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RESUMO
O presente estudo teve como objetivo a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPSs)
e a utilizacdo de microscopia de fluorescéncia, microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis) na investigacao de propriedades
Opticas de resinas compostas e resinas compostas dopadas com AgNPs. Para isso,
foram sintetizadas solu¢cbes de AgNPs em diferentes concentracdes (0,5; 1,0; 1,5;
2,0 e 2,5 mM). A partir das caracterizagées supracitadas, pode-se observar que a
sintese de AgNPs com o redutor NaBH4 é um método quimico eficaz para sintetizar
AgNPs de tamanhos bem pequenos, menores que 10 nm de diametro,
baixa/moderada polidisperséo e baixa anisotropia. A partir das medidas de MET e
pela teoria de Mie-Gans, foi observado que o aumento da concentragcéo de precursor
e redutor na relacdo 1:1 teve uma contribuicdo tanto para o aumento do tamanho
médio das particulas quanto para a concentracdo das solucdes (da ordem de
nanomolar). Posteriormente, foram confeccionados filmes com a resina composta
Charisma Classic (Heraeus Kulzer®, Alemanha) Al (coloracdo mais clara) e A3
(coloracédo mais escura). Observou-se com a analise por espectroscopia UV-Vis uma
banda caracteristica em 340 nm para ambas as resinas, indicando a presenca de
dioxido de titdnio (TiO2). Percebeu-se, através de microscopia fluorescente, a
presenca de substancias como o Bis-GMA, TEGDMA, UDMA, TiO2 e a
canforoquinona, que sé@o responsaveis pela sua emissao fluorescente. Além disso,
ambas as resinas possuem o mesmo espectro de emissédo fluorescente, indicando
gue o que as difere, € basicamente a concentracdo das substancias utilizadas em
cada uma. Pelo fato de possuirem a mesma composicao, os graficos de FTIR
mostraram as mesmas frequéncias de vibracdo para as duas resinas. Feito isso,
foram realizados testes de espectroscopia UV-Vis e microscopia de fluorescéncia.
Notou-se, um deslocamento da banda de plasmon das AgNPs de 30 nm ao serem
incorporadas a resina. Isso se deve ao fato da mudanca do meio (agua para resina)
e também do método de preparo, que envolve modificacdo da temperatura. Também
foi analisado o efeito das AgNPs sobre a luminescéncia das resinas e uma grande
reducdo na amplitude de fluorescéncia foi observada, sem alteracdo no comprimento
de onda dos picos de emissao. Esse fendmeno foi explicado a partir da transferéncia
de energia do tipo Foster. Com esses resultados, conseguiu-se uma contribuicdo

para a area de sintese e caracterizacdo de nanomateriais, e comprovou-se a



eficacia do uso de microscopia fluorescente para a analise de AgNPs em resinas

compostas, contribuindo dessa forma, para o desenvolvimento de futuros estudos.

Palavras-chave: microscopia; fluorescéncia; resinas compostas.



ABSTRACT
The aim of this study was to synthesize silver nanoparticles (AgNPs) and use
fluorescence microscopy, transmission electron microscopy (TEM), Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) and ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) to
investigate the optical properties of composite resins and composite resins doped
with AgNPs. To this end, solutions of AgNPs were synthesized at different
concentrations (0.5; 1.0; 1.5; 2.0 and 2.5 mM). From the aforementioned
characterizations, it could be seen that the synthesis of AgNPs with the NaBH4
reductant is an effective chemical method for synthesizing AgNPs with very small
sizes, less than 10 nm in diameter, low/moderate polydispersity and low anisotropy.
Based on MET measurements and the Mie-Gans theory, it was observed that
increasing the concentration of precursor and reducer in a 1:1 ratio contributed both
to increasing the average particle size and the concentration of the solutions (in the
nanomolar range). Films were then made with Charisma Classic composite resin
(Heraeus Kulzer®, Germany) Al (lighter color) and A3 (darker color). UV-Vis
spectroscopy showed a characteristic band at 340 nm for both resins, indicating the
presence of titanium dioxide (TiOz2). Fluorescent microscopy revealed the presence of
substances such as Bis-GMA, TEGDMA, UDMA, TiO2 and camphorquinone, which
are responsible for their fluorescent emission. In addition, both resins have the same
fluorescent emission spectrum, indicating that what makes them different is basically
the concentration of the substances used in each one. Because they have the same
composition, the FTIR graphs showed the same vibration frequencies for both resins.
After this, UV-Vis spectroscopy and fluorescence microscopy tests were carried out.
A shift in the plasmon band of AgNPs of 30 nm was noted when they were
incorporated into the resin. This is due to the change in medium (water to resin) and
also the preparation method, which involves changing the temperature. The effect of
the AgNPs on the luminescence of the resins was also analyzed and a large
reduction in the fluorescence amplitude was observed, with no change in the
wavelength of the emission peaks. This phenomenon was explained by Foster-type
energy transfer. With these results, a contribution was made to the field of synthesis
and characterization of nanomaterials, and the effectiveness of using fluorescent
microscopy for the analysis of AgNPs in composite resins was proven, thus

contributing to the development of future studies.



Keywords: microscopy; fluorescence; composite resins.
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1 INTRODUCAO

A National Nanotechnology Initiative (NNI) dos Estados Unidos define a
nanotecnologia como um ramo da ciéncia, engenharia e tecnologia onde o0s
materiais sao utilizados em escala nano (1-100 nm), aplicando fenbmenos especiais
em uma variedade de campos bioldgicos, fisicos, quimicos, médicos, eletrdnicos e
de engenharia. O tamanho dessas nanoparticulas (NPs), que pode alterar as
propriedades fisico-quimicas e Opticas de uma substancia, € uma de suas
caracteristicas mais cruciais (MEENA et al., 2021).

Nanoparticulas s&o usadas por uma variedade de razdes, incluindo o
fornecimento de medicamentos, imagens biomédicas, utensilios médicos como
biossensores e dispositivos optoeletrénicos. O uso generalizado da nanotecnologia é
demonstrado pelo vasto numero de publicacfes e patentes (FIRDHOUSE; LALITHA,
2016).

Devido a sua maior relacdo area superficial/volume, os nanomateriais sao
mais eficazes e reativos do que o0s materiais bulk (volumétricos, 3D). Em
comparacao com outros materiais, eles também oferecem potencial na quimica de
superficies porque podem ser funcionalizados para atacar um determinado
problema. Além disso, o desempenho dos materiais pode ser diretamente afetado
pelas propriedades fisicas dos nanomateriais como forma, tamanho, composicdo
quimica e porosidade. E possivel determinar as caracteristicas das nanoparticulas
medindo seu tamanho e propriedades O&pticas, estabilidade coloidal na &gua,
capacidade de infiltracdo de tecidos vivos e eficacia antibacteriana (FAHMY et al.,
2019).

Os nanomateriais surgiram como 0S materiais mais versateis devido a sua
variedade de formas e estruturas, incluindo nanorods, nanoesferas, nanocubos,
nanobipiramides, nanobranches, nanoflores, nanofios e nanocages, como pode ser
observado na figura 1. Além disso, 0s nanomateriais tém propriedades elétricas e
Opticas distintas, podem ser produzidos de diversas formas a baixo custo e tém
varias aplicacbes em diversos campos cientificos interdisciplinares, como ja
comentado (MEENA et al., 2021).



18

Figura 1 — Imagens de MET de AgNPs com diferentes formatos: (A) nanoesferas, (B) nanoprismas,
(C) nanobarras and (D) nanofios. Imagens de MEV de (E) nanocubos, (F) piramides, (G) nano-arroz e
(H) nanoflores
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Fonte: LOISEAU et al. (2019, p. 06)

As nanoparticulas de metal nobre como prata (Ag) e de ouro (Au), em
particular, atrairam o interesse de uma variedade de campos cientificos, incluindo a
biologia, a engenharia e a tecnologia de alimentos, bem como de varios setores
comerciais, incluindo cosméticos, eletrbnica e construcdo civil. As caracteristicas
Gnicas dos materiais em nanoescala, tais como viabilidade celular, atividade
anticancerigena e o uso de nanoparticulas de prata em andaimes, membranas e
curativos de hidrogel, por exemplo, estédo entre os fatores que geram esse crescente
interesse.

O tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) séo fatores
cruciais a serem considerados para sua aplicacdo, pois afetam diretamente a
atividade bactericida, enquanto a concentracdo, dispersédo e forma tém um impacto
sobre a toxicidade. O gerenciamento e a avaliacdo do tamanho da AgNP séo,
portanto, fundamentais (RODRIGUES et al., 2020).

Estudos anteriores demonstraram que o tamanho, distribuicdo, morfologia e
propriedades de superficie das AgNPs — todos os quais podem ser alterados por
uma diversidade de técnicas sintéticas, agentes redutores e estabilizadores — tém
um impacto significativo em suas capacidades fisicas, Opticas e cataliticas
(ATWATER; POLMAN, 2010; EL-NOUR et al., 2010). As AgNPs podem variar de

tamanho dependendo da aplicagdo; por exemplo, as AgNPs projetadas para o
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fornecimento de medicamentos séo tipicamente maiores que 100 nm para acomodar
a quantidade de medicamentos a ser fornecida (LEE; JUN, 2019).

As AgNPs foram exaustivamente testadas quanto a atividade antimicrobiana
contra uma grande variedade de micro-organismos, incluindo bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, fungos, leveduras e biofilmes microbianos (SINGH et al.,
2015). A alta toxicidade da prata contra uma vasta gama de micro-organismos é
bem conhecida, e as nanoparticulas de prata tém se mostrado recentemente como
um promissor material antimicrobiano. Foi descoberto que as nanoparticulas de
prata tém atividade anti-inflamatéria, antiviral, de anti-angiogénese (reduz a
formacdo e proliferacdo de novos vasos sanguineos), antiplaquetaria e
citotoxicidade contra as células cancerigenas, tornando-as importantes para essas
funcdes (ZAYED; EISA; SHABAKA, 2012).

Neste contexto, este trabalho focou esforcos na sintese e caracterizacdo de
AgNPs e de resinas compostas dopadas com AgNPs, a fim de avaliar suas
propriedades Opticas.

Para isso, esse estudo foi dividido nas seguintes etapas: sintese de AgNPs,
caracterizacdo de AgNPs, fabricacdo dos filmes de resina composta, caracterizacao
dos filmes de resina composta, incorporacdo das NPs aos filmes de resina composta

e analise dos resultados obtidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e investigar as propriedades Opticas de NPs de prata e resinas

compostas contendo AgNPs.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintetizar AgNPs de diferentes tamanhos;

b) Caracterizar a concentracdo e o tamanho das NPs usando espectroscopia
UV-Vis e MET;

c) Estabelecer uma relacdo analitica entre o tamanho das AgNPs e sua
absortividade molar;

d) Caracterizar as propriedades Opticas das resinas compostas Charisma
Classic Al e A3 (Heraeus Kulzer®, Alemanha);

e) Determinar o band gap e discriminar os materiais responsaveis pelas
propriedades fotoluminescentes dos filmes obtidos a partir das resinas
compostas;

f) Fazer a incorporacdo das AgNPs as resinas compostas e avaliar suas

propriedades Opticas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 NANOPARTICULAS METALICAS

3.1.1 Caracteristicas

As nanoparticulas metalicas podem ser utilizadas em diversos campos de
pesquisa, pois manifestam diferentes propriedades dependendo do seu tamanho e
forma. Quando a radiacdo eletromagnética atinge uma nanoparticula de metal, os
elétrons livres comecam a oscilar induzindo uma separacdo de carga, como
mostrado na Figura 2. A frequéncia dessa oscilacédo depende do tamanho, da forma
e do material que compde a nanoparticula, de modo que diferentes frequéncias
podem ser excitadas (UNSER et al., 2015). A estas oscilacdes sincronas se da o

nome de pladsmons de superficie localizados.

Figura 2 — Plasmons de superficie localizados

Campo elétrico

Esfera metalica

Nuvem de elétrons

Fonte: Adaptado de UNSER et al. (2015, p. 03)

Esses plasmons localizados tém diversas aplicacbes, como deteccao de
compostos quimicos (FILIPPO; SERRA; MANNO, 2009), esterilizacdo de superficies
(DOU et al.,, 2012) e utilizacdo em experimentos na area de fotbnica, onde os
plasmons sdo usados para excitar outros materiais (SHEN et al., 2018). Outra
caracteristica interessante é que as NPs metalicas possuem uma banda de

plasmons bem definida, com absorcdo nas regibes do visivel e infravermelho
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proximo (JANA; GANGULY; PAL, 2016). Essas bandas de plasmons podem ser

afetadas basicamente por trés fatores distintos:

A forma geométrica, como pode ser observado na Figura 3a, em um
grafico de absorbancia em funcédo do comprimento de onda, no qual se
nota o efeito dos formatos de fio, esfera, cubo e prisma triangular sobre
a banda de plasmon de nanoparticulas;

O tipo de material, como indicado na Figura 3b, a qual mostra
diferentes posi¢cdes da banda de plasmon para nanoparticulas de prata
e de ouro;

E a vizinhanga — solvente, material ao redor — se est4 imersa em agua,
em cloroférmio, se esta dentro de um polimero ou esta dentro de um
outro semicondutor, por exemplo. Na Figura 3c, pode-se observar
diferentes bandas de plasmon de AuNPs em diferentes porcentagens

de volume de etanol para agua.

Figura 3 — Banda de pldsmon de nanoparticulas variando de acordo com diferentes
situacdes. a) Variagcdo da banda de pldsmon de acordo com a forma geométrica; b)
Variagédo de acordo com o tipo de nanoparticula e c) Variacdo de acordo com diferentes
concentracdes de solvente
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3.2 MECANISMO DE ACAO

As propriedades unicas das AgNPs fazem delas uma excelente escolha para
uma ampla gama de aplicacdes; propriedades essas que incluem féacil reducédo do
sal de Ag'* para Ag® zero valente, inércia quimica, condutividade elétrica, poder
catalisador, o fato de serem biossensores e também de serem agentes
antimicrobianos. As acdes antibacterianas das AgNPs estdo ligadas a (i) adesao a
parede celular, (ii) penetracdo e dano de organelas citoplasmaticas, (iii) inducao de
estresse oxidativo através da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), e
(iv) modulacdo das vias de transducdo de sinal (via de resposta ao estresse)
(BERNARDO et al., 2021).

As doencas infecciosas continuam a ser um grande desafio no campo
meédico-dentario devido ao surgimento de resisténcia microbiana as drogas. Este
fato incentiva o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento de doencas,
tais como o uso de nanoparticulas para combater mutantes multirresistentes a
drogas e biofilme microbiano (BERNARDO et al., 2021). Por exemplo, a capacidade
das minusculas particulas de penetrar as células em nanomedicina resulta em uma
interacdo entre as nanoparticulas e os compartimentos celulares. O tamanho das
particulas, a dose de exposicdo, 0os materiais de revestimento, a agregacdo de
nanoparticulas e o organismo ou tipo de células a serem examinadas sao apenas
algumas das variaveis que afetam a acao potencial e a citotoxicidade das AgNPs
(FAHMY et al., 2019).

A prata tem sido escolhida para o desenvolvimento de novos materiais desde
0 advento da nanotecnologia. Foi incorporada a varios materiais odontolégicos em
escala nanométrica e sua eficacia como agente antimicrobiano foi demonstrada
(NORONHA et al., 2017). As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém uma relacao
superficie area/massa mais elevada do que as particulas elementares de prata,
facilitando o controle de sua cinética de liberacdo e, como resultado, mantendo seu
efeito antimicrobiano por um periodo de tempo mais longo. Esta fracdo atdbmica
superficial aumentada também permite maior contato com as membranas e
proteinas das células bacterianas, aumentando a permeabilizagéo e influenciando a
replicabilidade do DNA (MENDES-GOUVEA et al., 2022).



25

3.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA: VANTAGENS E
DESVANTAGENS

As nanoparticulas metalicas podem ser geradas de diversas maneiras,
utilizando uma ampla gama de reagentes como polimeros e surfactantes como
agentes redutores e estabilizantes (RODRIGUEZ-TORRES et al., 2020). Na Figura
4, é possivel observar as vantagens e desvantagens de diferentes métodos de

sintese de nanoparticulas de prata, os quais serao explicados mais adiante.

Figura 4 — Vantagens e desvantagens dos métodos de sintese de nanoparticulas de prata
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Fonte: Adaptado de VILLAMIZAR (2016, p. 140)

3.3.1 Sintese quimica

Reducdo quimica, processos eletroquimicos, processos quimicos assistidos
por irradiacdo e pirdlise sdo as quatro principais categorias de procedimentos
guimicos para a sintese de nanoestruturas de prata. Um dos métodos mais simples
de sintetizar NPs metdlicas envolve a reducdo quimica de precursores, como 0
borohidreto de sédio, citrato de sodio, acido ascorbico, alcool e compostos de
hidrazina. Além disso, agentes estabilizadores/capeadores também sao utilizados na
producdo de nanoestruturas de prata em solucao (WEI et al., 2015).

O equipamento necessario para 0os métodos quimicos € mais pratico e
simples do que para as abordagens biol6gicas, 0 que o0s torna vantajosos
(BERNARDO et al., 2021).
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A agregacdo das AgNPs é um problema comum nos métodos quimicos de
sintese; assim, estabilizadores como polivinilpirrolidona (PVP), amonia, citrato,
gelatina, celulose e amido sé&o adicionados externamente (SINGH et al., 2015).

A agregacdo das AgNPs pode ser causada por vérios fatores. Um deles é a
temperatura. Isso é visto no estudo de Pifiero, Camero e Blanco (2017), onde foi
observado que quanto maior a temperatura do banho de gelo, menor era a
intensidade do pico de absor¢do da solucdo, e que ocorria, também, um pequeno
deslocamento para maiores comprimentos de onda. Portanto, conclui-se que a
mudanca para maiores comprimentos de onda e a reducao na intensidade do pico
podem estar relacionadas a uma diminuicdo no numero de particulas ou a um
incremento no tamanho das mesmas. A cinética de reag¢do, o movimento dos
atomos na solucdo (conhecido como movimento Browniano) e o mecanismo de
agregacdo das nanoparticulas podem ser intensificados com o aumento da
temperatura.

Além disso, foi observado no estudo de Fernando e Zhou (2019), que as
AgNPs foram predominantemente afetadas pelo pH sob os fenémenos de
agregacéo e dissolucdo. Em pH acido e neutro, as particulas foram reestabilizadas
devido a presenca de ions hidroxila, o que resultou em suspensdes mais estaveis.

Um dos grandes desafios para sintetizar AQNPs é obter precisamente o
tamanho, a forma e a concentracdo de NPs na sintese final. Neste contexto,
podemos destacar o estudo de Paramelle et al. (2014), em que foi demonstrado um
novo método de calculo de coeficientes de extincdo de nanoparticulas esféricas de
prata e tamanho a partir de medidas de absorcdo UV-Vis. Este trabalho fornece
informacdes extremamente Uteis na utilizacdo de solugcdes coloidais de
nanoparticulas de prata esféricas com tamanhos entre 8 e 100 nm. Foi utilizado o
citrato de sddio para reducdo dessas nanoparticulas. Os coeficientes de extincédo
obtidos para as nanoparticulas de prata foram comparados com a teoria de Mie e
um excelente acordo foi obtido. Como resultado da investigagéo, foi criada uma
tabela abrangente de Coeficiente de extincdo vs. Dimensdo da nanoparticula vs.

Comprimento de onda Amax tedrico das nanoparticulas (ver Figura 5).



Figura 5 — Célculo da concentracao das nanoparticulas de prata
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E importante notar que esta tabela fornece um método simples para calcular

as concentracdes de nanoparticulas de prata de varios tamanhos, com base no seu

coeficiente de extincdo. Isto aplica-se também a medicdo da concentracdo de

nanoparticulas de prata durante a montagem e funcionalizacdo de novas camadas

de revestimento, quer diretamente através da medicdo do conteudo de prata, quer

indiretamente através da medicdo das caracteristicas de absor¢cdo das

nanoparticulas e da sua calibracdo as do material de base.

Com os dados da tabela da Figura 5 e o diametro das nanoparticulas

estimado por Amax Oou por TEM, é possivel calcular o coeficiente de extingdo de

nanoparticulas revestidas com citrato.

Um sumario dos dados simulados para Amax € coeficiente de extingdo de

varios tamanhos de AgNPs revestidas com citrato pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Sumario dos dados simulados para Amax € coeficiente de extingdo de varios

tamanhos de AgNPs revestidas com citrato

d/nm Amax/ M M tem™! x 108
10 392.1 5.56
20 400.8 41.8
30 405.6 145
40 412.3 336
50 420.9 537
60 431.5 739
70 443.8 941
80 458.3 1142
90 474.6 1344
100 492.8 1546

Fonte: PARAMELLE et al. (2014, p. 4860)
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De acordo com os resultados de um estudo de Mavani e Shah (2013), as
nanoparticulas de prata podem agora ser sintetizadas usando o borohidreto de sédio
(NaBH4) como agente redutor e o nitrato de prata (AgNO3s) como fonte de ions de
prata. Assim, devido a absor¢do do comprimento de onda a 386 nm, a solucdo de
Ag tem uma coloracdo amarelada. Como as nanoparticulas de prata sdo muito
sensiveis a absorcao da luz, elas interagem com a luz devido a sua constante
dielétrica extremamente elevada, fazendo com que a resposta da luz ocorra na
regido visivel. Dessa forma, as propriedades de absor¢cdo e espalhamento das
nanoparticulas de prata podem ser sintonizadas através da variacdo do tamanho e
forma das particulas e do indice de refracédo local proximo da superficie da particula.

Para a preparacdo de vérias solu¢cdes de nanoparticulas de prata, no estudo
de Van Dong et al. (2012) foram investigados varios métodos de sintese quimica.
Em cada caso, foi dada especial atencdo a alteracdo do tamanho médio das
nanoparticulas, bem como a sua distribuicdo de forma. Espectroscopia UV-Vis, MET,
espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDX ou EDS), e difracédo de raios
X (DRX) foram utilizadas para caracterizar estas propriedades. Foram sintetizadas
diferentes nanoparticulas de prata esféricas com tamanhos de 4, 21 e 40 nm,
respectivamente. Em contraste, foram preparados em agua, prismas triangulares
(ver Figura 6) de tamanho nanométrico com bordas e vértices afiados, a temperatura
ambiente na presenca de peréxido de hidrogénio, com tamanhos que variavam entre
25 e 400 nm. O espectro UV-Vis tem formas ndo esféricas com diferentes
frequéncias de ressonancia a 340 e 710 nm, enquanto as nanoparticulas esféricas

de prata tém banda de plasmon de superficie a cerca de 420 nm.
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Figura 6 — Micrografias de nanoprismas de prata triangulares
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Devido as suas estruturas geométricas e planos cristalinos {111}, os
nanoprismas triangulares de prata tém maior atividade antibacteriana do que as
nanoparticulas esféricas de prata num teste de inibicdo de zona, e as particulas de
pequeno tamanho também conferem maiores propriedades antibacterianas. Quando
comparados com as nanoparticulas esféricas de prata, os nanoprismas triangulares
com bordas e vértices afiados demonstraram propriedades antibacterianas muito
elevadas. Como resultado, concluiu-se que a sintese e caracterizacdo de
nanoestruturas de prata de morfologia nova sdo de grande interesse na fabricacéao
de materiais antibacterianos (VAN DONG et al., 2012).
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3.3.2 Sintese fisica

Os métodos fisicos ndo utilizam produtos quimicos toxicos e normalmente
tém um tempo de processamento curto. A condensacao fisica do vapor, a descarga
do arco, a moagem da esfera de energia e a pulverizacdo magnética de corrente
direta sdo exemplos de tais métodos. Outra vantagem dos métodos fisicos é que as
AgNPs formadas tém uma distribuicdo de tamanho estreito; entretanto, seu alto

consumo de energia € uma grande desvantagem (WElI et al., 2015).

3.3.3 Sintese bioldgica ou sintese verde

As sinteses fisicas e quimicas consomem muita energia e frequentemente
envolvem o uso de substancias téxicas, enquanto os métodos biolégicos sao mais
rentaveis, limpos, nédo toxicos e ecologicos (BERNARDO et al., 2021).

Foram propostos caminhos de sintese biologica utilizando extratos vegetais,
enzimas e/ou micro-organismos como alternativas ecologicamente corretas a outros
métodos (SARAVANAKUMAR et al., 2016; SHARMA et al., 2017). Seguindo a
tendéncia global, a geracdo de NPs ecolbgicas e verdes, conhecida como sintese
verde, emprega extratos de plantas e tem vantagens sobre outros tipos de sintese.
As plantas sdo amplamente distribuidas, facilmente acessiveis, seguras de
manusear, tém um baixo custo de producdo e sao fonte de uma variedade de
metabolitos (elementos fitoquimicos bioativos) (BERNARDO et al., 2021).

O método de sintese verde é popular porque é ecologicamente correto e
menos caro do que outros métodos. Este método emprega proteinas ou um
metabdlito secundario como um agente importante na reacdo de reducdo do metal
(KEMALA et al., 2022).

Os agentes redutores e estabilizadores toxicos sdo substituidos por moléculas
nao toxicas (proteinas, carboidratos, antioxidantes etc.) produzidas por organismos
Vivos como bactérias, fungos, leveduras e plantas durante a sintese biolégica das
AgNPs. Os métodos bioldégicos baseados em microrganismos como bactérias,
fungos e leveduras tém recebido muita atencdo. Para a sintese de AgNPs, foram
investigados sistemas vegetais menos caros como capim-liméo, Aloe vera, alga

marinha, alfafa, cha, neem, mostarda, safeda, I6tus e tulsi. A reducdo enzimatica
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(por exemplo, NADPH reductase) e ndo enzimatica sao dois possiveis mecanismos
de sintese biolégica. Em geral, o método mais ecoldgico de producdo de AgNPs é
através da utilizacdo de extratos de plantas (WEI et al., 2015).

Em geral, os métodos fisicos e quimicos convencionais parecem ser
proibitivamente caros e perigosos; enquanto as AgNPs biologicamente preparadas
tém um alto rendimento, solubilidade e estabilidade. Os métodos biolégicos parecem
ser simples, rapidos, ndo toxicos, confiaveis e ecoldgicos para produzir tamanho e
morfologia bem definidos sob condi¢des otimizadas para a pesquisa translacional.
Finalmente, uma abordagem quimica verde para a sintese de AgNPs mostra grande
promessa (ZHANG et al., 2016).

Em um estudo de Alsammarraie et al. (2018) foi desenvolvido um método de
baixo custo, simples e ambientalmente favoravel para sintetizar AgNPs utilizando
componentes organicos de extrato aquoso de p6 de acafrdo (AETP) como agentes
redutores e estabilizantes, evitando ao mesmo tempo a utilizacdo de quaisquer
materiais perigosos ou toxicos. A confirmacao visual da sintese de AgNPs foi obtida
através da observacdo da mudanca de cor da solugdo. De acordo com a andlise
EDS, as nanoparticulas exibiam fortes sinais de prata. Os espectros de FTIR
revelaram a presenca de constituintes organicos no coloide de AgNPs, indicando o
envolvimento de componentes organicos de AETP como agentes redutores e
limitadores no processo de sintese das AgNPs. A atividade antibacteriana das
AgNPs contra E. coli 0157:H7 e L. monocytogenes foi excelente. Apds 24 horas de
incubacdo com AgNPs, a contagem de células bacterianas foi reduzida em 4 UFC/ml
de log em comparagdo com os grupos de controle (ver Figura 7). As imagens de
MET e microscopia eletrbnica de varredura (MEV) mostram que a exposi¢cado as
AgNPs causou graves danos e perturbacbes na permeabilidade da membrana
celular de ambas as cepas bacterianas, confirmando que as AgNPs tém efeitos
bacterioliticos e bactericidas. O estudo comenta a necessidade de mais investigacao
para determinar a toxicidade das AgNPs biosintetizadas em outras cepas

bacterianas ou células de mamiferos.
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Figura 7 — Ao lado esquerdo, pode se observar a diminuicdo na contagem de E. coli quando
expostas a uma solucdo de AgNPs. Ja ao lado direito, notam-se diferengas significativas entre as
concentracdes de AgNPs e os dois grupos controle, entretanto ndo houve diferenca significativa entre
as trés concentracdes de AgNPs
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Em um estudo de Sadeghi e Gholamhoseinpoor (2015), a sintese baseada
em extrato de plantas foi utilizada para produzir nanoparticulas com tamanho e
morfologia controlados. Foi utilizado Z. tenuior (Zt) para demonstrar uma abordagem
guimica ecoldgica rapida e ambientalmente favoravel para a sintese de AgNPs, o
que proporciona uma forma simples, rentavel e eficiente para a sintese de AgNPs. O
DRX é utilizado para examinar as propriedades estruturais das nanoparticulas de
prata sintetizadas. Para AgNPs, o tamanho médio do cristal calculado utilizando a
equacéao de Scherrer é de 38 nm.

O tamanho médio das nanoparticulas é de 20 nm nas imagens de MET e
MEV. A medida FTIR revelou que as proteinas formam uma camada sobre as
nanoparticulas de prata para estabilizar e prevenir a aglomeracédo de particulas. As
caracterizacdes espectroscopicas do potencial UV-Vis e zeta apoiam a formacao e
estabilidade das AgNPs biosintetizadas. Além disso, o0 método ecoldgico sera uma
alternativa competitiva aos meétodos existentes para a producdo de materiais
inorganicos em nanoparticulas. O presente estudo mostrou uma forma inovadora de
sintetizar AgNPs antimicrobianas utilizando produtos naturais que podem ser
utilizados em varias aplicacdes biomédicas.

Muitos pesquisadores estéo interessados no uso de nanoparticulas metélicas
como nanomateriais na terapia biomédica. Esse interesse se deve, em parte, as
propriedades antibacterianas, antifungicas, anticancerigenas, antioxidantes e

antivirais das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de plantas. Devido a sua
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alta condutividade térmica e elétrica, assim como seus baixos pontos de ebulicdo e
fusdo, as nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo o foco principal das nanoparticulas
metélicas (KEMALA et al., 2022).

O amplo efeito antimicrobiano da prata € bem conhecido, e tem sido utilizado
em varios campos da medicina durante anos, na cicatrizacdo de feridas e em
biomateriais. O efeito antimicrobiano da prata depende do contato superficial, uma
vez que a prata pode inibir os sistemas enzimaticos da cadeia respiratéria e alterar a
sintese do DNA. As nanoparticulas tém uma area de contato maior do que outros
sais e mesmo particulas de prata devido ao seu pequeno tamanho, permitindo um
melhor contato com microrganismos, ligando-se a membrana celular e penetrando
no seu interior (SALOMONI et al., 2017).

Tamanho, forma, carga superficial, funcionalizacdo e estrutura central séo
todos fatores importantes na determinacdo dos efeitos biolégicos das
nanoparticulas, tais como a captacéo, ativacao e distribuicdo celular (HELMLINGER
et al., 2016).

As nanoparticulas de prata sédo utilizadas na odontologia para criar materiais
antibacterianos que melhoram a qualidade do aparelho dentario para um melhor
resultado do tratamento. Podem ser adicionadas a resinas acrilicas para a
fabricacdo de préteses removiveis no tratamento protético, resinas compostas para
a restauracao direta no tratamento restaurador, solugéo irrigante endododntica e
material de obturacdo, materiais adesivos ortodonticos, membranas periodontais
para regeneracdo guiada de tecidos, e revestimento de titdnio no tratamento de

implantes dentéarios (YIN et al., 2020).

3.3.4 LimitagOes - citotoxicidade

O perigo potencial dos nanomateriais para 0s 6rgaos e sistemas do corpo tem
sido gradualmente notado, o que pode ter um impacto sobre as aplicacbes
biomédicas dos nanomateriais. Como resultado, a dindmica das AgNPs deve ser
revista. As AgNPs podem ser administradas a varios 6rgaos através de varias vias,
incluindo inalagdo, ingestdo, contato com a pele e injecdo subcutanea ou
intravenosa. As AgNPs absorvidas sdo distribuidas em muitos sistemas, incluindo a
derme, sistema respiratorio, baco, sistema digestivo, sistema urinario, sistema

nervoso, sistema imunologico e sistema reprodutivo, e sdo distribuidas
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principalmente no baco, figado, rim e pulmé&o, com pouca deposicdo de AgNPs nos
dentes e ossos (XU et al., 2020).

Na Figura 8 pode-se observar a potencial citotoxicidade das nanoparticulas
de prata em diferentes 6rgaos e sistemas do corpo humano.

Figura 8 — Citotoxicidade das AgNPs em diferentes érgaos e sistemas do corpo humano

Cérebro Doenga de Alzheimer
Olho Argirose, Conjuntivite
Pulmio Fibrose pulmonar, Pneumonia, Bronquite, Asma
Sistema hepatobiliar Necrose de hepatdcitos

> Rim Necrose tubular aguda

/7

Sistema reprodutivo Infertilidade, Ma-formag&o
Pele Argiria
Sistema linfatico Leucocitose

Fonte: Adaptado de XU et al. (2020, p. 9017)

3.3.5 Nanoparticulas de prata na odontologia

A cérie € uma doenca multifatorial resultante da interacédo de diversos fatores,
incluindo uma dieta rica em acUcares fermentaveis, a presenca de microrganismos
cariogénicos e fatores do hospedeiro. A presenca de carie no esmalte € determinada
pela falta de equilibrio dindmico entre os processos de remineralizacdo e
desmineralizagcdo da superficie do esmalte. Na auséncia de fllor, a saliva, rica em
ions como calcio e fosfato, tem papel importante nesse processo, determinando que
o valor do pH no qual ocorre a desmineralizacdo seja 5,5. Abaixo desse valor de
referéncia, os acidos produzidos pelos biofilmes (placa bacteriana) podem afetar a
estrutura do esmalte, causando perda excessiva de minerais e cavitagao.
Historicamente, tem-se buscado agentes antimicrobianos que atuem contra o
biofilme, com énfase nos compostos contendo prata (MENDES-GOUVEA et al.,
2022).
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Os possiveis mecanismos de acdo para parar a carie, que estdo associados
ao nitrato de prata para efeito antibacteriano, estdo inibindo a desmineralizacao e
promovendo a remineralizacdo. Em um estudo de Favaro et al. (2022), foi observado
que o diamino fluoreto de prata (SDF), por outro lado, escureceu as areas afetadas
pelo processo carioso. Isto se deve ao processo de reducao do ion prata contido em
sua formulacédo, o que torna este material antiestético. Entdo, apesar de sua alta
taxa de sucesso, este efeito de escurecimento limita seu uso. Entretanto, as
nanoparticulas de prata sdo agentes antimicrobianos extremamente eficazes que
superam a prata ionica.

Nanoparticulas tém uma maior superficie disponivel para interagir com o
microrganismo, e sua atividade antibacteriana € inversamente proporcional ao
tamanho das particulas; ou seja, seu efeito antimicrobiano aumenta conforme o
tamanho das particulas diminui. O mecanismo antimicrobiano das nanoparticulas de
prata baseia-se em sua capacidade de penetrar na parede celular bacteriana,
causando danos através da peroxidacéo lipidica direta e indireta, interferindo assim
nos processos celulares, como a replicacdo de DNA e a respiragao celular. O
desenvolvimento de novos agentes anticariogénicos contendo nanoparticulas de
prata poderia eliminar os danos estéticos causados pela pigmentacédo da superficie
dental quando o SDF é utilizado. Além disso, as propriedades antibacterianas e
remineralizantes podem ser obtidas com pouca ou nenhuma citotoxicidade
(FAVARO et al., 2022).

Os antibidticos topicos tém sido amplamente utilizados para o tratamento de
infeccbes em pessoas. Entretanto, devido ao amplo uso de antibiéticos tépicos, a
resisténcia dos microrganismos a varios agentes antimicrobianos tem aumentado de
forma constante. Esta ameaga constante aumentou a demanda por novas
substancias antimicrobianas. Diante deste problema, e devido a doenca infecciosa
persistente causada por varias bactérias patogénicas, assim como a resisténcia aos
antibioticos, €é necessario procurar novos agentes antimicrobianos. Materiais
antibacterianos contendo substancias naturais e inorganicas tém sido amplamente
pesquisados. As nanoparticulas metalicas tém propriedades fisicas e quimicas
distintas, incluindo uma superficie de alto contato, atividade antimicrobiana e
antioxidante, eficacia e baixa toxicidade em baixas concentracbes. Estas
nanoparticulas tém propriedades antibacterianas, antivirais e antifungicas. Devido a

seu excelente efeito catalitico, boa condutividade elétrica e estabilidade quimica, a
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prata € um dos metais mais comumente usados na forma de nanoparticulas; sendo
este um metal que tem sido utilizado em uma variedade de campos, incluindo
medicina, agricultura e tratamento de agua. A prata, em suas formas idnica, metélica
e nanoparticuladas, tem sido usada como agente antibacteriano (NARCISO et al.,
2021).

O uso de compostos de prata tem a consequéncia nao intencional de
manchar as lesdes cariosas de preto. Portanto, mesmo apds serem informados
sobre este resultado, os pacientes podem ficar insatisfeitos com os resultados
estéticos do tratamento (YIN et al., 2020).

Em contraste com as solucbes de ions de prata, que tendem a formar
camadas de oOxido de prata de cor preta intensa, as propriedades optoeletrénicas
intrinsecas das AgNPs resultam em uma descoloracao significativamente menor dos
dentes (YIN et al., 2020).
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4 FUNDAMENTOS

4.1 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE NANOMATERIAIS

Muitas técnicas, incluindo espectroscopia visivel ultravioleta (espectroscopia
UV-Vis), difracdo de raios X (DRX), espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia fotoelétrica de raios X (XPS),
dispersdo dinamica da luz (DLS), microscopia eletrénica de varredura (MEV),
microscopia eletrénica de transmissdo (MET), microscopia de forca atbmica (MFA), e
outras, podem ser utilizadas para avaliar os nanomateriais sintetizados (ZHANG et
al., 2016).

Além das ja citadas, outras como a ultracentrifugacao analitica (UCA) e o
fracionamento de campo de fluxo (FFF), podem ser usadas para caracterizar o
tamanho das particulas. Entretanto, a maioria destes métodos requer um cuidadoso
preparo da amostra (MET, MEV e MFA), sao caros, como o MFA, e tém o potencial
de apresentar artefatos (MFA, UCA e FFF) (RODRIGUES et al., 2020).

4.1.1 Espectroscopia UV-VIS

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica fisica de espectroscopia 6ptica que
utiliza a luz nas faixas visivel, ultravioleta e infravermelha préxima. Ela se baseia na
lei Beer-Lambert, que afirma que a absorcdo de uma solucdo € diretamente
proporcional a concentracdo da espécie absorvente na solucdo e ao comprimento do
trajeto. Essa lei afirma que quando um feixe de luz monocromatica passa por uma
solucdo absorvente, a taxa de diminuicdo da intensidade da radiacdo com a
espessura da solucéo absorvente € proporcional a radiagéao incidente, assim como a
concentracéo da solucdo (CHIRAYIL et al., 2017).

A lei Beer-Lambert é expressa da seguinte forma:

A = log (lo/l) = €CL, 1)

em que A é a absorbancia, lo é a intensidade da luz incidente sobre a amostra, | é a

intensidade da luz que passa pela amostra, C (Mol/L) € a concentracdo molar do
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soluto, L é o comprimento da amostra em cm, e € é a absortividade molar em Mt cm-
1.

Combinando a Lei de Beer com a espectroscopia UV-Vis, € possivel obter
informacdes sobre o tamanho, forma e concentracdo de NPs metélicas. Sabendo
que o espectro de ressonancia de plasmons de superficie das nanoparticulas é
influenciado pelo tamanho, forma, interacdes entre particulas, densidade de elétrons
livres e meio circundante, pode-se indicar que € uma ferramenta eficaz para
monitorar a injecao de elétrons e a agregacao de NPs (DESAI et al., 2012).

Como as nanoparticulas de prata apresentam um intenso pico de absor¢ao
devido aos plasmons de superficie (descrevendo a excitacdo coletiva de elétrons de
conducdo em um metal), os espectros de absor¢cdo UV-Vis demonstraram ser
bastante sensiveis a formacéo de coloides de prata.

Foi relatado que as nanoparticulas de prata apresentam um intenso pico de
absorcao na regido UV-Vis a 350-450 nm (DUTTA et al., 2022).

De acordo com Chirayil et al. (2017), o espectro UV-visivel é usado para
determinar o tamanho e a concentracdo de nanoparticulas. Ele € usado para avaliar
o grau de agregacdo dessas particulas e pode ser usado para monitorar a
estabilidade das solu¢des de nanoparticulas de forma simples e confiavel. Conforme
as particulas se desestabilizam, a intensidade do pico de extin¢cdo original diminui
(devido ao esgotamento de NPs estaveis), e o pico muitas vezes se amplia ou se
forma um pico secundario em comprimentos de onda mais longos (devido a
formacao de agregados), como pode ser observado na Figura 9.

A Figura 9A, tirada 1 s ap0s o inicio do processo, revela que a solucao tem
uma cor amarela-esverdeada mais profunda devido a particulas com uma absor¢ao
consideravel de comprimento de onda longo. A Figura 9B e 9C mostram a segunda
fase, em que a cor da solucdo muda de um amarelo-esverdeado mais escuro para
uma tonalidade amarela brilhante que se mantém durante muito tempo. Esta cor
amarela é causada por particulas minusculas (5-10 nm) na solucdo que apenas
absorvem em comprimentos de onda curtos (400 nm). Finalmente, a Figura 9D
mostra a fase 3, em que a solu¢do adquire uma cor substancialmente mais escura
no final da reacdo devido a um aumento do tamanho das particulas, resultando na
absorcdo de comprimentos de onda longos (500-800 nm) (VAN HYNING; ZUKOSKI,
1998).
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Figura 9 — Agregados de solucdes de AgNPs
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Fonte: VAN HYNING et al. (1998, p. 7035)

Ademais, foi demonstrado que o potencial eletroquimico é negativo durante a
fase intermediaria, mas torna-se mais positivo mais tarde na reacéo; e as particulas
aglomeram-se a medida que o potencial da solu¢gdo aumenta. Quando as espécies
de borohidreto sdo consumidas, as espécies de borato adsorvem-se as superficies
das particulas, resultando numa carga de particulas mais baixa e na agregacao
(VAN HYNING et al., 1998).

4.1.2 Espectroscopia de fluorescéncia

A fotoluminescéncia é a capacidade das moléculas fluorescentes (fluoroforos

ou fluorocromos) de absorver e emitir luz (fétons). O diagrama energético de
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Jablonski (Figura 10) retrata a relacdo entre a absorcdo da luz e a emissao de um
fluoréforo. Um fluoréforo é excitado do seu estado fundamental (So) para estados de
energia eletrénica superiores (por exemplo, Si1 ou Sz2). Os elétrons no estado
excitado sofrem um relaxamento vibracional ndo radiativo (ou seja, dentro de um
estado de energia eletrbnica) e conversao interna (ou seja, entre estados de energia

eletrbnica vizinhos).

Figura 10 — Diagrama energético de Jablonski
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Fonte: Adaptado de EDINBURGH INSTRUMENTS (2023)

Os elétrons, ao retornarem ao seu estado fundamental, emitem luz de menor
energia que os excitou. A emissdo de luz é chamada de fotoluminescéncia, que se
divide em dois fenbmenos: fluorescéncia e fosforescéncia. Basicamente, a diferenca
entre os dois fenbmenos esta no tempo de vida e na energia da emissdo de luz.
Enquanto na fluorescéncia a emissdo é praticamente instantanea (10° s), na
fosforescéncia € bem lenta e pode chegar na escala de tempo de segundos. Além
disso, na fosforescéncia, a emissdo € sempre de menor energia que na
fluorescéncia, porque envolve um estado eletronico proibido chamado estado
tripleto.

Na Figura 11, é possivel observar um espectro de emisséo de fluorescéncia

para uma solucdo aquosa mista de poli(laminoéster) polidis (0,5 mg/ml) e cloreto
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férrico (0,5 mM) na presencga de diferentes concentragdes de Lcisteina (Aex = 370

nm).

Figura 11 - Espectro de emissdo de fluorescéncia da solu¢gdo aquosa mista de
poli(aminoéster) polidis (0,5 mg/ml) e cloreto férrico (0,5 mM) na presenca de diferentes
concentracdes de Lcisteina (Aex = 370 nm)
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Fonte: Adaptado de CHEN et al. (2018, p. 15723)

Através da fluorescéncia é possivel fazer imagens de microscopia, a qual é
reconhecida como uma das melhores e mais apropriadas técnicas numa vasta gama
de campos de investigacdo, incluindo a deteccdo de uma Unica molécula,
diagnéstico precoce do cancer etc. A técnica € conhecida pela sua elevada
sensibilidade e seletividade, bem como pela sua baixa invasividade e resisténcia a
sinais elétricos ou magnéticos (HOSSAIN; MUKHAIMER; AL-JABARI, 2021).

Frederik William Herschel descobriu em 1845 que uma solugéo de quinina,
apesar de ser incolor e transparente por si s6, exibe uma “cor azul celeste viva e
bela” quando iluminada e observada sob certas incidéncias da luz solar. Esta é a
primeira vez que se observa uma fluorescéncia. A luz ultravioleta do sol excita o
quinino numa solucédo quinina, como a agua ténica, fazendo com que emita luz azul,
que é mais visivel quando observada num angulo reto em relagdo a luz solar
incidente. George Stokes expandiu-se na observacdo de fluorescéncia feita por
Herschel em 1852. Desde que Ernst Abbe demonstrou as limitagdes da microscopia
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utilizando luz transmitida, as expectativas para a incorporacdo da fluorescéncia na
microscopia foram elevadas (RENZ, 2013).

A microscopia tem desempenhado um papel importante na determinacao da
atividade celular, desde a apreciacdo precoce de Van Leeuwenhoek das cépsulas
animais vivas com um microscopio simples até aos detalhes de eventos celulares
com uma variedade de sistemas modernos e sofisticados de imagem. A tendéncia
atual é a de observar eventos vivos com resolucdo espacial e temporal crescente.
Numerosas abordagens de microscopia de luz transmitida, tais como contraste de
fase, contraste de interferéncia diferencial (DIC), e microscopia polarizada,
melhoram o contraste inerente dos espécimes vivos, tornando-os mais visiveis. No
entanto, a introducdo da microscopia de fluorescéncia, que utiliza uma variedade de
indicadores fluorescentes que podem ser adaptados em termos de especificidade
para alvos como proteinas, lipidios, ou ions, foi provavelmente o passo mais
significativo para nos permitir observar a fisiologia celular (SANDERSON et al.,
2014).

4.1.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

FTIR (Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier) é uma
técnica analitica molecular bem conhecida. Para o infravermelho distante e o
infravermelho proximo, a fonte de radiacdo pode ser uma lampada de mercurio ou
um incandescente de infravermelho. A espectroscopia FTIR é considerada como
uma ferramenta eficaz para definir e caracterizar com preciséo e sensibilidade as
estruturas quimicas (FARID et al., 2021).

A utilizacdo da técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) para a andlise ndo-destrutiva de amostras biologicas é uma area
de investigacdo em rapida expansdo, com grande énfase na sua utlidade no
diagnostico citologico e histolégico através da geracdo de imagem espectral. As
moléculas ativas no infravermelho tém um momento dipolo elétrico que pode mudar
devido ao deslocamento atbmico causado por vibracdes naturais. A espectroscopia
no infravermelho pode quantificar estes modos vibracionais, fornecendo uma
ferramenta Unica e sem a necessidade do uso de agentes quimicos para o estudo

da composicao e dindmica molecular sem perturbar a amostra (BAKER et al., 2014).
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A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) € uma
técnica popular para identificar grupos funcionais (ver Figura 12) em materiais (gas,
liquido e sélido) utilizando um feixe de radiagéo infravermelha.

A espectroscopia no infravermelno mede a absor¢do da radiagcdo IV
(infravermelha) por cada ligacdo na molécula e produz um espectro conhecido como
% de transmitancia versus nimero de onda (cm?). Uma vasta gama de materiais
com ligacdes covalentes absorve a radiacdo eletromagnética na regido do
infravermelho. A regido IV tem menos energia e um comprimento de onda mais
longo do que a luz UV-visivel, mas mais energia e um comprimento de onda mais
curto do que a radiacdo de microondas. A molécula deve ser ativa por infravermelho
para que possam ser determinados grupos funcionais na mesma (KHAN et al.,
2018).

Figura 12 — Espectro de FTIR de diferentes grupos funcionais
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Fonte: Adaptado de LAKSHMI; RAJENDRAN; SATHIYABAMA (2016, p. 183)

4.1.4 Microscopia eletronica de transmisséo
A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e a microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) sdo os métodos padrdao para imagens diretas e medicdes

dimensionais de micro e nanoestruturas devido a sua alta resolucéo e velocidade de



44

imagem. Enquanto os METs tém resolucao lateral mais alta que os MEVs devido as
energias eletrbnicas bem acima de 100 keV, seus custos de aquisicdo e operacao
sdo varias vezes mais altos. Energias eletrdbnicas moderadas de cerca de 10 keV,
como encontradas nos MEVs, fornecem resolucdo nanométrica e sédo suficientes
para transmitir particulas na faixa de tamanho nanométrico (BUHR et al., 2009).

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) tem sido uma ferramenta vital
na biologia celular desde sua introducdo no inicio da década de 1940. A aplicagcédo
mais comum de MET na biologia celular envolve a coloracdo de imagens de secc¢bes
finas de células incorporadas em plastico, passando um feixe de elétrons através da
amostra e absorvendo e espalhando o feixe, resultando em contraste e uma
imagem. Devido ao curto comprimento de onda do feixe de elétrons (100.000 vezes
menor que os fétons a luz visivel), o MET pode alcancar uma resolucao de
subnanémetro — bem abaixo até mesmo dos microscépios de luz de maior
resolucdo, que tém uma resolucdo de 20 nm. O citoesqueleto, os sistemas de
membrana, organelas e cilios, bem como estruturas especializadas em células
diferenciadas, tais como microvili e o complexo sinaptonemal, foram todos
beneficiados pela analise de MET. Sem o MET, simplesmente ndo ha como
visualizar a complexidade das células e ver as estruturas celulares. Apesar de sua
eficacia, o MET tem limitacbes (WINEY et al., 2014).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 SINTESE DE AgNPS

Todos os reagentes utilizados neste trabalho sdo da marca Sigma Aldrich
(Missouri, United States).

A sintese de AgNPs foi realizada de acordo com a Figura 13. Inicialmente
foram preparados 50 ml de uma solucéo de borohidreto de sédio (NaBH4) (grau de
pureza = 98%) a 2 mM em agua Milli-Q em um frasco de Erlenmeyer; e entdo, foram
sintetizadas concentracdes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 x 10 M, que foram utilizadas
proporcionalmente as solugdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; e 2,5 mM de AgNOs (grau de
pureza = 99%), respectivamente. Em seguida esta solucdo foi colocada em um
banho de gelo e em um sistema de agitacdo magnética. O banho de gelo € usado
para retardar a reacdo e dar melhor controle sobre o tamanho/forma da particula
final. A agitacdo foi realizada por cerca de 20 minutos. Foram entdo preparadas
solucdes de nitrato de prata em agua Milli-Q com concentracdes variando entre 0,5;
1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mM. Estas solucdes foram entdo gotejadas (volume total de 2 ml)
na solucdo de NaBH4. Finalmente, adicionou-se 200 ul de PVP em &agua Milli-Q a
0,3% em massa para prevenir a agregacdo das AgNPs. O polimero PVP utilizado
possui peso molecular médio de 40.000 g/mol. O método utilizado pode ser

observado no estudo de Mavani e Shah (2013).

Figura 13 — Diagrama do processo de sintese de nanoparticulas de prata
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A Figura 14 mostra as solucdes de diferentes concentracdes de nitrato de
prata utilizadas na sintese (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mM). Na Figura 15 estdo os
agregados de nanoparticulas que ocorreram durante a sintese de determinadas
solugdes com concentracdes de nitrato de prata maiores que 2,5 mM.

Figura 14 — Solucdes de AgNPs de diferentes concentracdes (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mM

Fonte: Préprio autor

Figura 15 — Agregados de solucdes de AgNPs que ocorreram no processo de sintese

’ ns'_ Ty 1] A\ — -

Fonte: Préprio autor

5.2 FABRICACAO DOS FILMES DE RESINA COMPOSTA

Para a confeccédo dos filmes de resina composta (Figura 16), foram utilizadas
pequenas quantidades da resina Charisma Classic (Heraeus Kulzer®, Alemanha)
(Figura 17), que foram posicionadas em cima de uma placa de vidro (Golgran®, Sao
Caetano do Sul, Sdo Paulo — SP) com uma espatula metélica (Golgran®, Sé&o
Caetano do Sul, Sdo Paulo — SP), e pressionadas com uma laminula de vidro em
formato circular até que fossem obtidos filmes de espessura bem fina.

A resina Charisma Classic é composta pelos materiais vidro de fluorsilicato de
bario, aluminio e boro, Bis-GMA (bisfenol-A glicidil metacrilato), tectossilicato,

TEGDMA (dimetacrilato de trietilenoglicol), UDMA (uretano dimetacrilato), acido
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silicico, polimero, dioxido de titanio, pigmentos fluorescentes, pigmentos de Oxido
metalico, pigmentos organicos, éster de acido aminobenzoico, BHT (butil-hidroxi-
tolueno) e canforoquinona. Além disso, a resina Charisma Classic contém
aproximadamente 61% de carga por volume (com 60% de carga inorganica por

volume), com tamanho de particula de carga de 0,005 a 10 pm.

Figura 16 — Filmes de resina composta Al e A3

Fonte: Préprio autor

Figura 17 — Resina composta Charisma Classic
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5.3 ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Todos os reagentes utilizados neste trabalho sdo da marca Sigma Aldrich
(Missouri, United States). As solucbes de nanoparticulas de prata (AgNPs) foram
preparadas nas concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5X. Uma aliquota de 3,2 ml
foi colocada em uma cubeta de vidro com 1 cm de espessura e com tampa, evitando
a evaporacao do solvente e, consequentemente, a mudancga de concentracao.

A caracterizacdo das solucbes de AgNPs foi realizada por meio de medidas

de espectroscopia de absor¢cdo do ultravioleta-visivel (UV-VIS), com um
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espectrofotometro UV-VIS Kasvi (S&o José dos Pinhais, Parana — PR, Figura 18)
que funciona em um intervalo de 190-1100 nm. Com o uso do programa UV
Professional foi possivel realizar a analise dos graficos de absorbancia em fungéo do
comprimento de onda em tempo real. Uma fonte de luz com comprimento de onda
entre 200-800 nm foi utilizada como uma sonda para monitorar a absorcdo da
amostra. No interior do equipamento, ha um porta amostra para abrigar a cubeta de

vidro de 1 cm de caminho optico.

Figura 18 — Aparato experimental para analise das absor¢des UV-VIS

KASV\

Fonte: Préprio autor

5.4 FTIR

As analises das solucdes de AgNPs foram realizadas no espectrémetro de
infravermelho com transformada de Fourier, da marca Agilent Technologies
(California, United States), modelo Cary 630. O intervalo de varredura foi de 4000 a
600 cm, com resolucdo de 4 cm™. Ndo houve necessidade de preparo prévio das

amostras.

5.5 MICROSCOPIA FLUORESCENTE

Esta pesquisa e todos o0s ensaios de espectroscopia UV-Vis, FTIR e
microscopia fluorescente foram realizados no Laboratério de Espectroscopia Optica
e Fotonica (LEO&F) da Universidade Federal de Alfenas, campus Pocos de Caldas.

O sistema oOptico é mostrado na Figura 19.
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Figura 19 — Sistema 0ptico para a captacédo dos espectros de fluorescéncia
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Fonte: Souza e Vivas (2023)

Basicamente, o sistema consiste em um microscopio Optico home-made,
tendo como fonte de excitacdo um laser de 405 nm. O laser é focalizado na amostra
através de uma objetiva de microscopio (100x, NA=0,65), e a fluorescéncia emitida
pela amostra é capturada pela mesma objetiva. Assim, o sinal da fluorescéncia é
direcionado através de uma lente para uma fibra Optica acoplada a um
espectrometro portatil. Um filtro UV é colocado antes da fibra éptica para remover o
sinal do laser de excitagcdo. Todo o sistema € controlado por computador. Uma
imagem de microscopia de uma folha de papel com uma letra Ag pode ser

visualizada na Figura 20.
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Figura 20 — Imagem fluorescente bidimensional para Ag
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Fonte: Souza e Vivas (2023)

5.6 INCORPORACAO DE AgNPs AS RESINAS COMPOSTAS

A incorporacdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) a resina composta foi
realizada comprimindo-se manualmente 10,2 mg da resina composta entre duas
laminas de vidro, formando um filme, o qual foi posicionado sobre um agitador
magnético com aquecimento (CIENLAB EQUIPAMENTOS CIENTIFICOS LTDA), em
uma temperatura de aproximadamente 40 °C. A solucdo de nanoparticulas de prata
foi gotejada no filme de resina e, apdés a secagem da solucdo, a resina foi
homogeneizada com uma espatula de metal (Golgran®, Sdo Caetano do Sul, Sédo
Paulo — SP). Esse procedimento foi repetido até que fossem incorporados 100 ul da
solucéo.

Na Figura 21 pode-se observar o filme de resina composta Al (parte clara) +
resina composta A1/AgNPs (parte escura), fabricado a partir do método descrito no
paragrafo anterior, porém com aproximadamente 7 mg de resina para cada amostra

e 1200 pul de solucdo de AgNPs para a amostra dopada.



Figura 21 — Filme de resina composta Al + resina composta A1/AgNPs

Fonte: Préprio autor
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 CARACTERIZACAO DAS NPS DE PRATA

6.1.1 Espectros de absorcao UV-VIS e analise do tamanho de particulas

A reducao de ions de prata em solugédo aquosa resulta em nanoparticulas de
prata coloidal com tamanhos de particulas de alguns nandmetros até centenas de
nandmetros. Quando as particulas coloidais sdo da ordem de nanémetros, a cor das
nanoparticulas coloidais possui uma tonalidade castanha amarelada com uma faixa
de comprimentos de onda entre 380-450 nm. Esta banda é causada pela excitacdo
coletiva de elétrons (banda de plasmons) (SODHA et al., 2015).

A reacdo quimica é a reducdo do borohidreto de sédio do nitrato de prata e

pode ser descrita da seguinte forma (VU et al., 2018):

AgNOs(aq) + NaBHa(aq) + 3H20(f) — (2)
Ag(s) + H3BOs(aq) + 7/2 Hz(g) + NaNOs(aq)

Neste caso, ap0s a geracdo dos atomos de prata ocorre a nucleacdo dos
primeiros “clusters” e em seguida o crescimento das nanoparticulas. Na Figura 22
(@) € mostrado os espectros de extincdo para as cinco amostras de AgNPs
sintetizadas utilizando diferentes concentracbes de precursor e agente redutor.
Quanto maior a concentracdo de AgNOs e NaBH4, mais escuras visualmente as
solucBes sao, como previamente mostrado na Figura 14. Este efeito pode ser devido
ao aumento da concentracdo de NPs e também pelo aumento do tamanho das NPs,
devido ao aumento na quantidade de precursor e redutor.

O maximo da banda LSPR (ALspr) € maximo da transicao intrabanda (Aintra)
em funcdo da concentracdo de AgNOs das amostras sintetizadas pode ser
observado na Figura 22 (b). Nota-se que a absor¢cdo aumenta quase que
linearmente com o aumento da concentracdo de AgNOs. Todas as solugdes exibiram
caracteristicas de ressonancia de plasmon de superficie (SPR) de AgNPs,
tipicamente localizadas entre 393 e 403 nm, caracteristicas de nanoparticulas de

prata.
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Figura 22 — (a) Espectros de extincdo para as cinco amostras de AgNPs sintetizadas
utilizando diferentes concentragcdes de precursor e agente redutor. (b) Maximo da banda
LSPR (ALspr) € maximo da transigdo intrabanda (Aintra) €m funcdo da concentragcao de AgNOs
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Fonte: Préprio autor

As concentracdes de nitrato de prata foram de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mM e 0s
picos de absorcdo das amostras sintetizadas por essas solucfes foram de 406, 406,
404, 404 e 401 nm, respectivamente. Isso significa que o0s tamanhos das
nanoparticulas sdo bem préximos. Contudo, o aumento da absor¢cdo da banda de
plasmon indica que a concentracdo de NPs de prata gerada é bem diferente. Neste
sentido, utilizou-se o modelo teérico de Mie-Gans, como no estudo de Pereira e
Vivas (2022), para determinar o tamanho e a concentragdo das AgNPs.
Basicamente, o modelo é usado para ajustar a curva de absor¢cdo das AgNPs
usando a constante dielétrica das nanoparticulas de prata e o indice de refracdo do
meio hospedeiro, que no caso foi a 4gua.

Antes de determinar a concentracdo e o tamanho das AgNPs foi necessario
estimar o tamanho e a forma das nanoparticulas. Neste contexto, medidas de
microscopia eletrénica de transmissdo foram realizadas no Laboratorio de
Caracterizacdo Estrutural (LCE) da Universidade Federal de Séao Carlos (UFSCar —
Séo Paulo).

Nas Figuras 23, 24 e 25 A e B, pode-se observar imagens de microscopia
eletrdnica de transmissdo (MET) de nanoparticulas de prata nas concentracdes de
0,5 mM (Fig. 23), 1,5 mM (Fig. 24) e 2,5 mM (Fig. 25).

Nas Figuras 23, 24 e 25 C e D, pode-se observar imagens de microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) em alta resolucdo de nanoparticulas de prata nas
concentragcbes de 0,5 mM (Fig. 23), 1,5 mM (Fig. 24) e 2,5 mM (Fig. 25). A partir

dessas imagens foram construidos, com o auxilio do software ImageJ, os
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histogramas mostrados nas Figuras 23, 24 e 25 E e F, referentes as nanoparticulas
de prata nas concentracdes de 0,5 mM (Fig. 23), 1,5 mM (Fig. 24) e 2,5 mM (Fig.
25).

Figura 23 A e B — Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) de AgNPs de
concentragao 0,5 mM; C e D — Imagens de MET em alta resolucéo; E e F — Gréficos de
semi-eixo maior (b) e menor (a) com valores de tamanho médio, desvio padrédo e indice de
polidisperséo (PDI)

.

b=(1,8+0,8) nm a=(1,5+0,7) nm
a0 PDI = 18,2% PDI = 25%
n » 200f
) )
3 =}
L 4 O
g 150 E) £ F)
g 3
(0] (V)
T 173 100}
:
2 s 2
A 2 3 4 5 6 7 8 9 . 2 3 4 5 6 7 8 9
Semi-eixo maior (nm) Semi-eixo menor (nm)

Fonte: Proprio autor



55

Como pode ser observado, as NPs apresentam um formato aproximadamente
esférico. Na verdade, sdo esferoides com semi-eixo maior (b) e menor (a) e
tamanhos inferiores a 10 nm de diametro.

Os resultados mostram uma distribuicdo de tamanho com a igual a (1,5 = 0,7)
nm e b igual a (1,8 £ 0,8) nm e um PDI de 25% e 18,2% para a e b, respectivamente,
para as AgNPs na concentracao de 0,5 mM; A distribuicdo € monomodal indicando

que h&d uma predominancia de particulas em torno de 2 nm.
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Figura 24 A e B - Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) de AgNPs
de concentracdo 1,5 mM; C e D — Imagens de MET em alta resolucéo; E e F — Gréficos
de semi-eixo maior (b) e menor (a) com valores de tamanho médio, desvio padrédo e
indice de polidisperséo (PDI).
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Os resultados mostram uma distribuicdo de tamanho com a igual a (3,9 + 1,8)
nmeb=(4,8z%19) nm e PDI de 21,8% (a) e 15,4% (b), para as AgNPs na
concentracdo de 1,5 mM. A distribuicdo obtida também foi monomodal; entretanto,
diferentemente do que ocorreu na concentracdo de 0,5 mM, a distribuicao obtida é
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menos estreita e com tamanho médio de particulas superior aguele encontrado para

a concentracao de 0,5 mM.

Figura 25 A e B - Imagens de microscopia eletronica de transmissao (MET) de AgNPs
de concentracao 2,5 mM; C e D — Imagens de MET em alta resolucéo; E e F — Graficos
de semi-eixo maior (b) e menor (a) com valores de tamanho médio, desvio padrao e
indice de polidispersao (PDI).

—————— 100 nm

b= (4,4 +1,4) nm a=(4,0+12)nm
PDI = 9,5% PDI = 9,4%

-

E) F)

Numero de particulas
Numero de particulas

1 2 3 4 5 6 7 8 4 6
Semi-eixo maior (nm) Semi-eixo menor (nm)
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Para a concentracdo de 2,5 mM, os valores obtidos para a foram iguais a (4,0
+ 1,2) nm e para b iguais a (4,4 £ 1,4) nm e PDI de 9,4 e 9,5 %, para a e b,

respectivamente. A distribuicdo manteve-se monomodal e mais estreita e também
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com tamanho médio de particulas superior aquele encontrado para a concentracao
de 0,5 mM e préximo aquele encontrado para a concentracdo de 1,5 mM

A partir destes resultados foi calculado o grau de anisotropia ou taxa aspecto
(B=b/a) para as AgNPs sintetizadas. Estes dados estdo resumidos na Tabela 2
juntamente com os indices de polidispersdo (PDI(a) = c%/a? e PDI(b) = 6%/b?, em que
c € 0 desvio padrdao da medida) e o raio esférico equivalente € dado por Req =
(ab?)3. Também foi calculada a largura a meia altura (FWHM) a partir dos espectros
de extincdo experimentais (ver Tabela 3). Este parametro € normalmente utilizado
para inferir a dispersdo de tamanhos: quanto mais baixo for o valor da FWHM, mais
estreita € a dispersdo de tamanhos. Como observado, existe uma correlacdo
interessante entre a variavel descritiva do procedimento de sintese (concentracéo de
precursor e redutor) e as propriedades intrinsecas das AgNPs sintetizadas
(tamanho, taxa aspecto, concentracdo de AgNPs e FWHM). De fato, o uso
combinado de concentragcdes molares mais elevadas de AgNOs-NaBHs4 tende a
favorecer a formagdo de AgNPs coloidais maiores com valores mais baixos de

dispersdo de tamanho, concentracéo de particulas e anisotropia de forma.

Tabela 2 — Valores de semi-eixo menor (a), semi-eixo maior (b), Req (raio equivalente), § (grau de
anisotropia) e PDI (Indice de polidisperséo) para as amostras de AgNPs de 0,5 (), 1,5 (Il) e 2,5 (llI)
mM

Amostras amer(nm)  bmer(nm) B RMET,, (nm)  PDI (a) PDI(b)

I 1.5 1.8 1.20 1.69 +0.7 18.2 25.0
1] 3.9 4.8 1.23 448 +1.8 154 21.8
V 4.00 4.40 1.10 426+1.2 9.5 9.4

Fonte: Préprio autor
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Tabela 3 - Parametros obtidos a partir do nosso modelo computacional para as amostras de AgNPs
sintetizadas (I-V): semi-eixos menor e maior (amc € bwmg), taxa aspecto (B), FWHM (largura a meia
altura, calculada a partir dos espectros de extingdo experimentais), raio esférico equivalente (Req),
concentracao de particulas (C) e densidade (p)

Amostras aws(nm)  bue(nm) B FWHM (eV) RC®M,, (nm) C (nM) p(g.cm?3)

| 1.35 1.7 1.25 0.71 1.58 22.8 9.6 £0.5
I 2.66 2.88 1.09 0.51 2.80 7.86 9.6 0.5
M 3.77 4.06 1.08 0.48 3.96 4.15 9.9+£05
v 4.35 4.5 1.05 0.45 4.45 3.60 9.9+05
\% 4.2 4.88 1.16 0.54 4.64 4.04 9.5+0.5

Fonte: Préprio autor

De fato, as AgNPs possuem um baixo grau de anisotropia (8 <1,2), indicando
particulas bem esféricas e um baixo indice de polidisperséo para a concentracao de
2,5 mM do precursor e intermediario para as concentracdes de 0,5 e 1,5 mM.

Também foram realizadas andlises por EDS (Espectroscopia de energia
dispersiva de raios X) das amostras de concentracéo 0,5 mM, 1,5 mM e 2,5 mM, nas
quais foi possivel observar a presenca de prata (Ag) das solucbes sintetizadas,
cobre (Cu) presente na grade utilizada para fazer a analise e pequenas quantidades
de silicio (Si), enxofre (S) e oxigénio (O), o que pode ser observado na Figura 26. A
presenca destes ultimos deve ter acontecido devido a alguma contaminagéo (poeira)
ou mesmo a algum produto das rea¢des que ocorreram no processo de sintese.

A partir dos dados mostrados nas Figuras 23, 24 e 25, foi possivel ajustar as
curvas de absorcdo para as AgNPs sintetizadas e estimar o tamanho para as
demais nanoparticulas e também a concentracdo. A Figura 27 mostra o ajuste
tedrico usando a teoria de Mie-Gans (curva sélida em preto) para cada amostra de
AgNPs sintetizada. Como pode ser observado, um bom ajuste de curva é obtido. A

partir desse ajuste foi possivel obter o tamanho e a concentracao das NPs.



Figura 26 — Analise EDS das amostras 2,5 mM (A), 1,5 mM (B) e 0,5 mM (C)
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Figura 27 — Ajuste tedrico das curvas de extin¢cdo para as diferentes concentracdes
de AgNPs sintetizadas. As curvas em vermelho s&o os dados experimentais e a
curva sélida em preto é o modelo tedrico baseado na teoria de Gans
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A Figura 28A mostra o tamanho das NPs de prata utilizando o modelo teérico
em fungdo da concentracdo de AgNOs. Como observado, h4 um aumento no
tamanho das NPs de prata a medida em que as concentracdes do precursor AQNOs
e do agente redutor (NaBH4) aumentam até 2,0 mM; logo em seguida ha uma
pequena diminuicdo do tamanho. De fato, ha um deslocamento da banda de
plasmon para a regido do azul, indicando esta diminuicdo de tamanho. Este efeito
deve estar associado com a diferenca de pH da solugdo para as AgNPs com
maiores concentracdes de precursor (0,5 mM - pH de 7,61; 1,0 mM - pH de 8,07; 1,5
mM - pH de 8,83; 2,0 mM - pH de 8,4; 2,5 mM - pH de 9,07).

A partir do ajuste de curva dos espectros de absor¢cdo baseado no modelo de
Mie-Gans, também € possivel obter informacdo a respeito da concentracdo das
AgNPs usando a equacao de Lambert-Beer (C = A/eL), em que A é obtido do
espectro de absorcdo experimental e € pelo modelo de Gans-Mie. A Figura 28B
mostra 0s resultados obtidos para a concentracdo de AgNPs em funcdo da
concentragdo de AgNOs. Observa-se que had uma tendéncia na diminuicdo da
concentracdo de NPs de prata com o aumento das concentracdes de precursor e
redutor at¢é 1,5 mM e um aumento da concentracdo de AgNPs para as

concentracfes de 2,0 e 2,5 mM.
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Figura 28 — Tamanho (A) e Concentracdo (B) das AgNPs em funcdo da concentracéo
de AgNOs
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Com esses dados, é possivel estimar a relacdo empirica entre a absortividade
molar e o tamanho das AgNPs dada por ¢(Micm™) = 3,5x108 R3q (nm); ou seja, ha
uma relacdo linear entre a absortividade molar e o volume das AgNPs. De acordo
com Paramelle et al. (2014), a absortividade molar para uma AgNP com um diametro
de 10 nm (menor valor de tamanho do trabalho) é em torno de 5,6 x 108 Mtcm™. O
resultado observado na Figura 29 mostra um valor de € = 4,4 x 108 M*cm™! para uma
particula com raio equivalente de 5 nm (diametro de 10 nm). E importante enfatizar
que o trabalho de referéncia na area, Paramelle et al. (2014), ndo possui analise

para AgNPs tdo pequenas como as sintetizadas neste trabalho devido a dificuldade
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experimental. Dessa forma, acredita-se que estes resultados possuem potencial

para cobrir um “gap” da area.

Figura 29 — Absortividade molar em funcéo do raio esférico equivalente das nanoparticulas
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6. 2 PROPRIEDADES OPTICAS DAS RESINAS COMPOSTAS

6.2.1 Espectros de absorgéo UV-VIS

Na Figura 30 pode-se observar que as resinas compostas Charisma Classic
(Heraeus Kulzer®, Alemanha) Al e A3, apresentam as mesmas bandas de
absorcdo, em torno de 340 nm. Essa banda de absor¢éo € indicativa da substancia
diéxido de titdnio, presente em sua composicdo, a qual apresenta um pico de
absorcdo em torno de 350 nm, de acordo com o estudo de Atif et al. (2015). Outros
dos principais materiais que compdem as resinas compostas, como 0s mondémeros
Bis-GMA, que possui um pico de absorgédo em torno de 195 nm, o UDMA, em cerca
de 205 nm, e o TEGDMA, em torno de 202 nm, também estdo presentes no
espectro de absorcdo UV-Vis das resinas, como pode ser verificado no estudo de
L AGOCKA et al. (2018).
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Figura 30 — Sobreposicao dos espectros de absorcdo UV-Vis das resinas Al e A3
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Fonte: Préprio autor

A substéncia BHT (2,6-diterc-butil-p-creso), um antioxidante, cujo pico gira em
torno de 277 nm, também esta incluida no espectro de absorcdo observado,
podendo ser certificado no estudo de Ozgur, Kalaycioglu e Dilger (2017). Todos
esses compostos sdo responsaveis pela grande absorcdo (3.0) das resinas
compostas abaixo de 300 nm. Também é observado um espalhamento de luz entre
400-600 nm devido a presenca de particulas de dimensdes micrométricas presentes
nas resinas.

Além disso, pode-se perceber que a resina A3 possui uma absorcao
deslocada para a regido do vermelho (maiores comprimentos de onda) em
comparacao a resina Al. Isso € responsavel pela coloracdo da resina A3 ser
diferente da resina Al. Baseado na composi¢do da resina, a diferenca deve ser
basicamente a concentragdo dos materiais usados na resina A3 ser maior que na
resina Al, o que confere maior absorcédo a mesma.

Além disso, a partir desse grafico foi possivel determinar o band gap das
resinas compostas, que foi em torno de 3,15 eV, o que esta de acordo com o artigo
de Rasul, Saber e Aziz (2022); para isso foi utilizado o método de Tauc Plot, que é
um método para a determinacdo do band gap em semicondutores, dado pela

seguinte equacéao:
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3
£ (oV) = }240 3)
A" (nm)”
em que A* € o comprimento de onda do onset da banda de absor¢cdo, como

mostrado na Figura 31.

6.2.2 Espectros de fluorescéncia

Pode-se observar na Figura 31 os espectros de fluorescéncia que foram
capturados com o sistema Optico da Figura 19. Cada espectro nas letras (a) e (b)
corresponde a uma determinada regiao do filme das resinas compostas. Como pode
ser observado na Figura 31, as resinas apresentam uma fluorescéncia com varias
bandas de emissdo devido aos varios compostos fluorescentes presentes nessas

resinas, como o diéxido de titanio.

Figura 31 — Espectros de fluorescéncia das resinas Al (a) e A3 (b) em diferentes regies do material
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Fonte: Préprio autor

Os espectros sao iguais independentes da regido de excitacdo na amostra,
indicando uma boa uniformidade dos filmes.

Para uma melhor analise dos espectros de emissao das resinas, na Figura 32
mostra-se a sobreposicdo dos espectros de fluorescéncia das resinas Al e A3. Os
resultados mostram que as emissoes fluorescentes das resinas sao iguais. Portanto,
as resinas sdo produzidas basicamente pelos mesmos materiais e sua coloracéo
deve ser devido apenas a concentragcdo dos materiais utilizados. Pode-se notar,

mesmo que de forma sutil, uma maior intensidade de fluorescéncia na resina A3; 0
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que pode ser justificado pela sua coloragcdo mais escura (maior absor¢cdo) em
relacdo a resina Al. Os principais materiais que contribuem para a fluorescéncia das
resinas sao os mondmeros, fotoiniciadores e TiO2. Os principais mondmeros em
todas as resinas compostas, Bis-GMA e TEGDMA, tém um fraco pico de emisséo
préximo a 560 nm. O principal fotoiniciador, a canforoquinona (CQ), tem um pico de
emissao proximo de 517 nm. O TiO2 emite luz com um pico de emisséo fraco
proximo dos 450 nm, estando em concordancia com o estudo de JEONG et al.,
(2018).

Figura 32 — Sobreposicao dos espectros de fluorescéncia das resinas Al e A3
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Um dos objetivos deste trabalho consistiu em usar a técnica de microscopia
fluorescente para avaliar o efeito das AgNPs nas propriedades Opticas das resinas
compostas. Neste sentido, foram realizados alguns testes iniciais para fazer um
mapeamento da fluorescéncia dos filmes de resinas compostas A1 e A3. Na Figura
33 sdo mostrados mapas fluorescentes das resinas compostas Al e A3, mapeados
em uma area de 3 x 3 mm. Para cada imagem, uma média de 5 espectros foi
realizada em cada ponto da resina e o passo de varredura foi de 50 um. Observa-se
nos espectros de comparacdo entre as resinas (Figura 33), a intensidade de

fluorescéncia em determinados pontos; onde as regifes das cores branca, azul clara
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e azul escura apresentaram uma maior intensidade de fluorescéncia e as regides de
coloracdo alaranjada ou vermelha (auséncia de material) apresentaram menor

intensidade de fluorescéncia.

Figura 33 — Imagens de microscopia fluorescente nas regides de absorcéo de 482, 508 e 552 nm
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Fonte: Préprio autor

6.2.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 34 mostra os espectros de FTIR para as resinas compostas Al e A3.
Assim como para as outras técnicas de caracterizacao optica, os espectros de FTIR

sdo praticamente idénticos. Os picos mostrados nos espectros de FTIR podem ser
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atribuidos ao composto aromatico bisfenol A-glicidil metacrilato (Bis-GMA) e alifatico
trietileno glicol dimetactrilato (TEGDMA), que mostraram picos intensos a 3444 cm
devido ao alongamento O-H; em 2965-2878 cm™ devido ao alongamento C-H de
CH2; em 1608 e 830-810 cm devido ao alongamento C=C; em 1508 cm™ devido ao
alongamento C-C; em 1245-1160 cm™ devido ao alongamento C-O-C, e em 1450
cm? devido ao alongamento C=0O. Além disso, os espectros IV do Bis-GMA
apresentaram picos em 1600-1625 cm devido ao alongamento do anel de benzeno,
estando em concordancia com o estudo de El-Safty e Kenawy (2019).

Figura 34 — Sobreposicéo dos espectros de FTIR das resinas Al e A3
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Fonte: Préprio autor

No caso do uretano dimetacrilato (UDMA), o FTIR mostra bandas de
absorcdo especificas atribuidas ao NH uretano (3500-3320 cm); vibracdes do
grupo CH2 (2870-2965 cm™) e unidade carbonila (CO) do uretano, bem como
ésteres (1716 cm™?). Faixas de absorcdo de carbono-carbono de dupla ligacdo na
funcdo metacrilato podem ser detectadas a 1608 e 810 cm™; vibracdo C-C a 1535-
1508 cm; unidade C-O-C a 1160-1245 cm?; alongamento C-H em CHs a 1375 cm™,
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e alongamento C=0 a 1450 cm, o que pode ser validado no estudo de El-Safty e
Kenawy (2019).
Outras substancias como o dioxido de titanio, a canforoquinona e o BHT nédo

possuem picos caracteristicos de FTIR, pois ndo absorvem esse tipo de radiacao.

6.3 INCORPORACAO DAS AgNPs AS RESINAS COMPOSTAS

6.3.1 Espectros de absorcao UV-VIS

Com o intuito de caracterizar a incorporacao das AgNPs na resina composta,
foram realizadas inicialmente medidas de espectroscopia UV-Vis nos filmes
descritos na secdo 5.6. A Figura 35 mostra uma comparacao entre 0s espectros de
absorcado da resina e da resina contendo NPs de prata com a concentracdo de 2,5
mM.

Figura 35 — Grafico de sobreposicdo dos espectros de absor¢do UV-Vis da resina
Al isoladamente e de nanoparticulas de prata (AgNPs) incorporadas a resina
composta Al, onde é possivel observar a banda de pldsmon das AgNPs em
aproximadamente 430 nm
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Fonte: Préprio autor

Nestes espectros foram removidos os efeitos de espalhamento da luz a fim de
se obter uma melhor comparagao entre os resultados. Como pode ser observado,
entre 400-500 nm surge uma banda para a resina contendo AgNPs, a qual esta
relacionada a banda de plasmon das AgNPs. Contudo, essa banda esta deslocada

para maiores comprimentos de onda (amplitude maxima em torno de 430 nm) em
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relacdo a banda de plasmon em solucdo (400 nm). Este efeito pode ocorrer por dois
motivos, sendo eles: (i) a banda de plasmon depende do meio hospedeiro. Como em
solucéo temos agua e no filme ela esta na resina, que possui um maior indice de
refracdo, é esperado um deslocamento para o vermelho, como observado; (ii)
durante o método de incorporacdo das AgNPs a resina pode ter havido um aumento
no diametro das nanoparticulas devido ao processo de agregacdo induzido pelo

aumento da temperatura.

6.3.2 Espectros de fluorescéncia

A figura 36 mostra a sobreposicdo dos espectros de intensidade de
fluorescéncia em funcdo do comprimento de onda da resina composta Charisma
Classic Al (Heraeus Kulzer®, Alemanha) e resina composta dopada com
nanoparticulas de prata. Como pode ser observado, h4 uma grande reducdo na
amplitude da fluorescéncia quando as AgNPs sao adicionadas a matriz da resina.
Contudo, ndo ha alteracdo nos picos de emissdo fluorescente. A reducdo da
fluorescéncia pode ser explicada devido a transferéncia de energia da resina para as
NPs de prata que ndo fluorescem. Esse fenbmeno é bem estabelecido na literatura e
em geral se da através do mecanismo de transferéncia de energia do tipo Foster
(WU; CHEN; CHANG, 2018; ELHALEEM et al., 2023). Neste caso, a eficiéncia de

transferéncia de energia (¢) pode ser aproximadamente descrita por:

¢ :l_ Firll?tC/NPS _ Rg (4)
F*¢  RO+r

int

em que FinR¢ e FinR®/NPs s30 0 espectro de fluorescéncia integrado para a
resina composta e para a resina composta contendo AgNPs, respectivamente. Ro €
a distancia de transferéncia de energia critica que depende da sobreposicéo entre
0s espectros de absorcdo da resina contendo AgNPs e de fluorescéncia da resina e
da distancia entre os cromoforos fluorescentes presentes na resina e as

nanoparticulas de prata (r).
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Figura 36 — Sobreposicéo dos graficos de intensidade de fluorescéncia em funcao do
comprimento de onda (nm) da resina isolada e resina dopada com AgNPs, com os
picos dos mapas fluorescentes indicados com uma seta na cor preta
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Fonte: Préprio autor

A fim de realizar uma melhor comparacdo entre as propriedades
luminescentes da resina contendo AgNPs, foram realizadas medidas de microscopia
fluorescente hiperespectral. As amostras sdo aquelas apresentadas na secéo 5.6. A
area mapeada foi de 5x5 mm, com passos de 50 um. Para cada passo, foi coletado
todo o espectro de emisséo, de forma a observar o efeito das AgNPs de prata sobre
a emissdo de comprimento de onda por comprimento de onda da emissao
luminescente, o qual caracteriza a técnica hiperespectral. Os mapas podem ser
observados na Figura 37.

Na figura 37A, observa-se o sinal integrado de fluorescéncia, que a a area
abaixo da curva de fluorescéncia, isto é, a contribuicdo de todos os comprimentos de
onda da emisséao. As figuras 37B a 37F sdo os mapas fluorescentes obtidos a partir
de comprimentos de onda relacionados aos cinco picos de emisséo da resina. Como
pode ser observado na Figura 37A, atraves desta técnica é facilmente observada a
regido contendo AgNPs no filme, mostrando a capacidade da técnica, que pode ser

utilizada para inferir regides onde as NPs estao presentes.
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Figura 37 — Mapas fluorescentes mostrando os picos de fluorescéncia apresentados pelo material
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Outro aspecto interessante ocorre quando se discrimina o comprimento de
onda. Observa-se que para comprimentos de onda mais para o azul (465 nm e 474
nm), a regido contendo AgNPs possui uma intensidade de fluorescéncia menor
comparada a regido sem NPs que os mapas de comprimentos de ondas maiores
(509 nm, 551 nm e 601 nm). Isso se deve ao fato de que a sobreposicao espectral
entre a absorcdo e a emissdo é mais forte para menores comprimentos de onda, o

gue enfatiza o efeito de transferéncia de energia, como observado na Figura 38.
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Figura 38 — Figura ilustrativa da sobreposicao espectral do espectro de absorcdo da resina
contendo AgNPs e a emissdo da resina composta
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Finalmente, pode-se usar a equacdo (4) para estimar a transferéncia de
energia em porcentagem para a regido dos mapas que contenham RC/AgNPs. A

Figura 39 mostra o mapa de cor da eficiéncia de transferéncia de energia (¢) para

cada posicao da amostra. Na regido do vidro e da resina ndo ha AgNPs e, portanto,
nao ha transferéncia de energia. Pode-se destacar que a eficiéncia de transferéncia
de energia da fotoluminescéncia da resina para as NPs é elevada (acima de 50%)
em todas as regibes; com algumas regides em torno de 70%. E dificil saber se essa
diferenca na eficiéncia de transferéncia de energia é devido a algum fendmeno
fisico-quimico ou apenas uma pequena modificacdo devido as irregularidades dos

filmes.
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Figura 39 — Mapa de cor enfatizando a eficiéncia de transferéncia de energia da resina
composta para as AgNPs em porcentagem

Transferéncia de energia
5000

4000

I 50
- 3000
)
£ L0
> .e'
2000 | 45
1000

1000 2000 3000 4000 5000
x (um)

Fonte: Préprio autor



75

7 CONCLUSOES

Essa dissertacdo possui duas importantes contribuicbes na érea de sintese e
caracterizacdo de nanomateriais. A primeira versa sobre a sintese de nanoparticulas
de prata com tamanhos inferiores a 10 nm de diametro, baixo a moderado indice de
polidispersdo, baixa anisotropia e concentracbes da ordem de nanomolar. Estes
resultados foram obtidos combinando técnicas de espectroscopia UV-vis, MET e um
modelo computacional baseado na Teoria de Mie-Gans. Além disso, permitiu
estabelecer uma relacdo analitica para a absortividade molar e o tamanho das
AgNPs para uma regido de tamanho pouco explorada na literatura (¢(Mtcm) =
3,56x10% R3 (nm)). A segunda contribuicdo foi na andlise das propriedades
luminescentes de resinas compostas contendo AgNPs. Os resultados mostram que
a incorporacdo das AgNPs modifica drasticamente a luminescéncia desses materiais
devido a transferéncia de energia do tipo Foster. Por meio de medidas de
microespectroscopia fluorescente foi calculado a eficiéncia de transferéncia de
energia superior a 60 % da resina composta para as AgNPs (Req = 4.3 nm). Além
disso, observou-se que o tamanho das AgNPs aumenta quando ela é incorporada a
matriz da resina devido, provavelmente, ao processo de agregac¢do e da mudanca
de meio.

Finalmente, o presente trabalho mostrou que as técnicas de espectroscopia
UV-vis e microscopia fluorescente sdo poderosas ferramentas para avaliar as
propriedades opticas de AgNPs e resinas compostas dopadas com AgNPs, devido a
sua alta sensibilidade e resposta espectral.

O presente estudo foi submetido a revista Analyst, Qualis CAPES Al, com o
titulo: “Physicochemical Properties of Ultrasmall Colloidal Silver Nanoparticles: An
Experimental and Computational Approach”, em formato de paper, no dia 01 de
agosto de 2023; sendo aceita no dia 02 de setembro de 2023, e sua primeira versao
publicada no dia 04 de setembro de 2023. A versdao completa do artigo pode ser
visualizada em https://doi.org/10.1039/D3AN01319G.
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