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RESUMO GERAL

Introducdo. A busca por acabamentos antibacterianos ndo-tdxicos, eficientes,
sustentaveis e de baixo custo tem aumentado nos ultimos anos e a pandemia causada pelo
novo Coronavirus (SARS-CoV-2) estimulou o desenvolvimento de téxteis inteligentes.
Diferentes compostos tém sido utilizados para funcionalizar téxteis com atividade
antibacteriana e antiviral e a nanotecnologia tem sido uma aliada nesse processo. A prata
apresenta atividade antibacteriana comprovada e a quitosana, dentre tantas propriedades,
é conhecida como estabilizante de nanoparticulas. A partir disso, desenvolvemos um
acabamento antibacteriano em tecido ndo tecido (TNT) por meio da sintese in situ de
nanoparticulas de prata por reducédo UV.

Metodologia. O TNT é um substrato téxtil comumente utilizado em mascaras faciais. A
aplicacdo da solugdo de AgNOs e quitosana foi realizada por imersdo. A sintese das
nanoparticulas in situ foi realizada por exposi¢do a radiacdo UV. As nanoparticulas foram
estabilizadas com quitosana de médio peso molecular.

Resultados. O acabamento foi obtido e foi evidenciado a formag&o de de nanoparticulas
de prata na superficie por meio da presenca de bandas de ressonancia plasménica entre
0s comprimentos de onda de 400-440 nm, pico de plasmon caracteristico para
nanoparticulas de prata. Apresentou atividade antibacteriana frente as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, reduzindo o crescimento de ambas em mais de
99%. No teste de citotoxicidade foi identificado que o acabamento ndo apresentava
toxicidade as células humanas, sendo a viabilidade celular maior que 98% nas amostras
testadas.

Conclusdo. O resultado mais eficiente em relacdo a menor tempo de experimento, gasto
menor com reagentes e atividade antibacteriana satisfatoria, foi obtido com a amostra que
usou 2 gL nitrato de prata, 1 gL quitosana e foi exposta por 2 h a radiagdo UV. Ela
apresentou resultados semelhantes as demais amostras, porém, com a menor concentragao
de reagentes e menor tempo de exposicdo. Estudos adicionais sdo necessarios para
caracterizar as nanoparticulas, avaliar a capacidade de filtracdo da mascara contendo o
acabamento e a qualidade da fixacdo do acabamento nanoestruturado no TNT, bem como
sua eficiéncia no controle de virus e outros microrganismos. No entanto, nossos

resultados sugerem fortemente que a tecnologia de formagdo de acabamento



nanoestruturado com prata e quitosana no TNT tem potencial para aplicacdo hospitalar e

sanitaria.

ABSTRACT

Introduction. The search for non-toxic, efficient, sustainable, and low-cost antibacterial
textile finishes has increased in recent years and the Coronavirus pandemic has urged the
development of these smart textiles. Different compounds have been used to functionalize
textiles with antibacterial and antiviral activity, and nanotechnology has been an ally in
this process. Silver has known antibacterial activity and chitosan is proven nanoparticle
stabilizer. From this, we developed an antibacterial non-woven fabric (TNT) finish
through the in-situ synthesis of silver nanoparticles by UV reduction of AgNO3.
Methodology. TNT is a textile substrate commonly used in face masks. The application
of the AgNO3 and chitosan solution was performed by immersion. The synthesis of the
nanoparticles in situ was performed by exposure to UV radiation. The nanoparticles were
stabilized with medium molecular weight chitosan.

Results. The finish showed antibacterial activity against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus bacteria, reducing the growth of both by more than 99%. In the
cytotoxicity test, it was identified that the finish was not toxic to human cells, with cell
viability greater than 98% in the samples tested. The formation of silver nanoparticles on
the surface was evidenced by the presence of plasmonic resonance bands between the
wavelengths of 400-440 nm, a plasmon peak characteristic for silver nanoparticles.
Conclusion. The most efficient result was obtained with the sample that used 2 gL-1
silver nitrate, 1 gL-1 chitosan and was exposed to UV radiation for 2 h. It presented
similar results to the other samples, but with the lowest concentration of reagents and
shorter exposure time. Additional studies are needed to characterize the nanoparticles,
evaluate the filtration capacity and the quality of fixation of the nanostructured finish on
TNT, as well as its efficiency in controlling viruses and other microorganisms. However,
our results strongly suggest that the technology of nanostructured finish forming with
silver and chitosan on TNT has potential for hospital and sanitary application.
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Resumo

A busca por acabamentos antibacterianos ndo-téxicos, eficientes, sustentaveis e de baixo
custo tem aumentado nos Gltimos anos e a pandemia do Coronavirus contribuiu para o
crescente desenvolvimento de téxteis inteligentes. Nesse trabalho foi desenvolvido um
acabamento antibacteriano em um tecido ndo tecido (TNT), por meio da deposicdo de
nanoparticulas de prata, sintetizadas por reducéo in situ por radiacdo ultravioleta (UV) e
estabilizadas com quitosana de médio peso molecular. O TNT é um substrato téxtil
comumente utilizado em mascaras faciais e imersdo foi usada para inclusdo da solucéo
de sintese no material. A metodologia de aplicacdo foi eficaz para obter o acabamento
antibacteriano frente as bactérias E. coli e S. aureus, visto que o percentual de reducdo do
crescimento bacteriano foi superior a 99%, para ambas. No teste de citotoxicidade foi
identificado que o acabamento ndo apresentada toxicidade a células humanas, a
viabilidade foi maior que 98% nas amostras testadas. A formacdo de nanoparticulas de

prata na superficie foi evidenciada por meio da presenca de bandas de ressonancia



plasménica entre os comprimentos de onda de 400-440 nm, pico de plasmon
caracteristico para nanoparticulas de prata. Conclui-se que a amostra mais promissora
diferentes é a 1 (2 gL nitrato de prata, 1 gL quitosana, 2 h UV), pois apresentou
resultados semelhantes as amostras com concentragdes maiores, gerando um custo com
reagentes menor. Estudos adicionais sdo necessarios para caracterizar as nanoparticulas,
avaliar a capacidade de filtracdo e a qualidade da fixa¢do do acabamento nanoestruturado

no TNT, bem como sua eficiéncia no controle de virus e outros microrganismos.

Palavras — chaves: Reducdo UV, téxtil, quitosana, Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, citotoxicidade

1. INTRODUCAO

Os tecidos obtidos de fibras naturais, como o algoddo, sdo mais suscetiveis
crescimento bacteriano, devido a sua estrutura porosa e hidrofilica que retém agua e
oxigénio, atuando como fonte alimentar para microrganismos. Contudo, as fibras
sintéticas, apesar da sua maior hidrofobicidade, ndo sdo totalmente imunes a
contaminacgdo por bactérias, pois a porosidade encontrada nos tecidos permite que sujeira
e umidade se acumulem também entre os fios do tecido, favorecendo um ambiente Umido
e quente, propicio para o desenvolvimento de microrganismos (HEBEISH et al., 2011).
Dessa forma, os téxteis antimicrobianos possuem como finalidade a capacidade de
prevenir ou inibir o crescimento de microrganismos, inibir a formacdo de biofilmes,
impedir a disseminacdo microbiana e, assim, remover as fontes de infeccdo (HU et al.,
2019). Portanto, o desenvolvimento de téxteis com essa atividade é de extrema
importancia para toda a sociedade, principalmente no ambiente hospitalar, onde a
frequéncia de infecgBes por microrganismos € mais significativa (BOCKMUHL et al.,
2019).

O desenvolvimento de Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs), jalecos
impregnados de antimicrobianos e a utilizacdo de téxteis funcionalizados por pacientes
internados e por profissionais da &rea € uma alternativa para auxiliar na diminui¢do de
infeccbes hospitalares, principalmente, infecgdes respiratorias altamente contagiosas
como a Covid-19 (WATANABE e FRONTEIRA, 2021).



Para a obtencdo téxteis com capacidade antibacteriana sdo utilizados desde
compostos sintéticos, como Triclosan, compostos de aménio quaternério, polibiguanidas,
N-halaminas a agentes de origem natural como a quitosana, além de éxidos de metais,
como a prata, 0 ouro e o0 zinco, principalmente em nanoescala (WINDLER; HEIGHT e
NOWACK, 2013; SIMONIC e TOMSIC, 2010). Pesquisadores da area téxtil buscam a
Nanotecnologia, que é uma area em expansao, como uma aliada para desenvolvimento
de produtos com alto valor agregado. Segundo Sharma et al. (2019), existem atualmente
mais de 1800 produtos de consumo contendo nanomateriais, dentre os amplamente
estudados, as NPs (nanoparticulas) metélicas destacam-se, principalmente as de prata,
ouro, paladio e platina com aplicacdo em varios setores desde a construcdo civil,
eletroquimica, medicina, cosmética, téxtil, farmacos e ate alimentos (NISKA et al., 2018).

As nanoparticulas de prata tém sido cada vez mais utilizadas em aplicacdes nas
industrias téxteis (ADEYEMI, 2020; WATANABE e FRONTEIRA, 2021), porém, 0s
métodos quimicos de sintese de nanoparticulas de prata podem ser toxicos, poluentes e
apresentar alto custo. Ha, portanto, um grande interesse em novas rotas de sintese
ecologicamente viaveis que fornecam uma boa dispersao e estabilidade durante a sintese,
impedindo a agregacdo das nanoparticulas, o que podem influenciar na sua atividade
antibacteriana. (BACKX et al., 2019). Dentre os reagentes que sdo empregados como
estabilizantes de nanoparticulas, a quitosana tem ganhado destaque em inUmeros
trabalhos (DEL AQUILA, 2017; DE LIMA et al., 2018). A quitosana € uma
poliglucosamina linear formada pela condensacdo da glucosamina na posigdo B(1—4), é
atdxica, biodegradavel, biofuncional e biocompativel (DUTTA et al., 2009). Ela é
produzida pela desacetilacdo da quitina (polimero de N-acetilglicosamina) que forma o
exoesqueleto dos artropodes. A presenca de grupos amina livres auxilia nas atividades
bioldgicas e uma delas é a atividade antimicrobiana (ORTIZ et al., 2019).

A atividade antimicrobiana da quitosana e seus derivados foi descoberta por Allan
e Hadwiger (1979) que observaram o efeito fungicida dos biopolimeros em diferentes
classes de fungos. Neste contexto, a atividade antimicrobiana da quitina, quitosana e seus
derivados contra diferentes grupos de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos
vém recebendo considerdvel atencdo. No que se refere a propriedade antibacteriana, foi
verificada a atividade contra diversos tipos de bactérias, sendo que alguns estudos
apontam maior eficiéncia para bactérias gram-positivas do que para bactérias gram-

negativas, enquanto outros indicam o contrario (YOUNES et al., 2014).



Empregar um método adequado para a deposicao das nanoparticulas € uma etapa
vital, podendo a aplicagdo em substrato téxtil ser realizada pela técnica in situ ou ex situ.
A mais utilizada é a ex situ, porém, ela possui algumas limitacbes como necessidade de
agentes estabilizadores, para evitar a aglomeracdo das nanoparticulas no momento da sua
preparacdo, necessidade de purificacdo antes de ser utilizada e mesmo assim o
acabamento e a distribuigcdo pode nédo ser uniforme (IJAZ et al. 2017). Segundo REHAN
etal. 2017, asintese in situ, & mais eficiente, mesmo necessitando da presenca de agentes
estabilizantes, pois reduz o0 consumo de energia e reagentes, além de consumir um tempo
menor para a sintese.

Dentre os métodos de sintese de nanoparticulas, 0 método de reducéo quimica é
o mais difundindo na literatura, porém, alguns agentes redutores sdo toxicos e com um
custo mais elevado. Assim, o método de reducéo por luz UV é considerado uma técnica
“limpa” por ser ecologicamente vidvel, pois ha uma diminuigdo na producdo de efluentes
e utilizacdo de produtos quimicos. O custo também é menor quando comparado com
outros métodos, como a reducdo quimica (ISAEVA, 2013). Adicionalmente, o método
de reducdo UV, caracteristicas das nanoparticulas como tamanho e formato, sdo mais
controlaveis (MARIN, 2008).

Tecidos com propriedades antimicrobianas podem ajudar a proteger as pessoas
em crises sanitarias como a da Covid-19, mas, sobretudo, podem ajudar a prevenir
infeccdes hospitalares, protegendo médicos, fisioterapeutas, enfermeiros e pacientes. A
atual pandemia mostrou a importancia da utilizacdo de EPIs adequados para evitar
contrair infeccBes, tendo como destaque 0 uso de mascaras cirdrgicas, respiradores tipo
PFF2 e maéscaras de tecido, como o algoddo. J& existem diversas formas de produzir
tecidos funcionalizados, em geral esses métodos apresentam custo elevado e impacto
ambiental que impedem seu uso. Novas pesquisas podem permitir a disseminacdo de
téxteis com diversas funcionalidades, como exemplo, a diminui¢do da proliferacdo de
microrganismos patogénicos. Neste sentido, esse trabalho teve como finalidade a
obtencdo de um acabamento antibacteriano pela deposi¢do de nanoparticulas de prata,
estabilizadas por quitosana e sintetizadas por reducéo in situ com radiagéo ultravioleta
(UV), utilizando como substrato téxtil TNT comumente utilizado em mascaras cirdrgicas,

composto de polipropileno.



2. MATERIAL E METODOS

2.1.Analise microbioldgica para Nitrato de prata e Quitosana

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), concentracéo
bactericida minima (CBM) foi utilizado o método de disco difuséo para o nitrato de prata
e quitosana, utilizando as bactérias Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923. O preparo para cada experimento se inicia 24 horas antes, com o
cultivo dos microrganismos em caldo Mueller-Hinton (CMH), a 37 °C, durante 24 h. Para
os testes, a densidade celular foi padronizada em tubos de solucdo salina 0,9% estéril,
para que a turvagao seja idéntica ao tubo da escala McFarland, que corresponde a 0,5x108
UFC mL™. Estas analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia Aplicada a
Produtos Naturais e Sintéticos, da Universidade Estadual de Maringa.

O método de microdiluicdo (CLSI standard M07-A10) em caldo foi realizado para
determinar a concentragdo CIM e CBM da AgNOs (Synth®) e da quitosana gentilmente
cedida pelo Professor Helton Alves da Universidade federal do Parana - UFPR, campus
Palotina. As trés amostras testadas de quitosana, apresentavam grau de desacetilacdo

semelhante, porém, variavam em relacdo a massa molar viscosimétrica.

2.2.Sintese das nanoparticulas

Devido a baixa solubilidade da quitosana em agua, a solucdo de quitosana, foi
preparada em uma solucéo de 1% v/v de acido acético sob vigorosa agitacdo, durante 15
h. Posteriormente, uma solucdo de AgNO3 preparada, foi combinada com a solugédo de
quitosana, sob agitacdo de 5 minutos. A solugdo final ([AgNOs] 2-6 g L™; [quitosana] 1-
3 g L), foi transferida para um béquer de 500 ml, onde a amostra de tecido foi imersa
por 10 minutos. Apds este periodo, a amostra de TNT, agora com a solucdo de AgNOsz e
quitosana foi exposta a uma ldampada de luz negra (poténcia de 26 W) por um periodo de
2 h e 6 h, determinado de acordo com o protocolo experimental. Em seguida, foram
colocadas em uma cabine de MDF, que foi projetada e construida para essa finalidade.
Com uma distancia entre a amostra e a lampada de 20 cm. Apds o tempo de exposicdo
que foi determinada para cada ensaio, a amostra de tecido foi levada a estufa, por 5 min,
a 60 °C até a secagem.

Para avaliar quais dos fatores exercem maior influéncia na atividade

antibacteriana e na formacdo das nanoparticulas de prata utilizamos um protocolo



experimental com variag@o nas concentracdes dos fatores. Abaixo, temos o procedimento
experimental, indicando quais as variaveis analisadas e as concentragdes determinadas
para cada ensaio.

Tabela 1. Protocolo experimental.

Concentracdo Concentracdo  Tempo de

AgNOs3 Quitosana reducédo UV
Ensaio (gL™?) (gL ()
1 6 3 6
2 2 1 2
3 6 1 2
4 6 1 6
5 6 3 2
6 2 3 6
7 2 3 2
8 2 1 6

2.3.Analise microbioldgica dos tecidos

O método de disco difusdo (CLSI stardard M02) foi realizado para avaliar a
atividade antibacteriana do tecido apds a sintese das nanoparticulas. Para isso, as bactérias
foram suspensas em solucdo salina e semeadas sobre a placa contendo o agar Muller-
Hilton. Em seguida, foram colocados os discos contendo as amostras a serem testadas.
As placas foram incubadas a 37 °C, por 24 h. Apds esse periodo, os diametros dos halos
de inibicdo formados ao redor dos discos foram medidos (em milimetros).

Os microrganismos utilizados no teste de contato dindmico dos tecidos foram as
bactérias Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923,
cultivados em Caldo Mueller-Hinton (Difco®), como ja descrito anteriormente. Para 0s
testes, a densidade celular serd padronizada em tubos de solugdo salina 0,9% estéril, para
que a turvagdo fosse idéntica ao tubo da escala McFarland que corresponde a 0,5 x 108
UFC mL. Estas analises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia Aplicada aos
Produtos Naturais e Sintéticos, da Universidade Estadual de Maringd — UEM.

O teste de contato dindmico é quantitativo e foi utilizado para anélise da atividade
antibacteriana, sendo adaptado da ASTM (American Society for Testing and Materials)
E2149 13.2806. Para esse experimento, foi utilizado meios seletivos e diferenciais, agar
eosina azul de metileno (Kasvi®) para E. coli ATCC®25922™ e 4gar manitol salgado

(Kasvi®) para S. aureus ATCC®25923™, Para a realizagio do teste foi necessario ativar



uma nova cultura de bactéria em Caldo Triptico de Soja (TSB) estéril a 37 °C por 24 h.
A cultura foi diluida em solugdo tampao estéril (0,3 mM KH2PO4) com uma concentragao
variando de 1,5 x 108 para 3,0 x 108 UFC (unidades formadoras de colonias) mL, de
acordo com o 0,5 da escala McFarland.

As amostras TNT (5x5 mm) ndo foram esterilizadas antes do teste, devido a
proximidade da temperatura da autoclave, com o ponto de fuséo de Polipropileno. Para o
Polipropileno isotatico, o ponto de fusdo pode alcancar o valor méximo de 176 °C,
enquanto para o Polipropileno sindiotatico tal limite é de 135 °C (ROSARIO et al. 2011).
Porém, uma amostra do tecido foi colocada em um tubo de ensaio sem inoculo, apenas
com a solucéo tampéo estéril (0,3 mM KH2PO,), agitada por 1 h e incubada a 37 °C por
24 h, com a finalidade de verificar se houve contaminacédo do tecido durante a sintese das
nanoparticulas.

As amostras do TNT foram adicionadas em um Erlenmeyer de 250 mL,
inoculadas com a suspenséo de microrganismos contendo 50 mL de solucdo salina e 0,05
mL de in6culo, foram agitadas a 120 RPM em uma incubadora shaker, a 37 °C pelo
periodo de 1 h. Posteriormente, foram diluidas em série e cada amostra foi semeada em
duplicata. Os testes foram realizados em duplicata, em dias diferentes. Como controle
negativo, utilizou 50 mL da solucéo tampao estéril, a mesma concentracdo bacteriana em
UFC mL? e foi imerso uma amostra do ndo tecido sem acabamento, para analisar se 0
material exerce alguma atividade antibacteriana, sem a presenca do acabamento. Os
resultados foram expressos como a média de UFC mL, de acordo com o método de teste
ASTM-E2149 13.2806 (adaptado). A porcentagem de reducdo e a redugdo logaritmica
bacteriana do crescimento microbiano foram determinadas de acordo com a seguinte

equacao:

Reducéo bacteriana = Log10(B) - Log10(A)

Onde, A indica o nimero de UFC mL ™ para o frasco contendo a amostra com acabamento
ap6s o tempo de contato e B representa o nimero de UFC mL™ para o 'indculo apenas'
no momento '0". As médias foram calculadas com base nos valores da contagem de UFC,

que foi obtida de acordo com o método de contagem em placa de agar.



2.4.Ensaio de citotoxicidade
Foram utilizadas Fibroblastos da linhagem L929, que foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) e analisadas diariamente em microscépio
invertido. Para a avaliagdo da citotoxicidade do tecido, foi empregado 0 ensaio de
metiltiazol (MTT). Este ensaio colorimétrico baseia-se na capacidade das mitocondrias
viaveis de converter um sal de tetrazélio 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide) em cristais purpuras de formazan.

2.5.Caracterizacdo das nanoparticulas de prata: Espectroscopia no UV-VIS

A espectroscopia no UV-Vis foi empregada para confirmar a formacgdo de
nanoparticulas de prata, por meio do surgimento de bandas de ressonancia de plasmon de
superficie (surface plasmon resonance - SPR). Para essa analise, foram obtidas leituras
de reflectancia das amostras de tecido sem tratamento e com o tratamento das
nanoparticulas de prata (NPAQ), na regido entre 250 e 800 nm, com resolucdo de 1 nm,
utilizando um espectrofotdometro UV/VIS/NIR da marca Perkin Elmer, modelo Lambda
1050, disponivel no Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP), da UEM. O
tamanho da nanoparticula foi estimado a partir de espectros de absorcdo UV-VIS usando
a teoria de Mie-Drude, levando em consideracéo que tenha formato esférico.

2.6.Analises estatisticas

A avaliacdo da citotoxicidade e da formacdo da nanoparticulas foram realizadas
em triplicata. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada pelo programa GraphPad
Prism® (versdo 6.0, GraphPad Software Inc., EUA) para testar a significancia das
diferencas observadas. O teste de comparacdo multipla de Tukey foi aplicado aos dados
e as médias que diferiram com probabilidade igual ou maior que 95% foram consideradas

estatisticamente significativas.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concentracdo inibitdria minima, concentracéo bactericida minima e ensaio

de microdiluicdo em caldo para o nitrato de prata e quitosana
Os resultados para atividade antibacteriana da quitosana encontrados na literatura,
sdo conflitantes (XIA e WU, 1996; UENO et al., 1997), devido as diferencas nas suas
propriedades fisico-quimicas (OLIVEIRA, 2021). Caracteristicas quimicas como peso
molecular (PM) e grau de desacetilacdo (GD) séo os fatores que mais influenciam nos
resultados, pois dependendo do PM a entrada da quitosana na célula pode ser facilitada
ou dificultada, enquanto o grau de desacetilacdo interfere na solubilidade da amostra.
Quando o grau de desacetilacdo atinge 70%, a diluicdo € viabilizada em solucdes aquosas
acidas, o que possibilita véarias aplicacbes. Segundo, SILVA (2010) quando o grau de
desacetilacdo aumenta, influencia na viscosidade e, consequentemente, afeta na diluigéo
da amostra, sem estar completamente diluida, ndo exerce sua atividade antibacteriana. As
amostras de quitosana foram identificadas de acordo com a diferenca de peso molecular,

conforme Tabela 2.

Tabela 2. Amostras de quitosana e suas caracteristicas quimicas
(Nano=nanoquitosana; QM= quitosana com médio peso molecular;
QA=quitosana com alto peso molecular)

Amostra Massa Molar Viscosimétrica Grau de desacetilacéo

Nano 12 kda 90%
QM 50 kda 90%
QA 180 kda 92%

De acordo com as analises realizadas, todas as amostras apresentaram atividade
frente as bactérias. Os resultados foram divergentes para S. aureus e E. coli, o que ja era
esperado, pois esses microrganismos apresentam estruturas celulares diferentes, o que
consequentemente afeta no mecanismo de agédo da quitosana, quando em contato com a
superficie celular das cepas. Ainda ndo estd esclarecido qual a forma de acdo deste
polimero nas células microbianas, porém, muitos autores tém sugerido possiveis
mecanismos de a¢do. Alguns relacionam com a formacéo de interacdes eletrostaticas de
grupos aniénicos de membranas celulares microbianas com a carga positiva de grupos
amina da quitosana, gerando prejuizos na ingestdo de nutrientes das células, afetando seu
crescimento (GOMES, 2007; YOUNG e KAUSS, 1983).



Zheng e Zhu (2003) sugerem um mecanismo afetado pelo PM, perante bactérias
gram-negativas e gram-positivas. Quando em contato com S. aureus, a quitosana de PM
maior apresenta atividade antibacteriana mais eficaz, a principal razéo é a formacédo de
uma membrana polimérica na superficie da célula, impedindo a entrada de nutrientes para
o citoplasma. Enquanto em E. coli, a quitosana com PM menor possui uma atividade
antibacteriana melhor, pelo fato de conseguir permear a membrana celular, e com sua
capacidade de adsorcdo de substancias eletronegativas, causar danos as atividades
fisioldgicas da célula, matando-a. Existem mecanismos que sugerem a ligacdo da
quitosana ao DNA bacteriano, comprometendo a sintese proteica e as atividades vitais do
microrganismo (SEBTI et al., 2005). Além disso, elas agem como quelante de ions
metélicos, produzindo toxinas e afetando o crescimento microbiano (AMORIM et al.,
2005).

Na Tabela 3, temos os resultados obtidos pelo teste de microdiluicdo em caldo
para S. aureus e E. coli. Pode-se notar que a quitosana QM com médio peso molecular
apresentou menor CIM, indicando que uma menor concentracao dessa amostra é capaz
de reduzir o crescimento bacteriano visivel. Esse resultado encontrado para E. coli, é
semelhante ao resultado de Silva (2010). Devido a isso e ao fato de ndo ter apresentado
variagdo nas replicatas, essa amostra foi selecionada para ser o agente estabilizante das
nanoparticulas de prata durante a sintese.

Tabela 3. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima

(CBM) obtido por teste de microdiluicdo em caldo.

S. aureus (ATTCC 25923) E. coli (ATTCC 25922)
Amostra CIM/CBM(1) CIM/CBM(2) CIM/CBM(L) CIM/CBM(2)
Nano 390/781  195/312,0 156,0/156,0  78,1/156,0
QM 195/312,0  19,5/312,0 78,1/78,1 78,1/78,1
Ql 39,0/156,0 9,7/39,0 78,1/78,1 39,0/39,0

O nitrato de prata possui uma atividade antibacteriana bem estabelecida
(SLAWSON et al., 1992; PARK et al., 2014; BOTELHO et al., 2020) devido a sua
interacdo com enzimas, proteinas e DNA (SHI et al., 2015), por isso avaliamos ndo ser
necessario realizar a duplicata dos testes. Para E. coli o CIM e o CBM foram ambos de
7.8 ug mlt. Enquanto para S. aureus obtivemos o CIM de 7.8 ug ml e o CBM 125 pg
ml?, esses resultados implicam a concentragdo de nitrato de prata capaz de inibir o

crescimento bacteriano de E. coli € menor que em S. aureus, podendo estar associado ao



fato de a parede celular das bactérias gram-negativas serem mais suscetiveis ao
rompimento mecanico, por possuir uma camada mais fina de peptideoglicanos
(TORTORA, FUNKE e CASE, 2005).

A sintese das nanoparticulas in situ, foi realizada por reducdo UV, conforme
apresentado em Material e Métodos. Ap6s a sintese, 0 TNT nanoestruturado foi
submetido a anélise da atividade antibacteriana do material pelo método de disco difusao.
Para ambos os testes, a atividade antibacteriana foi testada em E. coli ATCC 25922 e S.
aureus ATCC 25923, que sdo bacterias padréo para este metodo. Segue abaixo a Tabela
4, e a Figura 1 que apresentam os resultados do teste de disco difuséo para a bactéria S.

aureus.

Tabela 4. Diametro dos halos de inibicdo do crescimento de S. aureus obtidos por agdo de
nanoparticulas de prata.

Concentracdo  Concentragio  Tempode  Diametrodo halo

de AgNO3 de quitosana  reducgdo UV (mm)
Amostras (gL) (gL?) (h) Exp.2 Exp.3
1 6 3 6 8 0 7
2 2 1 2 0 0 0
3 6 1 2 0 11 0
4 6 1 6 0 13 7
5 6 3 2 8 13 7
6 2 3 6 0 11 0
7 2 3 2 0 0 7
8 2 1 6 0 7 0




Figura 1. Didmetro dos halos de inibicéo obtidos para S. aureus
realizado pelo método de disco difusdo, em triplicata.

De acordo com Perera et al. (2013), halos de inibicdo acima de 3 mm séo
considerados significativos. Dentre as amostras analisadas, a Amostra 5 com
concentragdes de AgNO3 de 6 gL, quitosana 3 gL e tempo de reducdo UV de 2 h,
constatamos nas 3 replicatas a formacéo de halo de inibi¢cdo maiores que 3 mm, que indica
bom efeito antibacteriano. Nas demais amostras, os valores de halo em algumas das
replicatas foi zero, somente a Amostra 2 ndo foi identificado formagdo de halo em
nenhuma das replicatas.

Na Tabela 5 e Figura 2, observamos que a formacg&o de halo de inibi¢do foi menor
E. coli, em comparagdo com S. aureus. As amostras que apresentaram halo em mais de
uma réplica, foram as amostras 1, 3 e 4, as demais ou ndo apresentaram ou obtiveram a
formacéo de halo em apenas uma das replicatas, é o caso da Amostra 7. Os trabalhos de
Fonseca et al. (2022), Hartz et al. (2021) e Abdel-Halim et al. (2014), apresentaram
tamanhos de halos de inibigdo proximos aos resultados que foram obtidos no presente
estudo. Sendo os resultados de Fonseca et al. (2022) dose-dependente, quanto maior a
concentracdo das AgNPs maior a didmetro do halo.

No nosso trabalho os valores de halos de inibi¢éo variaram de forma consideravel
entre E. coli e S. aureus, porém, € possivel examinar que as amostras que apresentaram
atividade antibacteriana, foram as que apresentavam uma concentracdo maior de nitrato
de prata e quitosana, em sua maioria. Saini et al. (2019) fez a analise quantitativa do
material que foi funcionalizado com nanoparticulas pelo método de disco difusdo e o
resultado da andlise para E. coli foi um halo de inibi¢cdo de 1 mm, indicando atividade
antibacteriana reduzida.



Tabela 5. Didmetro dos halos de inibigdo do crescimento de E. coli obtidos por acdo de

nanoparticulas de prata.

Concentracdo Concentracéo Diametro do Halo
AgNO3 Quitosana Tempo de (mm)

Amostras (gL™?) (gL™?) reducdo UV (h) Exp.1 Exp.2 Exp.3
1 6 3 6 0 7 10
2 2 1 2 0 0 0
3 6 1 2 0 7 8
4 6 1 6 0 10 6
5 6 3 2 0 0 0
6 2 3 6 0 0 0
7 2 3 2 0 0 6
8 2 1 6 0 0 0

|

v

Figura 2. Didmetro dos halos de inibigé obtidos para E. coli

realizado pelo método de disco difusdo, em triplicata.

A partir desses resultados foram selecionadas as amostras que apresentaram boa
atividade antibacteriana, para complementar o resultado com a andlise quantitativa.
Devido ao fato do teste de disco difusdo ter apresentado muitas variagdes nos resultados,
buscamos analisar as amostras por meio de um teste quantitativo, para que além de
visualizar os resultados, fosse possivel mensurar o quanto esse material € ativo. A triagem
das amostras foi baseada de acordo com 0s melhores resultados obtidos com o método de
disco difusao.



Sendo selecionadas duas que continham a concentracdo maior de AgNOs e
quitosana e variam apenas no tempo de redugdo UV (amostras 1 e 5) e a amostra que
continha a menor concentracdo dos reagentes e 0 menor tempo de reducdo UV (amostra
2), para que com a analise quantitativa pudéssemos observar se na menor concentracao,
também havia reducdo da atividade antibacteriana, levando em consideracdo que
caracteristicas quimicas e fisicas, sdo fatores determinantes para a toxicidade dessas
particulas frente as células animais, como o tamanho, a morfologia, a dose e o tempo de
exposicdo (DURAN et al., 2016; PINZARU et al., 2018; DURAN et al., 2019).

A analise da reducdo da atividade antibacteriana, foi realizada de acordo com a
norma E2149-13 da American Society for Testing and Materials (ASTM), com o Teste
padrdo para determinacdo da atividade antimicrobiana de agentes antimicrobianos
imobilizados sob condic¢des de contato dindmico, realizado de acordo com a metodologia

descrita em Material e Métodos. A Tabela 6 e Figura 3, apresentam os resultados.

Tabela 6. Percentual de reducdo do crescimento bacteriano realizado pelo teste do

contato dinamico.

UFC/ml
Bactéria T:0h T:1h Reducdo Logaritmica Percentual de Reducéo
E. coli 6x10* 0 4,31+0,45 99,99%

S.aureus 65x102 0 2,64 +0,14 99%




Figura 3. Atividade antibacteriana da amostra realizada por métodos de dilui¢cdo em série para E.
coli, a) controle T: 0 (diluicio em série 10%), b) controle T: 1 h (diluicdo em série 10?), c) amostra
(diluicdo em série 10°Y). Para S. aureus, d) controle T: 0 (diluicdo em série 10%), e) controle T: 1

h (diluicio em série 10*#), f) amostra (diluicdo em série 10%).

Os resultados obtidos com a anélise quantitativa foram conclusivos em relagdo a
atividade antibacteriana do acabamento do material, visto que foi detectada a reducéo
bacteriana proximo a 100%, inclusive, na amostra que continha uma concentracao
menor de reagentes e menor tempo de reducdo UV.

O estudo realizado por Almeida et al. (2021), no qual foi desenvolvido uma
nanofibra, eletrofiadas de acetato de celulose (CA) e brometo de cetilpiridinio (CEC) que
apresenta atividade antibacteriana, para ser funcionalizada como a parte filtrante de
mascaras cirdrgicas, aplicou o0 mesmo método de andlise da atividade quantitativa e
apresentou resultados do percentual de reducdo do crescimento bacteriano, maior que
99,99%, similar ao que observamos aqui. O estudo de Saini et al (2019) aplicou a mesma
metodologia para analisar o resultado quantitativo da atividade antibacteriana de um
tecido de algodao revestido com nanoparticulas de prata, sintetizadas por reducdo quimica
de nitrato de prata, em que hidrato de hidrazina foi utilizado como agente redutor e alcool
polivinilico como agente estabilizante. Neste trabalho, o autor realizou a analise somente
com uma bactéria gram-negativa, E. coli, e o resultado de reducdo da atividade
antibacteriana foi de 94,56%, mesmo ap6s 5 lavagens o material ainda apresentou reducao
em 93,3%; porém, esse resultado satisfatério foi evidenciado somente na concentracdo

maior de Ag, que foi de 50 ppm.



O trabalho de Morsi et al. (2017) que estudou a atividade antibacteriana de AgNps
associadas a quitosana para o tratamento de agua, encontrou resultados semelhantes em
relacdo a reducdo logaritmica de S. aureus, sendo préximos da reducédo de 2 logs. Ainda
em relacdo ao estudo citado foi testado a atividade em E. coli, todavia, a reducdo foi
menor em comparacdo a analisada no presente estudo. Altava et al. (2016), usaram da
mesma metodologia para anélise do percentual de reducdo bacteriana e os resultados para
E. coli em sua maioria, indicaram reducdo do percentual acima de 90%, onde o valor da
reducdo aumentava conforme a temperatura e tempo de sintese fosse sendo elevada.

Nie et al. (2021) ao funcionalizaram um téxtil com acdo autodesinfetante e
propriedade  antibacteriana  fotodindmica/fototérmica  sinérgica, utilizando
sucessivamente metais organicos porfirinicos (PCN-224) e nanoparticulas de Ag (NPs)
cultivadas in situ em malha de algodao téxtil (KCT) para obter um efeito bacteriostatico.
Os autores observaram uma reducdo da atividade bacteriana maior que 99%, para E. coli
e S. aureus. Wang (2021) realizou a sintese in situ de nanoparticulas de prata e de selénio
em tecido de celulose cationizada com finalidade antimicrobiana. No teste de analise da
atividade antimicrobiana foi identificado a reducdo do percentual microbiano maior que
99,99% em todos os grupos, porém, esse valor foi reduzido ap6s as lavagens
provavelmente devido a utilizacdo de detergentes com tensoativos aniénicos em sua
composicdo, que podem ter neutralizado grupos catiénicos ap6s inimeras lavagens.

O mesmo percentual de reducdo da atividade microbiana de coldnias de E. coli e
S. aureus foi encontrado na investigacdo de Srisod et al. (2018), que estudou a
funcionalizagdo de tecidos de algoddo. Com a anélise de durabilidade do acabamento, foi
identificado que mesmo apds 50 lavagens do tecido o efeito de reducdo ainda se manteve

alto, em torno de 90%.

3.2 Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi empregado com o intuito de verificar se as
concentragdes que apresentaram uma excelente atividade antibacteriana seriam
prejudiciais em contato com a pele humana. Na Figura 4, temos os resultados do ensaio

de citotoxicidade, foi observada viabilidade celular superior a 98% nas amostras testadas,



indicando que o acabamento sintetizado no material ndo causou toxicidade nas células,

pois ndo houve redugdo significativa da proliferacdo celular.
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Figura 4. Efeito dos tratamentos sobre o crescimento de fibroblastos. Ctrl, controle sem TNT;
TSA, TNT sem acabamento; Al, 2 gL nitrato de prata 1 gL quitosana, 2 h UV (Al); A2,

6 gL nitrato de prata, 3 gL quitosana, 6 h UV (A2); A3, 6 gL nitrato de prata, 3 gL 'quitosana,
2h UV (A3. As barras representam médias (n= 3 £ EPM). Diferengas estatisticas foram avaliadas
pelo método de Tuckey (p<0,05).

De acordo com estudos anteriores de Azizi-Lalabadi et al. (2021) o tamanho das
nanoparticulas é um fator consideravel no aumento da toxicidade. Segundo Liao et al.
(2019), o cultivo em celulas in vitro e a toxicidade das AgNPs, sendo identificada
toxicidade em diversas linhagens celulares, incluindo células epiteliais brénquicas
humanas, glébulos vermelhos, células mononucleares do sangue periférico humano,
queratindcitos humanos imortais e células hepaticas. Foi confirmado por esse e outros
estudos, que as AgNPs induzem a citotoxicidade que é dependente da concentracao,
tamanho e tempo, contudo, tamanhos inferiores 10 nm, tendem a ser mais prejudiciais.

Borchio et al. (2021) avaliou a citotoxicidade de AgNPs em fibroblastos e analisou
os resultados por um método que quantifica a viabilidade celular apds a exposicao as
nanoparticulas. Utilizando diversas concentracdes de AgNPs, foi observado que a partir
de 1 pg/ml a viabilidade dos fibroblastos era reduzida em 50% e a reducéo foi dose-
dependente a partir dessa concentra¢do, indicando que as nanoparticulas reduzem
significativamente a viabilidade celular.

O trabalho de Mohseni et al (2019) comparou dois antimicrobianos, nanofibras de

quitosana incorporadas com nanoparticulas de prata e nanofibras associadas a um produto



padrdo (sulfadiazina de prata — SSD). A atividade antimicrobiana foi semelhante a que
encontramos aqui, porém, o material incorporado com SSD apresentou toxicidade maior
contra as celulas fibroblastica em relagdo as AgNPs, mesmo em concentragdo semelhante.
O estudo de Chen (2020) sintetizou e avaliou a sintese de AgNPs reduzida in situ por
diferentes agentes redutores na presenca de quitosana, tendo por objetivo obter
propriedades antibacterianas para o substrato (polipropileno) com custo reduzido. Os
resultados foram promissores, para E. coli e S. aureus a taxa de inibigdo do crescimento
bacteriano foi de 99% e 100%, respectivamente. Dentre as analises mecanicas, o material
ndo foi prejudicado quanto a elasticidade e resisténcia, inclusive, a presenca das
nanoparticulas executaram melhora nesses pard@metros em comparacéo ao polipropileno
puro.

Srisod et al. (2018) avaliaram a citotoxicidade do tecido de algoddo
funcionalizado com AgNPs, utilizando células L929, os ensaios demonstraram que 0S
tecidos tratados com os agentes antimicrobianos ndo apresentavam toxicidade para as
células. Para Durén et al. (2016) as nanoparticulas de prata podem ser internalizadas,
liberar ions de Ag*, gerando estresse oxidativo, que promove morte celular. O mecanismo
esclarecido da agdo citotoxica das nanoparticulas de prata ainda ndo é elucidado, por isso
é importante garantir que o material que esta sendo funcionalizado ndo apresente

concentragfes que possam ser prejudiciais a seguranca de pessoas e do meio ambiente.

3.3 Formacdo das nanoparticulas

A espectroscopia no UV-Vis é a técnica mais usada para caracterizacdo de
nanoparticulas, sendo rapida e eficiente para caracterizagdes em nanoescala. A presenca
da ressonancia plasmonica entre os comprimentos de onda de 400-440 nm resultam num
pico de plasmon caracteristico para AgNPs (ABBASI et al. 2016; SHAHEEN et al.,
2018).

Com a finalidade de confirmar a formacdo de nanoparticulas de prata nas duas
faces da superficie do tecido, os espectros de refletancia foram obtidos. Para a amostra
controle, observamos que as medidas de refletancia em cada lado (controle A e controle

B) apresentam diferencas na regido abaixo de 400 nm (regido do UV), em todos 0s ensaios



realizados, como mostra a Figura 5. Na Figura 6, podemos observar que a Amostra 1
apresenta uma menor reflectancia que o controle. Como a reflectancia é menor podemos

concluir que existe uma absorgéo nesta regido do espectro.
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Figura 5. Reflectancia para a amostra controle nos diferentes lados (A e B).
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Figura 6. Comparacdo entre a reflectancia da amostra referente a amostra 1 e o controle.
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Figura 7. Valor (%) do pico da banda observado na subtragdo dos espectros de refletancia do

controle e respectivo ensaio.

A subtracdo dos espectros (controle — amostra) resulta em um espectro
proporcional a quantidade de radiagdo absorvida pelo material depositado na amostra
(Figura 7). A reflectancia UV-Vis com a configuragdo utilizada, mostrou que o maior
pico, e consequentemente maior quantidade de nanoparticulas de prata foi obtida com a
Amostra 1 (lado A) com valor de pico de 5,2%. Na sequéncia os ensaios 5, 2 e 7 (lado A)
que apresentaram valores de pico entre 4.4 e 4.0%. E por fim o conjunto formado pelas
amostras 3, 4, 6 e 8, apresentaram valores de pico entre e 2,3 e 1,9. E importante observar
gue na amostra controle, as medidas de refletancia apresentam diferencas para cada um

dos lados na regido abaixo de 400 nm.
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Figura 8. Analise da formacdo de AgNPs em ambos os lados das amostras.
A segunda caracterizacdo obtida para analise da formacdo das

nanoparticulas, foi realizado nas trés amostras otimizadas (Figura 8). As diferencas para



cada um dos lados na regido abaixo de 400nm (regido do UV) continuam sendo
observadas. Foi realizada a verificagdo se um lado apresenta intensidade de banda maior
que o outro, na Amostra 1 ndo foi significativo, mas nas amostras 2 e 3 sdo mais visiveis,
como a intensidade da banda deve ser proporcional a quantidade de particulas
absorvedoras, isto indica existe um lado que ha uma quantidade maior de AgNPs do que
0 outro. As bandas estéo centradas em 426 nm, 440 nm e 452 nm, para as amostras 1, 2 e

3, respectivamente (Figura 8).
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Figura 9. Andlise estatistica da formag&o das nanoparticulas de prata nas trés amostras de acordo
com as concentracdes, 2 gL nitrato de prata, 1 gL* quitosana, 2 h UV (A1); 6 gL nitrato de
prata, 3 gL quitosana, 6 h UV (A2) e 6 gL nitrato de prata, 3 gL*quitosana, 2 h UV (A3).
Nenhum dos tratamentos diferem estatisticamente, foram avaliados pelo método de Tuckey
(p<0,05).

Porém, de acordo com a anélise estatistica, nenhum dos tratamentos diferem em
relacdo a formagéo das AgNPs (Figura 9). A estimativa do tamanho do didmetro da
particula, considerando que a particula seja esferica, esta representada na Figura 10.

Torres et al. (2022) realizou a sintese in situ de nanoparticulas de prata em um
tecido de algoddo, a fim de verificar o quanto o tamanho influencia na propriedade super
hidrofobica. Por meio da técnica da espectroscopia no UV-Vis identificou a formagéo de
nanoparticulas de prata, porém, a diferenca nos picos de absorcdo indica tamanho de
nanoparticulas diferentes (pico de absorbancia 400, 403 e 406 nm, variando de acordo

com os agentes que foram agregados para estabilizacdo das nanoparticulas).
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Figura 10. Estimativa do tamanho do didmetro das
nanoparticulas.

Essa diferenca nos picos de absorbancia que influenciam no tamanho das
nanoparticulas, também foi encontrada por Huang et al. (2004). Ha muitas discussdes em
torno do mecanismo de acdo das nanoparticulas de prata perante bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, a maior parte dos autores atribui essa atividade a interagdo
das nanoparticulas com estruturas e compostos presentes na membrana celular desses
microrganismos, alterando a permeabilidade e causando lise celular (DURAN et al.,
2016; GOMES et al., 2020). Panacék et al. (2009) associam esse mecanismo a
constituicdo da parede celular de cada microrganismo, o que justifica resultados
diferentes quando se compara atividade bacteriana em E. coli e S. aureus.

Stoimenov et al. (2002) analisaram o efeito de nanoparticulas de 6xidos metalicos
altamente reativas em E.coli e identificou alteracdes na morfologia da membrana
bacteriana que aumentavam a permeabilidade da célula, afetando o transporte de
substancias essenciais ao metabolismo, causando a morte celular. A membrana externa
das células de E. coli é constituida em sua maioria por endotoxinas, conhecidas como
lipopolissacarideos (LPS), que fornecem uma barreira de permeabilidade eficaz.

Para Amro et al. (2000) a deplecdo de metais pode causar deformidades na
membrana externa, alterando sua permeabilidade pela liberagédo progressiva de moléculas
de LPS e proteinas da membrana, afetando as atividades fisioldgicas da célula. Sondi e
Stalonek-Sondi (2004) especulam que esse mesmo mecanismo aconteca com

nanoparticulas de prata em contato com gram-negativas como a E. coli.



4. Conclusao

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que sintese in situ de
nanoparticulas de prata por meio da reducdo UV foi eficiente, pois foi possivel identificar
a formac&o de nanoparticulas pela técnica de espectroscopia no UV-Vis e pelo teste de
reducdo da atividade bacteriana observamos que a reducéo do crescimento das colonias
foi superior a 99% em todas as amostras testadas. O teste de citotoxicidade demonstrou
que o tratamento ndo afetou a viabilidade da célula eucariotica, indicando que o
acabamento ndo é toxico para as celulas de Fibloblastos da linhagem L929. Visto que as
trés amostras sintetizadas com concentragdes diferentes de reagentes e tempo de redugéo
UV apresentaram resultados semelhantes nas analises realizadas, consideramos que a
amostra mais promissora ¢ a Amostra 1 (2 gL nitrato de prata, 1 gL quitosana, 2 h UV),
pois ela foi tdo eficiente quantos as duas amostras com concentracGes maiores, porém,
sua sintese tem um custo menor. Estudos subsequentes precisam ser realizados para
caracterizar as nanoparticulas, analisar a capacidade de filtracdo e a estabilidade desse
acabamento no TNT em condi¢Ges de umidade e passagem de ar respiratério, bem como

sua atividade antiviral.
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