maioria dos sintomas dessa doenca esta relacionada a sangramentos
no nariz e na boca, fraqueza, aumento na frequéncia respiratéria, gengivas
palidas e fezes escuras e avermelhadas (indicando sangramento no trato
gastrointestinal).

2.3 A Combinacao Das Doencas

Uma vez que o animal possui as trés doencas citadas anteriormente, as
pequenas feridas causadas em sua pele pela Adenite Sebacea se tornam um
grande perigo de infec¢ao devido a deficiéncia de plaquetas ocasionada pela IMT
e o tratamento com imunossupressdo. Portanto, é preciso que os tratamentos
de ambas doencas se desenvolvam em sinergia. Uma possivel ajuda neste
tratamento, & o desenvolvimento de um creme hidratante bactericida e fungicida
a base de prata coloidal que ajudara na cicatrizacdo das feridas, evitando
assim, o desencadeamento de novos problemas.

2.4 OBJETIVOS

Este trabalho visa estudar diferentes meios de sintese de uma solugéo coloidal
de prata como o objetivo de fabricar um creme bactericida para uso tdépico em
cées e humanos, bem como sua caracterizacdo. Nesta primeira parte, o trabalho
foi focado na sintese eletroquimica das nanoparticulas de prata. Posteriormente a
pesquisa sera focada em um segundo método e em testes in vitro das solucdes em

coldnias de bactérias.
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3 | MATERIAIS E METODOLOGIA

3.1 Um Coloide Em Suspensao

Solugdes de prataibnica e solu¢gbes de nano-prata sdo materiais completamente
diferentes entre si e possuem caracteristicas muito distintas. Uma solug¢ao de prata
ibnica é constituida por atomos do elemento prata que perderam um elétron, por
iss0, os cations de prata sao facilmente combinados com qualquer &nion proveniente
de um sal em solucdo (espécie quimica que possui excesso de elétrons quando
em solucdo). Caso ndo haja nenhum sal na agua, os ions de prata se dissolvem
totalmente na agua e nédo podem ser observados visualmente.

Ja solucgdes coloidais de prata podem ser distinguidas pela sua cor e pelo modo
como esta dispersa a luz visivel. Estas solu¢gdes sdo compostas por atomos neutros
de prata que formam aglomerados (ou clusters) de diversas formas e tamanhos.
Em geral, os clusters sdo, aproximadamente esféricos. Sua forma esta claramente
ligada ao numero de atomos que os formam.

Os aglomerados de prata sédo formados devido ao carater hidrofébico da prata
metalica (Ag®). Como resultado direto desse fato, uma camada de ions de hidrogénio
(H*) envolve os clusters, essa foi chamada de Camada de Stern. Uma segunda
camada, mista de ions positivos e negativos engloba o cluster e a camada Stern, a
unido de ambas camadas citadas da origem a Teoria da Dupla Camada, proposta
por Derjaquin, Landau, Verwey, e Overbeek na primeira metade do século XX. Entre
essas duas camadas, existe uma carga eletrostatica em constante movimento,
chamada de potencial Zeta. No caso dos clusters de prata, esse potencial pode
alcancar valores préximos de — 100 mV (Laroo, 2013 assim como a Figura 1).

Cluster surface or

Actual Stern layer (layer of hydrogen

fons (H')surrounding the entire silver cluster.

Kinetic harge).

In between the Stern layer and Shear plane -

Figura 1 - Representacao de um Cluster de prata carregado em Solu¢do Aquosa

Engenharia de Materiais e Metalurgica: Tudo a sua Volta Capitulo 6



3.2 Vulnerabilidade Solucao Coloidal De Prata Em Suspensao

Ao contrario do que diz o senso comum, as solugdes coloidais de prata nao
sao formadas por nanoparticulas de prata pura, mas sim por “nano-aglomerados”de
atomos (mostrados no item anterior). Todos esses aglomerados possuem tamanho
semelhante e, portanto, carga elétrica semelhante (e de mesmo sinal). Essas
cargas geram uma repulséo entre os clusters, que resultard em um alto médulo de
potencial Zeta. Quando esse potencial supera, em valor absoluto, aquele causado
pelas forcas de Van der Waals (cerca de 25 mV), essas for¢as perdem a relevancia
se comparadas as outras que ali agem e a matéria entra em suspensao. O alto
potencial Zeta, que esta associado a agao repulsiva matua dos clusters de prata
coloidal, garante a solucéo certa estabilidade a longo prazo.

A prata coloidal € suscetivel e vulneravel a diversos agentes externos como
calor, ondas infravermelhas, micro-ondas e até mesmo ao bombardeamento por
raios de luz com altos comprimentos de onda (como verde, amarelo, vermelho e
laranja). A temperatura, por exemplo, aumenta a energia de cada cluster, causando
maior agitacdo desse, isso diminui a acéo relativa das for¢cas de repulséo entre
os clusters. Tal diminuicdo pode fazer com que “clusters vizinhos” se aproximem
demais ou se choquem, formando clusters maiores. Esse aumento pode chegar a
um ponto limitrofe em que a gravidade se encarrega de decantar a prata e assim,
tird-la de suspenséo.

Também nao é recomendavel a utilizacdo de solugbes de prata ibnica
juntamente com os coloides dessa mesma substancia. Os cations Ag* teréo papel
semelhante ao da temperatura, eles aproximardao os “clusters vizinhos”, pois a
presenca de ions positivos entre os aglomerados reduzira a repulsao relativa entre

eles, fazendo com que a solugao se torne mais sensivel.

3.3 A Escolhada Prata

A motivagcdo para o presentetrabalho consiste no tratamento de feridas
de pele em um cao portador de duas doencas autoimunes. Sabendo
disso, pesquisamos que a bactéria Pseudomonas aeruginosa &€ um dos principais
microrganismos responsaveis por infec¢des de feridas e queimaduras de pele.

A prata coloidal apresenta acé&o contra uma ampla faixa de microrganismos
combactérias (principalmente gram-negativas) e fungos. Serdorealizados testes em
colénias de bactérias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia colie Staphylococcus
aureus. Além da prata, muitos outros metais foram estudados, resultando

na escala de toxicidade contra microrganismos (Berniet al, 2008) a seguir:

Ag>Hg>Cu>Cd>Pb>Co>Au>Zn>Fe>NMn>Mo>Sn
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Outros metais que poderiam ser utilizados, e tém seu efeito bactericida
comprovado, seriam o Mercurio e o Cobre. Porém, os colbides de mercurio
sintetizados se mostraram extremamente toxicos as células animais, enquanto os
de cobre n&o séo tao efetivos contra as bactérias.

Em decorréncia da resisténcia a antibi6ticos, causada pela selecao de
microrganismos mais resistentes, os estudos sobre novos farmacos vém sendo
estimulados. Compostos contendo prata tém se tornado muito populares na
medicina moderna.

3.4 Acao Das Nanoparticulas De Prata

Como dito anteriormente, a prata desperta grande interesse nas pesquisas
em areas medicinais devido a acao bactericida e fungicida da mesmana forma
ibnica. Recentes estudos mostram que solugcdes de nanoparticulas de prata
possuem alta atividade antimicrobiana, assim como solu¢des de prata idGnica.

Entre outras nanoparticulas metalicas ja sintetizadas anteriormente, a prata
e 0 cobre, segundo estudos, foram os mais eficientes na relagéo custo-desempenho,
porém a eficiéncia do cobre foi menor. Ainda assim, a acédo antimicrobiana da
nano-prata ndo é completamente compreendida. Mas muitos cientistas acreditam
gue alguns mecanismos semelhantes aqueles de solugbes ibnicas de prata
também atuam nem suas solugdes coloidais.

Figura 2 - Mecanismos da A¢édo da Atividade Microbiana das Nanoparticulas de Prata

Alguns efeitos conhecidos das nanoparticulas de prata em células bacterianas
e de fungos podem ser observados na Figura 2 (De Sa, 2015). Pode-se afirmar
que a ligacao destas particulas na célula depende da area superficial disponivel
para a interacdo (Morones et al., 2005). Sao 3 as principais interacdes possiveis
conhecidas.
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A primeira ocorre quando as nanoparticulas interagem com proteinas presentes
na membrana plasmatica, deformando-a e causando problemas de permeabilidade
na célula. Caso a concentracao seja alta o suficiente, as nanoparticulas de prata
se depositardo nas membranas e nas paredes celulares (quando houver) podendo
ocasionar lise das mesmas.

Em concentracbes significativamente mais baixas, essas ndo se depositarao
nas membranas e havera umamassiva passagem de clusters para o meiointracelular,
sem danificar (muito) a membrana.

Uma vez dentro das células, as nanoparticulas de prata podem interagir com
o DNA, fazendo com que esse se desnature e tornando a sua replicagcéo impossivel
(impede a divisao celular). Mais especificamente, o metal desloca as ligacdes de
hidrogénio entre os nitrogénios adjacentes de bases purinas e pirimidinas, impedindo
posterior replicagcdo (por causa da alta afinidade da prata com os grupos fosfatos
dos nucleotideos).

Aterceira possibilidade se mostra quando as nanoparticulas de prata interagem
com os ribossomos. Tal interacao leva ao comprometimento da sintese de proteinas
fundamentais para a respiracdo celular, causando a morte celular por falta de
energia.

Ja foi comprovada a grande afinidade das nanoparticulas de prata com grupos
quimicos que possuem os elementos enxofre e fésforo. Ambos sdo encontrados
nas membranas e no interior de células bacterianas (no DNA, por exemplo), quando
em concentragcdes suficientes, as nanoparticulas danificam as estruturas celulares
que contenham maior quantidade de enxofre e/ou fésforo.

Outras interacdes devem-se ao fato de a Nanoprata ter a capacidade de gerar
superoéxidos (Radicais Livres), assim como o ion Ag*. Tal geracéao foi comprovada pois
a adicao de antioxidantes reduz o efeito bactericida das solugdes de nanoparticulas
de prata (Laroo, 2013). Os radicais livres, aqui citados, provavelmente séao
provenientes da superficie de ions de hidrogénio (H*) em contato com os clusters.

Além do efeito bactericida e fungicida das solugdes de prata coloidal, vale
ressaltar que essa também provoca um efeito bacteriostatico residual, isto €,
conferira aos locais impregnados com nanoparticulas de prata uma protecao contra
posterior proliferacdo de microrganismos.

3.5 Utilizacoes Para Solucdes De Nanoparticulas De Prata

Além das aplicagdes medicinais ja citadas, solugdes de nanoparticulas de prata
ja sado hoje utilizadas em outras areas. Devido ao seu tamanho, as nanoparticulas
sao facilmente incorporadas em muitos materiais, portanto é relativamente facil
impregna-los com estas nanoparticulas.

Por todos estes motivos, elas ja vém sendo utilizadas em diversas aplicacdes
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por exemplo: em palmilhas anatémicas antimicrobianas com o intuito de evitar
odores, em purificadores de ar, na esterilizacdo de instrumentos cirargicos e até
mesmo em curativos comerciais (band-aid’s) que, apesar de ainda superfaturados,
ajudam na cicatrizagao ao prevenir infecgcdes. Bioquimicos suicos estdo estudando a
capacidade da prata para interromper a divisao celular do HIV em diversos estagios.
As nanoparticulas de prata vém tomando o lugar dos ions cloreto em tratamentos

mais modernos de agua e alimentos.

4 1 ETAPA LABORATORIAL SINTESE DE NANOPRATA

4.1 Analises E Resultados Parciais
4.1.1 Sintese Eletrolitica De Prata Coloidal

Optou-se por sintetizar prata coloidal eletroquimicamente pois foi a maneira
mais simples e barata de obter tal produto. A cuba eletrolitica utilizada em todos os
experimentos contém agua deionizada e os eletrodos sdo de prata com 99.997%
de pureza. Os eletrodos foram expostos a uma tensao constante de 24 V durante
as eletrolises. Todos os experimentos a seguir contaram com agitacdo magnética
da solucao simultaneamente a eletrdlise. Com excec¢ao dos experimentos em que
a temperatura inicial da agua é menor ou igual a 10°C (Experimento 11 e 12), a
frutose foi adicionada quando a solugéo atingia uma faixa entre 60 °C a 70 °C e o

aquecedor era desligado.
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Propriedade Estudada El E2 E3 E4 E5 Ef

Eletrodo Utilizado Vermelho | 2 | ) 3 4
Massa Inicial Eletrodo Verm | 33100 ¢ | 330098 g 3040 g 323 g 3333 g 3344 ¢
Massa Final Eletrodo Verm 33084 g | 32445¢ il6ld g 1,745 ¢ 3289 3289 ¢
Eletrodo Utilizado Preto 2 1 2 | 4 3

Massa Inicial Eletrodo Preto | 33002 ¢ | 33084 ¢ | 32350 ¢ 31T g 3345 ¢ 3289¢
Massa Final Eletredo Preto 330098 ¢ | 33089 ¢ 32300 g 299 ¢ 3344 ¢ 2473 ¢

Tempo de Eletrdlise 1h 6h 6h 17 h <2h 21h
Temp Inicial da Agua 240°C 37 235°C 238°C 238°C 25.17°C
Presenca de Luz (+ ou <) + - + - + +
Massa de Frutose / L H.O LOOT9 e | 10022 ¢ 1OO3E g 10731 g 0650 ¢ Og
Massa de Naa2COs/ L H2O Og Og 10052 ¢ 0520 ¢ 0,502 g 03511lg
Condutividade - - 1S8R mY | 13 emY | 1137 mY _
pH da Seolugio Final — — 982 9.51 900 030
Medidor de Particulas — — 109 ppm 604 ppm | 476 ppm | 488 ppm
Propriedade Estudada E7 E= EQ ElL( Ell El2*
Eletrodo Utilizade Vermelho 4 5 5 2 f 3
Massa Inicial Eletrodo Verm 3289 o 5365 ¢ 5215¢ 2344 p 5371 g 5175g
Massa Final Eletrodo Werm - 5215¢ 5175¢ 3278 ¢ 5076g
Eletrodo Utilizado Preto 3 i} 2 5 5 5]
Massa Inicial Eletrodo Prete | 2,247 ¢ | 5372 ¢ 2345 ¢ 5176 g 5176¢ 53278 g
Massa Final Eletrodo Preto 2344 ¢ 5176 3175 5278 ¢
Tempo de Eletrolise 3h 3h lh lh 1.5h 45 min
Temp Inicial da Agua 26.17C | 257°C 24.7°C 42°C 8¢ 252°C
Presenga de Luz (+ou -} - - - - - -
Massa de Frutose / L H:0 0651 g Og 0644 g 0075 g 0520 g —
Massa de NaxCOs /L HaO 0502g | 05302 0,498 g 0,499 0507 g 0518 g
Condutividade Solugio Final a691mv | ae3tmv | 1783 mv | 1700 mv | 1599 mv | 1554 mv
pH da Solugio Final 9,89 Q.67 10,17 10,22 0.7 901
Medidor de Particulas 443 ppm | TI0 ppm | 485 ppm | 481 ppm | 312 ppm | 765 ppm

Tabela 1 —Resultados experimentais dos testes de produgao eletroquimica.

* O experimento 12 foi o primeiro com uma fonte de tensao variavel, experimento realizado com
7 Volts

ApOs doze experimentos bem sucedidos, foi possivel comecgar a entender os
melhores parametros de sintese, como o intervalo de tempo e a quantidade de
reagente que deve ser adicionada.

Posteriormente, o LM2C? (Laborat6rio de Moagem de Alta Energia, Materiais,
Carbono e Compdésitos para Altas Temperaturas) adquiriu uma nova fonte de
corrente continua, em que é possivel controlar a Voltagem/Corrente utilizada
durante a sintese. Foram feitos alguns experimentos para que fosse estudado como
as diferencas entre as fontes interferem a sintese.

Com a nova fonte também foi feito o teste com a agua deionizada, isto é, foi
preparada uma solugéo sem Na,CO, e, independentemente do tempo exposto a
diferenca de potencial e da voltagem, n&o havia corrente passando pela solucéo,
mostrando que a amostra € de boa qualidade e ndo contém quantidade significativa
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de ions na agua. Os experimentos precedidos pela sigla NF, s&o aqueles feitos pela

fonte nova.
Propriedade Estudada NF1 NF2 NF3 NF4 NF5 NF6
Eletrodo Utilizado Vermelho ] 6 | 6 6 5 5
Massa Inicial Eletrodo Verm 5072 ¢ 5297 g 5122 ¢ 5035¢g 4,367 ¢ 4248 ¢
Massa Final Eletrodo Verm 4430 g 5,154 ¢ | 5035¢g 4833 ¢ 4248 g 4228 ¢
Eletrodo Utilizado Preto 6 5 5 5 6 6
Massa Inicial Eletrodo Preto 5271 g 4427 g [ 4,366 ¢ 43066 ¢g 483l g 43811 g
Massa Final Eletrodo Preto 3297 ¢ 4438 ¢ 4,366 ¢ 4357 g 4811 g 4821 g
Tempo de Eletrdlise 2h 1 h [ 10 min 2h lh 15 min
Temp Inicial da Agua 23,1 °C 22.7°C 232°C 228°C 228°C 23.6°C
Volume de Agua (Solvente) 050 L 055L [ 051 L 050 L 050 L 051 L
Tensdo na Fonte 8O3V TO98V 800V 802V 521V 802V
Massa de Frutose 0251 ¢ Og | Og Og 0,330 g 0g
Massa de Na2COs 0252 ¢ 0235¢ 165g 0110g 0,254 ¢ 0261 ¢g
Condutividade Solugio Final | -14077 mV | -154.17 mV [ -16033 mV | 18098 mV | -16927 mV | -170.34 mV
pH da Solugio Final 9,21 9,55 078 024 10.17 10,05
Medidor de Particulas — — [ = _ - .

Tabela 2-Resultados experimentais com a nova fonte de corrente continua.

Com esses experimentos, foi possivel concluir que o resultado final das sinteses
estd diretamente ligado a corrente que passa pela solu¢cdo durante o periodo de
sintese, “independente” da massa de Na,CO,. Isto é, o resultado esta vinculado na
relagdo entre as massas de agua, de Na,CO, e de frutose que dao a solugao uma
resisténcia elétrica praticamente constante. Durante a sintese, sdao formados os
aglomerados de nanoparticulas de prata envolvidos por uma camada de ions H+,
que alteram a resisténcia da solugéo.

Tendo como base os sete experimentos anteriores, foi feito um planejamento
dos proximos experimentos com base na técnica de Ensaios Direcionados,
conhecida em inglés como Design of Experiments (DoE). Isto &, estudar o processo
identificando os fatores que mais influenciam na sintese de nanoparticulas de prata
pela via eletrolitica, com o intuito de otimiza-la.

A seqguir, estao explicitados os parametros de sintese que foram considerados

para os nove experimentos DoE (Design of Experiments).

Numbered Parameters for DoE
Experiments

(1) @ (3)
4,0 Volts | 8,0Volts | 16,0 Volts

Temperatura 0°C 50 °C
Ambiente
15 min 30 min 1h
Sem Nada Frutose Citrato

Os experimentos que seguiram tal linha de raciocinio foram precedidos da sigla:




DoE. Foram, feitos nove experimentos seguindo a teoria de ensaios direcionados,
com os seguintes parédmetros:

DoE 1 1,1, 1.1 DoE 4 2,1,2 3 DoE 7 3,1,3 2

DoE 2 2, 1,11 DoE 5 2,2 31 DoE 8 3,2,1,3

DoE 3 1,3,3, 3 DoE 6 2,3,1.2 DoE 9 3,38, 2.1

Entre os nove novos experimentos feitos, os que visualmente tiveram melhores
resultados foram os DoE 2 e DoE 3 e foram caracterizados como “6timos”.

51 GALERIA DE FOTOS NANOPARTICULAS SINTETIZADAS

Figura 3 - Experimentos 1 a 6 ordenados da
esquerda p/ direita.

Figura 5 - Amostra Final do Experimento 3 Figura 6 - Experimento 5 depois de 1.5h
de Sintese
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Figura 7 - Experimento 4 depois de 4h de
Sintese

S SS

Figura 9 - Experimento 3 depois de 130 Figura 10 - Experimentos 6 e 7 depois de
dias e Experimento 11 depois de 90 dias aproximadamente 120 dias.

Figura 11 - Experimento 5 depois de 120 Figura 12 - Experimento 9 e 10 depois de
dias e Experimento 5.2 depois de 90 dias. 90 dias.

61 ANALISE DO TAMANHO, DISTRIBUICAO E COMPOSICAO DAS
NANOPARTICULAS DE PRATA

Nos testes de medicéo do didametro das nanoparticulas, foi utilizado o Zetasizer
Nano S, em que mede-se o didmetro de particulas entre 0.3 nm e 10 ym. Além
dos ensaios de medicéo, foram feitos ensaios para caracterizagado da solucéo por
meio de técnicas de microscopia de varredura de alta resolucéao (Microscopio MEV).
Todos os ensaios foram feitos em triplicatas e serao expostos os resultados médios
obtidos.
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Gréfico 5 - Distribuicéo de didametro da Amostra DoE 1

Amostra Diametros dos Clusters Porcente’igem Didmetro Médio (nm)
(nm) das Particulas
Grafico 1 104,61 nm 89,3 %
(A 5.2) Maio 2017 15,10 nm 9,4% 61,78 nm
Grafico 2 94,36 nm 90,6 %
(A 5) Maio 2017 11,10 nm 7.7 % 62,58 nm
A ﬁﬁ&'giz 3017 157,80 nm 100% 135, 7 nm
Grafico 4 128,91 nm 91,0 %
(A 5.2) Janeiro 2018 16,66 nm 9,0 % 81,79 nm
64,90 nm 77,3 %
Grafico 5 o
(DOE 1) Janeiro 2018 4,53 nm 9.9 % 5071 rm
1,06 nm 9,9 % ’

Tabela —Resultados Médios dos Ensaios no Zeta Sizer.
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Figura 13 e 14 - Imagens da Microscopia Eletrénica proveniente das amostras 5 e 5.2
respectivamente.

Figura 14 - Imagem de Microscopia Eletronica proveniente da amostra 11.

Foram realizadas analises quimicas das substéncias presentes nas solucdes
e, conforme esperado, sédio e prata foram os mais abundantes seguido de carbono,
proveniente do filme utilizado na microscopia.

7 | ANALISE DO EFEITO BACTERICIDA E BACTERIOSTATICO DAS SOLUCOES
DE NANOPARTICULAS DE PRATA

Também foram realizados testes in vitro com as solu¢des de nanoparticulas
de prata sintetizadas tanto pela rota quimica quanto pela rota eletroquimica, e
também com outros constituintes do creme. A seguir seguem fotos de alguns testes
realizados.

i . Diluigoes
Meio+E.coli Meio+E.coli Dilui¢ses

Meio
SN —

Meio
Oleo de Trigo

Malaleuca [ e

Corcuma 3 Oleo Améndoa
Nanoprata SQ1 Oleo Mineral
Creme Base ) EGAR
Creme Padrio Ac Salicilico
Canhamo Enxofre

R 5 1
Pasta X (sem nome) || Prépolis (glicélico) | -
Piprica+Canhamo

Copaiba |
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Meio+E.coli VAT Diluicges
Meio :

Nanoprata EQ6 = AL &: % ﬂ Q@@Lig% | Meio De Cultura (BHI)
289, o

Na ata EQ7
FOEERIEY f Inéculo + BHI
Nanoprata SQ1' \d _“/ - 8 AL ._ % . NanoPrata A
Nanoprata SQ2 RanclrassB
Nano Prata C
Nanoprata SQ3
SICREESQ: NanoPrata D

Nanoprata SQ4 NanoPrata E

Mistura + LED Azul » 2 4 3 NanoPrata F
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A olho nu é possivel observar atransparéncia das solu¢cbes e comparativamente,
pode-se perceber a turbidez das solugdes mostrando que as células bacterianas
sofreram lise ao estarem em contato com a NanoPrata ou com outros constituintes
do creme. Além disso, foram feitos ensaios com a irradiacdo de luz nas solugdes.
Também foram feitos ensaios de absorbancia (Anexo 1) que comprovam o efeito
bactericida dos mesmos. Os testes foram feitos no Laboratério de Biofoténica da
Uninove pelo co-orientador deste trabalho, Rodrigo Labat.

E possivel concluir, analisando a tabela de absorbancia, que as solucées de
nanoparticulas de prata possuem efeitos bactericidas. Novos testes foram feitos
com o intuito de comprovar a ativagao por luz das solugbes de nanoparticulas de
prata.

8 | DISCUSSAO DOS RESULTADOS PARCIAIS

A sintese por via eletroquimica se mostrou eficiente e possivel. Nos casos
de sucesso, pode-se observar uma estabilidade grande. Um exemplo disso é a
Amostra 5.2, em que foi analisada na época de sintese e nove meses depois.
Pelos resultados do Zeta Sizer, € possivel notar um pequeno crescimento médio
das nanoparticulas devido a pequenos choque e aglomeragdes entre os clusters
em suspensdo. Porém, para nove meses armazenada (sem a presenca de luz e
temperatura entre 15° C e 25° C), a solugéo se mostrou muito estavel.

Quanto ao efeito bactericida, os testes in vitro comprovaram esse efeito, tendo
uma melhor eficacia quando irradiados por luz visivel de comprimentos de onda
entre o azul e o vermelho.

Além disso, a confiabilidade das sinteses eletroquimica sao baixas, isto €,
pequenas imprecisdes de medidas e quantidade, além da esperada transformacao
dos eletrélitos afetam drasticamente o resultado final. Foi percebido que eletrodos
novos e semi-novos promovem maior confiabilidade a sintese. A luz também foi
um fator influente, as sinteses armazenadas sem protecdo a luz permaneceram
estaveis por menos tempo, o0 mesmo foi notado para as amostras cujas sinteses
foram realizadas sob o efeito de luz branca.
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91 CRONOGRAMA/RECOMENDACAO DE CONTINUIDADE DA PESQUISA

Como continuidade do projeto de pesquisa, recomenda-se seguir com os testes
in vitro das solug¢des do creme, aliado, ou ndo, ao uso de luz Ultravioleta (e outros
comprimentos de onda entre o vermelho e o0 azul), dando continuidade aos estudos da
relacdo sinérgica das nanoparticulas de prata e da luz em diferentes comprimentos
de onda. Além de focar a atencédo a sintese quimica das nanoparticulas, que se
mostrou mais estavel, confiavel e suas particulas mais uniformes.

Apés as sinteses de amostras dos cremes, recomenda-se que sua liberagao
na corrente sanguinea e sua permeacao cutanea na epiderme humana e canina
sejam estudadas pelo equipamento denominado Célula de Franz. O objetivo é que
as nanoparticulas ndo sejam tdo absorvidas pela pele e permanecam em suas
camadas mais superficiais, uma vez que pretende-se atingir feridas com o efeito
bactericida.

Porém, caso ocorra pequenas absor¢des cutdneas ou ingestao (em animais),
a literatura nos mostra que nanoparticulas com didmetros menores que 150 nm e
hidrofobicas séo rapidamente eliminadas da corrente sanguinea por linfocitos. Além
disso, por ser tratar da substéncia prata, os efeitos adversos de sua absor¢cao seriam
minimos em mamiferos. Testes de Ensaio Cometa também sao recomendados
para avaliar o dano causado pelas nanoparticulas de prata ao DNA das bactérias
estudadas.

Por ultimo, também sdo recomendados testes para definirmos a Janela
Terapéutica do creme, isto é definirmos até que ponto as nanoparticulas de prata
possuem efeitos terapéuticos e nao téxicos as células humana e canina, definindo
entdo uma espécie de IC-50 para as bactérias ja citadas e seu indice de Seletividade

em relagéo as células humanas.
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