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palavras-chave

resumo

Nanoestruturas, Ag,S, nanocompdsitos, efeito antimicrobiano

Esta tese descreve a investigacdo realizada sobre a actividade antiftingica de
nanocompdsitos de Si0,/Ag,S e TiO,/Ag,S.

Assim, prepararam-se primeiramente os nanocompdsitos pelo crescimento de
nanofases de Ag,S na superficie de particulas submicrométricas de SiO, e TiO,.
O Ag,S foi obtido pela decomposicdo do complexo dietilditiocarbamato de
prata (I) na presenca de 1,2-diaminopropano. Os nanocompdsitos obtidos
(Si0./Ag,S e TiOy/Ag,S) foram caracterizados por vdrias técnicas que
mostraram nanocristais de Ag,S (acantite) distribuidos sobre as superficies de
Si0, e TiO,.

A actividade antiftingica dos nanocompdsitos mencionados foi investigada na
presenca dos fungos Penicillium sp e Aspergillus niger. Os nanocompdsitos
apresentaram actividade antifingica estando esta dependente de vérios
pardmetros tais como a natureza do substrato, o teor de Ag,S e tempo de
exposicao ao fungo.
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In this work the fungicide properties of novel SiOy/Ag,S and TiO,/Ag,S
nanocomposites were investigated.

Thus the nanocomposites were first prepared by growing Ag,S nanophases at
the surfaces of submicron SiO, and TiO, particles. The Ag,S nanophases were
grown by the decomposition of a silver (I) diethyldithiocarbamate complex in
the presence of 1,2-diaminopropane. The nanocomposites obtained (SiO,/Ag,S
and TiO,/Ag,S) were characterized by a range of techniques which showed
Ag,S (acanthite) nanocrystals dispersed over the SiO, and TiO, surfaces.

The antifungal activity of the above mentioned nanocomposites was
investigated against Penicillium sp and Aspergillus niger. The nanocomposites
showed antifungal activity and this depended on several parameters such as the
substrate characteristics, Ag,S content and fungi exposition time.
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variancias, juntamente com os resultados do teste F e do teste t na
comparacdo do efeito inibidor de particulas de TiO, com 500 nm e
300 nm de didmetro em cada fungo.

Tabela 3.6.Valores das médias do didmetro das colénias e respectivas
variancias, juntamente com os resultados do teste F e do teste t na
comparacdo do efeito inibidor de particulas de TiO, com 500 nm e
300 nm de didmetro nos dois fungos.

Tabela 3.7.Valores das médias do diametro das colénias e respectivas
variancias, juntamente com os resultados do teste F e do teste t na
comparacdo do efeito inibidor do nanocompdésito TiO,/Ag,S com
1.69 e 2.64 % de mlm de prata em cada fungo.

Tabela 3.8.Valores das médias do diametro das colénias e respectivas
variancias, juntamente com os resultados do teste F e do teste t na
comparacdo do efeito inibidor do nanocompdsito TiO,/Ag,S com
1.69 e 2.64 % de mlm de prata nos dois fungos.

Tabela 3.9.Valores das médias do nimero de coldnias e respectivas variancias,
juntamente com os resultados do teste F e do teste t na comparagdo
do efeito inibidor da prata metdlica, do Ag,S preparado por
precipitac@o e o nanocomposito TiO»/AgsS nos dois fungos.

Tabela 5.1. Volumes usados para preparar particulas de silica com diferentes
tamanhos
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“Why cannot we write the entire 24 volumes of the Encyclopedia Brittanica on the head of
apin?”

Richard Feyaman

Anual meeting of the American Physical Society (1959)

1.1 Nanotecnologia e nanomateriais

A Nanotecnologia tem sido apontada como uma tecnologia extremamente inovadora pois
dedica-se a criacdo de materiais, dispositivos e sistemas, através do controlo da matéria a
uma escala de tamanhos nanométricos realcando a exploragdo de novas propriedades e
fenémenos desenvolvidos a esta escala (1-100 nm). Assim, com o aparecimento de novos
métodos de sinteses quimicas, por exemplo, e aperfeicoamento dos ja existentes, é possivel
criar estruturas com tamanhos nanométricos (figura 1.1) com propriedades especificas,
como por exemplo a temperatura de fusdo, propriedades magnéticas, a capacidade de carga

. L. .11
e a cor sem alterar a composicao quimica do material .

Figura 1.1. Filme fino com uma camada superhidrofilica que repele gotas de dgua'.
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Eric Drexler, nos anos 80, popularizou a palavra “Nanotecnologia” antecipando a criacao
de madaquinas a escala nanométrica, como por exemplo motores, bracos de robds,
computadores inteiros tdo pequenos como uma célula. H4 medida que a nanotecnologia se
tornava num conceito aceite, o significado da palavra mudava para abranger os tipos mais
simples de tecnologia 2 escala nanométrica’. Para uma melhor compreensio do significado
da escala nanométrica, a figura 1.2 ilustra o tamanho relativo de alguns objectos, incluindo

entidades biol6gicas comuns.

10 m -

3
M

- 1 mm = Cabega dum alfinete

P
3
au

0,08 mm = largura dum cabelo

3
3
A

300 KM 550 HIM = Células animais 7 kﬁ; G

~15 pm = Alvéolos pulmonares Pt
2 ym = Bactéria E. Coli
9um = =Globulos vermelhos

3-10 pm = hicleo

10 m

200-500nm = Lisossomas, peroxissomas

100 nm

l

10nm = Mitecondria, membrana celular

10 nm K
3 T
= - &3 S
L 2Znm = Hélice alfa ADH £ i

1 nm _' _;::

F. 0.8nm = Aminodcido 3
C 0.1nm = Atome de hidrogénio 4

0.1 nm =

Figura 1.2 Escala aproximada das dimensdes de alguns objectos”.
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Com o decorrer dos anos, o desenvolvimento da nanotecnologia trouxe grandes beneficios

a areas cientificas tdo diferentes como a medicina e satde, a electronica e tecnologia de

computadores, a quimica, a fisica e a engenharia de materiais (Tabela 1.1) devido ao facto

de lhes proporcionar a capacidade de sintetizar estruturas numa escala nanométrica com

um controlo preciso de tamanho e composi¢do dando-lhes assim a possibilidade de

organizar estruturas maiores com propriedades e funcdes unicas, fibras de carbono, que

podem ser cerca de cinquenta vezes mais duras que o aco, supercondutores que funcionam

a temperaturas cada vez mais proximas da temperatura ambiente, polimeros mecano —

sensiveis, compodsitos ceramicos que resistem facilmente a temperaturas na ordem dos

1600 °C sao alguns exemplos disso”.

Tabela 1.1 Descricdo de algumas aplica¢des da nanotecnologia *”

Medicina e saude

- Construgio de sistemas idénticos aos dos que sdo criados pelal
Natureza.

- Sistemas internos especificos, para determinadas zonas do
corpo humano, que permitam o transporte e a entrega de genes €
de drogas.

- Sistemas sensoriais que consigam um auto — diagndstico paral
uso doméstico.

- Materiais para a regeneracao de ossos e tecidos.

Industria electronica e

de comunicaciao

- Novos processadores e dispositivos com circuitos mais
pequenos e rapidos (em milhdes de vezes) com fungdes mais
sofisticadas e menor consumo energético.

- Novos sistemas de comunicacdo com altas-frequéncias nal
espectroscopia Optica aumentando assim as transmissdes em
cerca de dez vezes.
- Uso de nanofilmes e nanopontos em todos os meios de

gravacao.
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Industria Aeronautica

e automobilistica

- Aparecimento de materiais mais leves e resistentes, refor¢ados
com nanoparticulas para melhorar o desempenho dos motores ¢
reduzir o consumo de combustiveis.

- Novos dispositivos e aditivos para diminuir o desgaste e erosao
das pecas dos veiculos e melhorar a lubrificacdo dos motores.

- Plasticos ndo inflamdveis e mais baratos.

- Fabricacdo de tintas para conferir uma maior durabilidade na
superficie dos veiculos.

- Materiais de reconhecimento com poder de auto — reparacao.

Industria quimica e de

materiais

- Catalisadores que aumentam a eficiéncia energética e daj
combustao.

- Fluidos magnéticos inteligentes para uso com lubrificantes.

- Fabricagdo de equipamentos de corte duros e resistentes.

- Nanocompoésitos que combinam propriedades de materiais

dispares, tais como polimeros e argilas.

Meio ambiente

-Desenvolvimento de agentes de limpeza e descontaminagdo
para a remocdo de compostos poluentes podendo-se assim,
recuperar solos e efluentes.

- Redugdo das fontes de polui¢do atmosférica.

- Novas possibilidades para a reciclagem.

- Equipamentos nanoestruturados para aumentar a eficiéncia do
armazenamento e produ¢do de energia, bem como a reducdo do
seu consumo.

-Aperfeicoamento de células com substratos semicondutores
para converter a energia solar em energia eléctrica

- Membranas selectivas que possam filtrar contaminantes ouf

ainda eliminar o sal da 4gua.

Sector de

Instrumentacao

- Nova geragao de microscopios e de instrumentos de medida.
- Desenvolvimento de novos processos e ferramentas para aj
manipulac¢do da matéria ao nivel atémico.

- Incorporacdo de nanopds com propriedades especiais em
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materiais tais como sensores que detectam e corrigem fracturas

iminentes.

Materiais que tém despertado o interesse de muitos cientistas, por todas as razdes acima
mencionadas, sao os s6lidos nanocristalinos — nanocristais — particulas cristalinas com
dimensdes de poucos nanometros, em geral entre 1 -100 nm. Actualmente encontram-se
publicados diversos estudos que provam a ocorréncia de alteragdes significativas nas
propriedades Opticas, electronicas e mecanicas de um material quando este passa de forma

macrocristalina para um produto de tamanho nanométrico >0,

Nanomaterias que apresentam novas transicdes magnéticas e modificam os parametros das
jé existentes no “bulk” através do controlo do tamanho das particulas, como € o caso do Er
(10-70 nm) ° e nanoestruturas que podem ser uma alternativa na miniaturizacdo de
transformadores de altas-frequéncias, onde o controlo do tamanho dos cristais (via
tratamento térmico) imerso na malha do material magnético torna este mais “suave” e
garante o bom funcionamento do dispositivo, como € o caso do Fe, podem ser dados como
exemplo de propriedades mecanicas alteradas’. Em alguns semicondutores a alteracio das
propriedades Opticas torna-se evidente pela simples observagdo da cor da amostra, como €
o caso do semicondutor CdSe (Figura 1.3)®. O CdSe macrocristalino apresenta uma cor
castanha escura enquanto que no CdSe nanocristalino, a cor pode variar do amarelo ao

vermelho, dependendo do tamanho médio da particula.

Q-CdSe

Figura 1.3 Amostras de nanocristais de CdSe (dispersos em matriz organica) com tamanhos médios de

particula diferentes (2 a 5 nm de diametro)®.
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Estas alteracdes de cor sdo devidas aos efeitos quanticos de dimensdo (confinamento) e a
sua origem estd directamente relacionada com o tipo de ligacdo quimica no cristal’. A
relacdo entre propriedades e tamanho € conhecida desde o século XIX, quando Faraday
mostrou que a cor das particulas coloidais de Au podia ser modificada, alterando apenas o
tamanho das partl’culaslo. No entanto, apesar da longa histéria que envolve este assunto, o
interesse nas nanoparticulas foi significativo apenas nos dltimos vinte anos. As actividades
de investigacdo relacionadas com esta drea foram impulsionadas pela capacidade em
controlar as propriedades dos materiais através do controlo do tamanho das particulas. Este
desenvolvimento pode resultar em novas tecnologias, incluindo a conversdo de energia' 15

armazenamento de dados'®, diodos emissores de luz (LED — Light Emitting Diode)'’ e

pigmentos especiais'®.

Nao sdo s6 as alteragdes ao nivel Optico e mecanico que sdo importantes nos
nanomateriais, existem outras alteragdes significativas quando este toma propor¢des
nanométricas como a area superficial. A drea superficial estd intimamente relacionada com
o tamanho das particulas pois a medida que estas vao diminuindo, a area superficial
aumenta (Figura 1.4), criando assim, uma melhoria na reactividade quimica e por sua vez,
o controlo de propriedades especificas como a estabilidade da superficie, topologia e a

interface da matriz — material (alteracdo das propriedades da matriz)’.

Figura 1.4 A medida que os materiais vao ficando cada vez mais pequenos, a drea superficial em relagdo ao

volume aumenta’.

A determinacdo do carécter fisico e quimico dos nanomateriais € um dos aspectos mais

importantes para a compreensdo da organizacdo moleculares dos mesmos. Contudo, tal
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caracterizacdo € muitas vezes dificultada devido ao tamanho reduzido das particulas. Para
contornar tais dificuldades, esta avaliacio combina diversas técnicas de andlise, tais como
andlises morfoldgicas, espectroscopias de IV, Raman e UV/Vis, microscopias diversas
como SEM, TEM e AFM (permite obter informacdo sobre as nanoparticulas e a sua

imagem) associadas a EDS, difrac¢do de raios X, entre outras.

1.2 Nanoparticulas de prata

A origem da palavra prata vem do latim “argentum” que significa brilhante. A prata é um
metal de transi¢do ductil, de cor prateada que se encontrando no décimo primeiro grupo da
tabela periddica, entre o palddio e o cddmio'®. Em contraste com o cddmio, que pertence ao
mesmo periodo na tabela periddica, a prata nao € toxica, no entanto, a maior parte dos seus
sais sdo prejudiciais ao ser humano. Estes compostos podem ser absorvidos pelo corpo e
permanecerem no sangue até se depositarem nos tecidos, provocando a argiria, que se
manifesta pela pigmentacdo cinzenta da pele e mucosas' . Contudo, hd outros compostos
de prata, como o nitrato de prata (I), que sdo bastante usados na medicina, no tratamento de

o 19,20
irritacdes nas membranas mucosas da boca e garganta ' %,

Por ser um metal com alta condutividade eléctrica, a prata ¢ um forte candidato para a
producdo de tintas e pastas condutivas, polimeros condutores, adesivos condutores e
corantes. Na forma de nanoparticulas, as propriedades da prata sdo enormemente

. . L, . . 121
aumentadas em virtude do aumento dos pontos de contacto disponiveis no material”.

1.2.1 Métodos de sintese quimica

O estudo de nanoparticulas ndo € trivial, tanto do ponto de vista experimental como do
tedrico, s6 pelo facto do tamanho ser extremamente reduzido, dificultando a sua
caracterizacao através das técnicas convencionais. Além disso, € importante obter amostras

com distribuicdo de tamanho reduzida (amostras ideias)zz'25 .
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Para a obtencdo de nanoparticulas pode-se utilizar dois grandes métodos de sintese:
métodos fisicos ou métodos quimicos. Os métodos fisicos, também conhecidos como “top
down”, manipulam o material em escala macro através de processos fisicos, quebrando as
particulas até estas atingirem uma escala nanométrica. A litografia é um exemplo deste
método®®. Os métodos quimicos ou “bottom up” sdo os preferidos por se tratarem de
métodos mais simples e eficazes, além de possibilitarem um maior controlo sobre os
processos. Tais métodos sdo baseados em reac¢des quimicas e precursores moleculares ou
atémicos para a obtencdo das nanoparticulas desejadas’’. Embora ambos os métodos
possam ser usados para obter nanoparticulas metalicas, apenas se vao referenciar, e devido

a sua importancia, alguns métodos experimentais pertencentes ao ultimo grupo.

Antigamente as nanoparticulas de prata eram sintetizadas, principalmente, por dois
métodos: 0 método do citrato introduzido por Faraday®® e o método de duas fases descrito
por Brust”. Com o método do citrato era possivel produzir nanoparticulas de prata quase
monodispersas com tamanhos entre os 2 € os 100 nm. Contudo o problema deste método
era a restricdo da d4gua como solvente e o baixo conteido de nanoparticulas de prata nas
solucdes resultantes. O método de Brust e as suas variagdes sdo os esquemas sintéticos
mais populares actualmente, mas a variacdo de tamanhos € limitada (aproximadamente 1 a
5 nm). Outro problema deste método € a monocamada de ligandos organicos que cobrem
as nanoparticulas preparadas, que torna dificil a criacdo de superficies funcionais ou

modificagdes nas suas superficies para a concretizacdo de alguns objectivos.

Actualmente, um dos métodos mais estudados e utilizados para a sintese de nanoparticulas
de prata é a precipitacdo controlada (reducdo quimica dos ides de prata na presenga ou
auséncia de agentes estabilizadores)’ . A precipitacdo de prata em solugdes aquosas €
ndo aquosas necessitam da reducdo quimica do catido metdlico, dai se utilizarem agentes
redutores tais como o H, gasoso, ABH; (A = metal alcalino), hidrazina hidratada

(N,H4-H,0) e hidrocloreto de hidrazina (N2H4-2HC1)34.

A prata (I) pode ser reduzida com BH,; numa solu¢io aquosa de Ag" na presenca, por
exemplo, dibrometo de bis (1,1 — trimetilamoniadecanoilaminoetil) disulfito (TADDD),
formando nanoparticulas monodispersas tdo pequenas como 3,3 nm®. Neste caso

especifico, o excesso de borohidreto reduz o dissulfito a tiol que serve de ligando
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estabilizador. As particulas sdo redispersas em coldides estdveis em &dgua ligeiramente

acidificada.

As nanoparticulas de prata também podem ser preparadas por precipitacdo em meio nio
aquoso, onde sais de prata como o AgNO; ou AgClO4 podem ser reduzidos, por exemplo,
em N, N — dimetilformamida (DMF), em que o 3 — (propilamino) trimetoxissilano serve de
agente estabilizador*®. Neste caso especifico, a reac¢do envolve a oxidacdo da DMF num
4cido carboxilico (HCONMe; + 2 Ag* + H,0 — 2 Ag” + MeNCOOH + 2 H*) e o tamanho
das nanoparticulas de prata pode variar desde 6 a 20 nm pelo simples ajuste da temperatura
bem como o ricio molar entre [DMF]/[Ag] (Figura 1.5)36. Contudo estes métodos podem
levar a resultados significativamente diferentes quanto a morfologia e tamanho,
dependendo ndo s6 da escolha do agente redutor e estabilizador, mas também das

condic¢des de reacgao.

Figura 1.5 Imagem de TEM da nanoparticulas de Ag preparadas em DMF (A) 4 temperatura ambiente (B)

sob condicdes de refluxo™®.

A sintese de nanocubos de prata monodispersos (100 nm) pela reducdo do AgNO3 com o
etilenoglicol, descrito por Sun e Xia, é notdvel. Nesta preparacdo, o etilenoglicol serve
tanto de agente redutor, como de solvente ao passo que, o poli(venilpirrolidona) é usado
como agente de conjugacdo. Os autores demonstram isso controlando as condigdes
experimentais como a temperatura, a concentragdo do sal metdlico, proporcdo metal /

estabilizador e tempo de crescimento. Havendo este controlo, o tamanho e morfologia dos
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nanocristais de prata sdo facilmente controlados e podem-se obter elevadas quantidades de

PETS ~ 34
nanocubos com varias dimensodes de amostra (50 — 100 nm)™".

A decomposicdo térmica de precursores moleculares na presenga de polimeros é um
método alternativo 2 precipitacio na preparacio de coloides metalicos’” *®. Tipicamente,
um complexo metdlico, como o Co,(CO)s € decomposto a 130 — 170 °C em atmosfera

inerte num solvente como por exemplo o etilenoglicol (Co,(CO)s — 2 Co (s) + 8 COT)3 ‘,

Actualmente, nanoparticulas monodispersas de prata, bem como outros metais tais como o
ouro € o cobalto, sdo frequentemente preparadas pela decomposicio de sistemas
moleculares na presenca de compostos diversos, tais como TOP (trioctilfosfina), TOPO
(6xido de trioctilfosfina), dcido oleico, entre outros. A via organometalica proporciona a
criacdo de nanoparticulas monodispersas com uma distribuicdo de tamanhos reduzida e
propriedades estdveis ao ar. Contudo, este método requer temperaturas de reaccao

relativamente elevadas (250 — 300 °C)39.

A utilizacdo de micelas também é um métodos muito estudado e usado na preparacdo de
nanoparticulas de prata***'**. O sistema micelar invertido é um processo onde a agregacio
ocorre no nucleo aquoso invertido das micelas e as particulas crescem rodeadas por
moléculas de tensioactivos. Recentemente, Klabunde e colaboradores conseguiram
preparar nanoparticulas monodispersas de ouro (Au), envolvendo o envelhecimento de
nanoparticulas polidispersas na presenca de tensioactivos em excesso®”. A principal

vantagem da sintese por micelas invertidas € a elevada estabilidade coloidal.

Com os métodos acima descritos é possivel preparar nanoparticulas de diversas formas
(esféricas, fios, prismas, cubos, etc) e com tamanhos bem definidos, mas na maior parte
destes métodos, os coldides t€ém uma concentracdo muito baixa de prata (milimoles por
litro ou menos). A escolha do agente estabilizador é um passo critico porque este
determina a estabilidade, solubilidade, reactividade e até mesmo o tamanho e forma das
nanoparticulas durante a sintese. Contudo, os estabilizadores como os tensioactivos € 0s
polimeros i6nicos ndo sdao facilmente retirados da superficie dos coldides de prata,
afectando inevitavelmente as propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas

resultantes*. Para solucionar este problema, novos métodos de sintese de nanoparticulas
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- " . . . ~ 4546 .
metélicas tém vindo a ser estudados e desenvolvidos, tais como a fotorredugdo > , sintese

L 47 . Lo . 48
somoquimica e a irradiagdo por microondas™" .

1.2.2 Modificaciao superficial

A sintese de nanoparticulas multifuncionais tem tido especial interesse pois estas
apresentam propriedades Opticas, fotofisicas e cataliticas unicas, interagindo, por isso, com
o meio ambiente de um modo muito complexo’. Com o uso de ligandos vdrios, as
nanoparticulas podem ser conjugadas, por exemplo, com biomoléculas especificas tais

como actcares, péptidos, proteinas e ADN.

As nanoparticulas com uma arquitectura em nuicleo — coroa (camada de material organico
ou inorganico que envolve um nucleo de uma nanoparticula inorganica) tém sido
investigadas como um meio de melhorar a estabilidade, a superficie quimica do nicleo das
nanoparticulas e a reactividade com outros compostos. Alguns exemplos disso sdo
nanoparticulas estaveis em meio hidrofilico com capacidade de se ligarem a ligandos em
meio hidrofébico, coroas de Au que permitem a ligacdo covalente de ligandos tidis a
particula proporcionando a esta propriedades Gpticas tnicas’’, particulas com nanometros
de tamanho que sdo constituidas por um ntcleo de Au e coroa de poli(metilmetacrilato)
como protecgﬁoso, encapsulamento de nanoparticulas de prata em coroas de 4cido

polimetacrilato por meio de polimerizaco por emulsdo’".

Além disso, particulas metélicas inseridas no nicleo de polimeros condutores como o
polipirrol ou a polianilina t€ém despertado muito interesse no ponto de vista da sintese de
nanocompdsitos, pelo facto de estes possibilitarem a preparagdo de materiais para sensores
quimicos e dispositivos microelectrénicos. Por exemplo, particulas em nticleo — coroa de
prata e polipirrol respectivamente, normalmente designadas por Ag@polipirrol, podem ser

preparadas pela polimerizagdo do pirrol na superficie das particulas de prata (Figura 1.6)™.
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Polin
0 Cadeia de PVP

—_— ® Jio Ag"
® .

Oligémero de pirrol

Figura 1.6 Esquema ilustrativo do processo de formacdo de particulas de prata@polipirrol em niicleo —

COI'OEISO.

Recentemente, nanoparticulas de prata biofuncionalizadas com antigénios foram aplicadas
em biossensores proporcionando a oportunidade de desenvolver novos sistemas de
diagnéstico que dependem da posicdo e da intensidade da banda de plasmdo (390 — 420
nm). Coroas metélicas em silica, por exemplo, sdo utilizadas para preparar biossensores,
pois proporcionam uma rdpida e sensivel deteccdo de anticorpos na presenca de anti —
anticorpos. Este tipo de biossensores implica a sintese de nanoparticulas na forma nucleo —
coroa de silica@prata por precipitacdo controlada, ancorando depois os anticorpos nas

coroas das nanoparticulas (Figura 1.7)>

L . o Conjugacao de O 7
antlcorpos O O
Revestimento com ~
nanoparticulas de etec‘;a() dos
silica prata Particulas de anti antlcorpos
sﬂica@prata Particulas de silica@prata +

anticorpos + anti anticorpos

Figura 1.7 Esquema ilustrativo do possivel mecanismo de conjugacido dos anti-anticorpos de coelho

utilizando anticorpos de cabra ligados a particulas de silica@prata™.
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1.2.3 Propriedades e aplicacoes

As nanoparticulas metdlicas apresentam propriedades fisicas e quimicas unicas provocadas
pela elevada drea superficial e densidade electrénica superficial®®. Contudo, muitas destas
propriedades dependem do tamanho, forma, composi¢do quimica e estrutura dos
nanocristais metalicos, dai que muitos estudos tenham sido efectuados para estabelecer

relagdes entre estes parimetros™ .

A prata metdlica, tanto em macrocristal como finamente dispersa, € um material cada vez
mais importante para muitas tecnologias, pois expde propriedades unicas, normalmente
associadas a dos metais nobres como a estabilidade quimica, a excelente condutividade
térmica e actividade catalitica™. Contudo, a prata possui caracteristicas especificas, como o
efeito antimicrobiano e o comportamento Gptico (fortes oscilacdes na banda de plasmao)”®.
Consequentemente, as nanoparticulas de prata sdo utilizadas como catalizadores,
pigmentos em vidros e ceramicos, materiais antimicrobianos, em SERS, em electronica
(transmissores de electrdes unicos, unificadores eléctricos), revestimentos condutores e

andlises quimicas (sensores quimicos e biolégicos) entre outros™.

1.3 Nanoparticulas de sulfureto de prata (Ag,S)

O Ag,S apresenta uma tonalidade cinzenta e ocorre naturalmente na natureza na forma
cristalina acantite (figura 1.8), existindo um polimorfo com o nome argentite. Muitos guias
de minerais permutam os nomes ou combinam-nos como acantite — argentite. Contudo, o
nome do mineral a temperatura ambiente é acantite, sendo a argentite, o nome dado ao

polimorfo a temperaturas elevadas”’.

A acantite e a argentite t€tm a mesma formula quimica, mas estruturas diferentes. A
argentite tem uma estrutura estavel a temperaturas acima de 173 °C. Abaixo dos 173 °C, a
argentite transforma a sua estrutura isométrica na estrutura monociclica da acantite. Esta
transformagao muitas vezes altera os cristais, criando formas irreconheciveis denominadas

pseudomorfes (formas falsas), mas alguns ainda terfio uma forma cristalina isométrica’’.

45



Introducio Geral

Figura 1.8 Cristal de acantite ramificado

E bem conhecido que o 0-Ag,S, acantite, é um tipo de semicondutor muito importante e as
nanoparticulas do a-Ag,S representam uma classe de nanoparticulas semicondutoras muito
interessantes devido as suas propriedades unicas tais como a fotovisualizacdo e
fotodegradacdo na regido do IV>®. Contudo, as tentativas de preparar nanoparticulas de
Ag>S monodispersas t€m sido dificultadas pelo facto das nanoparticulas de Ag,S

mostrarem uma forte tendéncia a agregar, formando novamente pds macrocristalinos™.

1.3.1 Sinteses de nanoparticulas de Ag,S

A sintese deste semicondutor pode ser conseguida usando varios métodos de preparagdo. O
método convencional de sintese corresponde a precipitagdo aquosa de nitrato de prata (I) e
sulfureto de s6dio. Os métodos de precipitacdo controlada de nanoparticulas
semicondutoras podem promover a formacao de um coldide estdvel quando se utiliza um
agente que se liga a superficie das particulas prevenindo desta forma um crescimento nao
controlado. O método mais simples para a preparacdo de um sistema coloidal estavel

envolve o uso do préprio solvente como agente estabilizante das particulas.
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Os estabilizadores mais utilizados sdo compostos que tém um tiol como grupo funcional,
como por exemplo o 4cido mercaptoacético e o 3—mercapto—1,2 — propanodiol, que

facilmente coordenam a superficie da prata.

A ocorréncia de pequenas altera¢des nas condicdes experimentais conduz invariavelmente
ao aparecimento de nanocristais com diferentes tamanhos (nanoparticulas de Ag,S com
formas cubicas, em dendrite, esferas, com bioactividade, até mesmo com menos de 15 nm)

e, consequentemente com propriedades Gpticas diferentes™

Encontram-se descritas na literatura outras formas de preparar nanoparticulas de Ag,S tais

60,61 L. . ~
7. A técnica de microemulsio

como a técnica de microemulsdo e micelas invertidas
promove uma solucdo em meio microheterogéneo para criar nanoparticulas, ou seja, esta
técnica envolve reacgdes de precipitacao no interior de micelas invertidas. Dois compostos
soliveis em dgua, que irdo reagir para formar o precipitado, sao dissolvidos separadamente
em duas microemulsdes com uma composi¢do especifica, sendo misturados
posteriormente; esta mistura vai fazer com que haja reac¢des de precipitacdo no interior
das micelas (coroa), formando-se assim as nanoparticulas®. A formacdo de nanoparticulas
num sistema como este € em parte controlada pela dinamica das trocas inter — micelares.
As microcavidades do tensioactivo provocam um efeito gaiola ou coroa que limita a
nucleacdo das particulas, crescimento e aglomeracdo, de uma maneira muito complexa.

Uma das vantagens desta técnica € proporcionar a preparacdo de nanoparticulas estaveis de

Ag,S a pressdo e temperatura ambiente®.

Hoje em dia, novas direccdes para a preparacdo de nanomateriais semicondutores tém
vindo a ser tomadas como o uso de precursores unimoleculares™. Exemplos disso sdo a
preparacdo de CdS, ZnS, ZnSe, CdSe e Ag,S a partir do tratamento térmico de precursores
unimoleculares tais como ditio- e diselenocarbamatos metélicos™. Os métodos mais
usados, envolvendo precursores unimoleculares, sdo aqueles em que a formacdao dos
semicondutores nanocristalinos resulta da decomposi¢cdo térmica do precursor em fase
liquida ou em fase s6lida®®®2. Como o precursor contém na sua composi¢ao os dois
elementos quimicos que vao originar o semicondutor, elimina-se desta forma a necessidade

de duas fontes quimica, metal e nao-metal.

47



Introducao Geral

1.3.2 Modificacao superficial

A modificacdo da superficie das nanoparticulas semicondutoras atrai especial atencdo
porque fornece estratégias de seleccdo de nanoparticulas com diferentes propriedades
fisicas e quimicas na sua superficie, permitindo a sua aplicacdo em diferentes calmpos53 .
Vérios grupos de investigadores tém estudado vdrios métodos de preparacdo de

nanoparticulas semicondutoras, tais como CdS, ZnS, ZnSe, CdSe e Ag2558’60’63

, em que
todos envolvem um ligando organico para estabilizar as nanoparticulas e proteger as suas

superficies (ex. proteccao contra a corrosao).

Nanoparticulas de Ag,S quando ligadas a certos ligandos ou moléculas podem ser
utilizadas na medicina ou biologia como biossensores para a conjunc¢do de biomoléculas
especificas, como por exemplo, proteinas, lipidos, acicares, péptidos, entre outras®’. Estas
nanoparticulas modificadas, por exemplo, com oligonucleotidos sdo utilizadas com o

objectivo de captar o ADN®.

Nem sempre a utilizagdo de um solvente organico é o método mais fécil para modificar a
superficie das nanoparticulas e por sua vez, modificar as suas propriedades. Os
nanocompositos (combinacdo de pelo menos dois materiais, em que pelo menos um deles
estd a escala nanométrica) e materiais em nucleo — coroa (material organico ou inorganico
envolve uma nanoparticula inorganica) t€m marcado posi¢do em muitas dreas, mas € nas

aplicacdes médicas que tém tido especial atengao.

Particulas em nucleo — coroa de semicondutor — semicondutor também tém sido estudadas,
tais como ZnS@CdS, CdS@ZnS, CdS @AgZSSS, demonstrando propriedades muito
diferentes das dos materiais sozinhos. Han e colaboradores conduziram estudos de
absor¢do ndo linear de nanoparticulas de CdS@Ag,S, onde verificaram a existéncia de
uma longa cauda de absor¢do que cobria toda a regido visivel do espectro. Esta cauda
deve-se a formacdo da coroa de sulfureto de prata sob a superficie do nicleo da

. 2 . 58
nanoparticula de sulfureto de cddmio™®.
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1.3.3 Propriedades e aplicacoes

O AgS € um composto semicondutor com boa estabilidade quimica e de fécil
preparagéo64. As suas nanoparticulas sdo auto — organizadas em camadas e quando
conjugadas com outras nanoparticulas na forma nicleo — coroa, conseguem modificar
algumas propriedades, por exemplo, observa-se alteracdes nas propriedades luminescentes
do CdS@)Ag,S devido 2 presenca do Ag,S®. Além destas propriedades, as nanoparticulas
de Ag,S tem um forte potencial para a fotovisualizacdo e fotodegradacdo na regido do IV
e quando depositadas nos poros de eléctrodos, como o TiO,, podem causar mudangas na

fotossensibilidade do substrato perto da regido e,

As nanoparticulas de AgS s@o utilizadas em fotossensibilizadores para processos
fotogréficos®’, em nanodispositivos quimicos, 6pticos, magnéticos e electrénicos, tais
como células fotovoltdicas, fotocondutores, detectores de IV, condutores superidnicos,

61,68
entre OlltI'OSS9’ R

1.4 Efeitos antimicrobianos da prata

Entre os muitos nanomateriais promissores com propriedades antimicrobianas, as
nanoparticulas metdlicas destacam-se devido a sua elevada actividade quimica (elevada
drea superficial e estrutura superficial cristalina)®. Esta classe de nanoparticulas estd
intrinsecamente ligada ao desenvolvimento de novos dispositivos, utilizados em inimeras

. - L . . L, . . ;4. ALt 70
aplicacoes fisicas, biolégicas, biomédicas e farmacéuticas .

A resisténcia de microrganismos a antibidticos tem crescido nos udltimos anos, dai a
preparacao de drogas uniformes a escala nanométrica com exigéncias especificas como o
tamanho, forma e propriedades quimicas e fisicas seja de grande interesse para as
indastrias farmacéuticas. Outro motivo para o desenvolvimento de novos materiais
antimicrobianos mais seguros e baratos € o facto de a maior parte dos agentes
antimicrobianos utilizados serem extremamente tGxicos e irritantes para o ser humano’’.
Estudos anteriores mostraram que nanoparticulas metdlicas exibem actividade

antimicrobiana, podendo ser usadas como bactericidas e fungicidas. Recentemente,

Klabunde e colaboradores demonstraram que nanoparticulas de O6xidos metélicos,
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altamente reactivos, exibem uma excelente ac¢do antimicrobiana contra bactérias, tanto

. .0
gram positivas como gram negativas’ .

Com o passar dos anos, as nanoparticulas metdlicas, como a prata, tornaram-se Uteis no
desenvolvimento de vias de administracdo oral, pulmonar, dérmica, entre outras, como
veiculo de transporte de drogas, aumentando a biodisponibilidade da droga e a proteccao
da bioestabilidade e bioactividade da mesma. Como exemplo podem-se referir
nanoparticulas de prata usadas para optimizar a administracdo oral, melhorando a
biodisponibilidade das drogas que sio pouco absorvidas’'. Estas nanoparticulas sdo
capazes de penetrar nas células para, por exemplo, permear os tecidos, permitindo que as

. . A . . . 71
drogas sejam entregues com eficiéncia nos tecidos alvo sem encherem os tubos capilares” .

A prata metdlica, a prata idnica e compdsitos a base de prata t€ém sido extensivamente
estudados e explorados devido as suas propriedades medicinais em varios produtos, tais
como filtros antimicrobianos, materiais para revestimento de feridas, desinfec¢do de dguas,
biossensores, filtragdo quimica, gasosa e do ar, em tecidos protectores, etc.”> Como a prata
¢ um metal ndo téxico ao ser humano, tem ganho uma boa reputacdo como agente
antimicrobiano, sendo considerada por muitos, o elemento mais téxico para os
microrganismos na seguinte sequéncia: Ag > Hg > Cu > Cd > Cr > Pb > Co > Au > Zn >

Fe > Mn > Mo > Sn’>.

Gibbard foi o primeiro investigador a estudar sistematicamente a actividade antimicrobiana
da prata. Ele descobriu que se a prata for limpa com materiais abrasivos cobertos de tecido
ou papel, esta se torna inactiva e se for fundida e solidificada em atmosfera de hidrogénio,
nenhuma actividade é encontrada’>"*. Contudo a solidificacdo da prata fundida ao ar exibe
actividade antimicrobiana’?. Foram obtidos resultados similares quando a prata metélica
foi tratada com 4cido nitrico, onde houve dissolu¢ao da prata metdlica e formacao de uma

camada superficial oxidada’?.

Hoje em dia, muitos sais de prata sdo utilizados na drea da medicina, tais como a
sulfadiazina de prata (I) (tratamento de queimaduras) e nitrato de prata (I) (oftalmologia
neonatal)’?. As nanoparticulas de prata também sdo utilizadas a nivel clinico na forma de
catalisadores, agentes bactericidas e fungicidas’, contudo pouco tem sido descrito no uso

de nanoparticulas de Ag,S como agente antimicrobiano.
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1.4.1 Efeito antifiingico

E muito dificil definir os fungos tal é a sua diversidade, no entanto, estes possuem algumas
caracteristicas em comum que os distinguem dos outros seres vivos. Os fungos apresentam
filamentos, as chamadas hifas, com paredes rijas, ricas em quitina, 0 mesmo material que
reveste insectos como o besouro; sdo heterotréficos, isto é, ndo possuem clorofila e,
portanto, alimentam-se de matéria organica, sendo a sua alimentacio feita pela absor¢do de
nutrientes gracas a presenca de enzimas (por eles produzidas) que degradam produtos tais
como celulose e amido”. Por outro lado, os fungos sdo eucaridticos, ou seja, possuem um
nicleo tipico no interior das suas células, compardvel ao das plantas e animais.
Reproduzem-se por via sexuada ou assexuada, essencialmente através da producdo de

esporos " (figura 1.9).

Figura 1.9 Imagem de SEM da estrutura do Aspergillus niger: hifa com dois corpos esféricos que sdo os

€Sporos.

Os fungos podem ser unicelulares ou pluricelulares e sdo divididos em dois grandes
grupos: bolores e leveduras. Os bolores (classe em estudo) sdo fungos pluricelulares que

apresentam células filamentosas. A estes filamentos da-se o nome de hifa e ao conjunto de
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hifas € chamado de micélio. (Figura 1.10)"°. As leveduras sdo fungos unicelulares que

apresentam células ovais, esféricas e cilindricas.

Figura 1.10 Imagem de SEM (cores adicionadas) de um micélio com as hifas (verde), esporangio (laranja) e

esporos (azul) do Penicillium sp. (aumento de 1560 x)76.

O reino fungi é um dos reinos mais numerosos. Estima-se que existam, pelo menos, um
milhdo e quinhentas mil espécies de fungos. No entanto, actualmente, apenas cerca de
setenta mil espécies de fungos foram entdo identificadas, ou seja, menos de 5% das
possiveis existentes. Se dentro deste 5 %, ja existem tantas espécies de grande importancia,
como as que se utilizam no fabrico de alimentos, incluindo bebidas, dcidos orgéanicos,
farmacos e inimeros outros produtos, a descoberta de novas espécies com propriedades
biotecnoldgicas distintas pode ainda aumentar o interesse do estudo deste grupo de
microrganismos’’. Por outro lado, alguns destes fungos sdo prejudiciais para o homem,
podendo provocar doengas, por exemplo, micoses. Os alimentos, em especial, estdo muito

implicados na transmissdo destes microrganismos para o homem.

Os bolores produzem micotéxinas (substancias toéxicas), consoante o tipo de fungo, quando

em contacto com os alimentos. Fungos como o Aspergillus podem-se encontrar em
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alimentos como o milho, amendoim, cevada, café e vinho, onde produzem toxinas como a
aflotoxina B1 e ocratoxina, consoante a sua subespécie. Fungos como o Penicillium
encontram-se no trigo, aveia, cevada, milho, arroz, frutas e polpas de frutas. O consumo de
alimentos com toxinas pode provocar efeitos crénicos, como cancro, lesdes no figado e dos
rins e depressdes no sistema imune, de dificil associagdo com o consumo de alimentos

. 7
contaminados’®.

O efeito antifingico da prata encontra-se pouco descrito, mas nos poucos trabalhos
existentes, € referida como tendo um forte efeito na destrui¢ao de infec¢des flingicas como
por exemplo em Candidiares (fungo)’”. No inicio dos anos 70, muitos investigadores
descobriram que a prata i6nica facilmente destréi a Candidiares e outros fungos como o
Aspergillus niger””. Em 1992, Simonetti reconfirmou esses estudos’’, onde sugeriu que a
interaccao electroestdtica entre a carga negativa das células dos fungos e a carga positiva

dos ides de Ag" é crucial para a inibi¢do do crescimento dos fungos72 (Figura 1.11).

(3)

(1)

(2)

10 ppm g o

Figura 1.11 Imagem ao microscépio Optico das células do fungo Botrytis cinerea onde: 1) célula com
crescimento normal, provavelmente ndo esteve em contacto com as nanoparticulas de SiO,/Ag; 2) célula
extensa devido 4 estimulacio das nanoparticulas de SiO,/Ag; 3) célula rebentada devido 4 estimulacdo forte

das nanoparticulas de SiO,/Ag’.
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1.4.2 Efeito antibacteriano

As bactérias em relacdo a composi¢do da parede celular podem ser divididas em dois
grupos: as gram negativas e as gram positivas®. As bactérias gram negativas apresentam
uma camada fina de mureina (peptidoglicano) com cerca de 2 a 3 nm de espessura € uma
membrana externa formada por lipopolissacarideos. As bactérias gram positivas

apresentam uma camada espessa e entrelacada de mureina com cerca de 30 nm®.

A prata (na forma elementar Ag’ e monovalente Ag") é conhecida pelas suas
extraordindrias propriedades antibacterianas e inibitérias desde os tempos ancestrais® '
Hoje em dia sabe-se que, tanto nanoparticulas de prata como nanocompdsitos de prata t€ém
uma elevada toxicidade para microrganismos, mostrando um forte efeito antibacteriano em
pelo menos 16 espécies diferentes de bactérias incluindo a Escherichia coli” (Figura 1.12).
Além disso, i0es prata t€m sido usados como componente antibacteriano, na preparagdo de
compostos de resina dental e fibras de troca de ides e no revestimento de dispositivos

2 1 7 . . . L , .
médicos’®. Contudo, actualmente, o mecanismo antibacteriano € sé parcialmente

entendido.

Figura 1.12 Imagem de TEM de uma célula da bactéria E — coli tratada com nanoparticulas de prata (50

png/cm’) durante 1 hora™.
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Foi proposto que a prata i6nica (Ag") interactua fortemente com os grupos doadores de
electrdes que tenham enxofre, oxigénio ou azoto em enzimas vitais (ex. respiratdrias) e
inactiva-as®. Este ataque nas enzimas respiratérias leva a uma alteracdo na permeabilidade
da membrana, causando, por isso, alteracdes nas membranas celulares incluindo o
rompimento e saida do plasma pela parede celular®. Evidéncias experimentais sugerem
também que o ADN perde a sua capacidade de se replicar assim que a bactéria entra em

contacto com ides prata®.

1.5 Introducio aos testes estatisticos

1.5.1 Testes de hipodteses

Os testes de hipdteses consistem numa técnica estatistica utilizada na determinacdo da
aproximacao de uma amostra a uma funcio de distribuicdo, ou seja, verifica se os dados
amostrais (ou estimativas a partir deles) sdo ou ndo compativeis com determinadas
populacdes ou com valores previamente propostos para os parametros populalcionalis83 .

Uma hipétese pode ser definida como um pressuposto sobre uma ou mais populacdes.
Num teste de hipéteses ha que definir duas hipéteses, a hipétese do nulo (Hp) e a hipdtese
alternativa (H;). A hipdtese alternativa estd associada ao pressuposto que se pretende
verificar se € valido no contexto do problema em anélise. A hipdtese do nulo € a hipétese
complementar de H;, por isso € considerada verdadeira ao longo do teste até ao momento
em que haja evidéncias estatisticas a apontar no sentido contrario. Portanto, quando se
rejeita Hy, aceita-se H; como vdlida uma vez que se admite que as hipdteses sdo

complementaresg4.

Um teste de hipdteses envolve sempre duas hip6teses alternativas

HyNnH =0 (1.1
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O objectivo dos testes de hipéteses € determinar qual das hipéteses € a correcta. Assim, o
resultado do teste corresponderd a uma de duas respostas possiveis: ‘“ndo
significativamente diferentes” ou “significativamente diferentes”. Devido ao facto de, em
qualquer um dos casos, ter-se o risco de errar, umas das caracteristicas deste tipo de testes
€ precisamente o de controlar ou minimizar esse risco®.

O procedimento basico de um teste de hipdteses € composto por 5 fases: i) enunciar as
hipéteses Hy e Hj. ii) determinar o nivel de confianca e identificar a estimativa do teste; iii)
determinar a regido critica (grupo de valores que levam a rejei¢do da hipétese do nulo) e a
regido de aceitacdo em fungdo do nivel de confianga escolhido pelas tabelas estatisticas
apropriadas; iv) calcular o valor da estimativa do teste; v) e por ultimo, concluir, se a

estatistica do teste pertencer a regido critica entdo rejeita-se Hp, caso contrario ndo se

rejeita HO85 .

A estratégia bdsica utilizada por este método consiste na tentativa de suportar a validade de
H,, uma vez provada a improbabilidade de Hy, isto é, conseguir mostrar, com elevada
probabilidade, que a hipétese do nulo € falsa, ficando assim confirmada a validade da
hipétese alternativa. Se nao for possivel rejeitar Hy, a hipétese H; ndo serd reforcada pelo

tested?,

E de salientar que H, contém sempre uma desigualdade ou ndo — igualdade (>; <; #).
Assim, quando a H; tiver uma desigualdade (> ou <), o teste diz-se unilateral (2 direita
para o sinal > e a esquerda para o sinal <); quando H; envolver nao — igualdade (#), o teste
€ bilateral. O contrério se aplica a Hy, mesmo quando na Hy faz mais sentido figurar o sinal
> ou <, o teste € realizado considerando apenas a situacdo em que Hy se aproxima mais de

. < . 84
H;, ou seja contém sempre uma igualdade™.

O nivel de confianca do teste corresponde a probabilidade a de, no caso de Hj ser
verdadeiro, a estimativa do teste pertencer a regido da rejei¢do. As figuras 1.13 e 1.14
apresentam a regido da rejeicdo da hipétese do nulo quando se realiza um teste unilateral e
um teste bilateral. O nivel de confianca representa a probabilidade (ou risco) de se incorrer
o erro de rejeitar Hy quando esta hipétese é de facto verdadeira, erro esse designado por
erro do tipo 1. Os valores mais frequentes para o nivel de confiancga sdo o = 0.05 (5%) e o =

0.01 (1%), embora se possa atribuir a o qualquer valor entre O e 1%,
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1 T
e
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< Regido de nao rejeicio de K Regido de rejeicao de H /
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Distribuigao da estatistica
de teste quando My € verdadeira:
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Figura 1.13 Regido de rejeicio de Hy para um teste unilateral para a direita™.

{\(I Rejeitar H, Nio rejeitar H, Rejeitar H, o
) P
af2 xi2

1 0 1 —= ET
_ET(a/2) ET (a/2)

Figura 1.14 Regido de rejeicio de HO quando se realiza um teste bilateral®.
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Sempre que se realiza um teste de hipdteses pode-se cometer dois tipos de erros:
- Erro do tipo I
P (cometer um erro do tipo I) = P (rejeitar HyllH, € verdadeira)

= nivel de confianca do teste = a

- Erro do tipo 11
P (cometer um erro do tipo II) = P (ndo rejeitar HyllHy € falsa)
= P (ndo rejeitar HyllH; é verdadeira) = 3

A probabilidade de rejeitar Hy quando esta € falsa designa-se por poténcia do teste e € dada
por 1-B. A relacdo entre a variacdo do nivel de confianca o e a poténcia do teste B estd
representada na figura 1.15 e os diferentes resultados associados ao teste de hipéteses estdo

representados na tabela 1.2%.

Ve — B
\ Mio rejeitar H Rejeitar Hy /}}

L

Distribuigiio da estatistica
de teste quando Hy € verdadeira:
ET™AN(D, 1)

Distribuigtes da estalistica
de teste para diferentes
valores de Hy

'] [ *
Hy:py-pp=30
Hypy—pp=20

Hyp,—pp=0

Figura 1.15 Relacdo entre a variacio de o e B*'.
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Tabela 1.2 Diferentes resultados associados a um teste de hipéteses®

H, verdadeira H, falsa
Erro tipo 1 Decisao Correcta
Hj rejeitada . .
(Probabilidade o) (Probabilidade 1-f3)
Decisao Correcta Erro tipo 11
Hj nao rejeitada . o
(Probabilidade 1-a.) (Probabilidade f3)

Embora existam vérios testes de hipoteses, apenas se vao referenciar os testes utilizados

nesta dissertagao.

1.5.1.1 Comparacao de variancias

O teste F € utilizado para comparar variancias, testando a hipdtese de igualdade das

variancias a um determinado nivel de confianca (equacdo 1.2).

Feae = 81> (maior) (1.2)

sz2 (menor)

O F.uc na equagdo 1.2 é comparado com o Fy,, em tabelas proprias para n;-1 e np-1 graus
de liberdade. Se F.y for maior que F,, num determinado nivel de confianca, as variancias

sdo significativamente diferentes.

1.5.1.2 Comparacao de médias quando n > 30

O teste Z tanto pode ser utilizado para o estudo de uma média populacional como para
duas médias populacionais com a condi¢do do tamanho da amostra ser igual ou superior a
30. Neste teste assume-se sempre que a varidvel em estudo tem uma distribui¢do normal

com varidncias populacionais conhecidas®®.
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Comparacio de um resultado médio com um valor “conhecido”

A estimativa do teste Z baseia-se na média amostral x, demonstrando que a média
amostral tem uma distribui¢do aproximadamente normal com média p, varidncia ¢ € n o

tamanho da amostra (equagao 1.3).

Zea=1x—pl (1.3)

o /\n

O valor tabelado de Z pode ser obtido em tabelas apropriadas de acordo com o nivel de
confianca determinado. Assim, quando Z., € maior que Zy, rejeita-se Hy; caso contrério,

nao se rejeita H086.

Comparacio de duas médias

Este teste baseia-se nas médias amostrais X1 e X2, sendo condicionado pelos valores das
variancias 6] € o;. Desta condi¢@o resulta duas equagdes diferentes para o calculo do Z de

duas médias (equagdes 1.4 e 1.5)%.

- Se 61 % 62

ZLeate = 1Y1 _YZl (14)

V(o1 /) + (022/n2)

-S€ 61 =0,

anlc = 1Y1 _Y21 (15)

o*\(1/ny) + (1/ny)
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1.5.1.3 Comparacio de médias quando n < 30

“Student” & o pseudénimo de W. S. Gosset que, em 1908, propds a distribuicdo t. Esta
distribuicdo € muito parecida com a distribuicdo normal, sendo centrada no zero com
formato de sino. A curva ndo € tdo alta quanto a curva da distribuicdo normal, mas as suas
caudas sdo. O pardmetro que determina a altura e a largura da distribui¢do t depende do
tamanho da amostra (n < 30) e € denominado graus de liberdade (GL), denotado com a

letra grega v

Comparacio de um resultado médio com um valor “conhecido”

Este teste ndo descreve o que acontece na natureza mas sim O que aconteceria se se
seleccionasse milhares de amostras aleatérias de uma populagdo normal com média p e se
calculasse o t para cada amostra (equacdo 1.6). A férmula 1.6 € escrita com valores

. ... 87
absolutos para que o tcyc Seja sempre positivo .

tcalzl)_c_;ul (16)

Com o nivel de confianca determinado, a hipdtese alternativa definida e os graus de
liberdade calculados (GL = n-1), o valor tabelado de t é obtido em tabelas apropriadas,
sendo a regra de decisdo: se teye for maior que typ, rejeita-se a hipétese do nulo, caso

L . 87
contrario, ndo se rejeita Hy' .

Comparacao de duas médias

O teste t pode ser utilizado para decidir se 2 grupos de medidas repetidas fornecem

resultados nao significativamente diferentes ou significativamente diferentes, dentro de um

determinado nivel de confiangagg. O teste t baseia-se nas médias amostrais X1 e X2,
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. . “ A . 2 2 .~
sendo condicionado pelos valores das variancias s;” e s;”. Desta condi¢do resulta duas

equacoes diferentes para o cdlculo do t de duas médias (equagdes 1.7 e 1.9)%

- Se 512 = 522
tae= 1 X1— X2l (1.7)
s*V (1/n;) +(1/ny)
2= $17%(ny-1) + $,°*(no-1) (1.8)
n+np— 2

Aqui s € um desvio padrdo “agrupado” no qual é calculado com os dois desvios padrao dos
dois grupos em estudo. O tcalc da equacdo 1.12 é comparado com o t tabelado em tabelas

proprias para n; + n, — 2 graus de liberdade.

- se sl2 # sz2

toale = 1X:1— Xl (1.9)

V(s1*/ny) + (52°/no)

Graus de liberdade = (s12/n1 + szzlnz)2

st o+ s (1.10)

n?(n-1) n(m-1)

62



Introducao Geral

1.5.2 Propagacao de erros

Qualquer calculo matemdtico com numeros incertos dard resultados incertos, sendo
necessario estimar o erro dos resultados a partir dos erros dos nimeros envolvidos na

operacdo (lei da propagacdo dos erros)™

e

. . A . 2
Seja ¥ uma fun¢do (geralmente ndo linear) de n varidveis aleatorias “*# cujas variancias oj

sdo0 conhecidas®>®:

F:@I:XI,X2=X3:---:X?2) (111)

Para linearizar a funcdo, desenvolve-se uma relagdo funcional conforme o teorema de

Taylor e obtém-se o diferencial total por redug¢do da primeira derivada. Para isso deriva-se
. -~ ~ s . r. A G_Z_ =0 -~ 89
parcialmente a fun¢do ¥ em relacdo a variavel “7J das variancias “/ (equacdo 1.12)

2
Se a varidncia 77 do valor 7 for igual a zero, entdo ndo existe qualquer comportamento

de dispersao e € tomado como um valor constante, ou seja, a sua derivacao € zero.

(1.12)

dy = a@d}fﬁ— ‘?:’.:ix2+ @dXBJr +27 ik
ox, 7, ya ax,,

Substituindo o diferencial %= pelo desvio padrio &

i e elevando a equacgdo ao quadrado,
obtém-se um resultado a partir da lei de propagacdo das covariincias, denominada lei geral

de propagagio dos erros (equacdo 1.13)%

I 2 2
2 |9 2 | & 2 &p dp dp dp ap dp A
=|— | & +— | . | — | o+ — —. _— b —— —.a,
[ J 1+[ J & + +{ J n+[ 2 G + = Gq ot [ ]’”J (1.13)
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Nesta equagdo, os valores de “12-713-“14- - representam as covariancias entre as variaveis

mutuamente dependentes %J . Para as variAncias dependentes %4, a covarifncia é nula, por

isso a soma do produto total desaparece e surge a soma dos quadrados individuais da lei de

propagacdo das variancias para as varidveis mutuamente dependentes <, denominada lei

de propagacdo dos erros simplificada (equacdo 1.14)¥.

_(8e) .. (80 . dp | (dp) .
=—/—| o+t — | F,+. ]| — | o= — | T 1.14
e (.ﬂ,} {dxj [cz’x“ % ax | (1.14)
2 2
Caso as varidncias, 77 sejam desconhecidas, os valores estimados, */ podem ser

substituidos na expressdo geral (equacdo 1.15)%:

5y=j_§1 x| (1.15)

1.6 Contexto e Objectivos

Apesar de se registar um interesse crescente no efeito antimicrobiano da prata metélica e
i6nica, sdo poucos os estudos que se referem a sua utilizagdo na inactivagao fingica. No
trabalho aqui apresentado foram desenvolvidos materiais nanocompdsitos contendo prata
(I) de matriz inorganica (SiO/Ag,S e TiO,/Ag,S) que foram testados como agentes
antifiingicos na inactivagdo de dois fungos que frequentemente contaminam alimentos com

a producao de toxinas (Penicillium sp e Aspergillus niger).

Nesta dissertagdo procurar-se-a investigar em particular a actividade antifingica do Ag,S
variando vérios parametros, tais como o tamanho das particulas das matrizes inorganicas

(S§10; e Ti0Oy), o tempo de exposicdo dos nanocompdsitos aos fungos e o tipo de Ag,S
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utilizado (diferentes métodos de preparaciao). Testou-se ainda, a actividade antiftingica da
prata metdlica e comparou-se com a actividade antifingica do Ag,S. Estes estudos

envolvem ainda uma componente de andlise estatistica dos estudos experimentais.

Os resultados aqui apresentados possibilitardo estudar de uma forma sistemdtica a
aplicacdo do Ag,S como agente antifungico (sozinho ou em matrizes inorgéanicas).
Permitirdo ainda evidenciar a importincia destes nanocompositos (SiO/AgS e
TiO,/Ag,S) em aplicacdes futuras, tais como em fibras de celulose, com interesse no

fabrico de papel para protec¢ao alimentar.
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2.1 Introducao

Um nanocompdsito é constituido por pelo menos dois materiais, em que pelo menos um
deles estd a escala nanométrica. Hoje em dia, existem varios métodos de preparacdo de
nanocompdsitos, em que as suas propriedades finais dependerdo, em grande parte, da

combinacdo dos componentes utilizados no processo de fabricacao.

De entre os varios tipos de nanocompdsitos existentes (organico — organico, inorganico —
organico e inorganico — inorganico), destacam-se neste capitulo os que sao constituidos por
nanoparticulas inorginicas e matrizes inorganicas, e serdo aqui referidos como

nanocompd@sitos inorganicos.

Hoje em dia, encontra-se descrita na literatura uma variedade de sinteses de
nanocompdsitos inorganicos, como por exemplo, CdS/Cd(OH)zl, CdS/Si022’3, SiOZ/CdSe4,
CdSe/CdS’, CdS/PbS® e CdSe/ZnS™*®. Estes compostos inorganicos sdo designados pela
terminologia C1/C2, que significa que a fase C2 (externa) se encontra depositado na fase

C1 (interna).

Tém sido vérios os métodos desenvolvidos para a sintese deste tipo de nanocompdsitos

(C1/C2), podendo-se citar o crescimento epitaxial em fase sélida’, a nucleacido e
. . . . . 10 . .~ ~

crescimento no interior de micelas inversas -, irradiacdo por ultra — sons de solugdes

coloidais'!

e a decomposicdo electrolitica'”. No entanto estes métodos nem sempre
permitem um controlo total da morfologia e composi¢do quimica dos nanocompdsitos
preparados. Como alternativa, tem sido investigado a decomposi¢do de precursores
unimoleculares para a produ¢do de materiais semicondutores, como por exemplo, filmes e
nanocristais’. Recentemente, estes precursores foram utilizados na producdo de

nanocompésitos>*">.

Neste capitulo pretende-se investigar a preparacdo de um nanocompdsito de SiO,/Ag,S
utilizando a decomposi¢do térmica do dietilditiocarbamato de prata (I) e a sua respectiva

accdo antifingica.
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2.2 Sintese do nanocompoésito

2.2.1 Sintese e caracterizacao do precursor molecular: Dietilditiocarbamato

de prata (I) (AgDTC)

No seu estado fundamental, a prata tem uma configuracdo ns’np’' e pode apresentar vérios
estados de oxidacdo sendo as mais comuns Ag’ e Ag*'. Quimicamente, devido 2 sua
configuracdo electrénica, a prata consegue ligacOes bastante fortes com o enxofre s,
estando descritos na literatura, a caracterizacdo de um elevado nimero de complexos de

prata (I) com ligandos dadores de enxofre'*.

Em particular, encontra-se descrito na bibliografia uma variedade de complexos de prata
(I) coordenada a ligandos bidentados de tamanho reduzido, como por exemplo
ditiocarbamatos, ditiofosfinatos ou ditiocarbonatos'®. Os ditiocarbamatos sdo os produtos
da reaccdo entre aminas primdrias ou secunddrias e dissulfureto de carbono em meio
basico, normalmente utilizados na industria, agricultura, quimica e medicina como por
exemplo no tratamento de doengas, tais como tuberculose, cancro e sida. As propriedades

complexantes dos ditiocarbamatos estdo directamente ligadas a presenca de dtomos de

enxofre dadores de electrdes, originando quelatos com vdrios metais'.

O complexo de prata (I) foi preparado pela mistura de nitrato de prata (AgNO3) e
dietilditiocarbamato de s6dio (NaDTC) a temperatura ambiente sob agitacdo. Todos os
procedimentos experimentais necessarios a realizacdo deste trabalho encontram-se
descritos detalhadamente no capitulo 5. O AgDTC foi caracterizado por técnicas vdrias tal

como a seguir se descreve.

Tipicamente os complexos do tipo [M(S,CNEt,)], quando analisados por espectroscopia
vibracional (tabela 2.1), apresentam uma banda forte situada na regido 1450-1550 cm
atribuida a elongacdo da ligagdo C-N, sendo-lhe por isso atribuido um carécter intermédio
entre o da ligacio dupla e a de ligagdo simples'®. Na regido 960-1000 cm™ observa-se uma
unica banda forte, tipica da elongacdo da ligagdo C-S em complexos contendo o ligando

bidentado ditiocarbamato®.
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Os resultados de espectroscopia de infravermelho e de Raman do complexo de prata (I)

mostram um comportamento idéntico ao descrito na bibliografia'*'®

. Nos espectros de
Raman, observa-se também, uma banda a 136 cm™! atribuida 2 deformacao angular entre

Ag-S e uma banda a 320 cm™ correspondente 2 elongacdo da ligacdo Ag-S'°.

Os resultados obtidos por espectroscopia de RMN de 'H para o complexo de prata (I) estdo
representados na tabela 2.1. A composicdo quimica do AgDTC preparado, foi confirmada
por recurso a analise elementar do sélido obtido. Os resultados desta andlise sdo também
demonstrados na tabela 2.1 e encontram-se de acordo com os calculados para a férmula
molecular Ag(S,CNEt;). Ao analisar em conjunto todos os resultados espectroscopicos

verifica-se que estes sdo coerentes com a obtengdo de um composto AgDTC.

O AgDTC decompde-se num utnico passo sob Np, resultando como produto final o Ag,S
(Figura 2.1). O composto obtido, de cor cinzento-escuro, foi analisado por difrac¢do de
raios X de pods, concluindo-se que correspondia ao Ag,S (acantite). A perda de massa
associada a andlise termogravimétrica serviu para confirmar a identidade do complexo

analisado (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 Caracterizagdo do complexo AgDTC por varias técnicas.

Infravermelho Raman RMN de 'H (6/ppm [intensidade, Anilise elementar (%)" Comportamento
(em™) (em™) multiplicidade®, atribuiciio]) ¢ térmico (%)
v[C-N] vI[C-S] v[C-N] v[C-S] | [2H, q, CH,CH;] [2H, t, CH,CH;] C N H S Amgy, Amy,,  AT/°C
208 5.76 324 21.63
1486 973 1430 903 4.03 1.33 (23.43) (547) (3.93) (25.04) 51.051.6 229-302

v: elongagdo;™: t — tripleto; q — quarteto; ": valores calculados dentro de parénteses

massa (mg)

AgDTC

0

100

200 300 400 500
Temperatura (C9)

Figura 2.1 Termograma do complexo AgDTC.
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2.2.2 Silica amorfa (SiO,)

Sintese de nanoparticulas de SiO,

Em 1968 Stéber e colaboradores'’ descreveram um método para preparar nanoparticulas
esféricas de SiO,, com uma distribuicdo de tamanhos estreita, que permite controlar as
dimensdes das esferas, variando os parametros da reac¢do. Este método consiste na
hidrélise e condensacdo a partir de precursores inorganicos, por exemplo o TEOS, na
presenca de um catalisador (aménia), e é considerado um processo sol — gel'®. Neste
trabalho preparou-se nanoparticulas esféricas de SiO, com tamanhos variados utilizando o
método acima descrito, variando apenas as concentracdes de etanol absoluto e aménia
(método experimental descrito detalhadamente no capitulo 5). Uma vez preparadas, as

particulas esféricas de SiO,, foram sujeitas a um tratamento térmico, a 700°C durante 4

horas com a finalidade de aumentar a sua reactividade quimica.

Caracterizacio das nanoparticulas esféricas de SiO,

As particulas de SiO,, quando analisadas por espectroscopia vibracional, apresentaram
uma banda tipica forte na regido 400-500 cm™ atribuida 2 elongagio da ligacdo Si-O. Na
regiaio1000-1150 cm™ observa-se uma tnica banda fraca, tipica da deformacdo angular da

ligacdo O-Si-O.

A imagem de SEM mostra nanoparticulas morfologicamente uniformes, sem aglomeracdo
(Figura 2.2). Nesta imagem, a distribuicio de tamanho das nanoparticulas de SiO, é

estreita com um tamanho médio aproximo dos 300 nm.

A variacdo da concentragdo de etanol absoluto e da aménia demonstra um efeito
significativo no tamanho e distribuicdo de tamanhos das particulas. No entanto, ha outros
parametros a considerar como a temperatura, tempo de reacc¢io e o reagente utilizado nas

lavagens.
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Figura 2.2 Imagem de SEM das particulas de SiO, preparadas (cortesia de M. C. Neves).

Determinacio do potencial zeta ({)

Quase todos os materiais macroscopicos ou microscopicos em contacto com um liquido
adquirem uma carga eléctrica na sua superficie. Esta carga deve-se, por exemplo, a
dissociacdo de grupos ionizados na superficie da particula, adsor¢ao diferencial de ides da

~ . . , 1
solugdo na superficie da particula, entre outras'.

Num campo eléctrico, como em microelectroforese, cada particula e os seus ides mais
fortemente ligados movem-se como uma unidade, e o potencial no plano de contacto entre
essa unidade e o meio circundante é chamado potencial zeta. Quando uma camada de
macromoléculas é adsorvida na superficie da particula, esta move o plano de contacto para
longe da superficie e altera o potencial zeta. Desta forma, o potencial zeta esté relacionado

com a carga superficial da particula

Este potencial pode ser determinado experimentalmente e, como reflecte a carga efectiva
nas particulas, correlaciona-se com a repulsdo electrostética entre as cargas e a estabilidade
da suspensdo, sendo também usado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou

emulsdes coloidais'’.
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Para uma superficie de SiO,, o potencial zeta aproxime-se do ponto isoeléctrico na
vizinhanga de pH = 2. Observando os resultados electroforéticos apresentados na figura
2.3, pode-se afirmar que, tanto o ponto isoeléctrico da SiO, com 500 nm de didmetro como

o ponto isoeléctrico da Si0, com 300 nm de diametro, se situa entre pH 2 e 3.

Para sistemas de particulas muito pequenas, estima-se que a regido de maior estabilidade
seja a pH aproximadamente 7.0 e aumente com ele. Analisando a figura acima, a
estabilidade das particulas de SiO, preparadas encontra-se entre os valores 5 e 8 de pH.
Contudo, para pH aproximadamente 8, observa-se um aumento do valor do potencial zeta

devido a compressdo da dupla camada eléctrica resultante do aumento da forc¢a iénica.

30 ——Silica de 500 nm
20 ——Silica de 300 nm

10 ~

-20 -
-30 -
-40 -
-50 -
-60 -

Potencial Zeta (mV)

Figura 2.3 Potencial Zeta de nanoparticulas esféricas de silica com tamanhos diversos em fun¢do do pH

Analise de tamanhos de particulas de SiO,

Obtiveram-se particulas esféricas de SiO, com diferentes tamanhos, com a simples
variacdo da quantidade de etanol e amoénia. Para uma determinacdo mais rigorosa desse
tamanho, utilizaram-se dois métodos para calcular os seus diametros e compararam-se 0s
métodos. A comparagdo foi feita entre os valores medidos por um programa de

computador (image j) de imagens obtidas por SEM com os valores obtidos no instrumento
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ZetaSizer, aparelho este que consegue medir didmetros de particulas s6lidas em suspensao.
Neste segundo método, as particulas foram suspensas numa solu¢do de KCI (0.1M) e

dispersas. As médias com os respectivos desvios padrdoes do didmetro das nanoparticulas

analisadas estdo descritas na tabela 2.2.

Tabela 2.2 Diametro das esferas de SiO, preparadas.

Diametro das Método Analitico (Analise por Método proposto (Analise pelo
particulas computador) ZetaSizer)
Média Desvio Tamanho Média Desvio Tamanho da
padrao da amostra padrao amostra
Silicas de 500 nm 479 30 n=78 465 42 n =40
Silicas de 300 nm 348 36 n=90 325 49 n =40

Como foi dito no capitulo 1, para grandes amostras (n > 30) de uma populacdo, as médias
amostrais terdo distribuicdo normal mesmo que os dados originais nao tenham distribui¢do
normal. Como todas as amostras sdo superiores a 30, para se confirmar se os dois métodos,
o método analitico e o método proposto, sdo ou nao sdo significativamente diferentes,
temos que realizar o teste Z para a comparacdo de duas médias. Se os métodos ndao forem
significativamente diferentes quer dizer que o método proposto regista resultados coerentes

e ndo significativamente diferentes do método analitico.

O primeiro passo € a construcao de uma hipétese:
Hy: Os métodos ndo sdo significativamente diferentes (i ;=p, quando 6°6 conhecido)

H;: Os métodos sdo significativamente diferentes ([ #uy).

Como as variancias entre os métodos ndo sdo iguais, o teste Z € calculado pela equagao
1.3. O valor de Zip € 1.96 com um a de 0.05. Os resultados obtidos pelo teste Z estdo

descritos na tabela 2.3.
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Tabela 2.3 Resultados do teste Z aplicado na comparagio do didmetro das particulas de silica por dois
métodos diferentes

Teste Z
Silica de 500 nm Nao significativamente diferentes
Silica de 300 nm Significativamente diferentes

Observando a tabela, verificou-se que a hipétese do nulo € rejeitada para particulas de SiO,
com 300 nm. Estes resultados sugerem que existem desvios pronunciados nos dois

métodos quando as particulas sao muito pequenas (300 nm).

2.3 Caracterizacao estrutural e morfologica dos nanocompasitos

O composto AgDTC foi usado como precursor unimolecular para a deposi¢ao de Ag,S
sobre particulas de SiO,. Os nanocompositos SiO,/Ag,S resultaram da decomposi¢do deste
precursor e deposi¢do do semicondutor sobre SiO,, em solucdo de acetona, na presenga de
1,2 — diaminopropano, a temperatura de refluxo. Com o passar do tempo de reaccdo
assistiu-se a uma mudanca de cor da suspensdo de amarela palida para cinzento-escuro. O
composito preparado foi caracterizado por recurso a técnicas vérias tal como se descreve a

seguir.

A Figura 2.4 mostra o difractograma de raios X de pds de uma amostra do nanocompd@sito
Si0,/Ag,S. O difractograma apresenta bandas para valores de 20 de 26.3, 29.0, 31.5, 34.4,
36.6, 37.7 e 43.4, que se encontram de acordo com a presenga de particulas de Ag,S. A
banda larga localizada para valores de 20 de 21.5 pertence a SiO, amorfa, presente como

substrato.
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Si02 - Agzs
800 -

700 -
600 -
500 -
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Figura 2.4 Difractograma de raios X de p6s do nanocompdsito SiO»/Ag,S.

O Ag,S existe principalmente em duas modificacdes polimorfas, a a-Ag,S monociclico
(acantite) e B-Ag,S cubica de corpo centrado (argentite). A distingdo da fase do Ag,S
(acantite ou argentite) por difraccdo de raios X ndo € leal embora o modelo de raios X de
p6s observados na Figura 2.4 seja consistente com a presenca de a-Ag,S, que € o

polimorfo esperado a temperaturas até 178 °© c”.

O difractograma de raios X de pés em funcdo da temperatura do nanocompdsito de
Si0,/Ag,S ajudou na conclusao de qual a fase presente (Figura 2.5). Com o aumento da
temperatura para 200 °C observa-se o desaparecimento de alguns picos (31.5, 34.4, 37.7 e

43.4), de acordo com o desaparecimento tendencial do polimorfo a-Ag,S.
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Figura 2.5 Difractograma de raios X de pés em fung@o da temperatura para o nanocompoésito SiOy/Ag,S

A Figura 2.6 mostra uma imagem de SEM e um esquema de como estd estruturado
morfologicamente o nanocompdsito de SiO,/Ag,S, ao fim de um tempo de reacgcdo de 8
horas. A imagem de SEM indica que as ilhas de Ag,S se formaram sobre a superficie das
particulas de SiO, sem a cobrir totalmente. A anélise de EDS executada na superficie dos

nanocompdsitos mostraram picos de S e Ag, bem como de Si do substrato.

A figura 2.7 a) mostra uma imagem de TEM de uma particula do nanocompdsito de
Si0,/Ag,S onde se considera que as ilhas sdo constituidas por aglomerados de pequenos
nanocristais de semicondutor. A presenca de ilhas de Ag,S sobre as particulas de SiO, foi

confirmada recorrendo-se a uma imagem de TEM mais ampliada (figura 2.7 b)).
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Figura 2.6 a) Imagem de SEM do nanocompésito SiO»/Ag,S, ao fim de 8 horas de reacgdo (cortesia de, M.

C Neves); b) esquema do nanocompésito de SiO,/Ag,S (cortesia de M. Martins).

Si02/Ag2S Si02/Ag2S

Figura 2.7 a) Imagem de TEM do nanocompésito de SiO,/Ag,S demonstrando a formagao de ilhas de Ag,S
na superficie da silica; b) grande ampliacdo de uma ilha de uma nanoparticula de Ag,S (cortesia de M. C.

Neves).
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Como a andlise por microscopia electronica ndo quantifica a quantidade de prata existente
em cada um dos nanocompdsitos preparados, recorreu-se a andlise por ICP para calcular o
teor de prata. Os resultados indicam 1.99 e, 5.99 % (wlm) de prata para o nanocompdsito
Si0,/Ag,S de 500 nm e 300 nm, respectivamente. Ou seja, a deposicdo foi mais intensa
para particulas de menores dimensdes, o que pode ser explicado por uma maior

reactividade destas nanoparticulas.

2.4 Efeito fungicida e tratamento estatistico de dados

Os fungos estdo constantemente a interferir nas actividades didrias dos seres humanos.
Hoje em dia sdo tdo importantes que os processos que os inactivam estdo a ser cada vez
mais investigadoszl. Neste sub capitulo, a actividade antifiingica do nanocompdsito
Si0,/Ag,S foi investigada contra o Aspergillus niger e o Penicillium sp, fungos comuns em
vegetais e frutas. Além disso, foi investigada a actividade antifiingica de fibras de celulose
cobertas com o nanocompdsito devido a sua possivel importdncia em materiais de

embalagem.

2.4.1 Actividade antifingica de nanoparticulas de SiO, e do nanocompdésito

Si0,/Ag,S

Como primeiro passo na investigacdo da actividade antifingica do nanocompdsito
preparado, o Aspergillus niger e o Penicillium sp foram semeados em placas de petri com
PDA (Potato dextrose Agar) na presenca de nanoparticulas de SiO, e SiO,/Ag,S (10 mg).
As figuras 2.8 e 2.9 mostram fotografias e o crescimento médio das coldénias dos dois
fungos nas placas com PDA, depois de quatro dias de incubag¢do numa estufa a 26.5 °C, na
presenca de SiO, amorfa (300 nm), o nanocompésito SiOx/Ag,S (300 nm) e um teste de
controlo, isto &, auséncia de qualquer material inorganico. Estes resultados demonstram
claramente que o nanocomposito inibe o crescimento dos dois fungos e que este efeito ndo

se deve as particulas de SiO; mas sim a presenca de Ag,S.
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Figura 2.8 Efeito das nanoparticulas de SiO, e Si0,/Ag,S no crescimento médio do didmetro das coldnias do

Penicillium sp
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Figura 2.9 Efeito das nanoparticulas de SiO, e SiO,/Ag,S no crescimento médio do didmetro das coldnias do

Aspergillus niger.
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A equacdo 2.1, onde Cg é o crescimento médio (diametro das colénias ou numero de
colonias) do teste controlo e Tg € o crescimento médio (didmetro das colénias ou nimero
de coldnias) do teste tratado, representa a percentagem de inibicdo (Pi) de um dado
material inorganico ao fungo estudado. Neste estudo temos 41.7 e 52.6 % de inibi¢dao do
crescimento das colénias do Aspergillus niger e do Penicillium sp respectivamente, na
presenca do nanocompdsito Si0,/Ag,S. Conclui-se, portanto, que este nanocompdsito tem
um maior efeito na diminuicdo do tamanho das colénias de Penicillium sp do que nas de

Aspergillus Niger.

Pi = (Cg — Tg) x 100 2.1)

Cg

Para se saber mais sobre o efeito inibidor do nanocompdsito em estudo, recorreu-se a
tratamentos estatisticos. Para a realizacdo destes tratamentos estatisticos, utilizou-se a
metodologia do teste F e do teste t para comparacao de duas médias discutidas no capitulo
1. O primeiro passo efectuado foi a determinacdo das hipéteses alternativas e
posteriormente a comparacio do efeito inibidor do material em estudo em cada fungo e
depois entre os dois fungos. E de salientar que esta metodologia foi utilizada em todos os

teste microbiais e o nivel de confianca determinado foi a = 0.05.

Comparacao do efeito inibidor da silica e do nanocompésito em cada fungo

Hp = A inibicdo do didmetro das col6nias ndo € significativamente diferente logo os
materiais estudados (SiO; e nanocompdsito Si0,/Ag,S) t€ém o mesmo efeito inibidor para

cada um dos fungos.

H; = A inibicdo do didmetro das coldnias € significativamente diferente logo os materiais
estudados (SiO, e nanocompdsito Si0,/Ag,S) ndo tém o mesmo efeito inibidor para cada

um dos fungos.
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Tabela 2.4 Valores das médias dos didmetros das colénias e respectivas varidncias, juntamente com os

resultados do teste F e do teste t na comparacio do efeito inibidor da silica e do SiO,/Ag,S em cada fungo.

Penicillium sp Aspergillius niger
Si0, Si0/Ag:S Si0; SiO/Ag:S
Cg 0.612 0.612 1.68 1.68
n 7 7 8 8
Tg 0.593 0.290 1.65 0.980
n 7 7 8 8
Scg’ 1.58E-02 3.78E-03 1.35E-02 4.37E-02
Stg 3.21E-02 2.25E-01 6.46E-02 6.40E-02
Spi’ 4.81E-02 2.28E-01 7.85E-02 6.83E-02
% Tnibicio 310 52.6 1.81 41.7

Teste F

Nao significativamente diferentes

Nao significativamente diferentes

Teste t

Significativamente diferentes

Significativamente diferentes
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Os resultados apresentados na tabela 2.4 sugerem que as inibi¢gdes com SiO, e com o
S10,/Ag>S, para os dois fungos, sdo significativamente diferentes. Estes resultados eram
previsiveis, uma vez que nao houve inibicao do crescimento das colénias quando os fungos

foram tratados com SiO,.

Comparacio do efeito inibidor da silica e do nanocompésito para os fungos

Hop = A inibicdo do didmetro das colénias nao € significativamente diferente nos dois
fungos logo o composto estudado (SiO, ou o nanocompésito Si0,/Ag,S) tem o mesmo

efeito inibidor nos dois fungos.

H; == A inibicdo do diametro das colénias € significativamente diferente nos dois fungos
logo o composto estudado (SiO, ou o nanocompésito Si0,/Ag,S) ndo tem o mesmo efeito

inibidor nos dois fungos.

Tabela 2.5 Valores das médias dos didmetros das colénias e respectivas varidncias, juntamente com os

resultados do teste F e do teste t na comparacio do efeito inibidor da silica e do SiO,/Ag,S nos dois fungos.

SiO; SiO»/Ag,S

Penicillium sp | Aspergillus niger | Penicillium sp | Aspergillus niger

Cg 0.612 1.68 0.612 1.68
n 7 8 7 8
Tg 0.593 1.65 0.290 0.980
n 7 8 7 8
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Scg 1.58E-02 1.35E-02 3.78E-03 4.37E-03
Stg 3.21E-02 6.46E-02 2.25E-01 6.40E-02
Spi> 4.81E-02 7.85E-02 2.28E-01 6.83E-02
% Inibicao 3.10 1.81 52.6 41.7
Teste F Nao significativamente diferentes Nao significativamente diferentes
Teste t Nao significativamente diferentes Nao significativamente diferentes

Os resultados da tabela mostram que tanto a inibi¢do com a SiO, como a inibicdo com o
nanocomposito Si0,/Ag,S nao sdo significativamente diferentes para os dois fungos, logo
aceita-se a hipétese do nulo. Estes resultados sugerem que a interaccdo dos materiais em
estudo, tanto a Si0, como o nanocompdsito, com os dois fungos ndo € significativamente

diferente.

Para aprofundar a investigacdo sobre o efeito antifiingico do nanocompésito SiO,/Ag,S,
suspensoes de fungos preparadas em soluto de Ringer foram expostas a SiO; ao
nanocompdsito durante 20 — 40 horas. Na figura 2.10 s@o apresentados os resultados
obtidos para o diametro das coldnias do Penicillium sp em tempos distintos de exposicao
(0, 8 e 24h). A figura 2.11 apresenta a densidade fungica do Aspergillus niger ao longo do
tempo de exposicdo (0, 12 e 48 h). Estes resultados confirmam os resultados prévios
demonstrados anteriormente, ou seja, o nanocompdsito SiO/Ag,S monstra efeito
antifingico muito forte, tanto a nivel do tamanho das colénias como no crescimento em

comparacao com as nanoparticulas de SiO; e com o teste controlo.
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Penicillium sp
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Figura 2.10 Efeito das particulas de SiO, e SiO,/Ag,S no crescimento do Penicillium sp em fun¢do do tempo

de exposi¢do.

Aspergillus niger

400000 ~

Control

——sio2
—— Si02/Ag2s

) 10 20 30 40
tempo de exposicao (horas)

Figura 2.11 Efeito das particulas de SiO, e SiO,/Ag,S no crescimento do Aspergillus niger em funcio do

tempo de exposi¢do (ufc — unidade formadora de colénias).
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2.4.2 Efeito da concentracio do nanocompdésito SiO,/Ag,S na actividade

antifingica

Como demonstram os resultados anteriores, a actividade antifingica do nanocompdsito
aumenta a medida que aumenta o periodo de exposi¢cdo. O mesmo acontece quando se
aumenta a quantidade de nanocompésito utilizado. A medida que se aumenta a
concentracdo de Si0,/Ag,S (300 nm) e o tempo de exposi¢do, o efeito antifingico também
aumenta. As Figuras 2.12 e 2.13 mostram a diminuicdo da densidade fingica nas placas

quando se aumenta a quantidade de Si0,/Ag,S (2 e 10 g/dm3) com um tempo de exposi¢ao
de 48 horas.

Penicillium sp

Si0./AgS
3
60000 Controlo 2 g/dm SiO,/Ag,S
10 g/dm’
r
I _
E
g 30000
5
0

4 dias de incubacao

Figura 2.12 Efeito do aumento da concentragdo do nanocompdsito SiO,/Ag,S com um tempo de exposig¢do

de 48 horas no crescimento do Penicillium sp.
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Aspergillus niger

1000000 -

2 |

% 500000 -

5 Controlo SiOx/Ag,S SiOy/Ag,S

2 g/dm’ 10 g/dm’
T
T
0 = 1

4 dias de incubacao

Figura 2.13 Efeito do aumento da concentragdo do nanocompésito SiO,/Ag,S com um tempo de exposi¢cdo

de 48 horas no crescimento do Aspergillus niger.

Neste caso observa-se claramente uma maior actividade antifiingica do nanocompdsito em
estudo com o Aspergillus niger do que com o Penicillium sp. A percentagem de inibi¢ao
do Aspergillus niger é de aproximadamente 72.6 ¢ 97.5 % para as concentracdes 2 g/dm’ e
10 g/drn3 de nanocompdsito, respectivamente. Para o Penicillium sp a percentagem de
inibicdo € menor, obtendo-se 18.5 e 55.6% para concentragdes de 2 g/dm3 e 10 g/dm3 ,
respectivamente. Esta diferenca pode ser explicada pelo facto de existirem diferengas nas
estruturas dos fungos e até mesmo nos esporos e também pelo modo como o

nanocompdsito em estudo interage com 0s mesmos.

90



Nanoestruturas de SiO»/Ag,S

Comparaciao do efeito inibidor do nanocompdésito de 2 g/dm’ e 10 g/dm’ em cada

fungo

Ho = A inibicdo do ndmero de col6nias ndo é significativamente diferente logo 2 g/dm’ do
nanocomposito Si0,/Ag,S e 10 g/dm3 de SiO,/Ag,S tém o mesmo efeito inibidor em cada

um dos fungos em estudo.

H; = A inibi¢do do niimero de coldnias € significativamente diferente logo 2 g/dm3 do
nanocomposito Si0,/Ag,S e 10 g/dm3 de Si0,/Ag,S nado tétm o mesmo efeito inibidor em

cada um dos fungos em estudo.

Tabela 2.6 Valores das médias do nimero de coldnias e respectivas variancias, juntamente com os resultados
do teste F e do teste t na comparacio do efeito inibidor de 2 g/dm’ de SiO,/Ag,S e 10 g/dm’ de SiO,/Ag,S

em cada fungo.

Penicillium sp Aspergillus niger
2 g/dm’ de 10 g/dm’ de 2 g/dm’ de 10 g/dm’ de
SiOx/Ag,S SiO/Ag,S SiOx/Ag,S SiO2/Ag,S
Cg 4.50E04 4.50E04 7.13E05 7.13E05
n 4 4 4 4
Tg 3.76E04 2.00E4 1.95E05 1.75E04
n 4 4 4 4
ng2 2.50E7 2.50E7 3.78E10 3.78E10
sTg2 4,08E8 4.00E8 1.80E9 3.68E5
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Spi- 2.10E-1 2.00E-01 9.12E-3 2.67E-04

% Inibicao 18.5 55.6 72.6 97.5
Teste F Naio significativamente diferentes Significativamente diferentes
Teste t Nao significativamente diferentes Significativamente diferentes

Analisando os resultados da inibicdo do crescimento médio das col6nias do Penicillium sp,
pode-se afirmar que a inibi¢ao das suas colénias nao € significativamente diferente quando
se aumenta a concentracdo de SiO,/Ag,S. Este resultado sugere que mesmo aumentando a
quantidade de nanocompdsito, a interaccdo entre o SiO,/Ag,S e o Penicillium sp € a
mesma. Observa-se exactamente o contrario para a inibi¢ao do crescimento de Aspergillus
niger, ou seja, quando se aumenta a concentragdo do SiO,/Ag,S, a inibicdo do crescimento
¢ significativamente diferentes, indicando que hd medida que a quantidade de SiO,/Ag,S

aumenta a interaccao com o fungo ndo é a mesma.

Comparaciao do efeito inibidor do nanocompdsito de 2 g/dm3 e 10 g/dm3 para os

fungos

z

Hyp = A inibicdo do nimero de coldnias ndo € significativamente diferente logo o
nanocompésito SiO»/Ag,S (2 g/dm’ ou 10 g/dm’) t8m o mesmo efeito inibidor nos dois

fungos em estudo.

z

H; = A inibicdo do nimero de colénias ¢é significativamente diferente logo o
nanocompdsito SiO/Ag,S (2 g/drn3 ou 10 g/dm3 ) ndo tém o mesmo efeito inibidor nos

dois fungos em estudo.
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Tabela 2.7 Valores das médias do nimero de coldnias e respectivas variancias, juntamente com os resultados

do teste F e do teste t na comparagio do efeito inibidor de 2 g/dm® de SiO»/Ag,S e 10 g/dm’ de SiO»/Ag,S

nos dois fungos.

2 g/dm’ de SiO»/Ag,S 10 g/dm’ de SiO»/Ag,S
Penicillium sp | Aspergillus niger | Penicillium sp | Aspergillus niger
Cg 4.50E04 7.13E05 4.50E04 7.13E05
n 4 4 4 4
Tg 3.76E04 1.95E05 2.00E4 1.75E04
n 4 4 4 4
Scg’ 2.50E7 3.78E10 2.50E7 3.78E10
sTg2 4,08E8 1.80E9 4.00E8 3.68E5
Spi 2.10E-1 9.12E-3 2.00E-01 2.67E-04
% Inibicao 18.5 72.6 55.6 97.5
Teste F Significativamente diferentes Significativamente diferentes
Teste t Significativamente diferentes Nao significativamente diferentes

Estes resultados indicam que com o aumento da concentragdao do nanocompdsito, a prata

i6nica presente no nanocompdsito mostra uma inibi¢do ndo significativamente diferente
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para os dois fungos (Penicillium sp e Aspergillus niger). Ou seja, quando se utiliza
concentracdes baixas de S10,/Ag,S (2 g/dm3 ) observa-se uma diferenca significativa entre
a percentagem de inibicdo nos dois fungos, (maior inibi¢do para o Aspergillus niger), pelo
contrario, quando se aumenta a concentracdo, cinco vezes, observa-se que ndo ha
diferencas significativas na sua inibi¢do. Estes resultados também sugerem que quando se
utiliza concentracdes elevadas de SiO,/Ag,S (10 g/dm3) a interac¢do entre o Ag,S com os

fungos nao € significativamente diferente.

2.4.3 Actividade antifingica do Ag,S depositado em SiO, com diferentes

tamanhos.

Os testes anteriores sugerem que a actividade antiftingica se deve a presenca de Ag;S e nao
de Si0;. Os resultados de ICP indicam que o nanocompdsito com silicas de 500 nm tem
menor teor de prata (1.99 % mim de Ag) do que o nanocompdsito preparado com silicas de
300 nm (5.99 % mlm de Ag). Foi entdo testado qual dos dois materiais tinha maior efeito
antifingico para verificar se é realmente a quantidade de prata no nanocompdsito que faz
com que o poder inibidor seja maior ou menor. Obviamente que estes resultados devem ser
analisados criticamente, pois o tamanho da particula pode influenciar a actividade

antifiingica.

As figuras 2.14 e 2.15 mostram os resultados da exposi¢do, ap6s 4 dias de incubagdo, dos
fungos aos dois nanocompdsito. As fotografias mostram a variacdo no tamanho das
colonias e os gréificos a variacdo do crescimento para os dois fungos e para os respectivos
controlos. Os resultados mostram claramente que o nanocompdsito com maior teor de

prata (SiO; de 300 nm) € o nanocompdsito com maior actividade antiftingica
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Figura 2.14 Efeito da actividade antiftiingica do nanocompdésito SiO,/Ag,S com diferentes tamanhos de

silicas no diametro das colénias do Penicillium sp.
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Figura 2.15 Efeito da actividade antifiingica do nanocompésito SiO,/Ag,S com diferentes tamanhos de

silicas no didmetro das colénias do Aspergillus niger.

E 2 _ - ,

CJ

8

2 15~

0

: [

()] 11

S

£ |

o

E 0.5 1 Controlo SiO,/Ag,S com | SiOy/Ag,S com
] 1.99 % de teor | 5.99 % de teor
Eg 0 de Ag de Ag

95



Nanoestruturas de SiO»/Ag,S

A partir dos resultados obtidos nos ensaios anteriores e neste, pode-se concluir que € a
prata i6nica que apresenta actividade antifungica no nanocompdsito em estudo e que
quanto mais quantidade de Ag' os nanocompésitos tiverem, maior efeito inibidor se

verificara.

A percentagem de inibicdo do Aspergillus niger é de aproximadamente 16.7 e 41.7% para
os nanocompdsitos com 1.99 e 5.99 % de mlm de Ag, respectivamente. Para o Penicillium
sp o padrao de variagdo é semelhante, mas a percentagem de inibi¢do, em relacdo ao
Aspergillus niger, € menor para o nanocomposito com 1.99 % de mim de Ag, (3.11%), e

maior para o nanocompdsito com 5.99 % mlm de Ag (52.5%).

Comparacio do efeito inibidor do nanocompdésito com 1.99 e 5.99 % mim de Ag em

cada fungo

Hyp = A inibicdo do didmetro das col6nias ndo € significativamente diferente logo
Si0,/Ag,S com 1.99 % mlm de Ag e Si0,/Ag,S com 5.99 % mlm de Ag ttm o mesmo

efeito inibidor em cada um dos fungos em estudo.

H; = A inibicdo do didmetro das coldnias € significativamente diferente logo SiO./Ag,S
com 1.99 % mlm de Ag e SiO,/Ag,S com 5.99 % mlm de Ag ndo tétm o mesmo efeito

inibidor em cada um dos fungos em estudo.

Para a inibicdo do didmetro das col6nias do Penicillium sp, os resultados da tabela 2.8
mostram que com o aumento da quantidade de prata, a inibi¢do € significativamente
diferente para os diferentes nanocompdsitos, sugerindo que a interaccdo entre os dois
nanocomp@sitos e o Penicillium sp € significativamente diferente. Por outro lado, os
resultados da inibicdo do didmetro das colénias do Aspergillus niger expressam o
contrério, ou seja, para um aumento de teor de prata no nanocomposito, o efeito sobre o
tamanho do didmetro das coldnias nao € significativamente diferente para os dois

compostos em estudo.
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Tabela 2.8 Valores das médias do didmetro das coldnias e respectivas varidncias, juntamente com os

resultados do teste F e do teste t na comparagdo do efeito inibidor do SiO,/Ag,S com 1.99% mim de Age do

Si0,/Ag,S com 5.99% mim de Ag em cada fungo.

Penicillium sp Aspergillius niger
SiO2/Ag;S com SiO0/Ag:S com SiO2/Ag;S com SiO02/Ag:S com
1.99 % mim de 5.99 % mim de 1.99 % mim de 5.99 % mim de
Ag Ag Ag Ag
Cg 0.612 0.612 1.68 1.68
n 14 14 5 5
Tg 0.593 0.290 1.40 0.980
n 14 14 5 5
ng2 1.58E-02 3.78E-03 8.91E-03 4.37E-03
sTg2 3.24E-02 3.14E-03 6.39E-02 4.80E-02
Spi 4.82E-02 6.92E-03 7.29E-02 5.24E-02
% Inibicao 3.11 52.5 16.7 41.7

Teste F

Significativamente diferentes

Nao significativamente diferentes

Teste t

Significativamente diferentes

Nao significativamente diferentes
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Comparacio do efeito inibidor do nanocompésito com 1.99 e 5.99 % mlm de Ag para

os fungos

Ho = A inibicdo do didmetro das colénias ndo é significativamente diferente logo o
nanocompdsito Si0»/AgsS (1.99 e 5.99 % de mim de Ag) t€ém o mesmo efeito inibidor nos

dois fungos em estudo.

H; = A inibicdo do diametro das colénias € significativamente diferente logo o
nanocompdsito Si0»/AgsS (1.99 e 5.99 % de mim de Ag) ndo tém o mesmo efeito inibidor

nos dois fungos em estudo.

Tabela 2.9 Valores das médias do didmetro das coldnias e respectivas variancias, juntamente com os
resultados do teste F e do teste t na comparacio do efeito inibidor do SiO,/Ag,S com 1.99% mim de Age do

Si0,/Ag,S com 5.99% mlm de Ag nos dois fungos.

SiO»/Ag>,S com 1.99 % mim de Ag | SiO»/Ag,S com 5.99 % mim de Ag
Penicillium sp | Aspergillus niger | Penicillium sp | Aspergillus niger
Cg 0.612 1.68 0.612 1.68
n 14 5 14 5
Tg 0.593 1.40 0.290 0.980
n 14 5 14 5
scg2 1.58E-02 8.91E-03 3.78E-03 4.37E-03
sTg2 3.24E-02 6.39E-02 3.14E-03 4.80E-02
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Spi” 4.82E-02 7.29E-02 6.92E-03 5.24E-02
% Inibicao 3.11 16.7 52.5 41.7
Teste F Nao significativamente diferentes Significativamente diferentes
Teste t Nao significativamente diferentes Nao significativamente diferentes

Comparando os resultados do efeito dos nanocompdsitos sobre o tamanho das coldnias do
Penicillium sp e do Aspergillus niger, pode-se concluir que o decréscimo do diametro das
colonias ndo € significativamente diferente para os dois fungos, ou seja, utilizando o
nanocompdsito com menos teor de prata (Si0,/Ag;S 500 nm) ou com maior teor de prata
(Si02/Ag,S 300 nm), o decréscimo do diametro das colénias em ambos os fungos nao €

significativamente diferente.

2.4.4 Actividade antifangica do Ag,S preparado por diferentes métodos

Os testes anteriores sugerem que o nanocompdsito SiO,/Ag,S sé tem actividade
antifiingica devido a presenca do Ag,S (prata idnica). Tais resultados despertam outras
davidas como qual a influéncia da natureza do Ag,S na actividade antifungica ou qual a

influéncia da prata i6nica e da prata metélica no crescimento dos dois fungos estudados.

As Figuras 2.16 e 2.17 mostram a diferenca de crescimento das coldnias do Penicillium sp
e do Aspergillius niger quando estes foram semeados em placas com PDA, na presenca de
Ag>S preparado por métodos diferentes (ver capitulo 5). Para a realizacdo deste teste
utilizou-se: 1) Ag,S preparado pelo método convencional (precipitagdo directa); ii) Ag,S
preparado pela decomposi¢cdo térmica do AgDTC; iii) o préprio AgDTC; iv)
nanoparticulas de Ag,S preparado por refluxo de uma solucdo de acetona com AgDTC na

presenca de uma amina; v) o nanocomposito Si0>/Ag,S.
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Penicillium sp
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Controlo AgDhTC
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|
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Figura 2.16 Efeito antifingico do Ag,S preparado por métodos diferentes no crescimento das colénias de o

Penicillium sp.

Aspergillus niger

100000 - Controlo
AgDTC
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em Ag,S
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5 Si0,/AzS 8 A de Ag,S
T i tonvencional T
0
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Figura 2.17 Efeito antiftingico do Ag,S preparado por métodos diferentes no crescimento das colénias de o

Aspergillus niger.
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O resultado deste teste indica que o Ag,S tem actividade antifiingica mesmo sendo
preparado por métodos diferentes. Observa-se no entanto que alguns Ag,S apresentam
maior actividade antifiingica que outros. O nanocompésito Si0,/Ag,S e as nanoparticulas

de Ag,S apresentam maior taxa de inibicao para os dois fungos.

Os outros tipos de Ag™ (AgDTC, Ag,S preparado pela decomposigio térmica do AgDTC e
Ag,S preparado por precipitagdo directa) apresentam percentagens de inibicdo diferentes
para os dois fungos (Tabela 2.10). Esta diferenca de actividades antiftingicas pode dever-se
as diferentes estruturas dos fungos e a forma de como a prata idénica (Ag,S) interage com o

proprio fungo.

M

Tabela 2.10 Percentagens (%) de inibi¢do devido 4 presenga de Ag"’ em diferentes materiais.

SiO,/Ag,S | Agdtc | Agdtc decomposto Ag,S Nanoparticulas
em Ag,S convencional AgS
Penicillium sp 39.5 7.79 50.1 18.6 39.8
Aspergillus 64.3 42.9 57.2 71.4 64.3
niger

Comparacio do efeito inibidor dos varios compostos com Ag,S para os dois fungos.

Hy = A inibi¢c@o do niimero de coldnias nao € significativamente diferentes logo o material
com Ag,S (Agdtc, Agdtc decomposto termicamente em Ag,S, Si02/Ag,S, Ag,S preparado
por precipitacdo e Ag,S nanométrico) tem o mesmo efeito inibidor nos dois fungos em

estudo.

H, = A inibi¢do do nimero de coldnias € significativamente diferentes logo o material com
Ag,S (Agdtc, Agdtc decomposto termicamente em Ag,S, Si02/Ag,S, Ag,S preparado por
precipitacdo e Ag,S nanométrico) ndo tem o mesmo efeito inibidor nos dois fungos em

estudo.
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Tabela 2.11 Valores das médias do nimero de colénias e respectivas variancias, juntamente com os

resultados do teste F e do teste t na comparacao do efeito inibidor diferentes materiais com Ag,S nos dois

fungos.
SiOy/Ag,S Agdtc — Ag,S Agdtc
Penicillium | Aspergillus | Penicilliuim | Aspergillus Penicillium | Aspergillus
sp niger sp niger sp niger
Cg 1.41E06 7.00E04 1.41E06 7.00E04 1.41E06 7.00E04
n 3 4 3 4 3 4
Tg 8.55E05 2.50E04 7.05E05 3.00E04 1.30E06 | 4.00E-04
n 3 4 3 4 3 4
ng2 2.81E-03 | 1.17E-02 | 1.91E-03 1.69E-02 6.53E-03 | 3.00E-02
sTg2 1.57E-02 | 1.02E-02 | 4.21E-02 1.02E-02 3.91E-03 | 9.19E-02
Spi 1.89E-02 | 2.19E-02 | 5.12E-02 2.71E-02 4.56E-02 | 1.22E-02
%0 39.5 64.3 50.1 57.1 7.79 42.9
Inibicao
Teste F | Nao significativamente | Nao significativamente | Nao significativamente
diferentes diferentes diferentes
Teste t Naio significativamente | Nao significativamente Significativamente
diferentes diferentes diferentes
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Ag,S preparado por Ag,S nanométrico
precipitacao
Penicillium sp | Aspergillus niger | Penicillium sp | Aspergillus niger
Cg 1.41E06 7.00E04 1.41E06 7.00E04
n 3 4 3 4
Tg 1.15E06 2.00E04 7.75E05 2.50E04
n 3 4 3 4
ng2 5.09E-03 7.10E-03 2.31E-03 1.17E-02
Stg” 2.51E-03 0 6.27E-04 1.02E-02
sy2 7.60E-03 7.50E-03 2.94E-03 2.19E-02
% Inibicao 18.9 71.4 45.1 64.3
Teste F Naio significativamente diferentes Nao significativamente diferentes
Teste t Significativamente diferentes Nao significativamente diferentes

Ed z . z ’ :
sem réplicas (s6 uma tnica amostra)

Os resultados indicam que a inibi¢ao do crescimento dos dois fungos com o AgDTC e com
Ag,S preparado por precipitacdo directa € significativamente diferente, sugerindo assim

que a interac¢ao destes dois compostos com os dois fungos € diferente.
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Os outros compostos demonstram uma inibi¢cdo ndo significativamente diferente quando
em contacto com os dois fungos, sugerindo portanto, que a interaccdo dos materiais (Agdtc
decomposto termicamente em Ag,S, Si0»/Ag,S e Ag,S nanométrico) com os dois fungos

ndo € significativamente diferente.

O tratamento dos dados estatisticos deste teste sugere que a natureza da prata inica e
método de preparacdo sdo fundamentais na inibicdo dos dois fungos, Penicillium sp e

Aspergillus niger.

2.4.5 Actividade antifingica da prata (metalica e ionica)

O resultado dos testes anteriores mostrou que a concentracdo de prata € crucial para a
actividade antifingica do nanocompdsito. Por este motivo, a influéncia da prata em
diferentes materiais foi investigada para os dois fungos em estudo. Nas figuras 2.18 e 2.19.
sdo apresentadas fotografias das colonias do Penicillium sp e Aspergillus niger,
respectivamente, em placas com PDA, depois de quatro dias de incubacdo a 26.5 °C, na
presenca de prata metdlica, Ag,S preparado por precipitacdo directa e o nanocompdsito
Si0O,/Ag,S, ambos com o mesmo numero de moles de prata (1.58E-05 mol). Sao

apresentadas também fotografias do teste controlo.

Estes testes mostram, claramente, que a prata metdlica tem um maior efeito inibidor no
crescimento de ambos os fungos do que a prata i6nica, sendo a sua percentagem de
inibi¢do 77.8 e 79.3% para o Penicillium sp e Aspergillus niger, respectivamente. Contudo,
quando se analisa os resultados dos compostos com Ag,S (AgS preparado por
precipitacdo e o nanocomposito em estudo), verifica-se que o crescimento dos dois fungos
nao € muito diferente, ou seja, para 0 mesmo nimero de moles de prata a percentagem de
inibicao nao é muito diferente. Para o Penicillium sp obteve-se 51.9 e 44.4 % para o Ag,S

preparado por precipitacao directa e o nanocompdsito SiO,/Ag,S, respectivamente.

Para Aspergillus niger os resultados foram um pouco diferentes, pois obteve-se maior
percentagem de inibicdo com o nanocompdsito do que com o AgS (31.0 e 6.90 %
respectivamente). Estes resultados podem dever-se ao diferente mecanismo de interac¢cao

dos fungos com a prata metdlica e com a prata idnica.
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Penicillium sp
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Figura 2.18 Efeito da mesma concentragio de prata em diferentes compostos no crescimento das colénias do

Penicillium sp.
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Figura 2.19 Efeito da mesma concentragio de prata em diferentes compostos no crescimento das colénias do

Aspergillus niger.
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Comparaciao do efeito inibidor dos compostos com Ag (metalica e idénica) para os

fungos

Hop = A inibi¢do do crescimento de coldnias ndo € significativamente diferente logo o

material com prata (prata metdlica, Ag,S preparado por precipitacdo e Si0,/Ag;S) tem o

mesmo efeito inibidor nos dois fungos em estudo.

H,; = A inibi¢@o do crescimento de coldnias € significativamente diferente logo o material

com prata (prata metdlica, Ag,S preparado por precipitacio e SiO,/Ag,S) ndo tem o

mesmo efeito inibidor nos dois fungos em estudo.

Tabela 2.12 Valores das médias do nimero de colénias e respectivas varidncias, juntamente com o0s

resultados do teste F e do teste t na comparacio do efeito inibidor da prata metilica, do Ag,S preparado por

precipitagdo e o nanocompodsito Si0,/Ag,S entre os fungos.

Prata metalica Ag,S preparado por SiOx/Ag,S
precipitacao
Penicillium | Aspergillus | Penicilliuim | Aspergillus Penicillium | Aspergillus
sp niger sp niger sp niger
Cg 4.50E04 3.63E04 4.50E04 3.63E04 4.50E04 3.63E04
n 4 4 4 4 4 4
Tg 1.00E04 7.50E03 2.16E04 3.38E04 2.50E04 2.50E04
n 4 4 4 4 4 4
scg2 2.50E07 1.31E09 2.50E07 1.31E09 2.50E07 1.31E09
sTg2 2.50E07 4.17E07 3.33E07 2.40E08 5.25E08 1.17EO8
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Spi> 1.30E-02 | 4.33E-02 | 1.93E-02 4.17E-01 2.63E-01 | 2.18E-01
% Inibicao 77.8 79.3 51.9 6.90 44 .4 31.0
Teste F Naio significativamente Significativamente Nao significativamente
diferentes diferentes diferentes
Teste t Nao significativamente Significativamente Nao significativamente
diferentes diferentes diferentes

Os resultados apresentados na tabela 2.12 demonstram que a inibicio do nimero de
colonias de ambos os fungos quando tratados com prata metélica e Si0,/Ag,S nado é
significativamente diferente, sugerindo que a interac¢do destes dois compostos nio &
significativamente diferente nos dois fungos. Observou-se o contrdrio quando os fungos
sdo tratados com Ag,S preparado por precipitacdo. Como se observou na tabela anterior
(Tabela 2.11), também estes resultados demonstram que a inibi¢do € significativamente
diferente nos dois fungos, sugerindo mais uma vez a diferente interac¢do entre este

composto e os dois fungos em estudo.

Embora os resultados anteriores demonstrem a eficiéncia do nanocomposito S10,/Ag,S na
inibicao do crescimento do Penicillium sp e do Aspergillus niger, o mecanismo pelo qual
este opera nao € ainda conhecido. Na literatura é sugerido que a prata metdlica ou a prata
i6nica interage com os grupos sulfidricos das enzimas respiratérias que se encontram nas
membranas plasmadticas dos microrganismosn. A ligacdo da prata a estas enzimas
respiratorias provoca alteragdes na permeabilidade das membranas, que causam alteragdes
nas células, incluindo a perda de plasma através da parede celular. Outro modo possivel de
accdo, que tem sido descrito na literatura, consiste na ligacdo da prata idnica ao material

” . . 12324
genético microbial ™.
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Imagens tiradas por SEM do Penicillium sp e do Aspergillus niger exposto ao
nanocomposito Si0,/Ag,S durante 2 dias mostram o nanocompdsito a cobrir as hifas e
esporos em ambos os fungos (Figura 2.21 e 2.22). A andlise de EDS sobre a superficie dos
fungos com o nanocompdsito demonstrou picos caracteristicos de prata, enxofre e silicio.
Estas imagens sugerem que o nanocompoésito ao envolver as hifas, criam um manto
compacto a sua volta, impedindo a producdo de esporos e consequentemente a reproducao

e crescimento do Penicillium sp e do Aspergillus niger.

' Penic_z:llium sp -

1

Figura 2.21; a) Imagem de SEM do Penicillium sp exposto ao nanocompo6sito SiO»/Ag,S durante 48 horas;
b) Imagem de SEM com maior ampliagdo das particulas de SiO, com Ag,S a cobrir todas as hifas do

Penicillium sp.
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Figura 2.22; a) Imagem de SEM do Aspergillus niger exposto ao nanocompdsito SiO,/Ag,S durante 48
horas; b) Imagem de SEM com maior ampliacdo das particulas de SiO, com Ag,S a cobrir todas as hifas do

Aspergillus niger.

O tratamento estatistico mostra que a interac¢do da prata metdlica nos dois fungos ndo é
significativamente diferente, mas o Ag,S preparado por precipitacdo directa tem uma
interacgdo significativamente diferente. Para examinar a interac¢do da prata metélica e da
prata i6nica, os fungos em estudo (Penicillium sp e o Aspergillus niger) foram colocados
numa solucdo de Ringer e expostos a prata metdlica e a prata idnica (Ag,S) durante 48

horas.

As figuras 2.23 e 2.24 mostram imagens de SEM de ambos os fungos com prata metélica e
com prata idnica. A andlise de EDS na superficie dos fungos com Ag,S mostraram picos
de enxofre e prata e a andlise de EDS na superficie dos fungos com prata metdlica
mostraram picos exclusivamente da prata. As imagens de SEM ndo demonstram nem as
semelhangas da interac¢do da prata metdlica em ambos os fungos nem as diferencas da

interaccdo da prata idnica, mostrando apenas a sua distribui¢do ao longo das hifas.
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ASpergillus niger + Ag -3 7 " Penicillium sp+Ag
o N

Figura 2.23 Imagens de SEM do Penicillium sp e do Aspergillus niger expostos a prata metélica durante 48

horas.

Figura 2.24 Imagens de SEM do Penicillium sp e do Aspergillus niger expostos a prata iénica (Ag,S

preparado por precipitacio) a durante 48 horas.
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2.4.6 Actividade antifangica de fibras de celulose com SiO,/Ag,S

Uma das perspectivas futuras para este trabalho € colocar o nanocompésito SiO,/Ag,S em
fibras de celulose para possivel utilizagdo em embalagens de papel para o transporte de
fruta. Pelo que hd interesse em investigar a actividade do nanocompdsito quando este se

encontra suportado em fibras de celulose.

Em primeiro lugar preparou-se folhas de papel, umas s6 com fibras de celulose, outras com
SiO, suportada em fibras de celulose e ainda outras com SiO,/Ag;S suportadas em fibras
de celulose (ver capitulo 5). Os resultados de ICP demonstraram que as folhas de papel

com nanocomposito continham 0.43 % (mlm) de Ag.

O Penicillium sp demonstrou ser bastante resistente a este tipo de estruturas e nao
apresentou qualquer tipo de inibi¢do no crescimento das sua colénias quando na presenga
de fibras de celulose ou na presenca de fibras de celulose com o nanocompédsito. O
Aspergillus niger também ndo demonstrou inibi¢do de crescimento talvez devido a baixa
quantidade de prata que se encontrava depositada nas folhas de fibras com SiO,/Ag,S. No
entanto, passados oito dias de incubagdo na estufa a 26.5° C, observou-se a coloracdo de
cinzento das coldnias que cresceram em cima da folha de fibras de celulose com
Si0,/Ag;S. O aparecimento de coloragdo indica a transferéncia do nanocompdsito da folha
para as coldnias. Essa mesma coloracdo nio foi observada nas folhas com fibras de

celulose nem nas folhas com fibras de celulose e SiO».

As imagens de SEM de amostras de coldnias de Aspergillus niger crescidas na folha de
fibras de celulose e na folha de celulose com o nanocompdsito encontram-se na Figura
2.24. Estas imagens, quando analisadas por EDS, ndo mostraram a presenca do
nanocompdsito, mas mostraram esporos adultos completamente destruidos, ou seja, a
presenca de SiO,/Ag,S provocou o rebentamento dos esporos. Como 0s esporos sao a
forma de reproducdo dos fungos, estes ao serem destruidos impedem a reproducdo do

fungo.
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5.00um |

Figura 2.25. a) Fotografia de uma placa com PDA e uma folha de fibras de celulose no centro, com um
crescimento com 8 dias de incubacdo (Aspergillus niger); b) Fotografia de uma placa com PDA e uma folha
de fibras de celulose e SiO,/Ag,S no centro, com um crescimento com 8 dias de incubacio; ¢) imagem de
SEM de esporos adultos do Aspergillus niger na presenga da folha de fibras de celulose; d) ) imagem de SEM

de esporos adultos do Aspergillus niger na presenca da folha de fibra de celulose e o nanocompdsito.

Com estes resultados, pode-se concluir que o nanocompdsito tem actividade antifingica
quando suportado em fibras de celulose, nao sendo a resposta tao eficaz como quando este
se encontra sozinho. No entanto, a quantidade de nanocompdsito suportado nas fibras de

celulose € substancialmente menor.
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Posteriormente deve-se investigar estas folhas de papel (fibras de celulose e Si0,/Ag,S)
com uma maior quantidade de prata. Possivelmente o seu efeito inibidor serd maior e
talvez se consiga observar o decréscimo do nimero de coldnias tanto no Penicillium sp

como no Aspergillus niger.

2.5 Conclusao

Em suma, a andlise por SEM, TEM, bem como EDS confirmam a deposicao do Ag;S na
superficie das esferas de SiO,. Os nanocristais de Ag,S suportados em particulas amorfas
de SiO; mostraram actividade antifingica tanto no Penicillium sp como no Aspergillus
niger. Esta actividade antifiingica estd relacionada com a presenca de Ag;S e depende de
varios parametros: o tempo de exposi¢do, concentragdo e quantidade de prata no
nanocompdsito. Neste capitulo pdde-se confirmar também que a prata metalica t€m maior
actividade antifingica do que a prata idnica e que diferentes materiais com Ag,S
apresentam diferencas na inibi¢ao no crescimento dos dois fungos. O modo de preparacao

dos compostos tem bastante influéncia na inibicao dos fungos.
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3.1 Introducao

Nos ultimos anos, sistemas nanoestruturados ou nanocompoésitos inorganicos, tais como

. . 1- . 7 . 1
semicondutor/semicondutor 6, semicondutor/metal’, metal/semicondutor’ 0,

111,12 13-15

metal/meta e metal/6xido metalico , ttm vindo a ser objecto de um numero
crescente de estudos devido ao elevado interesse que lhes estd associado. Um
nanocompdsito, como foi dito no capitulo anterior, ¢ um material em que pelo menos um
dos componentes tem dimensdes nanométricas. Tal como acontece nos compdsitos
tradicionais, um dos componentes serve de matriz, na qual as particulas do segundo

material se encontram dispersas'®.

O didxido de titanio (TiO,), também conhecido por 6xido de titdnio (IV) ou titdnia, € um

semicondutor muito estudado, em vdrias aplicacdes, desde a pintura e protecc¢io solar até

17,18

como corante alimentar "°. Quando € utilizado como pigmento, ¢ normalmente designado

por titinio branco, pigmento branco Pw — 6 ou CI 77891"°.
O TiO; cristaliza normalmente em dois tipos de estruturas: o ritilo (tetragonal de habito
prismadtico) e a anétase (tetragonal de habito actaédrico)zo. As estruturas destas duas formas

cristalinas do TiO; estao representadas na figura 3.1

g S Ti
o —9
.
e 9
J L
,— —
" |
—9

Figura 3.1 a) Esquema representativo da forma do riitilo®'; b) esquema representativo da forma da anatase®.
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Na maioria dos sistemas envolvendo reaccdes fotocataliticas com o TiO,, a fase andtase
apresenta maior actividade do que a fase ritilo? ~No entanto, tem sido demonstrado na
literatura que a fase rutilo € muito mais eficiente na catdlise de decomposi¢ido do gis H,S
do que a andtase, quando ambas as fases se encontram em forma de pé cristalino com

. , . . 124
aproximadamente a mesma drea superficial

O TiO, tem sido muito investigado em aplicagdes fotocataliticas. Recentemente tem vindo
a ser utilizado como matriz em nanocompésitos. Por exemplo, particulas de metais nobres,
tais como Pt, Au e Ag, e semicondutores como o Ag,S, CdS e CdSe tém sido dispersas em

matrizes de TiO, pois estas melhoram a actividade fotocatalitica”'®.

H4 muito tempo que se documenta as propriedades de esterilizacao fotocatalitica do TiO,
228 O primeiro trabalho de investigacio sobre o efeito antimicrobiano de reaccdes
fotocataliticas do TiO, foi feito com a bactéria Escherichia coli® e, posteriormente,
conduzido a um vasto nimero de organismos, incluindo virus, bactérias, fungos, algas e

c . 29,30
células cancerigenas 930,

Na dltima década, o TiO; tem vindo a ser utilizado como um material de limpeza e
esterilizacdo de muitos utensilios clinicos, tais como utensilios sanitarios, utensilios de
cozinha e material de utilidade hospitallaur3 !, Recentemente, foi aprovado pela “American
Food and Drug Administration”(FDA) o uso do TiO, em drogas, cosméticos € como

. ~ : 31
componente em materiais que estdo em contacto com alimentos™ .

Ao longo dos anos, tem vindo a ser descrito na literatura inimeras aplicagdes no controlo e
prevencdo de microrganismos em alimentos. A inactivagdo da Escherichia coli e a
decomposicdo das suas endotoxinas foi observada na presenga de TiO, sobre a forma de

25,27,32-34

pOs, em coldides e filmes . Quando exposto a luz solar ou luz ultra violeta, o TiO,

também exibe actividade antimicrobiana devido as sua fortes propriedades oxidativas.

Em 1999, Maness e colaboradores explicaram que, quando particulas irradiadas de TiO,
estdo em contacto com micrébios, por exemplo, a superficie microbiana € o primeiro alvo
do ataque oxidativo inicial. Espécies com oxigénio reactivo, tais como radicais hidroxilos,
anides superdxidos, e peroxido de hidrogénio, criados na superficie das particulas

irradiadas de TiO,, promovem, inicialmente, a peroxidacdo de compostos polinsaturados
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. L. . . 27 .
fosfolipidicos dos lipidos dos microrganismos™'. Uns anos mais tarde, Kuhn e
colaboradores mostraram através de observacdes por SEM que a destrui¢cdo microbiana se

devia a danos directos na parede celular, causados por radicais hidroxilos (OH-)*.

Apesar da actividade antimicrobiana do TiO, puro, alguns investigadores aperceberam-se
dos efeitos notdveis que fases metélicas ou semicondutoras t€m no melhoramento da sua
fotoactividade. Como € bem conhecido, a prata metdlica e os i0es prata apresentam elevada
actividade antimicrobiana®. Alids, os ides prata sdo uma componente efectiva na maior
parte dos agentes antibacterianos inorganicos. Assim, a introducdo de ides prata na

L, . . . .. .. . .~ 36
superficie do TiO; conduza uma melhoria na actividade antimicrobiana do TiO,™.

Neste capitulo investigou-se o efeito antifingico do nanocompésito TiO,/Ag,S, utilizando
uma metodologia andloga a descrita no capitulo anterior em dois fungos que contaminam

alimentos.

3.2 Sintese do nanocompésito

3.2.1 Dioxido de titanio (TiO,)

Sintese do TiO,

Produzir particulas com tamanho e morfologia especifica € um dos aspectos primdrios para
o desenvolvimento de novos materiais. Eiden — Assmann e colaboradores37, em 2003,
descreveram um método para preparar nanoparticulas esféricas bem definidas de TiO,,
com boa distribuicdo de tamanhos e que, ao variar os parametros de reaccdo, permite
controlar as dimensdes das esferas. Este método consiste em reac¢des de hidrdlise e
condensacdo a partir de precursores inorganicos (tetraetéxido de titdnio) na presenca de um
sal (KCl) com etanol. Neste trabalho preparou-se nanoparticulas esféricas de TiO;
utilizando o método acima descrito, variando apenas a concentragao do sal usado (método

experimental descrito mais detalhadamente no capitulo 5).
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Antes de utilizadas, as particulas esféricas de TiO, amorfo, foram sujeitas a um tratamento
térmico, a 500°C e durante 4 horas, com a finalidade de obter a fase cristalina anatase.
Apés a calcinacdo, as esferas de TiO, foram caracterizadas por SEM e os resultados
electroforéticos foram obtidos pela andlise do potencial zeta. Para analisar o didmetro das

particulas utilizou-se a técnica instrumental potencial zeta (ZetaSizer) e SEM.

Caracterizaciao das nanoparticulas esféricas de TiO;

A imagem de SEM ilustra perfeitamente que nanoparticulas uniformes de TiO, com uma
morfologia esférica sem aglomeracdo podem ser obtidas pela adicao de um sal, como por
exemplo o KCI. A figura 3.2 apresentada abaixo mostra as nanoparticulas de TiO, com

morfologia uniforme e um tamanho médio aproximo de 300 nm.

Figura 3.2 Imagem de SEM de particulas de TiO, (cortesia de M. C. Neves).

A variacdo da concentracio do sal KCI tem um efeito significativo no tamanho e

distribuicao de tamanhos das particulas. Pode-se também variar o tamanho e a distribui¢do
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das nanoparticulas, adicionando um agente estabilizador polimérico a solugdo de etanol
com o tetraetoxido de titdnio. Contudo, a utilizacdo deste polimero sé proporciona
tamanhos de particulas entre 700 a 1200 nm enquanto que a utilizagdo de um sal como o
KCl, com diferentes concentragdes, proporciona tamanhos de particulas entre 50 a 900

37
nm .

Determinacio do potencial zeta ({)

O tamanho e a distribui¢ao de tamanhos das particulas do TiO, sdo de extrema importancia
pois afectam as propriedades deste coldide, tais como a reologia e a drea superficial.
Contudo, para impedir a agregacdo de particulas pequenas em unidades maiores, outros
passos devem ser tomados para prevenir que particulas se juntem (agregacao) devido as
colisdes inter — particulas em meio liquido. A solug@o passa pela criagdo de uma barreira
energética eléctrica e/ou “steric” inter — particulas, variando, por exemplo, a forca i6nica
do meio™®.

Como j4 foi dito no capitulo anterior, a forca da barreira eléctrica da particula, em termos
de um potencial eléctrico, ¢ denominada por potencial zeta. O potencial zeta deve ser
medido em condi¢des especificas, por exemplo, ndo diluir previamente a amostra pois,
com a dilui¢do, a quantidade de i0es adsorvidos a superficie da particula pode variar,
alterando o potencial zeta®®. A posicdo do ponto isoeléctrico € uma importante
caracteristica da superficie da particula e depende de vérios factores tais como o tipo de
ligacdo do 6xido, o tipo de estrutura cristalina da particula, o tipo de fase (ratilo (pH = 6)

ou andtase (pH = 4)) e do nivel de impurezas ou de outras espécies ligadas a superficie da

particula, neste caso, na superficie do TiO,.

A Figura 3.3 representa o potencial zeta de nanoparticulas pequenas de TiO, de diferentes
tamanhos (500 e 300 nm) em fun¢do do pH. Os sistemas de TiO, estudados t€m um
potencial zeta igual a zero (ponto isoeléctrico) a rondar o pH = 4.0, como era de esperar ja

que estamos na presenga de TiO; na fase andtase (calcinag¢do do TiO; a 500°C por 4 horas).
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Figura 3.3 Potencial Zeta de nanoparticulas esféricas de TiO, em fungdo do pH.

Uma informagdo importante que se pode retirar a partir do grafico é que estes sistemas de
TiO, sdo instdveis e agregam-se facilmente na regido de pH = 3 a pH = 5 para ambas as
amostras deTiO,. Pela figura 3.3 observa-se que a regido de estabilidade coloidal é a pH
aproximadamente 6.0 ou superior. Nada se pode concluir sobre a variacdo do potencial
zeta para valores de pH superiores ou iguais a 10.0 pois ndo se obteve valores de potencial

zeta para esses valores de pH.

Comparacio de métodos de analise de diametros de particulas 4 escala nanométrica

No capitulo anterior compararam-se os valores dos diametros das particulas de SiO,
preparadas, obtidos por tratamento de imagem com um programa de computador (Image J)
e pelo instrumento ZetaSizer. Nesta seccdo comparou-se os valores dos didmetros das
nanoparticulas de TiO, pelos mesmos métodos. As médias com os respectivos desvios

padrdes do diametro das nanoparticulas analisadas estdo descritas na tabela 3.1.
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Tabela 3.1 Diametro das nanoparticulas de TiO, preparadas.

Diametro das Método Analitico (Analise por Método proposto (Analise pelo
particulas computador) ZetaSizer)
Média Desvio Tamanho Média Desvio Tamanho da
padrao da amostra padrao amostra
TiO; de 500 nm 502 100 n=123 509 98 n =40
TiO; de 300 nm 303 70 n=90 325 42 n=40

Como foi dito no capitulo anterior, se tivermos grandes amostras (n > 30) de uma
populagdo, as médias amostrais terdo distribuicdo normal mesmo que os dados originais
nao tenham distribuicdo normal. Como todas as amostras sdo superiores a 30, para a
comparacdo dos dois métodos utilizou-se novamente o teste Z. Se as médias ndo forem
significativamente diferentes quer dizer que o método proposto regista resultados coerentes

e ndo significativamente diferentes do método analitico

Neste caso, as hipéteses a formalizar sao:
Hy: Os métodos ndo sdo significativamente diferentes (i ;=p, quando 6°6 conhecido)

H;: Os métodos sdo significativamente diferentes (p;#uy).

Como as variancias entre os métodos ndo sdo iguais, o teste Z € calculado pela equagao
1.3. O valor de Zip € 1.96 com um a de 0.05. Os resultados obtidos pelo teste Z estdo

descritos na tabela 3.2.

Tabela 3.2 Resultados do teste Z na comparacdo das médias dos didmetros das particulas de TiO, por dois

métodos distintos

Teste Z
TiO; de 500 nm Nao significativamente diferentes
TiO; de 300 nm Significativamente diferentes
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Estes resultados s6 vieram reforcar o que foi dito no capitulo anterior, ou seja, sé se
observou, novamente, a rejei¢ao da hipétese do nulo para particulas de TiO, com tamanhos
de 300 nm. Uma explicacdo possivel para este caso reside no facto de em suspensao, poder
ocorrer a formagao de agregados. Portanto, com este teste, pode-se concluir que as medidas
obtidas pelo instrumento ZetaSizer sdo coerentes com os resultados obtidos por SEM, para

as nanoparticulas de 500 nm.

3.3 Caracterizacao estrutural e morfologica dos nanocompadsitos

O precursor unimolecular utilizado para a deposi¢do de Ag,S sobre particulas de TiO; foi o
composto Ag[S,CNEt;]. A decomposicdo deste precursor e posterior deposicdo do
semicondutor sobre as particulas de TiO,, em solu¢do de acetona, na presenga de 1,2 —
diaminopropano, a temperatura de refluxo, resultou nos nanocompdsitos TiO,/Ag,S. Com
o passar do tempo de reaccdo, assistiu-se a uma mudanga de cor da suspensdo de amarela
palida para cinzento-escuro. Os compoésitos preparados foram centrifugados e lavados
abundantemente com acetona e posteriormente caracterizados por vdrias técnicas
instrumentais de andlise de entre as quais se destacam a difrac¢do de raios X de pOs,

analises por ICP e Potencial Zeta, SEM e TEM associadas a anélises por EDS.

A Figura 3.4 mostra o difractograma de raios X de pés de uma amostra do nanocompd@sito
TiO,/Ag,S. O difractograma apresenta picos para valores de 20 de 26.3, 29.0, 31.5, 34.4,
36.6, 37.7 e 43.4, como ja era de esperar, e que se encontram de acordo com a presenga de
particulas de Ag,S (acantite). O TiO; nao foi calcinado nesta amostra presente como
substrato para que se pudesse observar os picos da fase Ag,S sem interferéncias do

substrato.

O estudo da morfologia das nanoestruturas preparadas foi realizado por SEM e TEM. A
figura 3.5 mostra uma imagem de SEM e um esquema onde se pode observar a estrutura
morfolégica dos compostos de TiO/Ag,S, apdés um tempo de reac¢do de 8 horas. As
imagens de SEM indicam que as ilhas de Ag,S se formaram sobre a superficie das
particulas do TiO, sem as cobrir totalmente. As analises de EDS executadas na superficie

dos nanocompdsitos mostraram picos de S e Ag, bem como de Ti devido ao substrato.

124



Nanoestruturas de TiO»/Ag,S

TiO, amorfo/Ag,S
160
140 -
120 -

100 -

80

int/au

60

40 -

20

0 T T T T T 1
20 25 30 40 45 50

35
2 tetha/C°

Figura 3.4 Difractograma de raios X de p6s do nanocompésito TiO,/Ag,S.

Figura 3.5 a)lmagem de SEM do nanocompdésito TiO,/Ag,S, ao fim de 8 horas de reac¢do; b) esquema da

estrutura do nanocompésito de TiO»/Ag,S (cortesia de M. Martins).
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A figura 3.6 mostra uma imagem de TEM de particulas do nanocompdésito de TiO,/Ag,S
onde se observam ilhas constituidas por aglomerados de pequenos nanocristais do

semicondutor Ag,S a superficie do TiO,.

TiOJ/Ag,S

Figura 3.6 Imagem de TEM do nanocompdsito TiO,/Ag,S, ao fim de 8 horas de reaccdo (cortesia de M. C.

Neves).

A microscopia electronica ndo nos fornece dados concretos sobre o teor de prata contido
nos nanocompdsitos preparados com diferentes tamanhos de particulas de TiO, (500 e 300
nm). Para a obtencdo de valores concretos da quantidade de prata presente nos
nanocompdsitos preparados, recorreu-se a andlise de ICP, que indicou 1.69 e 2.64 % mim

de prata para os nanocompdsitos TiO,/Ag,S de 500 nm e 300 nm, respectivamente.

3.4 Efeito fungicida e tratamento estatistico de dados

Nesta seccdo estudou-se a actividade antifungica do TiO; e do TiO,/Ag,S em fungos que
contaminam alimentos (Penicillium sp e Aspergillus niger). Foi estudado o efeito da

dimensdo das particulas de TiO; e da quantidade de prata no nanocompdsito. Também se
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estudou a actividade antiftingica do nanocompésito TiO,/Ag,S comparando-o com a prata

metélica e a prata idnica (Ag,S preparado por precipitacdo directa).

3.4.1 Actividade antifiingica de nanoparticulas de TiO, e do nanocomposito

TiOy/Ag,S

Em primeiro lugar, investigou-se, em simultaneo, a actividade antifingica do TiO, (300
nm) e do TiO»/Ag;S (300 nm). O Aspergillus niger e o Penicillium sp foram semeados em
placas de petri com PDA na presenca de nanoparticulas de TiO; e TiO,/Ag,S (10 mg). A
figura 3.7 e 3.8 mostram a densidade fungica dos dois fungos nas placas com PDA depois
de quatro dias de incubac@o numa estufa a 26.5 °C, na presenca de TiO,, do nanocompdsito
TiO,/Ag,S e um teste de controlo. Estes resultados demonstram claramente que o TiO, tem
actividade antifingica mas que esta € ligeiramente menor do que a do nanocompdsito
TiO,/Ag,S. Estes resultados sugerem portanto que a deposi¢do de nanocristais de Ag,S

proporcionam um aumento na actividade antifingica do TiOs,.

Penicillium sp

2000000
1500000 -| T
- |
£ 1000000 - T
= i
=S T
500000 - L
Controlo TiO; TiO»/Ag,S
0

4 dias de incubacao

Figura 3.7 Efeito das nanoparticulas de TiO, e de TiO,/Ag,S no crescimento das coldnias do Penicillium sp.
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Aspergillus niger

100000 -
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=
o 50000 [
5
\ TiO, TiO/Ag:S
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4 dias de incubacao

Figura 3.8 Efeito das nanoparticulas de TiO, e de TiO,/Ag,S no crescimento das colénias do Aspergillus
niger.

A equacdo 2.1, como foi explicado no capitulo 2, representa a percentagem de inibi¢do (Pi)
do fungo ao material inorganico estudado. Neste ponto temos 33.3 e 54.4 % de inibi¢do do
crescimento das coldnias do Penicillium sp com TiO; e TiO2/Ag,S, respectivamente. Para
o Aspergillus niger observa-se 82.8 e 86.2 % de inibicdo para o TiO, e para o
nanocompdsito TiO,/Ag,S, respectivamente. Conclui-se, portanto, que 0 nanocomposito
tem um maior efeito na diminui¢do do crescimento dos fungos do que o TiO; e que a
inibicdo parece ser diferente para os dois fungos, sendo maior para o caso do Aspergillus

niger.

Todos os testes microbianos efectuados foram submetidos a um tratamento estatistico, tal
como no capitulo 2. Para a realizacdo deste tratamento estatistico, utilizou-se novamente a
metodologia do teste F e do teste t para comparacao de duas médias discutidas no capitulo
1. O primeiro passo efectuado foi a determinacdo das hipéteses alternativas e

posteriormente a comparacdo do efeito inibidor do material em estudo em cada fungo e
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depois entre os dois fungos. E de salientar que esta metodologia foi utilizada em todos os

teste microbiais e o nivel de confianca determinado foi a = 0.05.

Comparacio do efeito inibidor do TiO; e do nanocompésito TiO/Ag,S em cada fungo

Hp = A inibicdo do crescimento ndao € significativamente diferente logo os materiais
estudados (TiO, e o nanocompdsito TiO,/Ag,S) t€ém o mesmo efeito inibidor para cada um

dos fungo.

H,; = A inibic¢do do crescimento € significativamente diferente logo os materiais estudados
(TiO, e o nanocompdsito TiO,/Ag,S) ndo tém o mesmo efeito inibidor para cada um dos

fungo.

Tabela 3.3 Valores das médias do nimero de coldnias e respectivas variancias, juntamente com os resultados

do teste F e do teste t na comparacao do efeito inibidor do TiO, e do TiO,/Ag,S em cada fungo.

Penicillium sp Aspergillus niger
TiO, TiO2/Ag,S TiO; TiO»/Ag,S
Cg 1.36E06 1.36E06 3.63E04 3.63E04
n 4 4 4 4
Tg 9.06E05 6.20E05 6.25E03 5.00E03
n 4 4 4 4
scg2 4.81E10 4.81E10 3.56E08 3.56E08
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sTg2 3.78E10 2.35E10 5.63E07 1.67EQ07
Spi> 3.20E-02 1.82E-02 5.09E-02 1.78E-02
% Inibicao 33.3 54.4 82.8 86.2
Teste F Nao significativamente diferentes Nao significativamente diferentes
Teste t Nao significativamente diferentes Nao significativamente diferentes

Os resultados apresentados na tabela 3.3 confirmam que a inibi¢ao do crescimento dos dois
fungos com TiO, e TiO,/Ag,S ndo € significativamente diferente. Este resultado pode estar
relacionados com o facto do TiO; apresentar efeito inibidor forte tanto no Penicillium sp e
no Aspergillus niger. Ao adicionar Ag,S, o nanocompdsito resultante terd um efeito
inibidor maior, contudo a interac¢do dos dois materiais com os fungos ndo vai ser

significativamente diferente.

Comparacio do efeito inibidor do TiO; e do nanocompésito TiO»/Ag,S para os fungos

Hy = A inibi¢do do nimero de coldnias ndo € significativamente diferente nos dois fungos
logo o composto estudado (TiO, ou o nanocompdsito TiO,/Ag,S) tem o mesmo efeito

inibidor nos dois fungos.

H; = A inibi¢do do nimero de coldnias € significativamente diferente nos dois fungos logo
o composto estudado (TiO, ou o nanocompésito TiO,/Ag,S) ndo tem o mesmo efeito

inibidor nos dois fungos.
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Tabela 3.4 Valores das médias do nimero de coldnias e respectivas variancias, juntamente com os resultados

do teste F e do teste t na comparacio do efeito inibidor do TiO, e do TiO,/Ag,S nos dois fungos.

TiO; TiO/Ag,S
Penicillium sp | Aspergillus niger | Penicillium sp | Aspergillus niger

Cg 1.36E06 3.63E04 1.36E06 3.63E04

n 4 4 4 4

Tg 9.06E05 6.25E03 6.20E05 5.00E03

n 4 4 4 4
ng2 4.81E10 3.56E08 4.81E10 3.56E08
sTg2 3.78E10 5.63E07 2.35E10 1.67E07
Spi” 3.20E-02 5.09E-02 1.82E-02 1.78E-2

% Inibicao 33.3 82.8 54.4 86.2

Teste F

Nao significativamente diferentes

Nao significativamente diferentes

Teste t

Significativamente diferentes

Significativamente diferentes
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Os resultados da tabela 3.4 mostram que, tanto a inibi¢do com TiO, como a inibi¢do com o
nanocompdsito TiO,/Ag,S, sdo significativamente diferentes para os dois fungos, logo
rejeita-se a hipotese do nulo. Estes resultados sugerem que a interac¢do entre os materiais

estudados (TiO, e TiO»/Ag,S) ndao é a mesma para os dois fungos.

3.4.2 Actividade antifingica de nanoparticulas de TiO, de diferentes

tamanhos

Os fungos, Aspergillus niger e Penicillium sp, foram semeados em placas de petri com
PDA na presencga de nanoparticulas de TiO, com diferentes tamanhos (500 nm e 300 nm de

diametro). As placas foram incubadas a 26.5°C durante 4 dias.

As figuras 3.9 e 3.10 mostram o crescimento de Penicillium sp e de Aspergillus niger com
4 dias de incubacdo na presencga de TiO, com tamanho de particulas de 300 e 500 nm e do
teste controlo. Estes resultados sugerem que o tamanho da particula de TiO, ndo provoca
uma diferenca significativa na actividade antifingica quando se usa o Penicillium sp, mas
tem influéncia na inibi¢do do crescimento de Aspergillus niger. Estes resultados sugerem,
mais uma vez, que a interac¢ido do TiO, nos dois fungos € significativamente de diferente,

dependendo se se trata de Aspergillus niger ou Penicillium sp.

Para o Penicillium sp, a percentagem de inibicdo das suas colénias com as particulas de
TiO; de 500 e 300 nm foi de 29.6 e 33.3%, respectivamente. As percentagens de inibicao
das col6nias do Aspergillus niger quando tratado com TiO, de 500 e 300 nm foi de 31.0 e

82.8 %, respectivamente.
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Penicillium sp
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Figura 3.9 Efeito das nanoparticulas de TiO, com 500 nm e 300 nm de didmetro no crescimento das col6nias

do Penicillium sp

Aspergillus niger

100000 -
- Controlo TiO;, 500
= nm
S 50000 [
” |
\ TiO, 300
\ nm
0 |

4 dias de incubacao

Figura 3.10 Efeito das nanoparticulas de TiO, com 500 nm e 300 nm de didmetro no crescimento das
colénias do Aspergillus niger.
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Comparacio do efeito inibidor do TiO; com 500 nm e 300 nm de didmetro em cada

fungo

Hy = A inibi¢do do crescimento ndo € significativamente diferente logo TiO, de 500 nm e

TiO; de 300 nm t€m o mesmo efeito inibidor em cada um dos fungos em estudo.

H,; = A inibi¢do do crescimento € significativamente diferente logo TiO, de 500 nm e TiO,

de 300 nm ndo t€ém o mesmo efeito inibidor em cada um dos fungos em estudo.

Tabela 3.5 Valores das médias do didmetro das colénias e respectivas varidncias, juntamente com o0s

resultados do teste F e do teste t na comparacdo do efeito inibidor de particulas de TiO, com 500 nm e 300

nm de didmetro em cada fungo.

Penicillium sp Aspergillius niger
TiO, 500 nm TiO; 300 nm TiO, 500 nm TiO; 300 nm

Cg 1.36E06 1.36E06 3.63E04 3.63E04

n 4 4 4 4
Tg 9.56E05 9.06E05 2.50E04 6.25E03

n 4 4 4 4
ng2 4.81E10 4.81E10 3.56E08 3.56E08
Stg 2.03E10 3.78E10 3.17E08 5.63E07
Spi” 2.39E-02 3.20E-02 3.70E-01 5.09E-02
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% Inibicao 29.6 333 31.0 82.8
Teste F Nao significativamente diferentes Nao significativamente diferentes
Teste t Naio significativamente diferentes Nao significativamente diferentes

Os resultados mostram que com o aumento do tamanho das esferas de TiO,, a inibi¢do nao
¢ significativamente diferente, sugerindo que a interaccao entre os dois materiais (TiO, de
300 e 500 nm) e o Penicillium sp € idéntica. O mesmo se observa para a inibi¢do do
crescimento de Aspergillus niger, os resultados mostram que com o aumento do tamanho
das esferas de TiO,, a inibi¢do do numero de coldnias ndo € significativamente diferente
para os dois compostos, sugerindo também, uma interac¢do idéntica entre os dois

compostos e 0 Aspergillus niger.

Comparacao do efeito inibidor do TiO, com 500 nm e 300 nm de diAmetro nos dois

fungos

Hp = A inibicdo do crescimento ndo € significativamente diferente logo as nanoparticulas

de TiO, de 500 ou 300 nm tém o mesmo efeito inibidor nos dois fungos em estudo

H; = A inibicdo do crescimento € significativamente diferente logo as nanoparticulas de

TiO; de 500 nm ou 300 nm ndo tém o mesmo efeito inibidor nos dois fungos em estudo

Os resultados na tabela 3.6 mostram que com a diminui¢@o do tamanho das esferas de TiO,
a inibi¢do do crescimento € significativamente diferente, sugerindo que a interac¢do entre
os dois fungos e o TiO, com 300 nm ndo é a mesma. O mesmo nao se pode afirmar para a
inibicao do crescimento dos dois fungos com o TiO; de 500nm. Os resultados mostram que
com o aumento do tamanho das esferas de TiO,, a inibicdo do crescimento ndo é
significativamente diferente para os dois fungos, sugerindo, uma interac¢do nao

significativamente diferente entre os dois fungos e as nanoparticulas de TiO, de 500 nm
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Tabela 3.6 Valores das médias do didmetro das coldnias e respectivas varidncias, juntamente com os

resultados do teste F e do teste t na comparacdo do efeito inibidor de particulas de TiO, com 500 nm e 300

nm de didmetro nos dois fungos.

TiO, 500 nm TiO; 300 nm
Penicillium sp | Aspergillus niger | Penicillium sp | Aspergillus niger

Cg 1.36E06 3.63E04 1.36E06 3.63E04

n 4 4 4 4

Tg 9.56E05 2.50E04 9.06E05 6.25E03

n 4 4 4 4
scg2 4.81E10 3.56E08 4.81E10 3.56E08
sTg2 2.03E10 3.17E08 3.78E10 5.63E07
Spi 2.39E-02 3.70E-01 3.20E-02 5.09E-02

% Inibicao 29.6 31.0 333 82.8

Teste F

Significativamente diferentes

Nao significativamente diferentes

Teste T

Nao significativamente diferentes

Significativamente diferentes
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3.4.3 Actividade antifingica do nanocompoésito TiO,/Ag,S com diferentes

tamanhos de TiO,

Os primeiros testes sugerem que a actividade antifingica € maior para 0 nanocompdsito
TiO,/Ag:S do que para o TiO, devido a presenga de Ag,S. Os resultados de ICP indicam
que o nanocomposito com TiO, de 500 nm tem menor teor de prata (1.69 % mim de Ag)
do que o nanocompdsito preparado com TiO; de 300 nm (2.64 % mlm de Ag). Estes dois
materiais foram testados para se avaliar se € realmente a quantidade de prata que faz com
que o nanocompdsito tenha mais poder inibidor do que o TiO; nos dois fungos. Assim, o
Aspergillus niger e o Penicillium sp foram semeados em placas de petri com PDA na
presenca do TiO,/Ag,S com 1.69 e 2.64 % de teor de prata. As figuras 3.11 e 3.12 mostram
os resultados obtidos nas contagens do nimero de colénias das placas para as culturas de
Penicillium sp e Aspergillus niger com 4 dias de incubacdo na presenca de TiO»/Ag,S. Os
resultados mostram claramente que o nanocompdsito com maior teor de prata (I) (TiO, de

300 nm) € o nanocompdsito com maior actividade antiftiingica.

Penicillium sp

2000000 -
Controlo
1500000 - T TiO./Ag:S
. l 1.69 Zo mim TiO2/Ag,S
E 000000 | % v
) L E
=
:
500000 - !
0

4 dias de incubacao

Figura 3.11 Efeito de nanocompésitos TiO,/Ag,S com 1.69 e 2.64 % mlm de prata no crescimento das

colénias do Penicillium sp.
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Aspergillus niger
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4 dias de incubacao

Figura 3.12 Efeito de nanocompésito TiO,/Ag,S com 1.69 e 2.64 % mlm de prata no crescimento das

colonias do Aspergillus niger.

Com este teste pode-se sugerir que a prata idnica faz com que o nanocompdsito tenha
maior actividade antifingica e que quanto maior a quantidade de prata (I) nos

nanocompdsitos, maior serd esse efeito inibidor.

Comparaciao do efeito inibidor do TiO,/Ag2S com 1.69 e 2.64% mim de prata em

cada fungo

Hy = A inibi¢do do nimero de coldnias nao € significativamente diferente logo TiO,/Ag,S
com 1.69% mlm de prata e TiO,/Ag,S com 2.64%mlm de prata ttm o mesmo efeito

inibidor em cada um dos fungos em estudo.

H; = A inibi¢do do nimero de coldnias € significativamente diferente logo TiO,/Ag,S com
1.69% mIm de prata e TiO2/Ag;S com 2.64%mlm de prata ndo t€ém o mesmo efeito inibidor

em cada um dos fungos em estudo.
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Tabela 3.7 Valores das médias do didmetro das coldnias e respectivas varidncias, juntamente com os

resultados do teste F e do teste t na comparacéo do efeito inibidor do nanocompésito TiO»/Ag,S com 1.69 e

2.64 % de mim de prata em cada fungo.

Penicillium sp Aspergillius niger
TiO»/Ag,S com TiO2/Ag>S com TiO»/Ag,S com TiO2/Ag>S com
1.69 % mim de 2.64 % mim de 1.69 % mim de 2.64 % mim de
Ag Ag Ag Ag
Cg 1.36E06 1.36E06 3.63E04 3.63E04
n 4 4 4 4
Tg 8.93E05 6.20E05 6.13E03 5.00E03
n 4 4 4 4
ng2 4.81E10 4.81E10 3.56E08 3.56E08
sTg2 6.89E09 2.35E10 5.51E07 1.67E07
Spi 1.50E-02 1.82E-02 4.96E-02 1.78E-02
% Inibicao 343 54.4 83.1 86.2

Teste F

Nao significativamente diferentes

Nao significativamente diferentes

Teste t

Nao significativamente diferentes

Nao significativamente diferentes
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Os resultados apresentados na tabela 3.7 mostram que, para o Penicillium sp, o aumento da
quantidade de prata i6nica ndo aumenta a inibicdo. O mesmo se pode afirmar para o
Aspergillus niger, ou seja, comparando a inibicdo dos nanocompdsitos com diferentes
quantidades de prata a inibicdo ndo € significativamente diferente. Estes resultados
sugerem que a interac¢do entre os nanocompodsitos com mais € menos teor de prata e o

fungo, tanto o Penicillium sp como o Aspergillus niger, ¢ a mesma.

Comparacio do efeito inibidor do TiO,/Ag2S com 1.69 e 2.64% mlm de prata nos dois

fungos

Hjp = A inibicdo do crescimento ndo € significativamente diferente logo os nanocompd@sitos
TiO2/Ag,S (com 1.69 ou 2.64% de mlm de prata) t€m o mesmo efeito inibidor nos dois

fungos.

H; = A inibi¢do do crescimento € significativamente diferente logo os nanocompdsitos
TiO2/Ag,S (com 1.69 ou 2.64% de mim de prata) ndo t€m o mesmo efeito inibidor nos dois

fungos.

Comparando os resultados da inibicdo do crescimento do Penicillium sp e do Aspergillus
niger na tabela 3.8, pode-se concluir que a diminui¢do do crescimento € significativamente
diferente para os dois fungos, ou seja, quando se trata os fungos com o nanocomp@sito com
menor teor de prata (TiO,/Ag,S com 1.69% de teor de prata) ou com maior teor de prata
(TiO2/Ag,S com 2.64% de teor de prata), o decréscimo de crescimento para os dois fungos
¢ significativamente diferente, sugerindo, novamente, que a interac¢do do nanocompdsito

Ti0,/Ag,S € significativamente diferente para os dois fungos
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Tabela 3.8 Valores das médias do didmetro das coldnias e respectivas varidncias, juntamente com os

resultados do teste F e do teste t na comparacéo do efeito inibidor do nanocompésito TiO»/Ag,S com 1.69 e

2.64 % de mim de prata nos dois fungos

TiO2/Ag,S com 1.69% de mim de

TiO»/Ag,S com 2.64% de mim de

Ag Ag
Penicillium sp | Aspergillus niger | Penicillium sp | Aspergillus niger

Cg 1.36E06 3.63E04 1.36E06 3.63E04

n 4 4 4 4

Tg 8.93E05 6.13E03 6.20E05 5.00E03

n 4 4 4 4
scg2 4.81E10 3.56E08 4.81E10 3.56E08
sTg2 6.89E09 5.51E07 2.35E10 1.67E07
Spi 1.50E-02 4.96E-02 1.82E-02 1.78E-02

% Inibicao 34.3 83.1 54.4 86.2

Teste F

Nao significativamente diferentes

Nao significativamente diferentes

Teste t

Significativamente diferentes

Significativamente diferentes
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3.4.4 Actividade antifiingica da prata (metalica e iénica)

Para finalizar este sub capitulo, investigou-se o efeito da prata em diferentes materiais mas
com a mesma quantidade. Para isso, semeou-se tanto o Penicillium sp como o Aspergillus
niger em placa com PDA, na presenca de prata metdlica, Ag,S preparado por precipitacdo
directa e o nanocompdsito em estudo TiO,/Ag,S para a mesma quantidade de prata (1.58E-
05 mol). As contagens das coldnias foram efectuadas apés 4 dias de incubagdo a 26.5°C e

sao apresentadas nas figuras 3.13, 3.14.

Este ultimo teste sugere que o nanocomposito TiO/Ag,S tem um efeito inibidor
ligeiramente superior a prata metdlica para os dois fungos. Neste teste obteve-se uma
inibicdo de 45.0% quando o Penicillium sp é tratado com o nanocompésito e 40.0%
quando este € tratado com prata metdlica. O mesmo sucede com o Aspergillus niger, ou
seja, quando este € tratado com TiO,/Ag,S a percentagem de inibi¢ao € de 80.1% e quando
¢ tratado com prata metélica a percentagem de inibi¢do € de 78.4%. Contudo, quando se
compara a percentagem de inibicdo entre a prata metdlica e o Ag,S preparado por
precipitacao, os resultados sao similares ao que foi descrito no capitulo 2. Observou-se um
maior efeito inibidor no crescimento para ambos os fungos quando estes sdo tratados com
prata metélica relativamente ao Ag,S. As percentagens de inibi¢do do Penicillium sp e do
Aspergillus niger quando tratados com Ag,S preparado por precipitacao foram 17.6 e 69.3

%, respectivamente.

Comparaciao do efeito inibidor dos compostos com a mesma quantidade de prata

para os dois fungos

Hy = A inibicdo do nimero de colénias ndo € significativamente diferente logo o material
com prata (prata metdlica, Ag,S preparado por precipitacdo e TiO,/Ag;S) tem 0 mesmo

efeito inibidor nos dois fungos em estudo.

H; = A inibi¢do do nimero de coldnias € significativamente diferente logo o material com
prata (prata metédlica, Ag,S preparado por precipitacio e TiO»/Ag,S) ndo tem o mesmo

efeito inibidor nos dois fungos em estudo.
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Penicillium sp
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Figura 3.13 Efeito da mesma concentracdo de prata em diferentes materiais no crescimento das colénias do

Penicillium sp.

Aspergillus niger
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Figura 3.14 Efeito da mesma concentragdo de prata em diferentes materiais no crescimento das colénias do

Aspergillus niger.
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Tabela 3.9 Valores das médias do nimero de colénias e respectivas variancias, juntamente com os resultados
do teste F e do teste t na comparacdo do efeito inibidor da prata metédlica, do Ag,S preparado por precipitacdo

e o nanocompdsito TiO,/Ag,S nos dois fungos.

Prata metalica Ag,S preparado por TiO/Ag,S
precipitacao
Penicillium | Aspergillus | Penicilliuim | Aspergillus Penicillium | Aspergillus
sp niger sp niger sp niger
Cg 1.36E06 2.89E05 1.36E06 2.89E05 1.36E06 2.89E05
n 4 4 4 4 4 4
Tg 8.16E05 6.25E04 1.12E06 8.88E04 7.48E05 5.75E04
n 4 4 4 4 4 4
scg2 4.81E10 1.98E10 4.81E10 1.98E10 4.81E10 1.98E10
sTg2 2.20E10 5.47E09 5.93E10 3.66E09 6.48E10 1.54E09
Spi> 2.93E-02 | 7.68E-02 | 4.98E-02 6.63E-02 4.54E-02 | 2.79E-02
% 40.0 78.4 17.6 69.3 45.0 80.1
Inibicao
Teste F | Nao significativamente | Nao significativamente | Nao significativamente
diferentes diferentes diferentes
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Teste t Nao significativamente Significativamente Significativamente

diferentes diferentes diferentes

Como foi observado no capitulo 2, os resultados apresentados na tabela 3.9 também
indicam que a inibi¢do do crescimento para os dois fungos quando tratados com prata
metdlica ndo é significativamente diferente, sugerindo que a interac¢do destes dois
compostos € idéntica nos dois fungos. O contrdrio se observa na comparacdo de inibi¢ao
do crescimento quando os fungos sdo tratados com Ag,S preparado por precipitacao
(observado também no capitulo 2) e pelo nanocompdsito TiO,/Ag,S. Como se observou na
tabela de comparacdo de inibi¢cdes com TiO,/Ag,S, também estes resultados demonstram
que a inibicao € significativamente diferente para os dois fungos, sugerindo mais uma vez

a diferente interac¢ao entre este materiais e os dois fungos em estudo.

Embora os resultados anteriores demonstrem a eficiéncia das nanoparticulas de TiO; e do
nanocomposito TiO,/Ag,S na inibi¢do do crescimento tanto do Penicillium sp como do
Aspergillus niger, o mecanismo pelo qual este opera nao € ainda conhecido. A literatura
sugere que a destrui¢cdo microbiana por nanoparticulas de TiO; € devido ao dano directo
das paredes celulares, danos estes causados por radicais hidroxilos (OH-)-**. Em relagdo ao
nanocomposito TiO,/Ag,S, a literatura, como foi dito no capitulo 2, sugere que a prata
metdlica ou a prata idnica interage com os grupos sulfidricos das enzimas respiratérias que
se encontram nas membranas plasmaticas dos microrgalnismos39 ou liga-se ao material

40 - L4041
genético microbiano***!.

Imagens de SEM de Penicillium sp e de Aspergillus niger exposto a nanoparticulas de
TiO, (Figura 3.15 e 3.16) e ao nanocomposito TiO»/Ag,S (Figura 3.17 e 3.18), durante 2
dias, mostram tanto as nanoparticulas de TiO, como o nanocomposito a cobrir as hifas e
esporos em ambos os fungos. A andlise de EDS sobre a superficie dos fungos com o
nanocomposito demonstrou picos caracteristicos de Ag, S, bem como de Ti e a anédlise de

EDS sobre a superficie dos fungos com as esferas de TiO, demonstrou um pico
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caracteristico para o Ti. Estas imagens sugerem que, tanto as nanoparticulas de TiO, como
o nanocompésito TiO,/Ag,S ao envolverem as hifas, criam um filme compacto a volta

destas, inibindo assim a formacao de esporos e consequentemente a sua reprodugao.

Penicillium sp + TiO,

Figura 3.15 A imagem em cima 4 esquerda mostra uma imagem de SEM do Penicillium sp exposto a
nanoparticulas esféricas de TiO, durante 48 horas; a imagem 4 direita mostra uma imagem de SEM com

maior ampliacdo das particulas de TiO, a cobrirem uma hifa do Penicillium sp.

%

- a0
o ST

. -
p'."‘ i
. . s

Figura 3.16 A imagem em cima 4 esquerda mostra uma imagem de SEM do Aspergillus niger exposto a

nanoparticulas esféricas de TiO, durante 48 horas; a imagem 4 direita mostra uma imagem de SEM com

maior ampliagdo das particulas de TiO, a cobrirem uma hifa do Aspergillus niger.
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4 '_ Agzs

Figura 3.17 A imagem em cima 4 esquerda mostra uma imagem de SEM do Penicillium sp exposto ao
nanocompdsito TiO»/Ag,S durante 48 horas; a imagem 4 direita mostra uma imagem de SEM com maior

amplia¢do do nanocompdsito TiO,/Ag,S a cobrirem uma hifa do Penicillium sp.

Aspergillus niger + TiO,/Ag,S

Figura 3.18 A imagem em cima 4 esquerda mostra uma imagem de SEM do Aspergillus niger exposto ao

nanocompdsito TiO»/Ag,S durante 48 horas; a imagem 4 direita mostra uma imagem de SEM com maior

amplia¢do do nanocompésito TiO,/Ag,S a cobrirem uma hifa do Aspergillus niger.
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3.5 Conclusao

Em suma, andlises por SEM, TEM, bem como EDS confirmam a deposicio Ag,S na
superficie das esferas de TiO,. Tanto as esferas de TiO, como os nanocristais de Ag,S
suportados nas particulas TiO, mostraram actividade antiftingica tanto para Penicillium sp
como para Aspergillus niger. Observou-se uma maior inibi¢do do crescimento dos dois
fungos quando estes sao tratados com o nanocomposito TiO,/Ag,S, estando esta actividade

antifingica relacionada com a presenga de Ag,S nas esferas de TiO,.
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Conclusoes gerais e perspectivas de trabalho futuro

Neste trabalho foram preparados e caracterizados nanocompdsitos inorganicos (SiO,/Ag,S
e TiO,/Ag;S), usando a decomposi¢do do precursor unimolecular: AgDTC. Este método
permitiu a formacdo de uma fase semicondutora (Ag;S) sobre nanoparticulas esféricas de

SiO; e de TiO,, permitindo a preparagao de nanoestruturas com morfologia uniforme.

Tal como referido na introdugdo desta dissertagdo, poucos t€m sido os estudos sobre a
actividade antimicrobiana do Ag,S, muito menos da actividade antimicrobiana de
nanocompositos com Ag,S. No trabalho aqui apresentado estudou-se a actividade
antifingica destes materiais em fungos que contaminam alimentos (Penicillium sp e
Aspergillus niger), variando parametros, como a quantidade de Ag,S nos nanocompdsitos,

o tempo de exposicao, o teor de Ag nos materiais e o tamanho de particula (substrato).

O estudo efectuado no capitulo 2 com o nanocompésito SiO,/Ag,S mostrou a deposi¢do do
Ag>S na superficie das esferas de SiO, sob a forma de ilhas nanométricas. Testes
realizados com este nanocompdsito demonstraram actividade antifingica, verificando-se

que a actividade antifiingica estd neste caso relacionada com a presenca de Ag,S.

A andlise estatistica realizada aos resultados dos vdrios testes mostrara que o
nanocompdsito apresenta uma inibicdo do crescimento significativamente diferente quando
€ exposto aos dois fungos, sugerindo uma diferente interac¢do entre o nanocomposito e

Penicillium sp ou Aspergillus niger.

Uma outra vertente explorada no capitulo 2 foi o estudo da actividade antimicrobiana do
Ag>S preparado por diferentes métodos de sintese. Este estudo mostrou que ha maior
inibicao do crescimento de ambos os fungos quando estes sdo exposto a materiais como o
Si0,/Ag,S e AgyS de tamanho nanométrico. O Ag,S preparado por precipitacdo directa
mostrou uma percentagem de inibi¢do significativamente diferente para ambos os fungos.
Por outro lado, testes microbianos com materiais com o mesmo teor de prata, tais como a
prata metélica, Ag,S preparado por precipitacao e o nanocompoésito Si0/Ag,S mostraram
maior inibi¢do do crescimento para os dois fungos, quando estes sdo expostos a prata
metélica. Os dados estatisticos sugerem que a prata metdlica ndo tem uma interac¢ao

significativamente diferente no Penicillium sp e no Aspergillus niger.
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Investigaram-se nanocompodsitos de TiO,/Ag,S, em que as andlises de SEM e TEM
confirmaram a formacdo de ilhas de Ag,S sob a superficie das particulas de TiO,, quando
se utiliza um método de sintese de decomposi¢ao baseada no precursor unimolecular:
AgDTC. Tanto as particulas de TiO, como as do nanocompésito TiO,/Ag,S mostraram
actividade antifingica contra o Penicillium sp e o Aspergillus niger. Os testes microbianos
mostraram maior actividade antifingica no TiO, quando este se encontra revestido com
AgS e que aumentando a quantidade de Ag;S no nanocompdsito esta actividade aumenta.
Os dados estatisticos recolhidos sugerem que a interac¢ao do TiO; e do TiO,/Ag,S com os

dois fungos € significativamente diferente.

Testes antimicrobianos com a prata metélica, Ag,S preparado por precipitacdo directa e
TiO,/Ag,S indicam que o material com maior capacidade de inibi¢do flingica foi o
nanocomposito, provavelmente devido a actividade antiftingica conjunta do TiO, e do
Ag>S. Apesar do TiO»/Ag,S ser o material com maior efeito inibidor, observou-se maior
actividade antifingica para a prata metalica quando comparada com o Ag,S preparado por

precipitacao directa, de acordo com as conclusdes retiradas no capitulo 2.

Investigou-se ainda a actividade do nanocompdsito SiO,/Ag,S quando este estd suportado
em fibras de celulose. Este teste antimicrobiano revelou-se mais importante do que o
esperado porque revelou a resisténcia do Penicillium sp a folha de papel, mas ndo a do
Aspergillus niger. Apesar de ter havido crescimento do Aspergillus niger, observou-se uma
alteracdo de cor das coldnias, ou seja, as coldnias, passado oito dias de incubacio,
passaram de preto (cor normal) para cinzento escuro (cor do nanocompdsito). A
observacdo destas amostras por SEM permitiu ver uma ruptura dos esporos do Aspergillus
niger, sugerindo que o nanocompdsito SiO/Ag,S suportado em fibras de celulose
consegue inibir o crescimento do fungo através da inactivagdo dos esporos. No entanto,
este topico terd de ser aprofundado futuramente, por exemplo, aumentando o teor de Ag,S

nas fibras ou utilizando fibras celulésicas previamente modificadas.

Estudos futuros, nesta drea, deverdo prosseguir no sentido de compreender os mecanismos
de interac¢do do Ag,S e da Ag com os microrganismos. Esta investigagao pode também
ser alargada a testes microbianos com leveduras e com bactérias, j4 que nao ha estudos
descritos na literatura sobre a actividade antimicrobiana do Ag,S. Neste caso seria

importante depositar o Ag>S noutras matrizes e investigar a sua actividade antimicrobiana.

154



Conclusoes gerais e perspectivas de trabalho futuro

Um ultimo aspecto que se deve ser salientado € o facto de que estes novos materiais
poderdo vir a ser interessantes para a indudstria, como por exemplo, em materiais de

embalagens para a conservagao de alimentos.
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5.1 Reagentes quimicos utilizados

- Acetona p.a. (CH3COCH3;) — Aldrich

- Acido cloridrico min. 37% (HCI) — Aldrich

- Agar de dextrose de batata (PDA — potato dextrose agar) puro - Merk
- Citrato de s6dio puro (C¢HsNa3;O7-2H,0) — BDH AnalaR

- Cloreto de potéssio puro (KCIl) — Aldrich

- Cloreto de sddio puro (NaCl) - Aldrich

- Dietilditiocarbamato de s6dio (NaDTC) puro ((C;Hs),NCSNa-3H,O) — Divisione
Chimica industriale — Milano

- Etanol p.a. (CH3CH,OH) — Aldrich

- Nitrato de prata puro (AgNOs;) — José M. Vaz Pereira, Lda

- Soluto de Ringer puro - Merk

- Sulfureto de sédio puro (Na,S) — Aldrich

- Tetraetoxissilano (TEOS) puro (CgH;0O4Si) — Aldrich

- Tetraetéxido de titanio puro (CsHy0O4Ti) - Aldrich

1,2-diaminopropano puro (C3H;oN;) — Aldrich

5.2 Procedimento experimental — sinteses quimicas

Devido a toxicidade e cheiro de alguns reagentes e produtos envolvidos nas sinteses

quimicas, as montagens experimentais foram sempre realizadas numa hotte bem ventilada.

5.2.1 Precursor unimolecular: dietilditiocarbamato de prata (I) (AgDTC)

Este complexo de prata (I) foi preparado pela mistura de 20.0 mL de AgNO3 (0.5M) e 20.0
mL de NaDTC (0.5M). A solu¢do foi colocada sob agitagdo 4 temperatura ambiente
durante 30 minutos. O composto final, de tonalidade amarela, foi filtrado e lavado vdrias

vezes com agua destilada e colocado num exsicador.
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O complexo de prata (I) foi caracterizado por espectroscopia de infravermelho, Raman e

espectroscopia de "H RMN, por termogravimetria e por andlise elementar.

5.2.2 Preparacao de nanocompésitos por decomposicio térmica do
dietilditiocarbamato de prata (I)

Para preparar os nanocompdsitos foi necessario proceder previamente a sintese de

nanoparticulas de SiO, e TiO,.

Sintese de SiQ; amorfa

As particulas de SiO, (500 e 300 nm) foram preparadas pelo método de Stéber': 2.25 mL
de tetraetoxissilano (TEOS) foi adicionado a uma solu¢do aquosa de etanol absoluto
contendo 13,5 mL de dgua destilada e amoénia a 25 %. As particulas de silica com
diferentes tamanhos foram obtidas pela variacdo das quantidades de etanol absoluto e

amonia 25% e estdo descritas na tabela 5.1.

Tabela 5.1 Volumes usados para preparar particulas de SiO, com diferentes tamanhos

Etanol absoluto (mL) | Aménia 25% (mL)
SiO; 500 nm 39.5 7.75
SiO; 300 nm 41.7 1.5

As particulas de SiO, formaram-se depois de cinco horas de reaccdo, sob agitacdo a
temperatura ambiente. O coldide obtido foi centrifugado e lavado abundantemente com
dgua e etanol e as particulas tratadas termicamente a 700°C durante 4 horas, numa estufa.
A SiO, preparada foi caracterizada por vdrias técnicas tais como infravermelho, SEM, EDS

e ZetaSizer (potencial zeta e dimensdo das particulas).
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Sintese de SiO»/Ag,S

Foi preparada uma mistura, em acetona (25.0 mL), contendo 0.25 mmol do percursor,
AgDTC, e 0.125 g de SiO,. A esta mistura foi adicionado, sob agitacdo, 1.5 mL de 1,2-
diaminopropano. A suspensao foi mantida em refluxo, sob atmosfera de azoto, durante oito
horas. Apds as oito horas, o sélido cinzento obtido foi isolado por centrifugacio, depois de
arrefecido, e lavado vdrias vezes com acetona. O sélido foi seco e guardado num

exsicador.

Os nanocompdsitos preparados foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho

e Raman, por ICP, raios X de p6s e TEM, SEM e EDS.

Sintese de TiO,

As particulas de TiO, de diferentes tamanhos (500 e 300 nm) foram preparadas seguindo o
procedimento descrito na bibliografiazz Uma solu¢do de 100 mL de etanol absoluto e
cloreto de potéssio € colocada em agitacdo, seguido da adi¢do de 1.7 mL de tetractéxido de
titanio. A suspensao € colocada sob atmosfera de azoto durante duas horas. A variagdao do

tamanho das particulas de TiO, foi conseguida pela varia¢do da concentragdo do sal.

O coldide obtido foi centrifugado e lavado abundantemente com etanol e depois com agua
destilada. As particulas de TiO, foram tratadas termicamente a 500°C durante 4 horas. O
TiO, preparado foi caracterizado por SEM, EDS e ZetaSizer (potencial zeta e dimensao

das particulas).

Sintese de TiO»/Ag,S

Foi preparada uma mistura, em acetona (25.0 mL), contendo 0.25 mmol do percursor,
AgDTC, e 0.125 g de TiO,. A esta solugdo foi adicionado, sob agitacdo, 1.5 mL de 1,2-
diaminopropano. A suspensao foi mantida em refluxo, sob atmosfera de azoto, durante oito

horas. Apds as oito horas, o sélido cinzento obtido foi isolado por centrifugacio, depois de
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arrefecido, e lavado vdérias vezes com acetona. O sélido foi seco e guardado num

exsicador.

Os nanocompdsitos preparados foram caracterizados por raios X de pés, SEM, TEM, EDS

e ICP.

5.2.3 Preparacao de folhas de papel
Folhas de papel de fibras de celulose

Uma solucao contendo 4gua destilada (500 mL) e fibras de celulose (250 mg) é colocada
numa trituradora. Depois de bem triturada, a solucdo é dividida em pequenas por¢des de
100 mL e filtrada a vacuo. O filtro, juntamente com a folha de papel € prensado e colocado
a secar numa estufa a 80°C. Depois de 24 horas na estufa a 80°C, a folha de fibras de

celulose estd pronta para ser separada do papel de filtro.

Folhas de papel de fibras de celulose com SiO,/Ag,S

Uma solug@o contendo dgua destilada (500 mL), fibras de celulose (250 mg) e fibras de
celulose com Si0,/Ag;S é colocada numa trituradora. Depois de bem triturada, a solugdo é
dividida em pequenas por¢des de 100 mL e filtrada a véacuo. O filtro, juntamente com a
folha de papel € prensado e colocado a secar numa estufa a 80°C. Depois de 24 horas na

estufa a 80°C, a folha de fibras de celulose esta pronta para ser separada do papel de filtro.

5.2.4 Preparacio de Ag,S puro

Este ponto descreve as sinteses de Ag,S puro efectuadas para comparar o efeito

antifungico do Ag,S preparado por diferentes métodos nos fungos utilizados.
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Sintese de Ag,S por precipitacio directa

Foi preparada uma solu¢do de 50 mL de AgNOs (1.0 M) e uma solucdo de 50 mL de Na,S
(0.5 M). As duas solugdes foram misturadas, observando-se precipitacdo espontanea do
AgS. O sdélido de cor cinzento escuro foi filtrado a vacuo e lavado abundantemente com

dgua destilada e por fim guardado num exsicador sob vazio.

Sintese de Ag,S por decomposicao térmica do dietilditiocarbamato (Ag(S,CNEt;))

Colocaram-se 20 mg do complexo de prata (I), AgDTC, numa barca de Al,O;3 e
posteriormente introduzida no forno tubular durante 2 horas a 400 °C, sob N,. O sélido de

cor cinzento escuro foi guardado num exsicador

Sintese de nanoparticulas de Ag,S por decomposicao térmica do dietilditiocarbamato

(Ag(SCNEty))

Foi preparada uma solugdo, em acetona (25 mL), contendo 0.25 mmol do percursor,
AgDTC. A esta solu¢do foi adicionado, sob agitagdo, 1.5 mL de 1,2-diaminopropano. A
suspensdo foi mantida em refluxo, sob atmosfera de N,, durante oito horas. Apds as oito
horas, o sélido cinzento obtido foi isolado por centrifugacdo, depois de arrefecido, e lavado

vdrias vezes com acetona. O sé6lido, uma vez seco, foi guardado num exsicador sob vazio.

5.2.5 Preparaciao de um coléide de prata

Uma solucgdo contendo dgua destilada (100 mL) e nitrato de prata (90 mg) foi colocado sob
agitacdo, a uma temperatura de 100°C. Ap6s 10 minutos em ebuli¢do, adicionou-se (gota-
a-gota) 10 mL de uma solugdo de citrato de s6dio a 1% (1g de citrato de s6dio/100 g de
dgua destilada). Apds a adicdo do sal, a solugdo fica em refluxo durante 45 minutos.
Terminado o refluxo, o coldide de cor verde escura € arrefecido e a prata isolada por

centrifugacao.
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5.3 Procedimento experimental — testes microbianos

5.3.1 Preparacao de meios de cultura

O meio de cultura utilizado nos testes de inibi¢do de fungos foi o PDA (Potato Dextrose
Agar). Para preparar suspensoes de fungos, o meio de cultura sé6lido foi filtrado para retirar

o 4gar e usado como meio liquido

Os meios de cultura foram, depois de preparados, autoclavado (15 minutos a 121 °C).
Depois de autoclavado, o meio foi distribuido em placas de petri e guardado num

frigorifico a 4° C até ser utilizado.

5.3.2 Preparacio de suspensio de fungo

Para ramificar o fungo foi feita uma sementeira em meio liquido. Uma pequena por¢ao de
fungo foi retirada de uma placa com uma ansa bem esterilizada a chama e colocada num

frasco com meio liquido. A cultura foi incubada a 26.5 °C durante dois dias.

5.3.3 Diluicdo do fungo

Antes da sementeira em placa, o fungo foi diluido em Soluto de Ringer até 107.

0.5 mL 0.5 mL

r 3 3

110 1/100 1103
(10— (110 (103

Figura 5.1 Esquema representativo das dilui¢des efectuadas nos testes fingicos
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Ap6s dilui¢do, o fungo foi semeado pela técnica de sementeira a superficie. 0.2 mL de
amostra foi retirado da dilui¢do maior (10™) e colocado a superficie de uma da placa de
petri com o meio de cultura (PDA). A amostra foi espalhada com um espalhador

esterilizado. A figura 5.2 representa como se realiza uma sementeira a superficie.

0.2 ml

O espalhador deve il :
ser esterilizado Ix" ﬁ“ﬁ’
com dlcool a :
chama

Inoculurm

Figura 5.2 Esquema representativo de uma sementeira 4 superficie de fungos

5.3.4 Teste da actividade antifingica das nanoparticulas de silica e do

nanocomposito SiO,/Ag,S

O fungo foi diluido até 107 e adicionado SiO, (10 mg) e SiO/Ag,S (10 mg). Apds
agitacdo foram semeados em triplicado (200 pL de amostra) a superficie de uma placa de
PDA. As placas foram incubadas a 26.5°C. Apds incubacado de quatro dias foi determinado

a didmetro das coldnias
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5.3.5 Teste da actividade antifingica das nanoparticulas de silica e do

nanocomposito Si0Q,/Ag,S com o aumento do tempo de exposicao dos materiais

Foram preparadas duas suspensdes do fungo em soluto de Ringer. A uma das suspensdes
foi adicionada o nanocompdsito SiO,/Ag,S, a outra foi adicionada nanoparticulas de SiO,.
As suspensdes foram incubadas durante 24 horas para o Penicillium sp e 48 horas para o

Aspergillus niger.

Foram recolhidas amostras de pL a diferentes tempos de exposicao, 0, 8 e 24 horas para o
Penicillium sp e 0, 12 e 48 horas para o Aspergillus niger. As amostras foram semeadas em
placas de PDA e incubadas durante quatro dias a 26.5°C. Foi determinada entdo o nimero

de col6nias em cada placa

5.3.6 Teste da actividade antifiingica do nanocompoésito SiO»/Ag,S com o aumento

da sua concentracao

Foram preparadas suspensdes de Aspergillus niger e de Penicillium sp em soluto de
Ringer. As suspensdes foram adicionadas os nanocompdésitos SiO2/Ag,;S (2 €10 g/dm3 ) e
incubadas durante 48 horas sob agitacdo (150 rpm) a uma temperatura de 25° C. As
amostras foram semeadas em placas com PDA e incubadas durante quatro dias. O nimero
de colénias foi contado e determinou-se o numero de ufc/mL (unidade formadora de

coldnias por mililitro).

5.3.7 Teste da actividade antifingica do nanocompésito SiO,/Ag,S com diferentes
tamanhos de silica

Os dois fungos foram semeados em placas contendo PDA na presenca de SiO,/Ag,S com
diferentes quantidades de prata (1.99 e 5.99% de mim de Ag). O tamanho médio das

coldnias foi determinado apds 4 dias de incubagdo a 26.5°C.
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5.3.8 Teste da actividade antifiingica de fibras de celulose com SiO,/Ag,S

As folhas de papel de fibras de celulose e fibras de celulose com SiO./Ag,S apds
autoclavadas foram colocadas no centro das caixas de petri na fase final de solidificagao do
meio de cultura (PDA). As amostras foram semeadas em cima destas folhas. As placas

foram colocadas numa estufa a 26.5°C durante 8 dias.

5.3.9 Teste da actividade antifingica do Ag,S preparado por diferentes métodos

Os dois fungos foram semeados em placas contendo PDA na presenca de Ag,S preparado
por diferentes métodos. A densidade fungica dos dois fungos utilizados foi determinada

apos 4 dias de incubacdo a 26.5°C.

5.3.10 Teste da actividade antifiingica da prata (metalica e ionica)

Os fungos foram semeados em placas com PDA na presenca de prata metédlica, Ag,S
preparado por precipitacdo directa e o nanocompédsito SiO,/Ag,S (ambos com 1.58E-05

mol de prata). A densidade fiingica foi determinada apds 4 dias de incubacdo a 26.5° C.

5.3.11 Teste da actividade antifingica das nanoparticulas de TiO, e do

nanocomposito TiO»/Ag,S

O fungo foi diluido até 10° e adicionado TiO, (10 mg) e TiOy/Ag,S (10 mg). Apds
agitacdo foram semeados em duplicado (200 pLL de amostra) a superficie de uma placa de
PDA. As placas foram incubadas a 26.5°C. Apds incubacado de quatro dias foi determinado

a densidade fingica.
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5.3.12 Teste da actividade antifiingica das nanoparticulas de TiO, com diferentes

tamanhos

O fungo foi diluido até 10° e adicionado TiO, (300 e 500 nm). Apés agitacdo foram
semeados em duplicado (200 pL. de amostra) a superficie de uma placa de PDA. As placas
foram incubadas a 26.5°C. Apds incubacdo de quatro dias foi determinado a densidade

fungica.

5.3.13 Teste da actividade antifiingica do nanocompdésito TiO»/Ag,S com diferentes

tamanhos de TiO,

O fungo foi diluido até 107 e adicionado TiO2/Ag,S (300 me 500 nm). Apds agitagdao
foram semeados em duplicado (200 pL de amostra) a superficie de uma placa de PDA. As
placas foram incubadas a 26.5°C. Apés incubagdo de quatro dias foi determinado a

densidade flngica.

5.3.14 Teste da actividade antifiingica da prata (metalica e ionica)

Os fungos foram semeados em placas com PDA na presenca de prata metédlica, Ag,S
preparado por precipitacdo directa e o nanocomposito TiO,/Ag,S (ambos com 1.58E-05

mol de prata). A densidade fungica foi determinada apds 4 dias de incubacdo a 26.5° C.

5.4 Caracterizacao instrumental

Espectroscopia vibracional (FTIR e Raman) — Os espectros de infravermelho foram
registados num espectrofotémetro Matson 700 FTIR, usando pastilhas de KBr. Os
espectros de Raman foram registados usando um espectrofotémetro FT — Raman Bruker

RFS 100S.

Espectroscopia de "H RMN — Os espectros de RMN foram registados num espectrémetro

Bruker AMX 300 usando TMS como referéncia e Cloroférmio Deuterado como solvente.
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Andlise elementar — A andlise elementar do precursor unimolecular foi realizada num
CHMS-932 da Leco, nos laboratérios do Departamento de Quimica da Universidade de

Aveiro.

Analise térmica (TGA) — A andlise termogravimétrica foi realizada num aparelho
Shimadzu — TGA 50 Thermogravimetric, com uma velocidade de aquecimento de

10°C/min e sob N».

Analise electroforética — As andlises do potencial zeta foram realizadas pelo aparelho
ZetaSizer — Nano Séries Nano-ZS. A preparacdo das amostras consistiu na dispersao dos
s6lidos num sal (KCI) com uma concentragdo de 2 M e posterior ajuste de pH utilizando
uma base (KOH) com uma concentracdo de 17 M e um é4cido (HCI) com uma
concentracdo de 0.1 M. Para a medi¢ao do didmetro das particulas os sélidos foram sé

dispersados numa solucdo aquosa KCI (2 M).

Difraccao de raios X de pos (DRX) — A difraccdo de raios X de p6s foi realizada usando
um difractémetro Philips X’Pert operando com radiacio Cu-Ko (A=1.54060A) a

40kV/50mA. As amostras sélidas foram depositadas num substrato de platina.

TEM, SEM e EDS — A microscopia electrénica de varrimento (SEM) e a andlise por EDS,
dos s6lidos preparados, foram realizadas usando um microscépio FEG-SEM Hitachi S4100
operando a 25 kV ou um microscopio SEM Hitachi SU-70. A preparagdao das amostras
consistiu em depositar uma aliquota de uma suspensao contendo o material a analisar, num
suporte de aluminio. Dependendo de se pretender ou ndo a andlise por EDS, as amostras
foram previamente revestidas com carbono (usando um evaporador de carbono) ou com
uma mistura de Au/Pt. A microscopia electrénica de transmissdao (TEM) das nanoparticulas
foi realizada num microscépio Hitachi H-9000 operando a 300 kV. A preparacdo das
amostras consistiu em colocar uma aliquota da amostra nanodispersa sobre uma grelha de
cobre revestida com filme de carbono amorfo, deixando o solvente evaporar antes da

analise.
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