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In the last decades, there has been an increasentérest in studies in the field of
nanotechnology. These are due to the several adgasatand applications that nanomaterials
have. Along with advances in research involvingatachnology, there is a concern with the
control of bacteria, fungi, and viruses harmfultaman health. A very clear and current
example is the Pandemic (COVID-19) that the wasl@éxperiencing, which highlights the
importance of controlling microorganisms in the asphere, water, and soils. Among the
several materials that have the antimicrobial capgare silver and titanium dioxide. In this
context, this work aimed to synthesize and charaetdg/TiO2 nanocomposites by physical-
chemical techniques and evaluate them against thefimicrobial power against E.coli
microorganisms. S. aureus and C.albicans. Silveroparticles were dispersed over a matrix
of titanium dioxide, which showed antimicrobial gvbetween 62 and 71%, demonstrating
to be a material with great potential to be usedavater and air purifying products.

RESUMQO

Nas Ultimas décadas houve um aumento no interesssteidos no campo da nanotecnologia,
e isso se deve as diversas vantagens e aplicagdesos nanomateriais apresentam.
Juntamente com 0 avanc¢o nas pesquisas envolvendaaecnologia, estd a preocupacéo
com o controle de bactérias, fungos e virus danassside humana. Um exemplo bastante
claro e atual é a Pandemia (COVID-19) que o munsi@d &ivenciando, a qual ressalta a
importancia do controle de microorganismos exigemta atmosfera, agua e solos. Dentre 0s
inGmeros materiais que apresentam capacidade arriioiana, estdo a prata e o dioxido de
tithnio. Nesse contexto, este trabalho teve comopgsta sintetizar e caracterizar
nanocompésitos de Ag/TiO2 por técnicas fisico-cquame avalia-los em relacdo ao poder
antimicrobiano frente aos microrganismos E.coli. @&ireus e C.albicans. Formaram-se
nanoparticulas de prata dispersas sobre uma madez diéxido de titdnio, os quais
apresentaram poder antimicrobiano entre 62 e 71%alestrando ser um material com um
grande potencial para ser utilizado em produtosifizadores de agua e/ou ar.
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NOMENCLATURA Alguns autores relatam que a combinacdo com
nanoparticulas de prata aumenta expressivamentigidade
fotocatalitica de Ti@e, sendo assim, nanocompdsitos AgaTiO
possuem a vantagem de pronunciar a funcao antilzaedo
D.O. Densidade Optica nanomaterial para uma ampla gama de condi¢cdesaballp
(ZHAO et al, 1996). A principal vantagem do uso de

AgNPs Nanoparticulas de Prata

lo Intensidade da luz incidente nanomateriais esta relacionada ao tamanho das\pasti pois,
| Intensidade da luz transmitida por possuirem grandes areas superficiais, se tonmeis

L . . reativas, ja que as reac¢des quimicas ocorrem pasfiies das
ROS  Espécies reativas de oxigénio mesmas (EDELSTEIN; CAMMARATA, 1996).

Neste contexto, este trabalho teve como proposta a
~ sintese, caracterizagdo e avaliagdo do poder andioi@no de
1. INTRODUCAO nanocompoésitos de Ag/TiOPara a sintese do nanocompadsito,
foi desenvolvido um método com base no método sblagfim

Microrganismos como bactérias, virus e fungdie se obter um método simples e reprodutivel pafatase de
representam uma grande preocupagéo a saude humma_nanocompésitos estaveis. Por flm, avaliou-se acxind@de
exemp|o atual e amp|amente divu|gad0 éa pandMu de antimicrobiana do material sintetizado utilizandaést
2020 da COVID-19, doenca causada pelo novo coramgyjue Microrganismos que apresentam caracteristicas ntdisti
ja causou em torno de 1,7 milhdes de mortes no m(mHO, (bactéria Gram-positiva, bactéria Gram-negativa uagé
2020). Um outro exemplo igualmente preocupante ¢ leyeduriforme).
resisténcia aos antimicrobianos. De acordo com eiatdrio
@vulgad_o p_ela Orgam;agao das Nacgbes Unidas, &®NS MATERIAIS E METODOS
internacionais e especialistas, pelo menos 700[Xs0as
morrem a cada ano devido a doencas resistentedieamentos
antimicrobianos (IAGC, 2019), sendo a prevencamféecdes 2.1 Sintese do nanocomposito
uma das principais formas de diminuir esses numdtsses
cenarios deixam bastante clara a necessidade das N4o nan
alternativas para o controle de microrganismosemtes na
atmosfera, agua e solos.

Propriedades antimicrobianas de nanocompésitos
Ag/TiO, vém sendo muito estudadas nos Ultimos an
Zawadzka et al. (2016) avaliaram essas propriedaes
revestimentos de AgNPs/TiO e demonstraram ums
interdependéncia entre a concentracdo de prateadibee a
inibicdo do crescimento da bacté8taphylococcus aureuda

Pan et al. (2010) propuseram um método para &sinte
ocompoésito Ag/Tie obtiveram um material que se
mostrou estavel e que demostrou atividade badarmintra E.
coli, sem a necessidade de exposi¢ao a luz ulted®idA sintese
utilizada neste trabalho foi baseada no métodgebtiescrito
por esses autores. No entanto, por esse métod@ingmssivel
a obtencdo de um material sélido que apresentasse
cristalinidade. Assim, neste trabalho, foi proposiaa
adaptacdo ao acrescentar uma etapa de calcinagdn,oc

o2 GFFEPY objetivo de eliminar toda a matéria organica e eonf
Zhang e Chen (2009) reIatar_am uma maior inibicéo cristalinidade ao material sintetizado. A sintesedalizada da
crescimento de cepas (Escherlchla collqyanto menor o seguinte maneira: foram dissolvidos 0,121g de toitde prata
tamanhc_> das AgNPs em um ensaio com p6 de nanoc#a®0 .\ 30mL de agua deionizada ap6s a adicdo de 0,9grda
de Ag/TIO. . o . .arabica. A mistura foi aquecida e6Qor 30min para promover
) Estudos sobre o mecanismo da atividade antlbantena completa dissolucdo do agente dispersante (goibia). A

de ions de prata e nanoparticulas de prata MOSEBTESSA o), 054 foi resfriada a temperatura ambiente edationada

propriedade estd relacionada com alteracdes mgifal® e gota-a-gota & uma solucéo de 5mL de butéxido didit(IV)

estruturais na célula bacteriana (KHODASHENA! (de modo x .

; gue a propor¢do em mols Ag/Ti= 0,05) ésm4, de
GHORBANI, 2015). No caso do TiOSunada et al. (2003) 444 acético a 16,7 M, sob agitagio continua. ©xio de
estudaram a atividade bactericida de filmes de T@diados titanio em solugdo sofreu hidrélise e condensacdim que

com luz UV sobre &. colie propuseram o seguinte mecanism caracteriza 0 método sol-gel (KROLOW et al, 202)resenca
desordenamento da membrana exterior da célul&.deoli - acido acético teve como objetivo aum’entar 0 tere
seguido pelo desordenamento da membrana citopliaaméformagao do gel (ALMEIDA FILHO, 1998).

Esse estudo sugere que a combina¢do deci um reagente '
antibacteriano que possa atravessar a membranmaxtede

resultar em uma atividade bactericida superior laqus; 5dicionado a solugéo sobre vigorosa agitag@istirado por

encontrada quando utilizado isoladamente. .3 horas a 60°C. Para evaporar os materiais orgaracsnlucao
Maness et al. (1999) propuseram que os ROS (espé,; 5icinada em uma mufla a 400°C por 1h, a umadaale

reat|v?s_d% o_>|<_|_gen|o), tais como_OH-gOe HO, gefrao:co? r]g_ aquecimento de 10 °C/min, em um cadinho de alumina
superficie de Tig) operam em conjunto para atacar fosfolipidi o iamente limpo e tratado termicamente. Em segud

poInnsaturall_doZ ente. coli Mgtal§ C(()ij %grata pOdEF” allé material foi desaglomerado por moagem em almoésiidz feito
como catalisadores na produgao de R (MarambiesJen um peneiramento em peneira de malha 200 (74mntpdioho

Hoek, 2010). foi colocado novamente na mufla a 900 °C por miais 2

O citrato de sadio foi utilizado como agente reddi®
prata a uma concentra¢do de 0,4M e volume de 3,56mual
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A temperatura de calcinacdo de 900°C foi escolhida luz incidente. Esta densidade 6tica foi detemdancom base
para garantir a total eliminacdo da matéria orgamigpara a na equacéo 1.
obtencado de um sélido cristalino de Tita fase rutilo, pois esta
fase é termodinamicamente mais estavel. Estudésaimdque I
o diéxido de titanio apresenta mudanca estrutuiasibeersivel DO.= |Og( %j
da fase metaestavel (anatase) para a fase est#tile),(com o
aumento da temperatura (ZOCCAL, 2010). Saleird.¢2@10) €M quel, € a intensidade da luz incidente@a intensidade da
avaliaram as fases cristalinas do 7Fi@m diferentes lUZ transmitida através da suspensao de células.
temperaturas e observaram que a 700°C, a fase fofil Para avaliar a concentracdo de microrganismos
amplamente majoritaria, enquanto Zoccal (2010) tabms que Presente em cada uma das amostras, foi necessgparar um
nas calcinacées de 800°C e 900°C cessa a formaciasel padréo de Mc Farland. Assim, foram preparadas shilagoes,
anatase, tendo-se apenas a formacéo da fase potilger a fase Uma solucéo de acido sulfuricoAb0) a 1% v/v e uma solugéo

Equacéo (1)

mais estavel. de cloreto de bario (Bagla 1,175% m/v. O preparo da solucdo
final foi feito adicionando 9,95 mL da solucédo dalé sulfdrico
2.2 Caracterizagéo do nanomaterial e 0,05 mL da SOlUQaO de cloreto de bario a um tleb0 mL.

] o ) _ Esta solugdo apresentou uma concentracdo de £gixilD. A
O nanomaterial  sintetizado  foi ~ caracterizadgo|ycso foi armazenada a temperatura ambienteabrigo de
morfologicamente por Microscopia Eletronica de ¥dura |,;. o precipitado de sulfato de bario, quandsussendido,
(MEV) com Espectroscopia por Disperséo de EnergiRaios corresponde a densidade conferida pelo cultivo dos
X (EDS), utilizando o equipamento FEI Magellan 4010 yicrorganismos em meio liquido, na concentracid,Bel®
Laboratorio de Caracterizagéo Estrutural (DEMa/ O&S. fEc/mL na escala Mc Farland (MCFARLAND, 1907)
Também foram realizadas medidas de Difragdo desR#io Para a avaliacdo do poder antimicrobiano do cortgpdsi
(Difratbmetro AXS Analytical X - RayASy_stems SierseD  foram preparados tubos com 15 mL do meio de culuer
5005), operando com 1600 W de poténcia, 40 kV X0  Hinton (Peptona de caseina 17,5 g/L; Peptona e @0 giL;
radiacdo Cu-K alfa, comprimento de ondal.54056 A, Amido 1,5 g/L; Agar 17,0 g/L; Agua destilada q.sgH final
inerente ao tubo de cobre. As intensidades ob&ida&ngulos 2 73 + 0), e nestes foram adicionadas® 1¥lulas dos
6 com variacbes de 5° a 60° (2°/min). O objetivdalesalise microrganismos, 2,5 mg do nanomaterial e 1%v/v gente
foi avaliar a estrutura cristalina do material dbti dispersante Tween 80 (apds a realizagdo do testxidilade).
. ] ] o Os tubos foram incubados em estufa a 37 °C por 2} h
2.3 Microrganismos escolhidos para o teste “in vid” da  posteriormente foram feitas as leituras de densidaatica.
capacidade antimicrobiana do nanomaterial Todos os tubos e demais aparatos foram esterikizeato calor

Os microrganismos escolhidos para avaliar o efel#§ido, em autoclave a 121°C por 15min.
antimicrobiano do compésito sintetizado foram: ~ O comprimento de onda utilizado foi 625 nm, pote es
comprimento de onda & comumente utilizado para medi

. Escherichia coli (ATCC 11775): Bactéria Densidade ()ptica de suspensﬁe_s _de ~células d? ihgctér
bacilar Gram-negativa; leveduras. EXIS'Ee, com algumas limitages, uma;aelalnear
Staphylococcus  aureus (ATCC  29213): eptre a Absorpgpma oD.O. da cuNItura e 0 numero totaNI de

células por mililitro de suspensdo, ou seja, a eotracédo
celular.

Também foram feitos ensaios de controle (tubos
contendo o0 meio de cultura, 0 microrganismo e oenvg0) e

Estes microrganismos foram escolhidos pgtranco (tUbQS conteAndc_> 0 meio de (;ultu[a € 0 MMyarismo)
representarem diferentes tipos de patogenos e @@ms para garantir a auséncia de contaminacdo e paraaywesse

comumente encontrados em todos os ambientes, nveitas U2 referéncia para a comparagéo dos dados.
associados a infec¢bes hospitalesres (JACOBS; ALVE#)

(LEISER et al, 2007) (ALVES et al, 2012), além d=esn 3. RESULTADOS E DISCUSSAO
amplamente encontrados em pesquisas, sendo untmseae
comparacao. Alguns exemplos séo os trabalhos dedaiet al.

(2003), Maness et al. (1999), Zawadzka et al. (P@1Bhang e A Figura 1 apresenta o resultado da caracterizpoéo
Chen (2009). EDS, que permitiu identificar os elementos quimiomssentes

na amostra como sendo principalmente titanio, owigé prata,
2.4 Avaliacdo do poder antimicrobiano utilizando aécnica @ partir de seus picos caracteristicos. Na Figurasto
de Densidade Otica apresentados o0s valores correspondentes a com@ntra
L ) _ ~ normalizada em porcentagem de peso do elemental ngica
A avaliacdo da turbidez de uma cultura microbiaRge a maior porcentagem pertence a prata, segoitignio. A
constitui um metodo indireto utilizado para estimar proporcio molar Ag:Tigfoi de 4,87:95,02, ou seja, Ag/TiO

concentracdo celular. Um feixe de luz € focado emBU=0 051 condizente com a proporgdo molar utilizade n
suspenséo microbiana e este € parcialmente deqdapersédo metodologia (Ag/Ti= 0,05).

da luz) pelas células. A porcentagem de luz ndwialdms
(transmitancia, T) é medida por um espectrofotémetk
guantidade de luz que atravessa a suspensao cealular
dependente da concentracdo de células na suspetisao,
tamanho destas, do comprimento de onda e da ideatesi})

Bactéria esférica (do grupo dos cocos), Gram-pasiti
. Candida albicans (Colecdo de -culturas):
Fungo leveduriforme;
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Figura 3 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do

Figura 1 - Espectroscopia por Dispersdo de Energia nanocomposito Ag/TiC em nanoescala.

de Raios X (EDS) do nanocompdsito Ag/Tigsintetizado.

L . As nanoparticulas de prata sobre o diéxido deititan
Tabela 1 - Quantificacéo normalizada da amostrade  garyem como armadilha de elétrons da banda decial@essa

Ag/TiOzpelo EDS. forma, mais pares elétrons-buracos ficam dispomieeipor
. A consequéncia, mais radicais ativos para catalsagfes de
Elemento % Massica % Atomica ‘ fotodegradacado serdo formados na superficie dacpiar(SA,
OK 35.45 66.21 2017). Na Figura 3, é possivel identificar pardsule Ag/TiQ
TIM 0.77 0.11 com tamanhos em uma faixa de aproximadamente 860&té
nm (tamanhos determinados utilizando-se o progranage
AgL 17.57 4.87 Pro Plug. Desta forma, nota-se que o sélido sintetizado é
TiK 46.2 28.81 nanoestruturado e, assim como Costa et al. (208&®reou em
Total 100 100 seu trabalho, foi o_bser\_/ado experimentalmen_te gee o
aglomerados de Ag/Tiobtidos s@o de caracteristicas moles

. L. . (formados por forcas fracas de Van der Waals), [séis
O Microscopio Eletronico de varredura FEI Magellap, jimente desaglomerados em almofariz de 4gatssados na
400 L possmllltou avall'a'r 0s ~sohdos em escalaonagtrica Com ,41ha 200 (74m). Este autor ndo sintetizou compdsitos, mas
boa resolucao (magnificacdo de 30.000 e 120.00ES(eS gintetizou nanoparticulas ceramicas de;Tj@e representam a
resultados estdo apresentados nas Figuras 2 eStrldura de pase do compésito sintetizado pelos autores doemes
nanocompdsitos consiste em uma matriz, que podaetatica, trabalho.
ceramica ou polimérica e que contém o chamado gefor A Figura 4 apresenta o difratograma do compésito

nanometrico (CAMARGO et al, 2009). Na Figura 3, eRg/Tio, (a) e a comparagéo com o padréo do programa (b).
microescala, o Ti@parece formar uma matriz, na qual estao

dispersas as nanoparticulas de prata.

4000 (a)
3000 -

2000 ~

Intensidade (u.a)

1000

T T T
20 30 40 50 60

20 (graus)

Figura 2 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do
nanocomposito Ag/TiQ em microescala.
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AgNPs a superficie da parede e membrana celuldr, (2
(b) penetracdo de AgNPs no interior da célula causaados as
estruturas intracelulares (mitocéndrias, vacuaibsssomos) e
biomoléculas (proteinas, lipidios e DNA), (3) AgNRduziram
. toxicidade celular e estresse oxidativo causada gedacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicaiedive (4)
Modulagdo de vias de transducao de sinal. Alémedegsatro
mecanismos bem reconhecidos, as AgNPs também modula
Ti0, sistema imunolégico das células humanas orquestrand
resposta inflamatoria, o que ajuda ainda mais iacao de
microrganismos (TIAN et al, 2007).
— : 3 e - Zawadzka et al. (2016) estudaram os mecanismos de
20 30 40 50 60 acdo de AgNPs/Ti©contra a bactérigs.aureusutilizando

26 (graus) microscépio confocal e Microscopia Eletronica dergdura.
Os resultados obtidos apontaram para trés viastididaale
antibacteriana dos revestimentos testados. A |iatada pode
interagir com enzimas das membranas das célulasrizenas e

A comparacao do difratograma da amostra sintetizgsisturbar sua funcionalidade ou penetrar nestaanéichr o

com o banco de dados do prograXi®ert HighScore Plus DNA. A microscopia de varredura foi utilizada pamalisar a
considerando os planos de difracdo, distanciaspiateares e topografia das amostras ap6s testes biol6gicos, temo
densidade atdmica/eletrénica, indicou que o s&lidtetizado é gpservar as alteraces morfoldgicas das célul&s dereusOs
cristalino, com picos correspondentes ao dioxidditdaio na autores concluiram que houve a formacéo de lacumaglula
fase do rutilo (mostrado em vermelho) e prata (radsts em bacteriana o que indica um contato direto de Aghifta as
azul). Os picos localizados em 25.4, 37.8, 48.0,554%¢lulas ocasionado a desintegracdo das paredéares)w que
correspondem aos planos da fase anatase de &i®s poderia causar a morte celular das bactéri& dareusAssim,
localizados em 27.5, 36.1, 54.4, aos da fase rutifpsoma dos mecanismos supracitados conferiu ao dsitmp
Possivelmente a presenca da fase rutilo esta a#so@ uma maior eficacia na erradicacdo de microrganismist® que
utilizagdo de altas temperaturas de calcinagao. podem apresentar o efeito sinergético. Este efeiore quando

~Apresenca de picos distintos para as duas esfétieps dois materiais agem de maneira independente, mas
indicativa da presenca de ambos os materiais, praitdnia, promovendo a soma dos mecanismos.

caracteristicos de um compg@sito. Os picos maisisote da
amostra sintetizada corresponderam aos picos maisbs nos ~
difratogramas padrao de TiG& Ag, contudo, caracteriza-sét. CONCLUSOES
como um compaésito.

A Tabela 2 apresenta os dados do poder de iniltig&o
microrganismos pelo material sintetizado. Analisanessa
Tabela, pode-se verificar que 0 nanocompdsito A/ piossuli

poder antimicrobiano de 67, 62 e 71% pameoli, S aureus C. adaptacdo ao método proposto por Pan et al. (2pa6)

albmarg respectlvamgnlte. o de inibi _producéo de compdsito Ag/Tidoi realizada, acrescentando
nanomaterial fol capaz de Inibir oS regm,, etapa de calcinagdo, com o objetivo de elimanaatéria

mm:_tzjrggnlsmos, .n%. eintanto,_ ?ao df0| posswe_l |_r:]||bnn organica e garantir a cristalinidade. O resultasiafn método
totalidade. Essa inibicdo parcial pode ter ocorritvido a simples e facilmente reprodutivel. Os resultados da

escolha da sintese do nanocompésito a alta terap(800C).  caracterizacio das amostras pelo MEV com EDS peamit
A calcinagdo resultou em TiOna fase rutilo e esta fasggnciuir que foi possivel obter nanocompdésitos g&TiO; pelo
apresenta menor fotoanwdade _quando pqmparadaacdme método estudado, pois o EDS indicou que a amosira f
anatase. A caracteristica de maior fotoatividadiase anatase ¢nstituida principalmente de titanio, oxigénio rata. Além

se deve a sua maior area de superficie e a merard& gisso, o MEV indicou particulas de Ag/Gi@om tamanhos em
recombinagdo dos pares elétrons-buracos (HASSANet ;4 faixa de aproximadamente 80 até 600 nm e aafdiade

2016). o ) ... nanoparticulas de prata dispersas sobre uma mdatiizoxido
A combinagao de nanoparticulas de prata com didédoye titanio. A cristalinidade do material foi indit pelo

titanio pode compor compdsitos com efeitos fotddatas mais pjgratograma, com picos correspondentes ao diéaGtanio

pronunciados, quandf) comparado ao didxido de ditdoiro 5 fase do rutilo e a prata. Apés a avaliagdo ddepo
(DAHL et al, 2014). Sa (2017) testou a atividadgraierobiana  5ntimicrobiano concluiu-se que o material produidbiu de

do nanocomposito e seus resultados sugerem queeesesto g2 5 7196 dos microrganismos estudados. Assim, guiafise
nanocompdsito Ag/Ti©é uma 6tima estratégia para obter Ugbmo ym material em potencial para o uso em desiatede

material com efeito fotoativo e antimicrobiano pafi@lizado, agua e ar, podendo ser aplicado em meios filtrantes
utilizavel no tratamento de agua contaminada pduepdes

organicos e no combate de infeccbes causadas por
microorganismos. aureu M. bobis

Neste trabalho foram reiteradas estas ideias e
comprovou-se que este composito € capaz de ingitrés
microrganismos estudados. A acdo antimicrobianaAddPs
esta ligada a quatro mecanismos bem definidosid@3ao de

Ag eTiO,

Figura 4 - Difratograma do nanocompdsito Ag/TiQ.

Este trabalho teve como objetivo a producdo de um
compdsito de prata e dioxido de titAnio que aptesse
cristalinidade e capacidade antimicrobiana. Assioma



Tabela 2: Dados de absorbéncia média, nimero de célulascermiagem de inibicdo dos microrganismos.

Microrganismo  Nanomaterial Absor}bé_mcia Numero de céNIuIas(comparagéo Porcentagem de Inibicdo
média com a solucdo de McFarland) (%)
Ag/TiO> 0,23620,001 3,54-16 67,36
=l Branco 0,723+0,003 1,08-10 0
Controle 0,636+0,003 9,54-10 12,03
Ag/TiO, 0,163+0,009 2,5-1G 62,33
S.aureus Branco 0,433+0,008 6,5-10 0
Controle 0,427+0,016 5,92-10 8,9
Ag/TIO, 0,112 +0,011 1,68-10 71,33
C.albicans Branco 0,391+0,009 5,87-10 0
Controle 0,411+0,025 6,17-10 4,94
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