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Resumo

O presente trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar nanoparticulas de
prata AgNps com o intuito de promover o potencial bactericida da superficie de
biomateriais. Considerando que AgNPs atuam como antibacterianos, antifingicos e
antivirais de superficie. Além disso, 0 espectro antibacteriano das AgNPs é mais
amplo do que o dos antibidticos comuns. Como tal, as AgNPs representam uma
nova geracdo de antimicrobianos, capazes de destruir bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas em especial quando associadas a superficie de biomateriais
evitando assim 0s processos inflamatorios responséveis pelo mecanismos de falhas
nos enxertos de biomateriais e implantes. A partir desse fato, partimos para a
sintese de nanoparticulas de prata AQNPs usando uma metodologia inovadora com
base na metodologia classica com base na metodologia de Lee e Meisel (1982)
seguindo a idéia de Turkevish. Na nossa metodologia proposta usamos o Nitrato de
Prata (AgNO3) como reagente precursor e citrato de sédio 1%m/v como agente
redutor. As propriedades Opticas sdo mantidas estaveis quando acondicionadas em
regime de protocolo estabelecido. Caracterizamos as nanoparticulas por UV-Vis e
por Metodologia de Espectroscopia Raman. Os resultados obtidos indicam que a
faixa obtida do UV-Vis indicam a identificacdo das nanoparticulas de prata presente
como descrito na Literatura e andlises do espectro de Raman confirma que foi
possivel obter as nanoparticulas de prata pela metodologia de sintese desenvolvida
neste trabalho.

Palavras-chave: Sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs); Método de Lee e
Meisel; Método de reducédo do citrato.

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF SILVER NANOPARTICLES AS
SURFACE AGENTS

Abstract

The present work as objective to synthesize and characterize nanoparticles of Silver
AgNps with the objective of promoting or potential bactericidal surface of biomaterial.
Whereas AgNPs have a function as antibacterial, antifungal and surface antiviral.
Besides that, the AgNPs have a function as a representative antibacterial spectrum
of AgNPs with large spectrum in comparison common antimicrobial agents. As such,
AgNPs represents a new generation of antimicrobial agents, capable of destroying
Gram-positive and Gram-negative bacteria especially when associated with
biomaterial surfaces, avoiding the inflammatory processes responsible for the
mechanisms of inflamatory lesions of biomaterials and implants. From this point on,
we started to learn about AgNPs Silver nanoparticles using an innovative
methodology based on classic methodology based on Lee e Meng's methodology. In
our proposed methodology, we use Nitrate of Silver (AgNO3) as a precursor reagent



for sodium citrate 1% m / v as a reductive agent. As optical properties are maintained
when you are conditioned in the established protocol regime. We characterize
nanoparticles by UV-Vis and by Raman Spectroscopy Methodology analysis.
Obtained results indicate that a UV-Vis obtained indicates the nanoparticles of Silver
present as described in the Literature of agreement with the Raman spectrum and
AFM analysis

Keywords: Synthesis of Silver nanoparticles (AgNPs); Lee and Meisel method;
citrate reduction method.
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1 INTRODUCAO

O termo nanotecnologia foi introduzido pelo japonés Norio Taniguchi para designar
uma nova tecnologia que ia além do controle de materiais e da Engenharia em
microescala. O significado do termo se aproxima mais da formulacéo de Eric Drexler
que corresponde a metodologia de processamento envolvendo a manipulagédo
atomo a atomo. Além disso, nanoparticulas com propriedades individualizadas séo
descritas na literatura como sendo as de tamanho abaixo de 100 nandmetros,
embora a presenca de nanoparticulas de prata apenas na escala (SI) em tamanho
nanométrico se apresente abaixo do tamanho de 1micrométro. Esta relacdo de
tamanho especifica pode ser comparada ao tamanho de uma célula humana que
pode apresentar tamanho de poro celular de cerca de 1 nandémetro. Além disso,
como vemos ha figura abaixo o tamanho de uma célula chega a ser mil vezes maior

em volume e tamanho em comparacao as nanoparticulas de 10nm.
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Figura 1: Comparacdo de tamanho entre proteina e pequenas moléculas, NPs de
10nm e uma célula animal

A metodologia de obtencdo das nanoparticulas que seguiu o protocolo obtido teve
como base inicial os trabalhos de Lee e Meisel de 1982 com base em Tukevish. Em
seguida diferentes métodos de reducdo do nitrato de prata foram testados inclusive
redutores a verde como quitosana e a metodologia mais viavel e de qualidade das
nanoparticulas durante a experimentacdo foi a reducdo pelo citrato de sodio. As
nanoparticulas de prata foram caracterizadas por UV-Vis, espectroscopia de Raman
e microscopia de forca atdbmica (AFM).

Inmeros estudos vém demonstrando que a prata como elemento metalico possui
efeito bactericida similar ou até mesmo superior a uma gama de antibioticos. Esta
propriedade é primordial como mecanismo de agdo durante a interacdo de superficie
de biomateriais em meio bioldgico. Entretanto, quando ainda em forma de sal o
nitrato de prata pode possuir certo grau de citotoxicidade, assim intermediar a sua
atuacao constitui um desafio. Podemos tornar o método de reducdo a verde
instituindo elementos naturais redutores para a possibilidade de utilizar os beneficios
das nanoparticulas de prata

Uma alternativa para alcancar esse objetivo € a formulacdo nanoparticulada da
prata, empregando-se materiais biocompativeis e biodegradaveis, empregando-se a



chamada “sintese verde” [2, 3,4] em que sdo utilizados diferentes agentes redutores
naturais brandos, como fungos e bactérias, quitosana, extratos vegetais, algas
marinhas e exsudatos de plantas. No entanto para o foco inicial escolnemos o
citrato de sdédio tradicional a fim de melhor controle do processo. Além disso a
propria prata quando na forma de nanoparticulas com dimensdes em escala
nanomeétricas, estas nanoparticulas (NP) apresentam propriedades fisicas e
quimicas diferentes das do material de origem, com uma porcentagem
consideravelmente mais elevada de &tomos em sua superficie, quando comparadas
com particulas maiores (Choi et al. 2008). Devido ao seu empacotamento em
nanoparticulas, acredita-se que a prata permaneca em maior disponibilidade nos
sitios de acdo. Essas caracteristicas possivelmente promovem uma melhor
revelacdo empregando-se uma menor concentragdo do metal, em comparagdo com
os demais métodos existentes (Becue et al. 2007), podendo reduzir, desse modo, a
toxicidade inerente ao metal.

Para a caracterizacdo das particulas é usado como equipamento de caracterizacao
fisico-quimico Raman e AFM. A espectroscopia Raman bem como a espectroscopia
de infra-vermelho fornece informacdes sobre transicBes vibracionais de uma
molécula. A espectroscopia Raman envolve o espalhamento do féton de forma
inelastica de maneira diferente a espectroscopia de infra-vermelho que envolve a
absorcdo de fétons em ressonancia com as transi¢fes vibracionais. A quantidade
bandas, suas frequéncias vibracionais e intensidade relativas associadas a cada
modo vibracional levam a diferentes padrdes espectrais nos espectros Raman [6].
Além disso esta técnica é de facil preparacdo da amostra, com tempo de analise
relativamente pequeno e permite a identificacdo e a quantificacdo de espécies
guimicas, uma vez que o conjunto dos modos vibracionais das amostras esta
univocamente relacionado a sua identidade quimica.

O objetivo foi o de sintetizar inicialmente nanoparticulas de prata com potencial de
exercer a funcdo bactericida e com estabilidade na superficie de biomateriais o que
se daria inicialmente por imersdo durante a fase de co-precipitacdo dos filmes ou
superficie de biomateriais, além de caracteriza-las fisico-quimicamente por UV-Vis,
Raman e AFM.

2 DESENVOLVIMENTO

Materiais

Foi obtida nanoparticulas de prata-AgNPs pela metodologia desenvolvida a partir do
meétodo de reducado do nitrato de prata (AgNO3) via reducédo do citrato, bem como as
nanoparticula foram caracterizadas quimica e fisicamente por espectroscopia
Raman e Microscopia de Forca Atbmica

Métodos

A metodologia de sintese selecionada apds ensaios iniciais de metodologia a verde
foi a de seguir com base no método de reducdo do citrato a fim de conhecer o
processo, caracteriza-lo e no futuro modela-lo e compreende-lo antes de partir para
outras metodologias.

Assim o método selecionado consiste na adicdo de solucdo de nitrato de prata
(AgNOs3) em um Erlenmeyer com agua destilada. A solugéo resultante é elevada a
ebulicdo branda (com temperaturas variando de 80 a 90°C. Posteriormente, cerca de
2 a 5 minutos fora adicionado foi adicionado 4mL de uma solugéo de citrato de sodio



1%m\v. A suspensao resultante passa por diferentes padrbes de colorimetria e a
avaliacdo em UV-Vis em especial em leitura de absorbancia na faixa de 300 a
400nm. Para todos as condicGes avaliadas foi possivel verificar a mudanca de
coloracdo esperada e, consequentemente, reacdo de reducdo do AgNOS3.
Entretanto, houve diferenca significativa na coloracéo dos tratamentos em funcao da
combinagdo “concentracdo do extrato vs. concentragdo de AgNO3” e o agente
redutor que demonstrou maior controle efetivo do processo foi de fato o citrato de
sédio. Diferentes combinacdes foram capazes de produzir compostos com picos de
absorbancia entre 300 a 600 com regido especifica na da prata de 420 e 455 nm,
que € a faixa esperada para as nanoparticulas de prata quando biosintetizadas.
Novos experimentos serdo realizados a fim de se estimar a capacidade
antimicrobiana, efeito bactericida e citotoxicidade das nanoparticulas sintetizadas,
bem como a estabilidade das reacdes

Durante esta fase de sintese obtemos diferentes estadgios das nanoparticulas de
acordo com o esquema ilustrado abaixo (delineamento experimental).

A cor amarela caracteristica observada na prata coloidal é resultado da absorcao da
radiacdo eletromagnética em ressonancia com os plasmons de superficie. Com o
aumento das particulas de prata, a cor amarela caracteristica da solugcdo padrédo
passa para laranja e, posteriormente, violeta até atingir a coloracao caracteristica da
prata em escala macroscoépica. Esse fendbmeno de diferenca de coloragédo pode ser
explicado pela adicdo de solucdo de nitrato de prata, que faz com que as particulas
se aglomerem e se tornem maiores. (Junior, 2013).

A cor amarelada caracteristica das suspensdes estaveis de nanoparticulas de prata
foi observada por camera digital e a obtencdo dos nanocompostos foi monitorada
por espectrofotometria UV-vis, por varredura nos comprimentos de onda de 300 a
600 nm (UV-Vis spectrophotometer Bell Photonics, Japao) e deteccdo do espectro
na faixa de 300 a 400nm. Proximo a produzir precipitacdes potenciada pelo uso de
shaker (agitador) temos uma coloracdo mais acinzentada da solucdo e também
capaz de ser lida no espectro no mesmo comprimento de onda do UV-Vis,
entretanto a estabilidade ndo se mantém tdo adequada conforme a coloracédo
amarelada e assim para manter as propriedades 6pticas ao longo alcance a solugéo
deve ser acondicionada em geladeira em frasco de vidro cor ambar. O precipitado é
separado e obtido apdés a imersdo imersdo de um filme na solucdo obtida. Em
seguida, seco em estufa de 50°C overnight. As nanoparticulas foram caracterizadas
por espectroscopia Raman e Microscopia de Forca Atdmica (AFM).



* Delineamento experimental inicial
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Reagentes precursores: Nitrato de prata e agente redutor
principal citrato de sédio 1%m\v-g\mL
Base: Lee e Meisel (1982), aprimorada por Meng (2010)

que seguiu a idéia inicial de Turkevish (1951)
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Figura 2: Delineamento experimental da Metodologia otimizada de obtengédo das
nanoparticulas de prata -AgNPs

Microscopia de andlise das nanoparticulas de prata obtida no precipitado por
Raman

Foi usado para andalise um aparelho Raman marca Witec-focus innovations-modelo
alpha300 (www.witec.de) cujo preparo envolveu “plain Si supplied by wit ec”
operando em um comprimento de onda de 785nm de comprimento de onda e
intensidade de laser maxima do tipo output, a objetiva usada para a observacao da
analise de aumento100x NAO0.95, o didmetro de pinhole durante a operacao foi de
100micrémetros em um tempo d eintegracdo usado de 50ms e grating de 600g\mm.
O centro espectral de 950 rel 1\cm e filtro Raman do tipo Raman EdgeFilter com
investigated line 1st order SiLine e medida de alto pico de 2000cts com tempo de
integracdo usado para as nanoparticulas de prata de 1 segundo usando a
metodologia de andlise foi realizada pelo pontual das amostras.

Microscopia de Forca Atdmica (AFM) marca Topometrix-Pronex-UFRJ para
analise do precipitado

Para as condicdes de andlise estd sendo usado um aparelho marca Witec focus
innovations-modelo alpha 300- edital Pronex.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencdo da solucdo de nanoparticula de prata e andlise por UV-Vis: ap0s a
precipitacdo por reducao do citrato a partir do nitrato de prata a solucao foi analisada
por UV-Vis durante fases das diferentes colorimetria obtida que consiste em analise
das solugcBes na faixa ampla do espectro de 300 a 600nm e de acordo com a
literatura o espectro identificar do pico comprovante da obtencdo da nanoparticula
estaria em cerca de 300 a 350nm . As 3 solucdes foram analisadas e, em especial a


http://www.witec.de/

da formacéao do precipitado de cor acinzentada e, em todas o espectro UV-Vis obtido
esteve por volta de 300 a 400nm. De acordo com Oliveira, 2014 o espectro
identificador das nanoparticulas de prata estdo na faixa de 300 a 600nm e mais
especificamente os pontos entre 300 a 400 identicam-as de maneira mais
direcionada.
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Figura3: espectro UV-Vis obtida da solucdo de nanoparticula de prata-AgNPs

Obtencéao do precipitado: apo6s a fase de sintese o precipitado foi recolhido apos a
imersédo de um biomaterial filme inerte na solugéo de nanoprata obtida. Em seguida
o mesmo foi seco em estufa a 50°C overnight. Em seguida o mesmo foi analisado
por Raman e no momento vem sido analisado por AFM.

Figura 4: Precipitado obtido sobre o filme
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Figura 5: Espectro Raman obtido do precipitado da sintese de nanoparticulas de

prata

De acordo coma literatura, os efeitos de intensificacdo como o espalhamento
Raman intensificado por superficie (SERS) se apresenta como ferramenta poderosa
para estudo e caracterizacdo de monocamadas adsorvidas na superficie de metais
como Ag, Au e Cu, uma vez que a intensificacdo do sinal Raman é da ordem de 106
(Faria, 2016) Assim podemos identificar a presenca da prata nos filmes cobertos
pelo precipitado das nanoparticulas de prata obtidas (AgNPs) fazendo um paralelo
com a presenca das bandas caracteristicas no espectro Raman presente. Além
disso a literatura mostra semelhangas na construgéo de substratos SERS para a Ag
no espectro Raman obtidos para a prata com semelhancas ao espectro em que
coincide coma regido espectral de luz visivel. Em comparagcdo ao trabalho de
(Fonseca, 2016) em que delimita regides de consideradas e ditas como as de
qualidade no espectro Raman para a prata vimos que em especial na varredura de
200 a 1000 os espectros se assemelham e estdo inclusas nesta regido dita como a
de qualidade espectral para a prata.

Os resultados e discussao para as analises de AFM ainda serdo mostradas pois no
momento ainda estamos ensaiando-o0s.

3 CONCLUSAO

Os autores concluem que a metodologia desenvolvida e adaptada a partir da base
da sintese classica de nanoparticulas de prata demonstrou ser viavel, eficiente e de
relativo baixo custo. Outros agentes de reducédo a verde em substituicdo ao citrato
de sodio tem demonstrado ser vidvel, entretanto, optamos pelo método citrato a fim
de obter o maior numero possivel de parametro controle durante a sintese de



nanoparticulas de prata. As AgNPs abaixo de 100nm foram possiveis de serem
identificadas pelo processo de conversao proposto na Literatura por Oliveira, 2014
analisadas por UV-Vis onde ha uma relacdo direta da leitura Optica obtida com a
relacdo de tamanho e presenca das nanoparticulas de prata presente na solugcdo. A
analise de espectro Raman foi possivel identificar a presenca dos espectros relativo
a prata indicando o caminho correto a seguir na etapa de sintese e a posteriori.
Andlises de AFM ainda vem sendo conduzidas.
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