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RESUMO

Neste trabalho investigou-se diferentes sinteses de nanoparticulas de prata
(AgNPs), misturadas ou ndo com antibioticos e misturadas ou ndo com quitosana com o
objetivo de verificar as propriedades antibacterianas das misturas, e as interacdes
quimicas dos adsorbatos na superficie das AgNPs através da técnica de Espectroscopia
por espalhamento Raman Intensificada por Superficie (SERS). A proposta considera
uma alternativa para o uso de antibi6ticos, devido a um namero crescente de linhagens
bacterianas resistentes. Os testes biolOgicos contra as bactérias Escherichia coli,
Pseudonomas aeruginosa, Klebisiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Staphylococcus epidermides foram realizados em colaboracao
com Laboratdrio de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Nos testes biologicos
verificou-se que algumas associacbes de AgNPs, quitosana e o0s antibidticos
levofloxacina (LV), tetraciclina (TC), rifampicina (RP), benzilpenicilina (BP),
meropenem (MP), ampicilina (AP), amicacina (AC), gentamicina (GT), vancomicina
(VC) e oxacilina (OC) promoveram a intensificagdo do efeito antibacteriano de forma
sinérgica. Também foram obtidos os espectros SERS dos antibidticos LV, TC, BP e RP
e realizados os calculos tedricos dos modos normais de vibracdo dos complexos destas
espécies com prata, em colaboragdo com o Nucleo de Estudos em Quimica
Computacional do departamento de quimica da UFJF. Com isso, foi possivel realizar as
atribuicbes vibracionais dos espectros Raman dos compostos solidos e SERS das

espécies adsorvidas, inferindo-se assim as geometrias de adsorcao.

Palavras chave: Nanoparticulas, SERS, antibi6tico, sinergia.

vii



ABSTRACT

In this work were investigated several synthesis of silver nanoparticles (AgNPs),
mixed or not with antibiotics and mixed or not with chitosan, in order to verify the
antibacterial properties of the mixtures and the chemical interaction of the adsorbates
with silver surface by Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS) spectroscopy. The
proposal consists in an alternative for antibiotic use, due to a large number of resistant
bacteria strains. The biological tests against Escherichia coli, Pseudonomas aeruginosa,
Klebisiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and
Staphylococcus epidermides were made in collaboration with the Laboratério de
Fisiologia e Genética Bacteriana in the Instituto de Ciéncias Biologicas of the
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). In biological tests, some associations of
the AgNPs and chitosan and the antibiotics levofloxacin (LV), benzylpenicillin (BP),
tetracycline (TC), rifampicina (RP), meropenem (MP), amikacin (AC), gentamicin
(GT), ampicillin (AP), oxacillin (OC) promotes the antibacterial effect in a synergic
mechanism. Also were obtained the SERS spectra of LV, TC, BP and RP and the
vibrational assignment were obtained by density functional theory (DFT) calculations.
Such work was made in collaboration with the Nuicleo de Estudos em Quimica
Computacional from the Departamento de Quimica of the UFJF. In this way, it was
possible to perform the vibrational assignment of the Raman spectra of the solid
compounds and the SERS spectra of the adsorbed species, inferring the adsorption

geometries.

Keywords: Nanoparticles, SERS, antibiotics, synergy.
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A. L. Filgueiras Introducdo

1.INTRODUCAO

1.1. ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman assim como a espectroscopia do infravermelho da
informagdes sobre transi¢des vibracionais de uma molécula. A espectroscopia Raman
envolve o espalhamento de fotons de forma ineléstica, enquanto a espectroscopia no
infravermelho envolve a absorcdo de fotons em ressonancia com as transices
vibracionais. O fato dos espectros Raman e infravermelho muitas vezes serem diferentes
é devido as regras de selecdo que envolve as duas técnicas. A quantidade de bandas,
suas frequéncias e intensidades relativas associadas a cada modo normal de vibragéo
levam a diferentes padrdes espectrais nos espectros Raman e no infravermelho. A
atribuicdo dos mesmos fornece informacBes sobre a estrutura, a conformacdo e o
ambiente quimico da espécie molecular presente.

Classicamente a intensidade do espalhamento Raman pode ser escrita de acordo

com a seguinte equacao:
Ip =NIo dz Equacéo 1

Onde N é o numero de moléculas envolvidas no espalhamento Raman, Iy é a
intensidade da radiacdo incidente, or € a secdo de choque Raman e dz é o caminho
oOptico do laser na amostra. (Mccreery, 2000) De acordo com equacdo 1 a intensidade do
espalhamento Raman é proporcional a secdo de choque. A magnitude de or €
relacionada com 6a/3Q, isto é, a variacdo da polarizabilidade com o deslocamento da
coordenada Q em torno da posicdo de equilibrio. Uma consequéncia dessa teoria € a

variacdo da intensidade Raman, Ig, com a frequéncia da luz excitante e espalhada:

I 4 ¥ 2
[R‘ = JH[UDILTJ) QEQ} Equagéo 2

Onde p € uma constante, vg € a frequéncia da radiacéo excitante, v; € a frequéncia
da radiagdo espalhada, j € 0 nimero quantico vibracional no estado j e a; € 0 momento

de transicdo de um dipolo induzido. A equagdo 2 mostra que a intensidade Raman varia
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com a quarta poténcia da frequéncia Raman espalhada e com a quarta poténcia da

4 ¢ derivado do tratamento classico do

frequéncia da radiacdo excitante. O fator v
espalhamento de um dipolo induzido oscilante. Assim sendo, a se¢cdo de choque Raman
or esta diretamente relacionada com v* na equagdo 2, onde podemos inferir que Ig
assume valores discretos de energia (Mccreery, 2000).

Devido & baixa secdo de choque Raman (10°*° cm?. molécula™sr™) séo necessarias
aproximadamente 10® moléculas no volume investigado (Le Ru et al., 2007) para obter
sinal do espalhamento Raman. Neste contexto, efeitos de intensificagdo como o
espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS) se apresenta como ferramenta
poderosa para estudo e caracterizacdo de monocamadas adsorvidas na superficie de
metais como Ag, Au e Cu, uma vez que a intensificacdo do sinal Raman € da ordem de

10%vezes (Faria, Temperini e Sala, 1999).

1.2. PROPRIEDADES OPTICAS DE NANOPARTICULAS
METALICAS

A ressonancia do plasmon de superficie localizado (LSPR) esta relacionada a
estrutura eletrénica de uma NP que para os metais nobres ouro, prata e cobre, leva a
absorcdo de fotons na regido do visivel ou do infravermelho proximo do espectro
eletromagnético (Le Ru et al., 2007). A oscilacdo do plasmon de superficie em um
metal € a excitacdo coletiva de um gas formado pelos elétrons de condugdo que ao se
propagar em estruturas nanométricas possui uma frequéncia que depende da geometria e
do tamanho das nanoparticulas (Aroca, 2006). O aumento no tamanho das
nanoparticulas resulta em um deslocamento da banda LSPR para maiores comprimentos
de onda. A espectroscopia LSPR sera aprofundada na sec¢do 1.3 dessa dissertacdo, onde
sera discutido o mecanismo eletromagnético para o efeito SERS.

Para particulas com dimensdes que se aproximam do comprimento de onda do
foton incidente, efeitos de espalhamento de Mie devem ser considerados. Esta teoria foi
desenvolvida por Mie a partir das solugdes das equagdes de Maxwell para particulas
esféricas. Para particulas maiores que 50nm, a contribui¢do do espalhamento de Mie na
regido do vermelho e do infravermelho préximo, passa a ser relevante. (Sant'ana, Corio
e Temperini, 2006) A extingéo e definida como a soma da absorcéo e do espalhamento

de luz pelas NPs metalicas.
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1.3. ESPECTROSCOPIA SERS

O efeito SERS foi descoberto por Fleischmann et al., quando obtiveram o
espectro Raman da piridina adsorvida em eletrodo de prata com uma alta relacéo sinal-
ruido. A intensificagdo do sinal Raman foi, inicialmente, associada ao aumento da &rea
superficial do eletrodo, sendo devida ao tratamento eletroquimico aplicado, com varios
ciclos de oxidacdo e reducdo em solucdo aquosa de KCI 0,1mol.L™. (Fleischmann,
Hendra e Mcquillan, 1974)

Em 1977, Jeanmaire et al. e Albrecht et al., em dois trabalhos independentes,
mostraram que o aumento da secdo de choque da piridina adsorvida, apds levar em
conta 0 aumento da érea real do eletrodo, era da ordem de 10° vezes. Portanto, a alta
relacdo sinal/ruido dos espectros Raman da piridina ndo podia ser explicada apenas pelo
aumento da area superficial do eletrodo que deveria ser da ordem de 10? vezes. Estava
caracterizado, assim um novo fendmeno, que recebeu o nome de efeito SERS. (Albrecht
e Creighton, 1977; Jeanmaire e Van Duyne, 1977)

A descoberta do efeito SERS gerou um grande esfor¢o da comunidade cientifica
no sentido de entender o fenbmeno. Na década de 80, surgiram varios trabalhos teéricos
para explicar o efeito SERS, que foi inicialmente observado em eletrodos ativados,
suspensdes coloidais e filmes finos. Estas teorias podem ser agrupadas em dois

modelos: o eletromagnético e o quimico ou molecular.

1.3.1. Modelo Eletromagnético

O modelo eletromagnético envolve a excitacdo do plasmon de superficie pela
radiacdo incidente. Esta excitacdo promove a intensificacdo do campo eletromagnético
local na superficie da nanoparticula metélica, intensificando dessa forma os sinais
Raman de moléculas adsorvidas sobre o metal. (Moskovits, 1985) A intensificacdo do
sinal depende do substrato metalico utilizado, sendo o efeito SERS comumente
observado nos metais Au, Ag e Cu. (Sant'ana, Corio e Temperini, 2006)

Em analogia a equacdo 1, a intensidade SERS para um determinado modo

vibracional é dada por:

Isgrs = N(Tup )| E(ug )12 | E(u,) 12, of 4 Equacao 3
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Onde‘:’ﬁds é a secdo de chogue Raman da molécula adsorvida, v, é a intensidade
da radiacdo incidente, |[E(v.)| € o campo elétrico da radiacdo incidente, [E(vs)| é 0
campo elétrico da radiacdo espalhada e N € o nimero de moléculas envolvidas no
espalhamento SERS (Kneipp et al., 1999).

Dessa forma a intensidade SERS depende de |E|* que é o principal fator pela
intensificacdo SERS, uma vez que h& a intensificacdo do campo elétrico local na
superficie da nanoparticula (Kneipp et al., 1999).

Para que o efeito SERS seja observado, de acordo com este modelo, superficies
rugosas, em nivel nanométrico, sdo necessarias de modo que ocorra a ressonancia entre
a transicdo LSPR e as radiacOes excitante e espalhada. (Sant'ana, Corio e Temperini,
2006)

Uma das consequéncias do mecanismo eletromagnético, que a ressonancia citada,
é a forte dependéncia da intensificacdo SERS com a forma e com o tamanho das
nanoparticulas metéalicas, pois estas propriedades modificam a posi¢do da banda LSPR.
Assim, a espectroscopia SERS esté intrinsecamente ligada a nanociéncia, uma vez que o
tamanho das estruturas metalicas com alto desempenho SERS € de poucas dezenas de
nandmetros.

Morton et al., mostraram a evolucéo da separacdo dos niveis de energia quando o
namero de atomos na superficie de uma nanoparticula aumenta. (Morton, Silverstein e
Jensen, 2011) Segundo os autores, 0 aumento do numero de &tomos, promove uma
combinacdo adicional dos orbitais atdbmicos do metal, ocorrendo a formacdo de bandas
de energia. Quanto maior o numero de atomos na nanoparticula, menos espacadas estao
as bandas de valéncia e de condugdo. No metal estendido, essas bandas de energia
formam uma estrutura continua sem separacdo entre as bandas. A transicdo LSPR
envolve transferéncia eletronica entre a banda de valéncia de maior energia ocupada
para a banda de conducdo de menor energia desocupada. A Figura 1 mostra a evolucdo
na separacdo entre as bandas de energia com 0 aumento no numero de atomos na

superficie de uma nanoparticulas.
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Metal Nanoparticula Nanoparticula Nanoparticula
extendido 100nm 50nm 5nm

p—

TN
11

Figura 1: Evolucdo da separacdo da banda de valéncia e da banda de condugéo com o
aumento do ndmero de atomos de uma nanoparticula (NP). (Morton, Silverstein e
Jensen, 2011)

A contribuicdo apenas da intensificacdo eletromagnética é, em média, da ordem
de 10* vezes em relacdo ao efeito Raman normal. (Natan, 2006) Segundo este modelo, o
espectro observado é igual ao espectro Raman convencional, uma vez que ndo €
necessaria uma interacdo forte com a superficie. Contudo, Kneipp et al., reportaram pela
primeira vez a deteccdo de uma Unica molécula através do efeito SERS. (Kneipp et al.,
1997) Nesse caso, o fator de intensificacdo Raman pode chegar & ca. 10*, sendo a
intensificacdo observada devido a existéncia de “hot spots”. Estes sdo sitios, formados
por pares de nanoparticulas, alinhadas com o campo elétrico externo, com a molécula
adsorvida na regido onde a intensificacdo do campo € gigante, seriam 0s principais
responsaveis pelas intensificagdes do campo local a ponto de permitir a deteccdo de

uma unica molécula. (Ru e Etchegoin, 2008)

1.3.2. Modelo Quimico
O mecanismo quimico do efeito SERS é assim denominado devido a sua
dependéncia com relagdo a estrutura eletronica da molécula adsorvida. Neste caso,
ocorre a formacdo de um complexo de superficie, onde dependendo da proximidade
entre os niveis de energia dos orbitais HOMO (orbital molecular de mais alta energia

ocupado) e LUMO (orbital molecular de menor energia desocupado) da molécula e do
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nivel de Fermi do metal, pode ocorrer interagdes por transferéncia de carga. (Corio et
al., 1999)

Existem varios trabalhos na literatura que citam o mecanismo de transferéncia de
carga para a adsor¢do molecular em varias superficies como, por exemplo, em coloides
metalicos, mas a observacdo do mecanismo quimico do efeito SERS em sistemas
eletroquimicos permitiu melhor observar este fendmeno. Assim, o mecanismo de
transferéncia de carga, pode ser esquematizado em um sistema eletroquimico, onde a
superficie metalica é o eletrodo de trabalho, considerando os valores relativos do nivel
de Fermi do metal e dos niveis HOMO e LUMO do adsorbato. A Figura 2 mostra a
variacdo da energia dos estados eletrénicos do metal, com a aplicagéo de potencial, em
relacdo as energias dos orbitais HOMO e LUMO do adsorbato.

DEm E(C)f LUMO

gy
<[
<

Vrcd

HOMO DEm

Figura 2: Variagdo do nivel de Fermi do metal em funcdo do potencial aplicado no
eletrodo e em relacdo as energias do HOMO e LUMO do adsorbato. EFn=energia do
nivel de Fermi do metal, DE,=densidade eletronica do metal, V= potencial aplicado,
Vox= potencial de oxidacdo do adsorbato, V.g=potencial de reducdo do adsorbato,
Erc(M-A) = energia de transferéncia de carga metal adsorbato, Ect(A-M) = energia de
transferéncia de carga adsorbato metal. (Rubim et al., 1995)

Considerando-se este diagrama, podem ocorrer transferéncias de carga do HOMO

da molécula para o nivel de Fermi do metal ou, o inverso, do nivel de Fermi do metal
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para 0 LUMO da molécula induzidos pela radiacdo excitante, cujos fétons estdo em
ressonancia com a transicao eletrénica de transferéncia de carga citada. Além disso, a
variacdo do potencial da superficie metalica pode modificar a energia dos estados
eletrénicos do metal e, com isso a energia da transferéncia de carga também se altera.
Ao se aplicar um potencial onde V4=V, ocorre a oxidacéo do adsorbato. Do mesmo
modo, quando V=V Ocorre a reducéo do adsorbato. A partir dessas consideracoes é
possivel desenvolver um modelo em que a transferéncia de carga seja monitorada pela
radiacdo excitante. Esse modelo prevé a forte dependéncia do maximo de intensidade
SERS com a variacdo do potencial aplicado ao eletrodo.

A intensificagdo quimica segundo este modelo é da ordem de 10° Segundo este
modelo, 0 espectro Raman da espécie adsorvida pode divergir do espectro Raman
normal, uma vez que a interacdo entre os estados eletrdnicos do metal e da molécula
adsorvida leva a uma nova espécie. Por isso, pode-se considerar que o efeito quimico é

um mecanismo de curto alcance.

1.4. METODOS DE SINTESE DE AgNPs

AgNPs podem ser sintetizadas através de métodos convencionais de sintese, no
qual o modo de preparacdo se baseia, na reducdo de um sal metalico, chamado de
precursor, na presenca de um agente redutor, muitas vezes boroidreto de sdédio (NaBH,)
ou citrato de sodio (NasCit).

A aplicacdo de AgNPs de prata em sistemas bioldgicos é uma area emergente na
nanociéncia. AgNPs apresentam elevada acdo antibacteriana (Fernandez et al., 2008) e
varios métodos com diferentes rotas de sintese sdo utilizados para a alta performance na
acao biologica. Atualmente, séo citados na literatura os metodos de sinteses verdes, que
envolvem a selecdo de um solvente, meio redutor e substancias que nédo prejudiqguem o

meio ambiente nas diferentes rotas sintéticas. Dentre esses métodos destacam-se:
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e Meétodo do polissacarideo

Nesse método as AgNPs sdo preparadas em agua utilizando um polissacarideo como
redutor e estabilizador. Na literatura destacam-se dois trabalhos: o trabalho de
Vigneshwaran et al. que mostra a reducdo de uma solucdo de AgNO;3; e amido
quando, em autoclave a 15psi e 121°C, formam uma suspensdo de AgNPs
estabilizadas com a amilose. (Vigneshwaran et al., 2006) Outro trabalho mostra a
reducdo do AgNO; por heparina & 70°C, onde os autores concluem, atraves das
imagens de microscopia eletronica de transmissdo, que o aumento na concentracao

de heparina produz AgNPs de variadas formas e tamanho. (Huang e Yang, 2004)

e Meétodo de irradiacdo

Nesse método a irradiagdo de uma solucdo de AgNO3 com radiacdo eletromagnética
de frequéncia pré-estabelecida, utilizando-se um agente redutor, promove a formagéo
de AgNPs com elevado controle na distribui¢do de tamanhos. (Abid et al., 2002)

e Meétodo de Tollens

Este método envolve a reducdo de Ag(NHs)," por um aldeido, como por exemplo a
glicose. (Kvitek et al., 2005) Neste trabalho, variou-se a concentragdo de Ag(NH3),"
0,005 mol.L™* a 0,2 mol.L™", modificando dessa forma o tamanho das AgNPs. Os
autores concluiram que a concentragdo 0,005 mol.L™ é responséavel pela formacéo de
AgNPs com menor distribuicdo de tamanhos. Da mesma forma, em outro trabalho,
AgNPs de tamanhos controlados foram sintetizadas pela redugdo Ag(NHs)," com os
monossacarideos (glicose e galactose) e os dissacarideos (maltose e galactose). A
variagdo na concentracdo de Ag[NH;]," de 0,005 mol.L™ a 0,2 mol.L™, resultou em
particulas com o tamanho médio 25-400nm. Os autores concluiram, que as
diferencas nas estruturas dos monossacarideos e dos dissacarideos, influenciam no
tamanho das particulas em suspensdo aquosa, que sdo menores para o0s dissacarideos

quando comparados com as obtidas para 0s monossacarideos. (PanacEk et al., 2006)

e AgNPs e macromoléculas
A incorporacdo de polimeros nas AgNPs mostra-se como uma emergente area para a
utilizacdo dessas nanoparticulas em sistemas biologicos. Polimeros sdo excelentes

agentes estabilizadores de AgNPs, (Mbhele et al., 2003) e dependendo do polimero
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utilizado este pode interagir com as AgNPs intensificando a ac¢do biologica (Kvitek
et al., 2008). Mbhele et al. mostraram as mudangas nas propriedades térmicas e
mecanicas do PVA (polivinil alcool) depois da incorporacdo do polimero em
suspensdo de AgNPs previamente preparada. (Mbhele et al., 2003) Além desses,
varios outros métodos de sintese sdo relatados na literatura, os quais envolvem
reducdo do sal precursor com proteinas, enzimas, entre outros (Gardea-Torresdey et
al., 2003; Collera-Zuiiga, Garcia Jiménez e Meléndez Gordillo, 2005). A utilizacdo
destes estabilizantes influencia na obtencéo dos espectros SERS dos adsorbatos, uma
vez que a utilizacdo de polimeros pode colaborar para a perda de intensidade em
experimentos SERS, bem como a ndo observacgao do espectro de interesse. Esse fato
surge da estabilizacdo das AgNPs e da troca de cargas na superficie das mesmas,
bem como a competicdo pela superficie entre o estabilizante e o adsorbato. Nesse
sentido, sinteses que envolvem métodos convencionais de preparacdo de AgNPs, no
qual h& reducdo de AgNO3; com NaBH,; ou NazCit, sdo os mais utilizados para a
obtencdo dos espectros SERS dos adsorbatos, pois esses redutores promovem
também a estabilizacdo das AgNPs por carga negativa do anion borato ou citrato,

respectivamente, e sdo facilmente trocadas pelo adsorbato de interesse.

1.5. ESPECTROS SERS DE BIOMOLECULAS

Howes et al. estudaram os espectros SERRS (espalhamento Raman ressonante
intensificado por superficie) dos antibi6ticos rifampicina, rifamicina e rifaximin
utilizando coloide de prata e variando o pH da suspensdo para os trés antibidticos.
(Howes et al., 2006) O espectro SERRS da rifampicina foi obtido somente para pH <
7,7 , enquanto a rifamicina mostrou melhor desempenho SERRS para o0 pH< 7,
propondo assim, a alta dependéncia da espécie adsorvida com o pH do meio. Os autores
propuseram ainda, que a mudanca no grupo cromoforo dos antibidticos estudados
influenciou fortemente nos espectros SERRS da rifampicina, rifamicina e rifamicin. O
efeito SERRS ¢é observado quando a radiacdo excitante estd em ressonancia com a
transicéo eletrénica da molécula investigada e com o substrato metalico utilizado.

Iliescu et al. mostraram o estudo da adsor¢édo da benzilpenicilina sobre coloide de
prata. (lliescu, Baia e Pavel, 2006) Os autores calcularam as frequéncias vibracionais da
molécula livre baseado em célculos DFT (teoria de densidade funcional), e a partir das

atribuicdes dos espectros SERS chegaram a conclusédo que a benzilpenicilina adsorve
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fortemente pelo grupo carboxilato. Os anéis benzénico, B-lactimico e o grupo
tiazolidinil estdo longes do sitio de adsorc¢do, perdendo intensidade nos espectros SERS,
uma vez que os modos normais de vibracdo associados estdo paralelos a superficie da
prata. Isto € uma consequéncia das regras de selecdo de superficie, que interfere
diretamente na intensidade relativa das bandas, isto €, no padrdo espectral dos espectros
SERS. (Moskovits, 1982)

Li et al. estudaram o espectro SERS da rodamina 6G e da tetraciclina com
nanoestruturas fabricadas utilizando um ndcleo de niquel e uma casca de ouro
(Ni@Au). (Li et al., 2011) Os autores obtiveram o espectro SERS da rodamina 6G na
concentracdo 10 mol.L™ e da tetraciclina na concentracdo 10 mol.L™ e radiacdo
excitante em 785nm. Dessa forma, os autores concluiram que a deteccdo de tetraciclina
em baixas concentracdes pode ser utilizada para a deteccdo de tetraciclina em leite e
alimentos de origem animal.

He et al. obtiveram o espectro SERS dos antibi6ticos enrofloxacino,
ciprofloxacino e clorofenicol utilizando dendriticos de prata para a detec¢do rapida e
caracterizacdo destes antibidticos. (He et al., 2010) Os autores mostraram que 0S
dendriticos de prata apresentaram um fator de intensificacdo SERS de ~10'* vezes,
mostrando um limite de deteccédo e quantificacdo para estes antibidticos da ordem de 20
ppb.

Kahraman et al. mostraram que a técnica de cobertura camada por camada de
AgNPs e de AuNPs utilizando poli-hidrocloreto de anilina (PAH) é eficiente para a
deteccdo de uma Unica célula bacteriana. (Kahraman et al., 2009) Os autores estudaram
a adsorcao das AgNPs e das AuNPs sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
mostrando que a cobertura com o polieletrolito PAH é eficaz para diferenciar as
composic¢des da parede celular da bactéria Gram-positiva Stapylococcus conhii e Gram-

negativa Escherichia coli.

1.6. RESISTENCIA BACTERIANA

O descobrimento dos antibidticos foi um grande avango para a aplicagdo
terapéutica tanto na medicina humana quanto na veterinaria. Eles sdo importantes na

reducdo da mortalidade de doencas infecciosas (Manie et al., 1998).
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Os antibidticos podem ser classificados como bacteriostaticos quando agem
contra micro-organismos inibindo seu crescimento e duplicacdo; ou como bactericidas
quando agem com efeito letal sobre os micro-organismos sensiveis.

De acordo com a técnica de Gram as bactérias podem ser classificadas como
Gram-positivas ou Gram-negativas. As bactérias que sdo coradas pelo método s&o
classificadas como Gram-positivas, ja as ndo coradas pelo método séo classificadas
como Gram-negativas. A coloracdo ou ndo das bactérias é dependente das diferencas
nas estruturas, composicdo quimica, permeabilidade celular, fisiologia, metabolismo e
patogenicidade (Pelczar, Reid e Chan, 1997).

O componente da parede celular que determina se a bactéria € Gram-positiva ou
Gram-negativa é o peptidoglicano. Nas bactérias Gram-negativas, o peptidoglicano
constitui uma fragdo menor do total da parede celular, comparando-se com 0 que ocorre
nas bactérias Gram-positivas (Pelczar, Reid e Chan, 1997).

A partir de 1950, quando os antibi6ticos passaram a ser amplamente utilizados,
iniciou-se o fendmeno da resisténcia bacteriana. Desde entdo, o problema da resisténcia
aos antibidticos passou a representar importancia considerdvel em saude publica.
(Rapini et al., 2004). Na literatura existem inumeros trabalhos que citam 0s mecanismos
de resisténcia a antibiodticos. (Chopra e Roberts, 2001), (Pereira-Maia et al., 2010),
(Costerton, Stewart e Greenberg, 1999), (Cohen, Chang e Hsu, 1972), (Neu, 1992)

Os principais mecanismos de resisténcias as drogas podem ser devidos a:

¢ Inibicdo competitiva entre um metabolito essencial e um antibi6tico;

e Desenvolvimento de uma via metabolica alternativa, que evita alguma reacao
normalmente inibida pela droga;

e Producdo de uma enzima alterada de tal modo que esta funciona em beneficio da
célula bacteriana, mas ndo é afetada pela droga;

e Sintese de excesso de enzima, ultrapassando a quantidade que pode ser inativada
pelo antimicrobiano;

e Dificuldade de a droga penetrar na célula, devido a alguma alteracdo da
membrana citoplasmatica;

e Modificacdo estrutural das nucleoproteinas ribossémicas;

Dessa forma, a resisténcia bacteriana a diversos antibidticos impde certas
limitacbes para o tratamento de diversas infec¢bes, tornando-se imprescindivel a

descoberta de novos agentes antibacterianos.
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1.7. APLICAC}@ES DE AgNPs EM SISTEMAS BIOLOGICOS

AgNPs sdo conhecidas e amplamente estudadas por possuirem acao
antibacteriana. (Alt et al., 2004), (Kim et al., 2007), (Li et al., 2008), (Espinosa-
Cristébal et al., 2009), (Cao et al., 2010), (Garcia-Barrasa, Lépez-De-Luzuriaga e
Monge, 2011) Na literatura, varios autores citam os diversos usos e aplicacdes das
AgNPs. Dentre estes podemos destacar:

e O uso de AgNPs para o revestimento de cateteres de plastico prevenindo assim a
formacéo de biofilme pelas bactérias Escherichia coli, Enterococcus, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Staphylococci e Pseudomonas aeruginosa (Roe et al.,
2008);

e A acdo antibacteriana de AgNPs quando essas sdo misturadas a tintas, sendo
eficazes na acdo antibacteriana para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Kumar et al., 2008).

e Coloides de prata podem ser utilizados em filtros de agua para a remocéo de 97,8-
100% de Escherichia coli (Oyanedel-Craver e Smith, 2007);

e A acdo citoprotetora das AgNPs contra células infectadas com o virus HIV (Sun
et al., 2005);

Portanto, AgNPs tém seu potencial uso como agente antisséptico, sendo eficaz
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Neste trabalho, a mistura de
antibidticos e AgNps mostrou um efeito de sinergia quando houve a associacdo dos
dois. Dessa forma, a incorporacdo de antibidticos nas AgNPs pode ser uma éarea
emergente que ajude, futuramente, a conter a resisténcia as bactérias.

Varias outras pesquisas sdo elaboradas no sentido de compreender os mecanismos
de acdo das AgNPs. Estas podem aderir na membrana celular das bactérias destruindo a
permeabilidade e as fungdes respiratorias da célula como mostra o trabalho de (Morones
et al.,, 2005). A Figura 3 mostra a imagem TEM (Microscopia eletrénica de
transmissdo) da bactéria Pseudonomas aeruginosa sem a interacdo e interagindo com as
AgNPs.
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Figura 3: Imagem TEM da bactéria Pseudonomas areruginosa sem interacdo com

AgNPs(a) e com interacdo com as AgNps(b) (Morones et al., 2005)

Nestas interacGes ha forte dependéncia com a forma e o tamanho das AgNPs.
Nanoparticulas com tamanhos entre 5-10nm possuem uma atividade antibacteriana
maior quando comparadas com as AgNPs com tamanhos entre 30-100nm. (Garcia-
Barrasa, Lopez-De-Luzuriaga e Monge, 2011) Isto esta relacionado ao fato de que
AgNps de menores tamanhos possuem uma area superficial maior para o contato com as
celulas bacterianas (Kvitek et al., 2011).

E possivel também que as AgNPs penetrem dentro da célula bacteriana pela
formacéo de poros na membrana celular. A Figura 4 mostra a imagem TEM da bactéria
Pseudonomas aeruginosa apos interacdo com as AgNPs, essas sdo fagocitadas pela
celula bacteriana devido a formagao de poros na mesma (Morones et al., 2005).

- .
‘?;‘

&

Figura 4: Imagem TEM da bactéria Pseudonomas aeruginosa com interacdo com as
AgNPs penetrando no interior da célula bacteriana (Morones et al., 2005)
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1.8.  QUITOSANA

A quitina é um polimero que estd presente nos exoesqueletos de alguns
invertebrados (insetos, crustaceos, moluscos) e das paredes celulares de alguns fungos e
algas. Por ser extraida de exoesqueletos de crustaceos e moluscos, a quitina pode ser
obtida dos residuos da industria pesqueira (Ravi Kumar, 2000).

A quitosana (QUIT) é um polissacarideo derivado da desacetilacdo parcial da
quitina. A quitosana é composta predominantemente por unidades 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose unidas por ligacdes glicosidicas do tipo P(1—4). A completa
desacetilagdo da quitina é raramente realizada por serem necessarias muitas reacoes
consecutivas, que favorecem sua progressiva despolimerizacdo. Na pratica, é a
solubilidade que permite a distin¢do entre a QUIT e a quitina, sendo a quitina insolavel
e a quitosana soliivel em meio &cido dependendo do grau de desacetilagdo (Campana-
Filho et al., 2007). A Figura 5 mostra a obtencéo da quitosana a partir da desacetilacdo

HO"

da quitina.
OH 0%/\ — - o
" on >/

(o] HO HN

-© oH - [e] HO

Ho © NaOH HO o
NH 40% HO o
(@)
% o NH,
OH
Quitina Quitosana

Figura 5: Processo de obtencdo da quitosana a partir da desacetilacdo alcalina da
quitina

A quitosana é um polimero muito versatil com aplicacbes nas industrias
cosmeética, alimenticia e como agente de floculacdo no tratamento de agua. Além disso,
sua alta capacidade de interagir com proteinas, lipideos, pesticidas, corantes, ions
metalicos, faz com que a quitosana seja aplicada em diversos sistemas que sao voltados
para a deteccdo e analise dessas substancias. Exibe alta atividade antibacteriana sendo
também atdxica, biodegradavel e biocompativel. Sua acdo antibacteriana é associada

aos grupos amino pertencentes a sua estrutura (Pillai, Paul e Sharma, 2009) e
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dependendo do grau de desacetilizacdo possibilita adequacbes nas propriedades
bioldgicas de acordo com a aplicacdo desejada (Kim et al., 2008).

Neste trabalho, incorporou-se quitosana nas AgNps com a finalidade de
estabilizacdo das AgNPs e intensificacdo do efeito antibacteriano por sinergia, uma vez

que AgNPs e quitosana apresentam acao antibacteriana.

1.9. ANTIBIOTICOS

1.9.1. Penicilinas
As penicilinas correspondem a uma classe de antibioticos constituidos de um
nlcleo principal formado por um anel tiazolidinico conectado a outro anel B-lactamico,
no qual estd ligada uma cadeia lateral (Spratt, 1975). Essa cadeia é responsavel pela
maioria das propriedades farmacoldgicas e antibacterianas das penicilinas. Sua acao
antibacteriana é resultante da inibicdo da enzima transpeptidase, que esta envolvida, na
ultima etapa da sintese da estrutura da parede celular da bactéria (Tipper e Strominger,

1965). A férmula estrutural geral das penicilinas esta representada na Figura 6:

O

==

R HN i

OH

V4

O

w\\\\\“"

Figura 6: Formula estrutural geral das penicilinas
As penicilinas utilizadas neste trabalho foram a amicacina, benzilpenicilina ou

penicilina G e oxacilina. Suas férmulas estruturais, propriedades e atividade bioldgica

estdo relacionadas na Tabela 1:
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Tabela 1: Penicilinas utilizadas neste trabalho. Nome, estrutura e propriedades

bioldgicas

Nome Estrutura quimica Propriedades

R=

NH, Possui ampla acdo contra as bactérias
Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Streptococcus faecalis, Haemophilus
Ampicilina influenza, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenza, Streptococcus
pneumoniae e Neisseriae meningites
(Lacy et al., 1999).

Possui acdo contra bactérias Gram —

o positivas:  Neisseria  gonorrhoeae,
Benzilpenicilina . . .
Actinomyces  bovis,  Streptobacillus

Penicilina G moniliformis, Listeria monocytogenes e

Leptospira (lliescu, Baia e Pavel, 2006).

N Possui ampla acdo contra a bactéria
Staphylococcus aureus (Mcdougal et al.,

Oxacilina
xactt 2003)

1.9.2. Carbapenémicos
Os carbapenémicos sdo antibidticos B-lactdmicos com ampla acdo desenvolvida
para atender as necessidades médicas na terapia de doencas infecciosas. Esses agem do
mesmo modo que os antibioticos B-lactdmicos, inibindo a sintese da parede bacteriana
pela ligacdo e inativacdo das proteinas ligadoras de penicilinas. Estes antibidticos atuam

na parede celular bloqueando a transpeptidacdo, ligacdo covalente das cadeias lineares
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de fragmentos precursores do peptidoglicano Uma diferenca dos antibidticos
carbapenémicos dos demais B-lactdmicos esta no fato de as carbapenemas apresentarem
uma consideravel estabilidade frente betalactamases que sdo enzimas produzidas por
algumas bactérias responsaveis por resisténcia a antibioticos B-lactamicos (Menezes et
al., 2007). O antibidtico da classe dos carbapenémicos utilizado neste trabalho foi o
meropenem. A formula estrutural desse antibidtico esta representada na Figura 7:

HN

Figura 7: Formula estrutural do meropenem

1.9.3. Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo moléculas formadas por um anel aminociclitol ligados a
um ou mais amino agUcar através de ligacdo glicosidica. Os aminoglicosideos sdo
transportados na membrana plasmética em um processo dependente de oxigénio. Estes
se difundem através dos canais aquosos formados por proteinas do tipo porina na
membrana externa das bactérias Gram — negativas e, desse modo, penetram no espaco
periplasmatico (Oliveira, Canedo e Rossato, 2002). Seu efeito colateral mais importante
¢ a otoxicidade, representando potencial gravidade para as funcdes auditivas e
vestibulares (Baggio, Silveira e Hyppolito, 2009).

Os aminoglicosideos utilizados neste trabalho foram a gentamicina e a amicacina.
A formula estrutural da gentamicina e amicacina bem como suas propriedades séo

apresentadas na Tabela 2:
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Tabela 2: Aminoglicosideos utilizados neste trabalho. Nome, estrutura e propriedades

bioldgicas

Nome Estrutura

Propriedades

OH

HO OH OH

HO o NH,

o) OH
o
H,N H,N o OH
H,N
NH
HO o)

Amicacina

A amicacina é um

aminoglicosideo semi-
sintético derivado da
kanamicina, ativo contra a
das

maioria espécies

microbianas  resistentes a
gentamicina e kanamicina.
Tem ampla acdo contra a
bactéria Mycobacterium
tuberculosis (Oliveira,

Canedo e Rossato, 2002).

=\ Hrfl\

NH,

Gentamicina

A gentamicina é um

antibidtico de acao

bactericida que atua
principalmente nas infeccbes
causadas por bacilos Gram-
negativos (Baggio, Silveira e

Hyppolito, 2009).

1.9.4. Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas combatem as infeccOes bacterianas através da inibicdo da

DNA girase e topoisomerase, enzimas essenciais envolvidas na replicacdo, transcrigéo e

reparacdo do DNA bacteriano. (Qian et al., 2012) A habilidade de penetragdo em

diferentes espécies de bactérias, bem como de se ligar a DNA girase, sd0 processos

determinates na acdo de uma fluoroguinolona. Nos ultimos 40 anos, um grande ndmero
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de derivados fluoroquinolénicos foi sintetizado. Estes farmacos séo classificados em 4
geragdes, de acordo com a ordem cronoldgica de surgimento. (Qian et al., 2012) Neste
trabalho utilizou-se a levofloxacina, que pode ser considerada uma fluoroquinolona de
terceira geracdo. O levofloxacino é o isdbmero D,L — do ofloxacino racemato. O isdbmero
L é significativamente mais ativo que o isbmero D e é o componente ativo do
ofloxacino. O levofloxacino estd aprovado para o tratamento de individuos com
pneumonia cronica, exacerbacdes bacterianas agudas de bronquite cronica, pielonefrite
crénica e infeccbes complicadas do trato urinario (Gales et al., 1997). A férmula

estrutural desse antibidtico esta representada na Figura 8:

™~

2

OH

Figura 8: Formula estrutural do levofloxacino

1.9.5. Tetraciclina

As tetraciclinas agem por ligacdo a um sitio na subunidade 30S do ribossomo
bacteriano impedindo a ligacdo do aminoacil-t-RNA no sitio A do ribossomo, a adicao
de aminoédcidos e, consequentemente, impedindo a sintese proteica. Em bactérias
sensiveis, as tetraciclinas ligam-se ao ribossomo e mudam sua conformacéo padrédo
interrompendo a sintese proteica. Tetraciclinas possuem diversas propriedades
favoraveis, tais como baixo custo, baixa toxicidade, podendo se administradas por via
oral. Possuem ampla acdo contra micobactérias como Mycobacterium marinum e
Mycobacterium leprae, além de apresentar acdo contra varias outras bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Pereira-Maia et al., 2010). A foérmula estrutural da

tetraciclina esta representada na Figura 9:
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Figura 9: Formula estrutural da tetraciclina

1.9.6. Rifampicina
A rifampicina atua inibindo a RNA - polimerase DNA — dependente de
micobactérias e de outros microorganismos, através da formacdo de um complexo
farmaco-enzima estavel, resultando em supressdo do inicio da formacédo da cadeia na
sintese de RNA. E indicada para o tratamento da tuberculose com a associa¢do dos

farmacos isoniazida e pirazinamida por um periodo de até 6 meses (Lees et al., 1971).

/O NH
Z OO Z™
(@] i \ OH |\/N\

O

Figura 10: Formula estrutural da rifampicina
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1.9.7. Vancomicina
A vancomicina age inibindo a sintese da parede celular de micro-organismos ou
bactérias susceptiveis, alterando a permeabilidade da membrana citoplasmética e
interferindo na sintese de RNA. Atualmente, a vancomicina ¢ muito aplicada na terapia
de infeccdes hospitalares graves, causadas por Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermides, agentes Gram-positivos resistentes a meticilina e oxacilina. (Hiramatsu et

al., 1997) A férmula estrutural da vancomicina esta representada na Figura 11:

Figura 11: Férmula estrutural da vancomicina
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2.0BJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliacdo da atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata associadas com
quitosana e antibidticos e investigacdo das propriedades quimicas de alguns dos
antibioticos com a superficie de prata pelo estudo da adsorcdo molecular por
espectroscopia SERS e LSPR.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese das AgNPs, com diametros de ca. 10-30nm (area superficial grande);

e Sintese das AgNPs com didmetros de ca. 10-30nm + Quitosana;

e Sintese das AgNPs com didmetros de ca. 10-30nm+Quitosana-+antibidticos;

¢ Avaliacdo bioldgica dos antibidticos LV, TC, RP, BP, MP, AP, AC, GT, VC e OC,
utilizando as misturas acima citadas;

e Sintese dos substratos SERS ativos (AgNPs com diametro de ca. 50-200 nm, com
banda LSPR em ressonancia com a radiacdo excitante de comprimento de onda 1064
nm);

¢ Obtencdo dos espectros SERS e LSPR dos antibidticos TC, RP, LV e BP;

¢ Obtencdo das micrografias por microscopia eletrénica de varredura das AgNPs obtidas
com diametros menores (para o0s testes bioldgicos) e didmetros maiores (para

espectroscopia SERS).
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3.PARTE EXPERIMENTAL

3.1. REAGENTES E SOLVENTES
Todos os reagentes utilizados NaBH,, Nascit, nitrato de prata (AgNO3), (QUIT),
cristal violeta (CV), acido acético (HAc), LV, TC, RP, BP, MP, AP, AC, GT, VCe OC
foram obtidos da Sigma Aldrich. A &gua utilizada no preparo das solucdes foi agua
deionizada Milli-Q, 18,2MQcm. Toda a vidraria foi limpa em solugdo de agua régia

(3:1; HCI:HNO:3) e enxaguada abundantemente com agua deionizada.

3.2. INSTRUMENTACAO

e Espectroscopia Raman e espectroscopia SERS
As medidas SERS e Raman foram feitas utilizando-se o espectrdmetro FT-Raman da
Bruker com radiacdo excitante em 1064nm modelo RFS-100 equipado com detector
de germanio e resfriado com nitrogénio liquido. Medidas adicionais foram feitas
utilizando espectrdometro micro-Raman HORIBA, modelo XPlora, com radiagio
excitante em 532, 638, 785nm (lasers de estado solido) e detector CCD (charge-
coupled device).

¢ Espectroscopia de extincao e de absorcao
Os espectros de extingdo das AgNPs e de absor¢do dos adsorbatos LV, TC e BP foram
obtidos em um espectrofotdbmetro Shimadzu, modelo UV-PC 1800, com lampada de
tungsténio (infravermelho préximo e visivel) e de deutério (ultravioleta), utilizando
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 0,1cm e 1cm.

e Microscopia eletronica de varredura
As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram obtidas utilizando-se
microscopio eletronico de varredura, Field Emission Gun, da FEI, mod.: Magellan.
Este aparelho pertence a Divisdo de Metrologia de Materiais, Instituto Nacional de
metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO). As amostras foram

preparadas gotejando a suspensdo coloidal sobre silicio e secando sob vacuo.

3.3. SINTESES

As AgNPs sintetizadas neste trabalho foram obtidas através da redugdo AgNO;
por NaBH, e NasCit. Para tanto, diferentes rotas de sintese foram utilizadas com a

finalidade de obter AgNPs pequenas o suficiente para maximizar o efeito antibacteriano,
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e grandes o suficiente para que essas tenham desempenho SERS com as radiagdes
excitantes em 532, 638 e 1064nm. Uma sintese alternativa utilizada envolveu a reducédo
AgNO; por acido ascorbico (AA) e NasCit. As AgNPs utilizadas nos testes biologicos
devem ter concentracdo inicial de Ag® - 0,2g.L.™* e QUIT - 0,2g.L™, pois estas devem
seguir as normas CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) utilizadas nos
testes bioldgicos.

3.3.1. Sintese das AgNPs com diametros de ca. 10-30nm

3.3.1.a. Sintese das AgNPs com diametros de ca. 10-30nm sem quitosana
Sintese do Col 1: O col 1 foi obtido de acordo com a modificacdo da sintese

original do artigo descrito por (Grabar et al., 1996). Para tanto, em 50,0mL de uma
solucdo de AgNO3 1,9.10° molL™ foi adicionadol,0mL de solucdo de citrato de sédio
1,6.10" mol.L™ e gotejada & temperatura ambiente 0,5mL de uma solucdo de NaBH,
2.10 mol.L™ . Foi feito ainda um estudo da reprodutibilidade do col 1 em diferentes
sinteses variando-se ou ndo a concentracdo inicial de AgNOs. A Tabela 3 mostra as
proporcdes molares de AgNOs, NaBH, e NasCit, utilizadas nas diferentes sinteses do
col 1. As concentracdes de AgNO3 no col 1A é de 2,54.10“mol.L™? e n col 1B é de
2,1.10°%mol.L".

Tabela 3: Proporgdes molares de AgNOs;, NaBH, e NasCit utilizadas nas diferentes
sinteses do col 1

AgNO3 NaBH,4 NasCit
Col 1 1 0,1 2
Col 1A 1 0,9 13
Col 1B 1 0,08 1,4

3.3.1.b. Sintese das AgNPs com diametros de ca. 10-30nm + quitosana
Sintese do col 2: o col 1B foi utilizado para incorporar-se QUIT. Este conjunto de
sintese foi denominado col 2. O col 2 foi obtido pela reducdo de 50mL de AgNOs;
2,1.10°mol.L* por 1,0mL de NasCit 1,6.10 mol.L™* e gotejamento de 0,5mL NaBH,
2.10”mol.L™* & temperatura ambiente. Uma solucdo estoque de QUIT 0,2g.L™ foi

adicionado as AgNPs variando-se o volume de solugcdo de QUIT bem como o pH do
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meio. A QUIT é solivel em meio &cido ocorrendo a coagulagdo da QUIT quando o pH
do coloide estad basico ou neutro (Saini et al., 2011). A Tabela a seguir mostra o0s

volumes de QUIT e de solugéo de HAc 1.10™'mol.L™* adicionados ao col 2:

Tabela 4: Volumes de QUIT 0,2g.L™ e HAc adicionados ao col 2, volume final 2,0mL

Volumes de solugdo HAC Volume da solugéo QUIT

1.10" mol.L em pL 0,2g.L™ em pL
Col 2 (Col 1 B) 0 0
Col 2A 0 100
Col 2B 30 100
Col 2C 30 50
Col 2D 40 150
Col 2E 30 200
Col 2F 40 200
Col 2G 50 400
Col 2H 100 150
Col 21 30 25

3.3.1.c. Sintese das AgNPs com diametros de ca. 10-30nm + quitosana (2g L™)
Sintese do col 3: o col 3 foi preparado conforme metodologia utilizada para o

preparo do col 2, mas variou-se a concentracdo da solucéo de quitosana para 2g.L™. No
dia posterior a sintese foi adicionado 500uL de HAc glacial para a solubilizacdo da
QUIT que tinha coagulado durante a sintese. Este procedimento permitiu que as AgNPs
preparadas tivessem a concentracdo final de Ag’ - 1,8.10°mol.L™ e QUIT - 0,2g.L%,

compativeis com as exigéncias do protocolo dos testes bioldgicos.

3.3.2. Sintese dos substratos SERS ativos, com AgNPs de diametro ca. 50-200 nm

3.3.2.a. Sintese utilizando boroidreto e citrato
Sintese do col 4: o col 4 foi obtido de acordo com a modificagédo da sintese original

do artigo descrito por (Creighton, Blatchford e Albrecht, 1979). Para tanto, em 60,0mL
de uma solucdo de NaBH, 1,6.10mol.L™* foi adicionado gota a gota 20,0mL de uma
solugdo de AgNO; 16,0.10°mol.L™". A mistura foi feita em banho de gelo. Para a
estabilizacdo e melhor cobertura das AgNPs ao final da sintese foi adicionado 0,6mL
(Col 4A) ou 1,0mL(Col 4B) de uma solucdo NasCit 3,4.10*mol.L™.
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O col 4B foi utilizado para o estudo da cinética de agregacdo desse coloide na

presenca de 2-mercaptoetanol. Para este estudo utilizou-se as seguintes concentragdes
de 2-mercaptoetanol 1,0.10 e 2,0.10*mol.L™.

3.3.2.b. Sintese alternativa utilizando AA e NasCit
Sintese do col 5: o col 5 foi obtido de acordo com a sintese descrita por (Potara et

al., 2011). Para tanto, inicialmente foram preparadas as sementes de prata “seed”

seguindo metodologia ja estabelecida:

Sintese das sementes de prata

Em 10mL de uma solucéo de AgNO; 2,9.10*mol.L™* foi adicionado10mL de uma
solucdo de citrato de sédio 2,5.10™mol.L™* e colocada em um banho de gelo sob
agitagdo vigorosa. A essa mistura 0,6mL de NaBH,4 1,0.10" mol.L™ foi adicionado
gota a gota.

Sintese do col 5 utilizando as sementes de prata

Inicialmente preparou-se 7,0mL de uma solucdo de Quitosana 2g/L. A essa solucéo
adicionou-se 0,2mL de uma solucdo de citrato de sédio 38,8mol.L™, 0,1mL de uma
solucdo de AA 1,0.10" mol.L™ e 0,2mL de solugdo das sementes de prata
previamente preparadas, em seguida gotejou-se 3,0mL de AgNO; 1,0.10° mol.L™ .
A sintese foi feita no banho de gelo.

A seguir varias modificacdes na sintese do col 5 foram feitas, variando-se as

proporcOes de NasCit, AA, QUIT e AgNOs As proporcdes molares utilizadas estdo

resumidas na Tabela 5:

Tabela 5: Proporc6es molares utilizadas na sintese do col 5

AgNO; Na; Cit AA QUIT Seed (L)
Col5A 1 0,245 1,25 2 75
Col5B 1 0,49 2,5 2 450
Col5C 1 0,46 0,056 - -
Col5D 1 2,6 33 0,2 1400
Col5 1 2,6 33 2 200
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3.4. TESTES BIOLOGICOS
Os testes bioldgicos foram feitos em colabora¢do com Prof. Dr.Claudio Galuppo

Diniz do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora. A
mestranda Mariana Lopes realizou os testes de concentragdo inibitoria minima (CIM).

A acdo antibacteriana dos sistemas estudados foi avaliada contra as bactérias
Gram-negativas Escherichia coli, Pseudonomas aeruginosa e Klebisiella pneumoniae, e
Gram — positivos como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Stapylococcus
epidermides.

A determinacdo do perfil de susceptibilidade das bactérias as AgNPs e as AgNPs
associadas a QUIT foram realizadas pelo método de diluicio em caldo segundo
recomendac¢des do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010). Este método
consiste na determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), onde
determinamos qual é a menor concentracdo em que ha atividade antibacteriana.

A partir de uma solucéo estoque conhecida de AgNPs 1,8.10°mol.L™ e dos outros
componentes como QUIT 0,2g.L™ e antibiéticos LV — 5,53.10*mol.L™, TC — 4,5.10°
“mol.L", RP — 2,43.10*mol.L™, BP — 5,98.10“mol.L™", MP — 5,21.10“mol.L™", AC —
3,41.10*mol.L™, GT - 4,18.10“mol.L™", VC - 1,38.10*mol.L ™" e OC —4,98.10"mol.L™
foram obtidos uma diluicdo variando a concentragdo de 0,125 - 64ugmL™ em um
sistema de microdiluicdo em caldo, feito em placa de poliestireno contendo 96 pocos de
fundo chato, de acordo com as normas e recomendacdes do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010), 6rgdo que normaliza testes de susceptibilidade
microbiana a drogas.

Para a associacdo das AgNPs + antibidticos e AgNPs + QUIT + antibioticos
foram selecionados diferentes antibidticos para cada grupo bacteriano devido a sua
utilizacdo rotineira e recomendacdes do CLSI: (i) para as bactérias Gram — positivas
foram avaliados os antibioticos BP, VC, TC, STX, LV, RP, (ii) para as bactérias Gram —
negativas foram avaliados os antibidticos TC, AC, GT, STX, LV, AP e MR. Para isto,
foram utilizados a concentracdo subinibitoria das AgNPs variando-se a concentracéo de
antibiéticos de 0,03125pg.mL™ a 64pg.mL™.
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3.5. ESPECTROS LSPR DO COLOIDE 4 NA PRESENCA DOS

ANTIBIOTICOS
As medidas LSPR do col 4A na presenca dos antibioticos TC, BP e LV foram

feitas para monitorar as mudancas da banda LSPR do coloide na presenca destes
adsorbatos.

Para tanto, foi preparada uma solugdo estoque 1.10"mol.L™ de antibiético. Para
obter-se concentragdes milimolar ou menores foram feitas as seguintes misturas, por
exemplo: em 2mL de suspensdo coloidal adicionou-se 2uL de solucdo estoque de
antibidtico, resultando na concentragéo final 1.10“mol.L™* e 20uL de solucéo estoque de

antibi6ticos resultando numa concentracao final 1.10°mol.L™.

3.6. ESPECTROSCOPIA RAMAN E SERS

e Espectros Raman dos antibioticos
Os espectros Raman dos antibiéticos LV BP, TC e RP no estado solido foram
obtidos utilizando FT-Raman com radiacdo excitante em 1064nm, com 32
acumulacdes e 30mW de poténcia;

e Espectros SERS do Cristal Violeta (Molécula prova em experimentos SERS)

Para verificar se as AgNPs preparadas nos col 4 e col 5 estavam em ressonancia com
o laser em 1064nm utilizou-se o cristal violeta como molécula prova, uma vez que
este adsorbato tem sinal SERS ja conhecido e relatado na literatura.

e Preparo de uma solucéo estoque de cristal violeta (CV) 1,0.10°mol.L™;

e Mistura de 450pL da suspenséo coloidal + 50uL da solucdo estoque de CV;

e Obtencéo dos espectros SERS do CV, na suspensao coloidal, no espectrometro FT-
Raman com radiacdo excitante de Ao = 1064nm, resolucdo de 4cm™, 400mW de
poténcia e 500scans; foi utilizada a configuragdo macro, com coleta da radiacéo
espalhada a 180° e a amostra em tubos de Duran.

e Espectros SERS dos antibioticos
As medidas SERS foram obtidas para o estudo da adsor¢éo quimica dos antibidticos
estudados sobre a superficie metalica. Para tanto, utilizamos a seguinte metodologia:
preparo de uma solucgéo estogue dos antibidticos (TC, BP, LV, RP) na concentragéo
1,0.10%mol.L™;
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e 450 pL das AgNPs preparadas de acordo com item 3.3.3 + 50uL do antibidtico
1,0.10%mol.L™;

e Obtencdo dos espectros SERS da TC, LV, BP no espectrometro FT-Raman com
radiacdo excitante de Ao = 1064nm, resolucdo de 4cm™, 400mW de poténcia e
2000scans; foi utilizada a configuragdo macro, com coleta da radiacdo espalhada a
180° e a amostra em tubos de Duran.

e Os espectros SERS da RP foram obtidos utilizando equipamento micro Raman
HORIBA, com radiacdo excitante Ao = 638nm com poténcia de 0,4mW e 10
acumulacdes; na configuracdo do microscopio a radiacdo espalhada foi coletada a
180° e a radiacdo excitante foi focada diretamente sobre uma gota da suspenséo.

e Foram obtidos ainda os espectros SERS da BP, LV utilizando micro Raman
HORIBA com radiacdo excitante Ao = 532nm para BP e radiacdo excitante Ao =
638nm para a LV, todos com 0,4mW de poténcia e 10 acumulacGes; na configuragédo
do microscopio a radiacdo espalhada foi coletada a 180° e a radiacdo excitante foi

focada diretamente sobre uma gota da suspensao.
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4.RESULTADOS E DISCUSSOES
41. ESPECTRO LSPR DO COLOIDE 1

A Figura 12 mostra o espectro de extingdo das AgNPs em 5 amostras de coloides

preparadas de acordo com a sintese descrita para o col 1.

o
(=2}
-|' e
1,6 -
Col1
. Col1
’g Col1
£ 0o, ColiB
1]
0,0 - - —_— o
T T T T T 1 ! !
200 400 600 800 1000

Comprimento de onda/ nm

Figura 12: Espectro de extin¢do das AgNPs preparadas de acordo com a modificacéo

da sintese descrita por (Grabar et al., 1996). Caminho éptico: 1cm; Diluicdo: 10x

A banda LSPR do Col 1 apresenta um maximo de absor¢do em 390nm e pequena
absorcdo na regido do vermelho do espectro de extingdo. Este padrdo espectral é
caracteristico de NPs pequenas que sdo adequadas para a realizagdo dos testes
biologicos. Além disso, a sintese descrita é altamente reprodutivel como mostra as
diferentes sinteses de col 1 da Figura 12, utilizadas nos testes bioldgicos. O aumento da
concentracdo de AgNO3 no col 1B provoca um alargamento da banda LSPR, bem como
a maior intensidade na regido de 800 nm. O col 1A n&o foi utilizado nos testes
bioldgicos, pois este possuia uma concentracdo de Ag de 2,54.10“mol.L?, que é uma

ordem de grandeza menor que a concentracao de partida exigida nos testes bioldgicos.
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4.2. ESPECTROS LSPR DO COLOIDE 2
A Figura 13 mostra o espectro de extincdo do col 2 preparado de acordo com a
modificacdo da sintese descrita por (Grabar et al., 1996). As modificacdes da banda
LSPR do col 2 permite monitorar as variages na distribuicdo de tamanho das NPs
quando a este é adicionado QUIT e HAc (Tabela 2).

o |

Col 2
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Col 2B

Extincao

T T T ' T ' !
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Comprimento de onda/ nm
Figura 13: Espectros de extingdo do col 2 preparado com e sem adicdo de HAcC
0,1mol.L™* e QUIT 0,2g.L™. Caminho 6ptico: 1cm; Diluicdo 10x

Através da Figura 13 verifica-se que ocorreu uma diminui¢cdo na absorcdo da
banda do LSPR em 390nm e um alargamento por volta de 600nm, indicando que houve
modificacdo no tamanho das nanoparticulas quando a essas foi incorporada QUIT e
HAC.

A Figura 14 mostra a ampliacdo do espectro na regido de 600-1100nm, dos
mesmos espectros da Figura 13, onde verifica-se a agregacao do coloide na presenca da

QUIT e HAc, devido ao aumento da extin¢do do col 2 nessa regido.
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Figura 14: Espectro de extincdo do col 2 preparado com adicdo de QUIT 0,2g.L™ e

HAc 0,1mol.L™ com ampliacdo na regido 600-1100nm

Pode-se concluir através da Figura 14 que as variagdes nas quantidades de QUIT e
HAC influenciam na banda LSPR do col 2, onde verificamos que maiores quantidades
de QUIT e HAc (col 2E e col 2G —Figura 14) estabilizam mais as AgNPs, mostrando
menor extincdo na regido do vermelho do espectro UV-VIS.

Essa sintese ndo foi utilizada nos testes bioldgicos, pois verificamos uma larga
distribuicdo de tamanhos quando incorporamos QUIT nas AgNPs. Além disso, esse
estudo foi feito com uma concentragdo de QUIT menor que a necessaria para os testes

biolégicos (2g.L™), que devem estar de acordo com as normas CLSI.
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43. ESPECTROS LSPR DO COLOIDE 3

A Figura 15 mostra o espectro de extincdo do col 3 preparado sem adicdo de
QUIT (mesma sintese dos col 2 e col 1B), col 3A preparado com adi¢do de quitosana
2g.L™" sem HAc e o col 3B preparado com adicdo de quitosana 2g.L™* e HAc

concentrado.
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Figura 15: Espectro de extingcdo dos coloides 3, preparados com e sem adi¢do de QUIT
e HAc

A Figura 15 mostra que quando adicionamos QUIT nas AgNPs sem a
modificagdo do pH do meio (col3A) ocorre a agregacdo da suspensdo coloidal,
mostrando uma larga distribuicdo de tamanhos. A incorporacdo de QUIT na suspenséo
levou a agregacdo do coloide devido a coagulacdo da quitosana em meio béasico ou
neutro, sendo esta agregacéo reversivel em meio acido (Saini et al., 2011). Para tanto,
foi adicionado ao col 3A, 0,5mL de HAc glacial (col3B) para ndo modificarmos a
concentracdo de Ag no coloide original, uma vez que a concentragdo final de Ag na
suspensdo influencia nos testes bioldgicos. O espectro de extingdo do Col3B foi obtido
18 horas ap0s a sintese, onde verificamos que ocorria uma queda na absorcdo da

suspensdo coloidal na regido do vermelho, mostrando que as AgNPs regrediram para
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menores tamanhos do que aquelas obtidas do col 3, sem a adi¢do de QUIT. Verificamos
ainda, que a adi¢cdo de QUIT e HAc ao col3 leva a uma distribuicdo mais larga de
tamanhos.

Foi feito ainda o estudo da reprodutibilidade do col 3 em diferentes preparacdes
(Figura 16).
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Figura 16: Espectro de extincdo do col 3 preparado em 4 prepara¢Ges. Caminho Optico

1cm

Os espectros das diferentes sinteses do col 3 mostra duas distribui¢do de tamanhos
associadas a banda em 390 nm, atribuida as particulas precursoras e um ombro em ca.
540 nm, atribuido a pequenos aglomerados estabilizados pela quitosana.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) do col 3F foram
obtidas para verificar se o coloide apresentava AgNPs de pequeno tamanho para

maximizar o efeito antibacteriano.
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Figura 17: Imagens de microscopia eletrénica de varredura do col 3F. (A) maior

magnificacdo e (B) menor magnificacédo

A Figura 17 (A) mostra AgNPs pequenas de 10nm (precursoras) e agregados
maiores 15-50nm que se formam pela interacdo das AgNPs com quitosana presente na
suspensdo. A Figura 17 (B) mostra uma magnificacdo menor, em regido com menos

material organico, onde fica evidenciado a presenca destes aglomerados maiores.
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A andlise do espectro de extingdo e das imagens MEV permitem inferir que as
AgNPs preparadas possuem tamanhos adequados para a interagdo com membrana
celular das bactérias, sendo o tamanho das AgNPs um fator determinante da eficiéncia
na acdo antibacteriana (Garcia-Barrasa, Lopez-De-Luzuriaga e Monge, 2011).

Dessa forma otimizamos a sintese respeitando-se as principais demandas: as
concentracdes de Ag® = 0,2g.L™* e de quitosana em 0,2g.L, a distribuicdo estreita de
tamanhos com pequenas dimensdes e a estabilidade destes sistemas em concentragdes
tdo grandes. Estas concentracfes altas deveriam ser iguais as concentra¢fes dos brancos
(quitosana, nitrato de prata), pelo protocolo da CLSI. Com isso o col 3 foi a sintese

escolhida para a realizacéo dos testes bioldgicos.

4.4, ESPECTROS LSPR DO COLOIDE 4

Como tentativa de obtermos um substrato adequado para experimentos SERS
fizemos uma modificacdo na sintese descrita por (Creighton, Blatchford e Albrecht,
1979), onde dobramos a concentracdo inicial de AgNO;3; e ao final da sintese
adicionamos uma solucdo de citrato de sédio 1,6.10'mol.L™ para dar uma melhor
cobertura e estabilizar as AgNPs. A Figura 18 mostra o espectro de extin¢do do col 4
obtidos em duas sinteses preparadas variando-se a concentracdo de NasCit adicionada
ao final da sintese.

Os coloides 4 apresentaram uma larga distribuicdo de tamanhos. A extin¢do na
regido do vermelho e do infravermelho proximo permitiu a ressonancia com as
radiacdes excitante de comprimento de ondako =532nm, Ao = 638nm, e Ao =1064nm

utilizadas nos experimentos SERS.
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Figura 18: Espectro de extincdo das AgNPs preparadas utilizando 16.10°mol.L™ de
AgNO; e 3,4.10™ (col 4A) ou 5,6.10“mol.L™ (col 4B) de NasCit para a estabilizacdo e

cobertura das AgNPs. Caminho 6ptico: 0,1cm

O Col 4A apresenta uma distribuicdo de tamanhos mais larga e uma maior
extincdo na regido do vermelho e do infravermelho préoximo que o Col 4B. Apesar
disso, o col 4A possui grande numero de particulas muito pequenas. O acréscimo de
citrato no col 4B levou a estabilizacdo de particulas de tamanhos intermediarios, com
um maximo bem definido na regido de 600 nm. Os espectros SERS com melhor razéo
sinal/ruido foram obtidos a partir do Col 4A.

Foi feito o estudo da cinética de envelhecimento dos coloides 4 dentro da

geladeira. A Figura 19 mostra o espectro de extingdo apds 8 meses de sintese.
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Figura 19: Espectro de extingdo do col 4 obtidos 8 meses apds a sintese do coloide

Pode-se observar através das Figuras 18 e 19 que o envelhecimento da suspenséo
promoveu a agregacdo das AgNPs que é devido a reconstrucdo do coloide que ocorre
sob refrigeracdo apos certo tempo de sintese, uma vez que 0s processos de agregacao e
cristalizacdo continuam ao longo do tempo. As modificacdes no col 4B foram mais
pronunciadas que no col 4A e a elevada extin¢cdo em 1100 nm deste Gltimo justifica os
melhores espectros SERS com excitagcdo em 1064nm.

A Figura 20 mostra as imagens MEV do col 4A recém preparado.
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Figura 20: Imagens SEM do col 4A recém preparado

A andlise das micrografias do col 4A mostra AgNPs com tamanhos 50-100nm,
com agregados maiores de 300-500nm. Pode-se observar, também, a presenca de
particulas precursoras de 10-20nm. O col 4A mostrou AgNPs com uma larga
distribuicdo de tamanhos, sendo esta responsavel pela intensificacdo dos sinais Raman
dos adsorbatos com diferentes radiagBes excitantes (Ao = 532nm, Ao = 638nm e A =
1064nm).

A Figura 21 mostra as micrografias do col 4A obtidas apds 8 meses de sintese,
onde verifica-se a agregacdo da suspensdo como um todo, com aglomerados formados
devido a alta reatividade das facetas das particulas precursoras do coloide recém
preparado, que tendem a se reorganizar em estruturas bem mais cristalinas e estaveis.
No entanto, ainda pode-se observar a presenca de particulas pequenas (20-50 nm),

precursoras dos grandes aglomerados.
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Figura 21: Imagens MEV do col 4A obtidas apds 8 meses de sintese. (A) maior

magnificacdo e (B) menor magnificacao
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45. ESPECTROS LSPR DO COLOIDE 5

A sintese do col 5 utiliza como redutor o AA na presenca de NasCit. O AA é um
redutor mas fraco que o NaBH, reduzindo AgNO3; somente quando é adicionado NasCit
a reacdo. A Figura 22 mostra o espectro de extin¢do das AgNPs utilizando metodologia
descrita no item 3.3.4 desta dissertacéo.
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Figura 22: Espectro de extingdo das AgNPs preparadas variando a concentracdo de

AgNO3, NasCit, AA, QUIT e sementes de prata na reacéo

Quando comparamos os coloides preparados de acordo com Tabela 5 verificamos
que para os coloides 5A, 5D e 5 que grandes quantidades de particulas nucleadoras
levam a formacéo de particulas menores e que a auséncia de particulas nucleadoras e
QUIT levam a uma distribuicdo bem larga de tamanhos, devido a extingéo na regido do
vermelho e do infravermelho préximo do espectro UV-VIS.

Ja quando comparamos os coloides 5 e 5D verificamos que o aumento na
concentracdo de prata e uma diminuicdo na quantidade de QUIT levam a formacéo de

AgNPs com uma distribui¢do mais larga de tamanhos mostrando que a QUIT influencia
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na estabilizacdo das AgNPs e que o aumento na concentracdo de AgNO; influencia na
cinética de crescimento por agregacdo, formando particulas maiores e
consequentemente alargando a banda do plasmon de superficie.

Essas sinteses ndo foram utilizadas nos testes biologicos, devido a larga
distribuicdo de tamanhos do col 5, pois 0 AA é um redutor mais fraco que o NaBHj,,
promovendo a formacdo de AgNPs maiores que as obtidas nas sinteses do col 1 e 2. A
Figura 23 mostra a imagem MEV do col 5C.

Figura 23: Imagem MEV do col 5C

As micrografias mostram AgNPs com tamanhos 70-100nm, com alguns

agregados maiores com tamanhos 100-300nm.
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4.6. TESTESBIOLOGICOS
Os perfis de susceptibilidade bacteriana do AgNOs;, AgNPs, QUIT e da

associacdo AgNPs + QUIT séo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Perfil de susceptibilidade do grupo de bactérias ao AgNO3, AgNPs, QUIT e
as AgNPs+QUIT

Linhagem Bacteriana CIM (ug.mL™)
AgNO; AgNPs QUIT  AgNPs +
QUIT

Escherichia coli (ATCC 35218) 32 64 16 16
Escherichia coli (ATCC 11229) 32 64 16 16
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 64 64 16 32
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 16 32 16 8
Staphylococcus epidermides (ATCC 12228) 32 >64 16 16
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 64 >64 16 16
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 64 >64 16 16
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) 32 >64 16 16

A Tabela 6 mostra que a quitosana e a associacdo AgNPs + QUIT mostraram-se
mais eficientes na inibicdo do crescimento bacteriano, quando comparadas com AgNO;
e AgNPs.

Considerando-se que o0 numero de atomos de prata na suspensdo coloidal
disponivel para a interagdo com as bactérias € muito menor que o disponivel na solucgéo
de nitrato de prata, uma vez que as AgNPs possuem em sua superficie apenas uma
pequena fracdo dos 4atomos de Ag’, os valores de CIM apresentados na Tabela 6,

mostram que, apesar disso, 0s valores das duas primeiras colunas sdo comparaveis.
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Os perfis de susceptibilidade das bactérias Gram-negativas aos antibidticos TC,
AC, GT, SXT, LV e MP, obtidos pela analise de CIM, sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Perfil de susceptibilidade do grupo de bactérias Gram — negativas aos

antibioticoss testados

Drogas antimicrobianas (CIM pg.mL™)

Linhagem Bacteriana
TC AC GT SXT LV MP

Escherichia coli (ATCC 35218) 4 4 4 1 0,5 4
Escherichia coli (ATCC 11229) 0,5 8 4 1 1 0,25
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 16 0,5 32 2 1 2
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 8 2 1 * 2 1

TC (tetraciclina); AC (amicacina); GT (gentamicina); SXT (trimetropin-

sulfametoxazol); LV (levofloxacina); MP (meropenem) *Resultado a ser repetido.

Os perfis de susceptibilidade das bactérias Gram-positivas aos antibioticos OC,
VC, TC, STX, LV e RP séo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Perfil de susceptibilidade do grupo de bactérias Gram-positivas aos

antibioticos testados

_ _ Drogas antimicrobianas (CIM pg.mL™)
Linhagem Bacteriana

OoC vC TC STX LV RP

Staphylococcus epidermides (ATCC 12228) 32 4 16 8 2 2
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 025 05 16 025 8 8
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 0,25 1 1 * 8 1
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) * 32 4 1 * 16

OC (oxacilina); VC (vancomicina); TC (tetraciclina); SXT (trimetropin-

sulfametoxazol); LV (levofloxacina); RP (rifampicina); *Resultado a ser repetido.
Os perfis de susceptibilidade das bactérias Gram-negativas aos antibidticos

testados em combinacdo com AgNPs na concentracdo sub-inibitéria (32ug.mL™?) sdo

apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Perfil de susceptibilidade das bactérias Gram-negativas aos antibidticos

testados em combinagdo com AgNPs na concentracdo sub-inibitoria de 32ug.mL™

Drogas antimicrobianas (CIM pg.mL™)

Linhagem Bacteriana
TC AC GT SXT LV MR

Escherichia coli (ATCC 35218) 2 0,03 0,03 1 0,5 0,03
Escherichia coli (ATCC 11229) 05 0,03 0,03 1 0125 0,03
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 4 0,03 0,03 2 1 0,03
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 2 0,03 0,03 2 0,25 0,03

TC (tetraciclina); AC (amicacina); GT (gentamicina); SXT (trimetropin-
sulfametoxazol); LV (levofloxacina); MP (meropenem).

Os perfis de susceptibilidade das bactérias Gram-positivas aos antibidticos
testados em combinacdo com AgNPs na concentracdo sub-inibitéria (32ug.mL™) sdo
apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Perfil de susceptibilidade das bactérias Gram-positivas aos antibioticos

testados em combinagdo com AgNPs na concentracdo sub-inibitéria de 32pg.mL™

_ _ Drogas antimicrobianas (CIM pg.mL™)
Linhagem Bacteriana

oCc VC TC LV RP

Staphylococcus epidermides (ATCC 12228) 0,03 0,03 2 0,03 *
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0,03 4 16 0,03 *
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 0,03 8 0,125 0,25 1
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) 0,03 4 4 * 16

OC (oxacilina); VC (vancomicina); TC (tetraciclina); SXT (trimetropin-
sulfametoxazol); LV (levofloxacina); RP (rifampicina); *Resultado a ser repetido.

As Tabelas 7 e 8 mostram as CIM dos antibidticos testados para as bactérias
Gram-positivas e Gram — negativas. As Tabelas 9 e 10 mostram os valores de CIM da
associacdo dos antibioticos testados + AgNPs. De maneira geral, para todas as espéecies
bacterianas testadas houve uma diminui¢do na CIM quando houve a associagdo de
AgNPs + antibidtico, mostrando uma eficiéncia aumentada em até 99% para 0s
antibioticos GT, AM e MP.

63



A. L. Filgueiras Resultados e Discussoes

Foram ainda avaliados, os perfis de susceptibilidade das bactérias Gram -
negativas e Gram-positivas para a associacdo dos antibidticos testados + QUIT e para a
associacao antibidticos + QUIT + AgNPs.

Para a determinacdo das CIM para as AgNPs combinadas com antibidticos, ou
com AgNPs combinadas com quitosana e antibioticos foram utilizadas duas amostras
representativas de Gram — negativos (Escherichia coli ATCC 35218 e Klebsiella
pneumoniae ATCC 70603) e duas representativas de Gram — positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC 51299).

A Tabela 11 mostra o perfil de susceptibilidade das bactérias Gram — negativas

aos antibioticos testados em combinagdo com QUIT na concentragdo sub-inibitoria
(8ug.mL™) .

Tabela 11: Perfil de susceptibilidade das bactérias Gram-negativas aos antibidticos

testados em combinagdo com QUIT na concentragdo sub-inibitoria 8ug.mL™

_ _ Drogas antimicrobianas (CIM pg.mL™)
Linhagem Bacteriana

TC AC GT SXT LV BP MP

Escherichia coli 003 003 003 003 003 003 003
Klebsiella pneumoniae 0,03 003 003 003 003 003 0,03

TC (tetraciclina); AC (amicacina); GT (gentamicina); SXT (trimetropin-

sulfametoxazol); LV (levofloxacina); BP(benzilpenicilina); MP (meropenem).

A Tabela 12 mostra o perfil de susceptibilidade das bactérias Gram — positivas aos
antibidticos testados em combinacdo com QUIT na concentracdo sub-inibitdria
(Bug.mL™) .

Tabela 12: Perfil de susceptibilidade das bactérias Gram-positivas aos antibidticos

testados em combinagdo com QUIT na concentracio sub-inibitéria 8ug.mL™

_ _ Drogas antimicrobianas (CIM pg/ml)
Linhagem Bacteriana

BP OoC VC TC STX LV RP

Staphylococcus aureus 0,03 003 003 003 003 003 0,03
Enterococcus faecalis) 0,03 003 003 003 003 003 0,03

BP (benzilpenicilina); OC (oxacilina); VC (vancomicina); TC (tetraciclina); SXT

(trimetropin-sulfametoxazol); LV (levofloxacina); RP (rifampicina);
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A Tabela 13 mostra o perfil de susceptibilidade das bactérias Gram — negativas
aos antibioticos testados em combinagdo com AgNPs + QUIT na concentragdo sub-
inibitria (8pg.mL™) .

Tabela 13: Perfil de susceptibilidade das bactérias Gram-positivas aos antibidticos

testados em combinagdo com AgNPs + QUIT na concentragdo sub-inibitéria 8pg.mL™

_ _ Drogas antimicrobianas (CIM pg.mL™)
Linhagem Bacteriana

TC AC GT SXT LV AP MP

Escherichia coli 003 003 003 003 003 003 0,03
Klebsiella pneumoniae 0,03 003 003 003 003 0,03 0,03

TC (tetraciclina); AC (amicacina); GT (gentamicina); SXT (trimetropin-

sulfametoxazol); LV (levofloxacina); BP (benzilpenicilina); MP (meropenem).

A Tabela 14 mostra o perfil de susceptibilidade das bactérias Gram — positivas aos
antibidticos testados em combinacdo com AgNPs + QUIT na concentragdo sub-
inibitoria (8ug.mL™) .

Tabela 14: Perfil de susceptibilidade das bactérias Gram-positivas aos antibi6ticos
testados em combinagdo com AgNPs + QUIT na concentracao sub-inibitdria 8ug.mL™

Drogas antimicrobianas (CIM pg.mL™)

Linhagem Bacteriana
BP ocC VC TC STX LV RP

Staphylococcus aureus 0,03 003 003 003 003 003 0,03
Enterococcus faecalis) 0,03 003 003 003 003 003 0,03

BP (benzilpenicilina); OC (oxacilina); VC (vancomicina); TC (tetraciclina); SXT
(trimetropin-sulfametoxazol); LV (levofloxacina); RP (rifampicina);

De modo geral, para todas as espécies bacterianas avaliadas, as associacdo de
AgNPs + QUIT + antibiotico e a associagdo de QUIT + antibidtico apresentaram
grande poder inibitério. A CIM em 0,03pg.mL™ foi a menor concentracdo testada nos
diferentes testes bioldgicos apresentados nesta dissertagdo. Testes adicionais variando-
se a CIM para concentraces menores que 0,03ug.mL™ serdo realizados para a

verificacdo de interacOes sinérgicas ou ndo das AgNPs + QUIT + antibioticos.
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4.7. ESPECTROS SERS E LSPR
4.7.1. Espectros Raman e SERS do cristal violeta

O CV foi escolhido como molécula prova por apresentar sinal SERS intenso e ja
conhecido (Li, Li e Yu, 1999). Para esse estudo, utilizaram-se os coloides Col 5C, Col
4A e Col 4B.

A Figura 24 mostra os espectros SERS do CV, 1,0.10“mol.L™ utilizando-se estes

3 substratos.

Col4A

Col 5C

Intensidade Raman

[Col 4B

' ) ' ) ' ) ' I ' I ' I
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
- -1
Numero de onda / cm

Figura 24: Espectros SERS do CV 1.10“mol.L™ utilizando o col 4A, col 4B e o col 5C.
Ao = 1064nm

O col 4A apresentou sinal SERS mais intenso na radiacdo excitante de
comprimento de onda Ao = 1064nm, quando comparado com o col 4B e col 5C.
A Figura 25 mostra o melhor espectro SERS do CV, 1,0.10™mol.L™* comparado

com o espectro Raman do CV, 1,0.10mol.L™.
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Figura 25: Espectro SERS do CV 1,0.10™mol.L™ utilizando o col 4A como substrato
SERS (A). Espectro Raman da solugéo de CV 1,0.10?mol.L™. A = 1064nm (B)

O espectro SERS do CV mostra as bandas em 1620, 1583, 1536, 1358, 1176, 911,
725, 521 e 422 cm™ intensificadas quando comparadas ao espectro Raman da solucéo
CV 1,0.10°mol.L?, mostrando que o col 4A apresenta ressonancia com a radiacéo
excitante de Ao =1064nm. As bandas intensificadas no espectro SERS séo devidas as
mudancas na polarizabilidade molecular pela interacdo de sitios de coordena¢do com o
metal e, também, pelas regras de selecdo de superficie, onde os modos que sdo
perpendiculares a superficie sdo intensificados, enquanto aqueles que sdo paralelos a

superficie perdem a intensidade (Moskovits, 1982).
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4.7.2. Espectros LSPR do col 4A na presenca da benzilpenicilina
A Figura 26 mostra as modificacbes no formato da banda LSPR do col 4A na

presenca ou nao de BP na concentracao 1.10°mol.L ™.
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Figura 26: Espectros de extincdo normalizados do col 4A, na presenca de BP 1.107
mol.L™, obtidos ao longo do tempo apés a adicdo da BP e espectro de absorcdo da BP

1.10°mol.L*

O monitoramento da banda LSPR do col 4A na presenca de BP 1.10°mol.L™
(Figura 26A) mostra diferencas na intensidade dos espectros com o tempo, sem grandes
alteracdes na forma de linha. Assim, pode-se inferir que a BP ndo induziu agregacgéo
significativa das AgNPs. Foram obtidos ainda os espectros de extingdo do col 4A na

presenca da BP nas concentracdes 1.10™ e 1.10°mol.L™, apresentados na Figura 28.
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Figura 27: Espectros de extin¢do normalizados do col 4A, na auséncia e na presenca de
BP 1.10™ e 1.10° mol.L™ e espectro de absor¢o da solucdo aquosa de BP 1.10° mol.L™

Caminho éptico: 0,1cm

As misturas do col 4A com BP nas concentragdes 1.10 e 1.10°mol.L™, também
ndo mostraram mudangas significativas na forma de linhas, permitindo inferir que, do
mesmo modo que na concentracdo 1.10°mol.L™, ndo ocorreu variacdo na distribuicéo

de tamanhos das AgNPs.
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4.7.3. Espectro Raman e SERS da Benzilpenicilina
A Figura 28 mostra a geometria otimizada da BP obtida através de calculos DFT
com os atomos rotulados que serdo utilizados para a discussdo das atribuicdes
vibracionais da BP. O pK, da BP € 3,04 (Alekseev e Volkova, 2003), e envolve a
desprotonacao do &cido carboxilico (BPH « BP’). Dessa forma, a espécie protonada é
predominante no estado solido e, o carboxilato é a espécie predominante no pH da

suspensdo das AgNPs que é ca. 6,0.

) hidrogénio

‘ carbono

Figura 28: Geometria otimizada da BPH

A Figura 29 mostra o espectro Raman da BPH solida obtido utilizando Ao =
1064nm e o espectro Raman tedrico da BPH isolada. As bandas Raman em 1608, 1032
e 1004cm™ atribuidas ao estiramento CC do anel fenilico sdo as mais intensas no
espectro Raman, sendo isto devido a alta polarizabilidade do anel fenilico. A banda
Raman em 1750cm™ atribuida ao estiramento CO do &cido carboxilico mostra que no
estado solido a espécie predominante é o acido carboxilico. As diferengas nos numeros
de onda dos espectros tedrico e experimental sdo uma consequéncia da anarmonicidade

nao ser considerada nos calculos DFT.
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Figura 29: Espectro Raman da BPH sdélida Ao = 1064nm (A). Espectro Raman
calculado da BPH isolada (B)
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Na Tabela 15 sdo apresentados os numeros de onda das bandas mais intensas no
espectro Raman da BPH e as bandas correspondentes do espectro tedrico com a
atribuicéo vibracional proposta.

Tabela 15: AtribuicGes vibracionais do espectro Raman da BPH obtidas a partir de

calculos tedricos da molécula isolada. Os niimeros de onda estio em cm™

Atribuicdo vibracional

Experimental Calculado
Ao=1064nm
1763sn) 1920 v(C20")

1750 1880 v(C0M)
1661 1794 v(C *0™)
1608 1684 v(C*C?) + v(C*C?)
1585 1568 v(CH*N®)
1338 1343 v(CPC) + »(CP®H,)
1275 1290 v(C*N®)
1214 1213 L(C'N®) + 8(CH)«
1184 1201 v(c'c?
1158 1168 v(C®S’) + +8(C°Hs)
1035 1066 v(CC)p
1004 1021 Respiracao fenil

v - estiramento; & - deformacédo angular; sh —ombro; Ph — fenil, sk — esqueleto.

A Figura 30 mostra 0 modelo do complexo de superficie AgsBP’, otimizado

através de célculos DFT, e utilizado na atribuicdo vibracional do espectro SERS.
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@ 9

Figura 30: Geometria otimizada da BP desprotonada interagindo com quatro 4&tomos de

prata. Os 4&tomos de hidrogénio foram omitidos

A Figura 31 mostra os espectros SERS da BP™ 1,0.10mol.L™ obtidos utilizando
coloide de prata e as radiagdes excitantes em A =1064nm e A, =532nm e 0 espectro
tedrico do complexo de prata. As bandas SERS em 1684 e 1655 cm™, atribuidas ao
estiramento assimétrico CO do carboxilato e ao estiramento CO da carbonila da amida,
respectivamente, quando comparada com a banda em 1750cm™ no espectro Raman
normal (Figura 29), atribuida ao estiramento CO do acido carboxilico, indica que a BP
estd protonada no estado sélido, mas desprotonada quando adsorvida. Assim, podemos
inferir que a BP" é a espécie predominante em meio aquoso e, também na superficie da
prata. A auséncia de uma banda SERS, atribuida ao estiramento CO da carbonila do
anel B-lactamico, a qual é observada como um ombro em 1760 cm™ no espectro Raman
experimental da molécula livre no estado sélido, indica que tal grupo ndo esta
interagindo com a superficie metalica. O espectro SERS obtido experimentalmente esta
de acordo com o espectro obtido através de calculos DFT para o complexo Ag4BP’, no

qual a molécula esta adsorvida através da carbonilas do carboxilato e da amida linear.
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De uma mesma forma, a presenca das bandas SERS em 1202 e 945 cm™, atribuidas aos
modos normais envolvendo amida linear, reforca a hiptese de que tal sitio molecular

esta envolvido na interacdo com a superficie metélica.

1 1 1 1
1600 1400 1200 1000

Numero de onda/ cm’

1
2000 1800

Figura 31: Espectros SERS da BP™ 1,0.10°mol.L™ obtido utilizando coloide de prata
(col 4A) e Ap=1064nm (A) e Ao=532nm (B). Espectro Raman calculado do complexo
Ags-BP". Espectros SERS com linha base ajustada com 20 pontos para melhor

visualizacdo das bandas (C)

As bandas intensificadas no espectro SERS em 1004, 1032 e 1603 cm™, atribuidas
ao estiramento CC do anel fenilico sugerem que tal grupo esta perpendicular a
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superficie da prata. Esta proposta esta em acordo com a regra de selecdo de superficie a
qual considera que os modos perpendiculares a superficie sdo intensificados (Moskovits
e Suh, 1984). A similaridade dos espectros SERS e Raman permite supor que ha certa
equivaléncia nas propriedades moleculares quando da protonacdo do carboxilato e da
interacdo de tal grupo com os atomos de prata.

A similaridade dos espectros SERS obtidos utilizando as radiac6es excitantes Ay =
532nm e Ao = 1064nm mostram a reprodutibilidade dos espectros SERS da BP”
utilizando o col 4A e a ampla faixa de resposta deste coldide com a radiacao excitante.

Os resultados DFT do complexo de superficie Ag,BP" construido com dois
atomos de prata sdo apresentados em anexo nesta dissertacdo. Neste caso, 0 complexo
de superficie calculado com quatro a&tomos de prata mostrou-se melhor para a atribuicéo
vibracional do espectro SERS.

Na Tabela 16 sdo apresentados os numeros de onda das bandas mais intensas no
espectro SERS da BP" e as bandas correspondentes do espectro tedrico com a atribuicéo

vibracional proposta.
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Tabela 16: Atribuicdes vibracionais do espectro SERS da BP™ obtidas a partir de

calculos teoricos da molécula interagindo com 4 atomos de prata. Os nimeros de onda

estdo em cm

Experimental Calculado
Ao=1064nm Ao=532nm
- - 1884

1684 1685 1744
1655 1655 1738
1603 1603 1686
1584 1584 1606
1440 1440 1410
1204 1204 1215
1032 1032 1067
1004 1004 1021
945 940 1017

Atribuicao vibracional

U(C2017)
U((:14016) + U(ClOOZ)as
Ua(Clooz) + U(C 14016)
U(Clgc:ZO) + U(CZZCZS)
U(C14N13)
L(C°C™) + 8(CHa),
L(C'N®) + §(CH)s)
L(CC)pp
Respiracao fenil
8(N13C14016)

v - estiramento; 6 - deformacgdo angular; u — sombrinha; Ph — fenil; sk — esqueleto.
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4.7.4. Espectros LSPR do col 4A na presenca da levofloxacina
A Figura 32 mostra as modifica¢fes da banda LSPR do col 4A na presenca da LV

1.10“mol.L* variando-se o tempo de adsorcao.
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Figura 32: Espectros de extingdo do col 4A, do col 4A na presenca de LV 1.10“mol.L"

! Espectro de absorcdo da LV 1.10°mol.L™. Caminho 6ptico: 1cm

A cinética de adsor¢do mostra que a banda LSPR do col 4A, em ca. 390 nm, na
presenca de LV 1,0.10*mol.L™ se desloca para maiores comprimentos de onda, que est
relacionado com o surgimento de outra banda larga em ca. 650 nm, atribuida a
agregados maiores de AgNPs..

Foram obtidos ainda os espectros de extin¢do do col 4A na presenca da LV 1.10°
>mol.L™. A Figura 33 mostra os espectros de extingdo do col 4A, do col 4A na presenca
de LV 1,0.10°mol.L™ e o espectro de absorcéo da LV 1,0.10°mol.L™,
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Figura 33: Espectros de extingdo do col 4A, do col 4A na presenca de LV 1.10“mol.L"
!, Espectro de absorcéo da LV 1.10"°mol.L™*. Caminho éptico: 1cm
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A Figura 34 mostra a soma dos espectros de extin¢do do col 4A e de absor¢éo da

LV 1.10°mol.L™ comparados com os obtidos experimentalmente.

——— Soma col4A+LV1.10°mol.L”

Col 4A+LV1.10°mol.L"
Col 4A

———LV1.10°mol.L"

Extincao

| v ] v ] L
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Comprimento de onda / nm
Figura 34: Comparacdo do espectro de extin¢do do col 4A apos adsor¢do da LV 1.10°

*mol.L™* com a soma dos espectros de extingdo do col 4A e de absorcéo da LV 1.10°

>mol.L™. Caminho 6ptico: 1,0cm

O monitoramento do col 4A na presenca de LV 1,0.10°mol.L™* mostra um
deslocamento da banda em ca. 388 nm para a regido do vermelho, menos pronunciado
que o observado a 1,0.10”mol.L™, e sem a formacdo de agregados maiores. Este
comportamento fica evidenciado quando se compara 0s espectros obtidos
experimentalmente com aqueles obtidos com a simples soma dos espectros do col 4A e
da solucdo de LV, pois quando a mistura é feita a linha base apresenta menor
espalhamento Rayleigh, devido menor nimero de particulas pequenas e 0 maximo da
banda LSPR desloca para 393 nm. Pode-se concluir da analise das Figuras 33, 33 e 34,
que é possivel monitorar este adsorbato até a concentracdo de 1,0.10°mol.L™, com

controle sobre a cinética de agregacéo.
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4.7.5. Espectros Raman e SERS da levofloxacina
A Figura 35 mostra a geometria otimizada da LVH obtida através de célculos

DFT com os atomos rotulados que serdo utilizados para a discussao das atribuicfes

vibracionais da LVVH.

& hidrogénio
o fluor

@ nitrogénio
@ oxigénio

& carbono

Figura 35: Geometria otimizada da LVH

A Figura 36 mostra o espectro Raman da LVH sdélida obtido utilizando as
radiacBes excitantes em Ao = 638nm e Ao = 1064nm e 0 espectro Raman tedrico da LVH.
A banda Raman em 1709 cm™ atribuida ao estiramento CO das carbonilas do &cido
carboxilico mostra que o &cido carboxilico € a espécie predominante no estado sélido. A
banda Raman em 1619 cm™ atribuida ao estiramento CC,CN do anel A é a banda mais

intensa do espectro Raman, sendo isto devido a alta polarizabilidade deste anel.
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Figura 36: Espectros Raman da LVH sdlida utilizando Ao = 1064nm (A) e Lo=638nm
(B); espectro Raman calculado da LVH isolada (C)

Na Tabela 17 sdo apresentados 0s numeros de onda das bandas mais intensas no

espectro Raman da LVH e as bandas correspondentes do espectro tedrico com a

atribuicdo vibracional proposta.
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Tabela 17: Atribuicdes vibracionais do espectro Raman da LVH obtidas a partir de

calculos tedricos da molécula isolada. Os nimeros de onda estdo em cm™

Atribuicéo vibracional

Experimental Experimental Calculado
Ao=1064nm Ao=638nm
1709 1709 1860 v(C%0)4
_ ; - V(C?O)eary
- - 1752 v(C*0%)
1619 1619 1690 v(CC,CN)ag
1550(sh) 1550(sh) 1670 ou 1624 L(CC,CN)a 50U L(C?0™)
1541 1541 1562 L(CHN™) + u(CC)g
1465 1465 1526 8(CH2,CHs3)p
1447 1447 1508 §(CH,) + 3(CHa)
1407(sh) 1407(sh) 1439, 1444 L(CC,CN)ag +8(CH)
1397 1397 1437 V(CC,CN)ag +8(CH)
1385 1385 1406 v(C?C®) +5(C%0)
1351 1351 1386 v(C?C?) + V(CC,CN)ag
1319 1319 1359 v(CC)g + 8(CH)
1215 1215 1235 §(CH)ag + 5(OH)
1057 1057 1064 v(CC,CN)agco
1118 1118 1176 L(CC,CN)c + v(C*N®) +
8(CH)
1069 1069 1082 U(CC,CN)agc + 8(CH3)
1055 1055 1064 deformacgéo sk
890 890 913 U(CC,CN)agc + 8(C*0%) +
8(CH)
849 849 864 deformacéo sk
784 784 813 v(CC,CN)p
744 744 756 v(CC,CN)agc +V(CC,CO)c

v-estiramento; d-deformacgdo angular; ac -acido carboxilico; carb-carboxilato; sk -

esqueleto; A,B,C,D anéis rotulados na Figura 35.
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A figura 37 mostra o modelo do complexo de superficie Ag,LVH", otimizado
através de calculos DFT, utilizado na atribui¢do vibracional do espectro SERS. A LV
tem dois valores de pK,: 5,5 envolvendo a desprotonacdo do &cido carboxilico, e 7,4
envolvendo a desprotonacdo do grupo aménio no N** (LVH, & LVH &LV (Hirano et
al., 2006). A espécie predominante no pH da suspensdo das AgNPs € a espécie

Zwitterionica.

9

Figura 37: Geometria otimizada da LVH" interagindo com dois 4tomos de prata

A Figura 38 mostra 0s espectros SERS da LVH* 1,0.10“mol.L™ obtidos
utilizando Ao =1064nm e Ao =638nm e 0 espectro tedrico do complexo AgLVH™. A
intensa banda SERS em 1622 cm™ é atribuida ao estiramento CC,CN dos anéis A,B. As
intensas bandas SERS em 1402 e 1368cm™, sdo atribuidas ao estiramento C2C*
perpendicular a superficie metalica da prata. (Moskovits, 1982; Moskovits e Suh, 1984)
Tal intensificacdo sugere que o carboxilato é o sitio de adsorcdo da LVVH™ sobre coloide

de prata.
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Intensidade Raman

T T T - T - T -' T -' T - T -'
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Namero de onda / cm”™

Figura 38: Espectros SERS da LVH* 1,0.10”"mol.L™ obtidos utilizando coloide de
prata (col 4A), com excitacdo em Ao = 638nm (A) e Ao = 1064nm (B); espectro Raman

calculado do complexo Ag;LVH* (C)
Na Tabela 18 sdo apresentados 0s numeros de onda das bandas mais intensas no

espectro SERS da LVH" e as bandas correspondentes do espectro tedrico com a

atribuicdo vibracional proposta.

84



A. L. Filgueiras Resultados e Discussoes

Tabela 18: Atribuicdes vibracionais do espectro SERS da LVH" obtidas a partir de
calculos teoricos da molécula interagindo com 2 atomos de prata. Os numeros de onda

estdo em cm

Atribuicdo vibracional

Experimental Experimental Calculado
Ao=1064nm Ao=638nm
; - 1744 U(C?O)cary
- - 1797 v(C*0%)
1622 1622 1678 L(CC,CN)ag
1555 1555 1635 L(CC,CN)a 50U L(C?0™)
- - 1546 L(CYN®) + v(CC)s
8(CH2,CHs)p
1450 1450 1523 §(CH,) + 3(CHy)
L(CC,CN)ag +5(CH)
- - 1438 V(CC,CN)ag +8(CH)
1402 1402 1423 v(C?C®) +5(C?0)
1368 1368 1377 v(C?C?) + V(CC,CN)ag
1340 1340 1340 v(CC)g + 8(CH)
- - - §(CH)ag + 5(OH)
1051 1051 - v(CC,CN)agco

v-estiramento; &-deformacdo angular; ac -acido carboxilico; carb-carboxilato; sk -

esqueleto; A,B,C,D anéis rotulados na Figura 37.
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4.7.6. Espectro LSPR do col 4A na presenca do 2-mercaptoetanol
O estudo da cinética de agregacdo do col 4 na presenca de 2-mercaptoetanol foi
feito para obtencdo dos espectros SERS da rifampicina, devido ao fato dessa molécula
ndo ter adsorvido sobre o coldide de prata. O 2-mercaptoetanol promoveu a interagdo
com a rifampicina através de ligacdo de hidrogénio e com o substrato metalico através
do atomo de enxofre. A Figura 39 mostra os espectros LSPR obtidos com a evolugédo do
tempo de adsorcdo do 2-mercaptoetanol nas concentracdes 1,0.10“mol.L™ e 2,0.10°

“mol.L* sobre o col 4B.

col4B
0,8+ col4dB+2-mercaptoetanol2.1 0'mol.L”-1h
col4dB+2-mercaptoetanol1.1 0”*mol.L"-1h
col4dB+2-mercaptoetanol1.1 0'mol.L"-6h
d col4dB+2-mercaptoetanol2.1 0'mol.L"-6h
o}
g
O
-
; 054-
i \\\\\\
———
0,04 v

] v ] o | J ]
400 600 800 1000

Comprimento de onda /nm
Figura 39: Estudo da cinética de agregacgdo do col 4B na presenca de 2-mercaptoetanol
1,0.10*mol.L? e 2,0.10®mol.L*?

A Figura 39 mostra que para a concentracdo 2,0.10”*mol.L™" a agregacdo do
coloide é bem mais rapida, mostrando uma larga distribuicdo de tamanhos depois de 6h.
Para a concentragdo 1.10™mol.L™ a cinética é bem mais lenta, mostrando uma
distribuicdo de tamanhos mais estreita apds 6h, sendo esta a escolhida para a obtencéo
dos espectros SERS.
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4.7.7. Espectros Raman e SERS da rifampicina
O espectro SERS da RP foi muito dificil de ser obtido. A adsorcdo da RP sobre
superficie de prata so foi possivel quando modificou-se a superficie metalica com 2-
mercaptoetanol, que interage com a prata pelo atomo de enxofre e com a RP por ligagdo
de hidrogénio.
A Figura 40 mostra a geometria otimizada da RP obtida através de calculos DFT
com os atomos rotulados que serdo utilizados para a discussdo das atribuicdes

vibracionais da RP.

Figura 40: Geometria otimizada da RP. Os 4&tomos de hidrogénio foram omitidos

A Figura 41 mostra o espectro Raman da RP solida obtido utilizando as radiagéo
excitante Ao = 1064nm, o espectro da solucdo de RP 1,0.10mol.L ! obtido utilizando a

radiacédo excitante Ao = 638nm e o espectro Raman calculado da RP isolada.
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Figura 41: Espectro Raman da RP sélida Ao = 1064nm(A). Espectro Raman da RP
1,0.10°mol.L™*10=638nm (B). Espectro Raman calculado da RP isolada (C)

—T T i
2000 1800 1600

As bandas em 1633, 1576, 1385 e 1335 cm™, atribuidas aos estiramentos CC dos
anéis A, B e C, além das variagdes de angulo das hidroxilas O'H e O'H,
respectivamente sdo as banda mais intensas no espectro Raman da rifampicina isolada
utilizando-se a radiacdo excitante Ao= 1064nm. As diferencas nas intensidades relativas
entre 0s espectros obtidos nas radiagfes excitantes Ao= 1064nm e A,=638nm, mostram
uma pre-ressonancia, quando se utilizou a radiacdo excitante Ao=638nm. O efeito
Raman ressonante é um acoplamento vibronico que ocorre quando a energia da radiagdo
excitante se aproxima ou coincide com uma banda de transicdo eletrénica permitida da
espéecie em estudo, fazendo com que haja um aumento substancial na intensidade das
bandas vibracionais acopladas com o grupo cromaforo.

Na Tabela 19 sdo apresentados 0s numeros de onda das bandas mais intensas no
espectro Raman da RP e as bandas correspondentes do espectro teérico com a atribuicao

vibracional proposta.
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Tabela 19: Atribuicdes vibracionais do espectro Raman da RP obtidas a partir de

calculos tedricos da molécula isolada. Os nimeros de onda estdo em cm™

Atribuicdo vibracional

Experimental Calculado
Ao= 1064nm Ao= 638nm
1633 1625 1646 v (C°N® + C®C? + C*C# + CPC¥) + §
(C°H+ O™H + O®H + N**H)

1576 1575 1593 v (CC (anel B,C) + C*'N™) + § (N**H +

O™H) + & (C*°Hy)
1550 (sh) 1556 (sh) 1576 v (CC (anel B,C) + C"'N*® + C®N*®) + 5

(N*®H) + § (C®Hy)

1470 1490 1483 v (CC (anel B,C) + C°0* + C*?0" +

CY0%) +§ (O™H + C°H)

1455 - 1465 v (CC (anel B,C) + C*?0Y) + & (O%H)

1385 1385 1384 v (CC (anel C) + C°C% + w (C*H, +
C'H,) + & (O''H)

1335 1333 1362 v (CC (anel A, B, C) + C*'0*) + § (O™H

+ O'H)
1238 1238 1236 v(CBCY + CBC™ + C?0Y + CBN™C* +
C15016)
1216 1216 1213 v (C?0* + C®0* + C*0°) + § (anel B,
C) + u (C*®H; + C*'Hy)
1101 1102 1137 L (N®N®) + & (anel B, C, D) + v (C°C™) +
T (C'H, + C°H,)
625 623 634 v (C¥C¥C®) + esqueleto

v - estiramento; 6 - deformacdo angular; y - fora do plano; u — sombrina; t - tor¢éo; o -

abano; A,B,C,D — anéis rotulados na Figura 45;

A Figura 42 mostra 0 modelo do complexo de superficie AggRP, otimizado

através de célculos DFT, utilizado na atribuicdo vibracional do espectro SERS.
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Figura 42: Geometria otimizada da RP interagindo com seis atomos de prata
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Figura 43: Formula estrutural da RP

Para melhor visualizar a geometria otimizada a formula estrutural da RP €
apresentada na Figura 43.

A Figura 44 mostra o espectro SERS da RP 1,0.10“mol.L™* obtido utilizando %o =
638nm e 0 espectro tedrico do complexo de prata. As intensas bandas SERS em 1582,
1520 e 1478 cm™, atribuidas principalmente aos estiramentos CC dos anéis B, C,
permitem inferir que esta regido da molécula estd mais proxima da superficie. Esta
hipGtese é reforgada pelo modelo do complexo de superficie. A impossibilidade de
obtermos o espectro SERS da RP sem a modificacdo da superficie de prata pelo 2-
mercaptoetanol, permite inferir que o modificador de superficie interage com a
superficie da prata pelo atomo de enxofre e com a RP por ligacdo de hidrogénio com os
atomos de oxigénio das hidroxilas. No modelo de complexo de superficie, a menor

120 o o atomo C*, que pode ser

distancia metal adsorbato ocorre entre o atomo Ag
associada a uma interagdo do tipo van der Waals, que € labil e explica a dificuldade de
estudar-se a adsorcdo da RP. Mas este modelo permitiu uma atribuicdo do espectro
SERS adequada, o que sugere que as interacdes entre a RP e a prata, na presenca do 2-
mercaptoetanol, levam a adsor¢do da molécula na superficie metalica pelos mesmos
sitios de interacdo. As diferencas observadas entre os espectros Raman e SERS da RP
sdo devidas & geometria de adsorcdo, que envolve as interacbes entre o 2-

mercaptoetanol, a rifampicina e a superficie da prata. Na atribuicdo do espectro SERS
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as bandas em 400, 629, 718 e 1008 cm™ foram atribuidas ao estiramento CS e ao

estiramento CCO devidas ao modificador de superficie.

Intensidade Raman

! | ' | ! | ! | : | ' | ! | ! I:
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de onda / cm”

Figura 44: Espectro SERS da RP 1,0.10”*mol.L™ obtido utilizando coloide de prata
com 2-mercaptoetanol, Lo = 638nm e funcdo smoothing modo adjacent average com 10
pontos para melhor clareza do espectro SERS (A). Espectro SERS da RP 1,0.10™mol.L°
! obtido utilizando coloide de prata (col 4A) com 2-mercaptoetanol e Ao = 638nm (B).

Espectro Raman calculado do complexo AgsRP(C)
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Na Tabela 20 sdo apresentados os numeros de onda das bandas mais intensas no
espectro SERS da RP e as bandas correspondentes do espectro teérico com a atribuicéo
vibracional proposta.

Tabela 20: Atribuicbes vibracionais do espectro SERS da RP obtidas a partir de
calculos teoricos da molécula interagindo com 6 atomos de prata. Os nimeros de onda

estdo em cm

Atribuicéo vibracional

Experimental Calculado
A0=638
1605 1627 v(C°N®) +u(CH*C™) anelC
1582 1597 v(CC (anel B,C) + C'N®) + § (N*®H + O'H)
+8 (C*°Ha)

1520 1541 v (CC (anel B,C) + C*N™ + C®N"®) + 5
(N**H) + & (C*°Hs)

1478 1483 v (CC (anel B,C) + C**0" + 20" + c*0%)
+8 (0O'H + C°H)

1208 1276 v (CC(anel A,B,C))

525 517 v(CCC (anelC))

v - estiramento; & - deformacéo angular; y - fora do plano;.A,B,C,D — anéis rotulados na
Figura 45

Como discutido anteriormente, a RP interage com a superficie da prata por
ligagdo de van der Waals intensificando os modos normais associados aos anéis
aromaticos B e C. Foi obtido ainda, por outra aluna do grupo, o espectro SERS da RP
sobre superficie de ouro com e sem o modificador de superficie 2-mercaptoetanol, onde
verificamos que a adsorcéo também se da por interacdo de van der Waals intensificando

principalmente os modos vibracionais dos anéis B e C.
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4.7.8. Espectros LSPR do col 4A na presenca da tetraciclina
A Figura 45 mostra as modificacbes no formato da banda LSPR do col 4A na
presenca da TC, 1.10°mol.L™ quando comparadas com a soma dos espectros do coloide

puro e da solucdo de TC na mesma concentracdo da mistura.

Soma Col 4A + TC 1.10°mol.L"”

155- -3 -1
Col 4A + TC 1.10°mol.L
r TC 1.10°mol.L"”
1,2 \ Col 4A

Extincao
(=)
[= =]
[l

0,44

0,0

¥ ] v | ] hd ] L]
200 400 600 800 1000

Comprimento de onda / nm
Figura 45: Comparagéo do espectro de extingdo do col 4A ap6s adsorcéo da TC 1.107

mol.L™ com a soma dos espectros do col 4A e da TC 1.10°mol.L™. Caminho 6ptico:

0,1cm

O monitoramento da banda LSPR, observada em ca. 379 nm na mistura do
coloide com a solucdo de TC, e em ca. 362 nm na soma simples dos espectros, mostra
que houve um processo de agregacdo, inferido pela diminuicdo da linha base e o
deslocamento do maximo para o vermelho. Este processo envolveu apenas as particulas
muito pequenas, pois o perfil espectral na regido acima de 500 nm ndo modificou

significativamente.
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Foram obtidos ainda os espectros de extingdo do col 4A na presenca da TC nas
concentracdes 1.10“ e 1.10°mol.L™* para o monitoramento das mudancas na banda
LSPR do coloide (Figura 46).

1,5

. —Col4A +TC 1.10*mol.L"

Col 4A + TC 1.10°mol.L"
Col 4A

——TC1.10°mol.L™

Extincao

J VL

. L] . ) v )
200 400 600 800

Comprimento de onda/ nm

Figura 46: Espectros de extincdo do col 4, do col 4 na presenca de TC 1.10%e 1.107°
mol.L™. Espectro de absorgdo da TC 1.10°mol.L™*. Caminho 6ptico: 0,1cm

Podemos concluir que ndo hd mudancas significativas na distribuicdo de tamanhos
das NPs do Col 4A na presenca da TC na concentragdo de 1,0.10°mol.L™, e o processo
de agregacdo observado na concentracdo de de 1,0.10“mol.L? é semelhante ao

observado quando a TC estava na concentracéo de de 1,0.10°mol.L™.
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4.7.9. Espectros Raman e SERS da tetraciclina

A Figura 47 mostra a geometria otimizada da TC como uma espécie zwitteridnica,
obtida através de célculos DFT com os atomos rotulados que serdo utilizados para a
discusséo das atribuicdes vibracionais dos espectros SERS. A TC possui trés valores de
pKa: 3,3 que envolve a desprotonacdo da hidroxila do atomo O, 7,7 que envolve a
desprotonacdo da hidroxila do atomo de O e 9,7 que envolve a desprotonacéo do
grupo aménio do N* (TCH;* < TCH,* — TCH « TC?) (Leypold et al., 2003). A
espécie predominante no pH da suspensdo é a TCH,". Os célculos DFT de todas as
espécies da TC isolada estdo representados em anexo dessa dissertacdo, junto com o0s
dois complexos de prata construido com a espécie TCH,", sequidos da justificativa para

a escolha do modelo do complexo de superficie.

Figura 47: Geometria otimizada da TCH,"

A Figura 48 mostra 0 espectro Raman da TCH," solida obtido utilizando a

radiacdo excitante Ao = 1064nm e 0 espectro Raman calculado da TC isolada.
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Figura 48: Espectro Raman da TCH," sélida Ao = 1064nm (A). Espectro Raman
calculado da TCH," isolada (B)
Na Tabela 21 sdo apresentados os numeros de onda das bandas mais intensas no

espectro Raman da TCH," e as bandas correspondentes do espectro teérico com a

atribuicdo vibracional proposta.
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Tabela 21: Atribuices vibracionais do espectro Raman da TCH," obtidas a partir de

calculos tedricos da molécula isolada. Os niimeros de onda estdo em cm™

Experimental Calculado Atribuicdo vibracional
Ao =1064nm
1638sh 1741 v(C*0®, o), +u(C°0%)
1624 1710 v(C°0" cto™,c®0%) +8(NH,) +3(0*H)
1584 1664 v(CC)p +u(C*0*)
1562 1654 v(C*0%) +u(CC)p
] 1538 8(C'"Ha)+ 8(C'®Hs)
- 1535 v(CC,CO)gcp
1464 1463 L(CC)ct+v(CC)at L(CC®)
1344 1430 L(CC)ap.cp+tu(C*0%)+ v(C'CY)
1316 1400 v(CC,CO)asco
1292 1382 v(CC)ap.cotu(CPO™) +u(CtoM)
1247 1310 v(CC)c p+u(C'0M)
1139 ? ?
864 870 v(C°C¥)+v(CC)cp

v - estiramento, & - deformacdo angular, s — simétrico, as — assimeétrico, A,B,C,.D —

anéis rotulados na Figura 47.

A Figura 49 mostra o modelo do complexo de superficie Ag,TCH,", otimizado

através de calculos DFT, utilizado na atribuicdo vibracional do espectro SERS.
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Figura 49: Geometria otimizada do complexo Ag;TCH,*

A Figura 50 mostra os espectros SERS da TCH," 1,0.10°mol.L™" obtidos
utilizando coloide de prata e Ao =1064nm e o espectro tedrico do complexo Ag,TCH,".

A bandas Raman em 16384, e 1624 cm™ so atribuidas ao estiramento simétrico e
assimétrico das carbonilas do anel A, respectivamente (Figura 48). Essas bandas tém
baixa intensidade nos espectros SERS, apesar de apresentarem alta atividade Raman nos
calculos DFT da Ag,TCH,*, permitindo sugerir que tal movimento molecular n&o esta
envolvido na adsorcdo da TCH,". As bandas SERS em 1617, 1591, 1560, 1515 e 1445
cm™ séo todas atribuidas a modos normais que envolvem o estiramento CO da carbonila
do anel C e aparecem intensificadas devido & proximidade do O* com a superficie da
prata. As intensas bandas SERS em 1311 e 1246 cm™, atribuidas a modos normais que
envolvem o estiramento CO das carbonilas dos anéis B e D, também s&o intensificadas
pela proximidade de tais grupos com a superficie metalica da prata. As bandas SERS
observadas em 1194, 1174, 1124 e 1064 cm™ ndo podem ser definitivamente atribuidas

pelos resultados DFT do complexo de superficie, que ndo tém modos Raman com
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atividade significativa. Porém, véarios dos modos observados em tal regido espectral,
envolvem contribuicdo dos estiramentos das carbonilas C**0*, C’0' e C*0*, todas
proximas a superficie da prata. A geometria de adsor¢do proposta permite inferir 0s
mecanismos que levam & sinergia observada na acéo antibacteriana. E sabido que a acéo
antibidtica da TC se da& pelos grupamentos amida e carboxila do anel A, que ndo
participam da interacdo com a superficie de prata. Portanto, é possivel que a acdo
antibacteriana da prata se some a da TC adsorvida.(Pereira-Maia et al., 2010)

Intensidade Raman

J J J
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NUmero de onda/cm”

J
1800 1600

Figura 50: Espectro SERS da TCH,* 1,0.10°mol.L™ obtido utilizando coloide de
prata(col 4A) e Ao = 1064nm (A). Espectro Raman calculado do complexo Ag;TCH,".

Espectro SERS com linha base ajustada para melhor visualiza¢do das bandas (B)

100



A. L. Filgueiras Resultados e Discussoes

Na Tabela 22 sdo apresentados os numeros de onda das bandas mais intensas no
espectro SERS da TCH," e as bandas correspondentes do espectro tedrico com a

atribuicéo vibracional proposta.

Tabela 22: Atribuicdes vibracionais do espectro SERS da TCH," obtidas a partir de
calculos teoricos da molécula interagindo com 2 atomos de prata. Os nimeros de onda

estdo em cm™.

Experimental Calculado Atribuicao vibracional
Ao =1064nm
1635sh 1766 v(C'C?) +v(C*0%)
- 1743 v(C*0",ctoM), +v(C°0%)
- 1708 v(C°0",ctoM,c®0%) +§(NH,) +5(0™H)

1617 1702 v(CC)p +v(C*0%)
1591 1668 v(CC)p +v(C*0%)
1560 1647 v(C*0%) +u(CC)p
1515 1537 v(CC)p+v(C**0*) +5(C?°Hs)

1466sh 1446 L(CC)c+u(CC)at+ L(CC?)
1445 1433 L(CC)c+u(C**0%)+ v(CC®)
1417 ? ?
1402 ? ?
1337 1394 v(CC)g cp +u(CP0O*) +v(C*0%)
1311 1380 v(CC)g c.otu(CPO™) + v(C*C¥)
1246 1293 L(CC)c p+u(C’0M)
1194 ? ?
1174 ? ?
1124 ? ?
1064 ? ?

v - estiramento, & - deformagdo angular, s — simétrico, as — assimétrico, A,B,C,D —

anéis rotulados na Figura 49.
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5.CONCLUSOES

As AgNPs mostraram um efeito antibacteriano intensificado quando houve a
associacdo destas com alguns dos antibidticos testados. A associacdo das AgNPs,
quitosana e o0s antibidticos levofloxacina, tetraciclina, rifampicina, benzilpenicilina,
meropenem, ampicilina, amicacina, gentamicina, vancomicina e oxacilina mostraram
uma decréscimo da CIM para 0,03 pg.mL™ que é a concentracdo limite no protocolo
CLSI utilizado para os testes biol6gicos.

Através da espectroscopia de absorcdo no UV-VIS foi possivel monitorar as
mudancas da banda LSPR do col 4A na presenca da tetraciclina, levofloxacina e
benzilpenicilina, onde se observou a estabilidade da suspensdo das AgNPs na presenca
desses antibioticos em concentragdes milimolar.

Baseado no pK, da benzilpenicilina, considerou-se a espécie desprotonada como
predominante na suspensdo das AgNPs, e a atribuicdo dos espectros SERS utilizando
calculos DFT permitiu inferir que BP™ foi adsorvida sobre a superficie metalica da prata
através das carbonilas do carboxilato e da amida linear. Também baseado nos valores de
pK, das diferentes espécies de levofloxacina, a espécie zwitteribnica, predominante no
pH da suspensdo das AgNPs, foi utilizada nos calculos DFT. A atribuicdo do espectro
SERS, permitiu inferir que os sitios de interacdo com a superficie da prata foi o
carboxilato. Também baseados nos valores de pK,, a tetraciclina zwitteridnica foi
utilizada nos calculos DFT. A atribuicdo vibracional do espectro SERS, permitiu inferir
que as carbonilas dos anéis B e C estdo mais proximas da superficie da prata. Baseados
nos calculos DFT e nas evidéncias experimentais, a atribuicdo do espectro SERS da
rifampicina permitiu inferir que tal adsorbato adsorveu através dos anéis B,C por forca
de van der Waals. Isto leva a uma adsorcédo labil, que so foi possivel estudar quando a
superficie metalica foi modificada com grupamentos hidroxila. Além disso, todas as

geometrias de adsorcdo estdo em acordo com a regra de selecdo de superficie.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

A elevada agéo antibacteriana das AgNPs, observada in vitro quando associadas a
quitosana e os antibidticos estudados até o momento, é motivadora para o estudo da
acao desses sistemas in vivo. Pode-se ainda obter os espectros SERS dos antibidticos
meropenem, oxacilina e ampicilina para se compreender a interacdo destes com a prata
e inferir mecanismos de agdo no meio bioldgico. Dentre estes, a ampicilina e a oxacilina
sdo penicilinas, onde a atividade antibacteriana é dada principalmente pelo anel (-

lactdmico, que observamos ndo interagir com o metal no sistema BP/AgNPs.
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ANEXOS

Benzilpenicilina

A geometria otimizada da BP™ obtida interagindo com dois 4&tomos de prata esta
apresentada na Figura 51. Este modelo de interacdo com a superficie de prata ndo foi
utilizado pois 0 modelo com 4 &omos de prata convergiu para interacfes envolvendo

outros grupamentos moleculares

oo

Figura 51: Geometria otimizada da BP interagindo com dois atomos de prata. Os

atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza da estrutura
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A Figura 52 mostra os espectros Raman calculados para os complexos Ag,BP" e
AgsBP". O espectro Raman calculado do complexo Ag,BP" ndo foi utilizado como
modelo para a atribuicdo do espectro SERS pelas vérias diferencas observadas no

padrdo espectral dos dois modelos (ver Figura 52 e Tabela 23).

Intensidade Raman

T
2000 1800

T T T 1 T
1600 1400 1200 1000 800

numero de onda / cm”
Figura 52: Espectro Raman calculado do complexo Ag,BP" (A). Espectro Raman

calculado do complexo AgsBP" (B)

No espectro Raman calculado da espécie Ag,BP’, a banda em 1421 cm™, atribuida
ao estiramento C°C° é intensificada devido & geometria de interagdo do carboxilato
com os atomos de prata, mas a intensidade relativa de tal modo no espectro calculado da
espécie AgsBP™ é menos intensa, e muito pouco intensa no espectro SERS, o que esta de
acordo com a regra de selecdo de superficie. No espectro Raman calculado da BP na
Figura 52, as bandas em 1886, 1785 e 1746 cm™, atribuidas aos movimentos das
carbonilas da amida ciclica, da amida linear e do carboxilato, respectivamente (Tabela
23), ndo estdo acopladas. Porém, no espectro Raman calculado da espécie Ag,BP™ as
bandas em 1744 e 1738 cm™ foram atribuidas as carbonilas do carboxilato e da amida
linear, que sdo os sitios de interacdo com a superficie metalica e os valores de nimero

de onda ficaram mais coerentes com os espectros SERS experimental. Além disso, a
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banda SERS em 1584 cm™, atribuida ao estiramento CN da amida linear (sitio de

coordenacdo) estd intensificada no espectro calculado para AgsBP” e ndo possui

intensidade significante para Ag,BP".

Tabela 23: Atribuicao vibracional tentativa das bandas Raman e SERS das espécies da

BP, na regido de estiramento C=0 e C=C, obtidos dos espectros experimentais e

tedricos dos dois modelos de complexo de superficie. Os nimeros de onda estdo em

1

cm™.
BPH BP" sobre superficie de prata Atribuicéo Tentativa
Raman Teor. SERS Teor.
Ag:BP"  AgiBP
1763 1920 - 1886 1884 v(C*0"Y)
1750 1880 - - - v(C®0™)
1661 1794 - 1785 - v(C**0")
] ] - 1746 - V(C™°02)ass
] _ 1684 - 1744 (C 10" + 1(C°0,)ass
- 1655 - 1738 v(C0,)ss L(CH0™Y)
1608 1684 1603 1686 1686 v(CH¥C?) +u(C?C?)
1585 1568 1584 - 1606 v(C¥N®)
- - - 1661 - v(C*C®) +u(C*'c?)
- - 1440 1421 1410 L(C°C™) + 3(CHa)y

v - estiramento, & - deformagdo angular, ass — assimétrico;
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Tetraciclina

A Figura 55 mostra o espectro Raman calculado correspondentes as espécies TC%,
TCH", TCH," e TCH5" e a Figura 56 mostra os modelos otimizados para as espécies da
TC, com quatro condigdes de protonacéo e dois complexos da espécie Ag, TCH,".

Na Figura 55 é evidenciado o efeito da desprotonacéo do O'* (pKa=7.68) sobre as
intensidades relativas, principalmente nas regides entre 1200-1400 cm™ e 1600-1800
cm™. Para a primeira regi&o, a espécie TCH™ apresenta uma forte banda em 1304 cm™
com contribuigdo v(CC) e 8(CH) dos aneis B, C e D. Este mesmo modo aparece como
uma banda pouco intensa para a espécie TC* e esta ausente nas demais espécies, por
perda de conjugacio na protonacdo do O'. A banda intensa em 1264 cm™, observada
para a espécie TC?, possui atribuicdo parecida.

Seguindo a analise da regido 1200-1600 cm™ na Figura 55, nota-se um
decréscimo da intensidade na banda em torno de 1400 cm™ com os processos de
desprotonacéo no O'* e N*°. Este modo normal possui em sua composic&o o estiramento
simétrico dos oxigénios O, 0*' e 0%, cuja simetria é significativamente modificada
pela desprotonacéo.

Na regido entre 1600 — 1800 cm™ (Figura 55) bandas atribuidas as carbonilas e ao
estiramento CC sdo mais intensas para as espécies TCH," e TCH5". Para essas espécies,
as bandas em 1654 e 1664 cm™ sdo atribuidas principalmente aos estiramentos CC do
anel D e da carbonila C**O%. Para as bandas em 1710 e 1741 cm™, os estiramentos da
trés carbonilas do anel A v(C’0",C'0™,C*®0%) tem contribuicdo principal para o
modo normal junto com as deformacdes angulares do NH, e OH (ver Tabela 21 do
texto principal). A perda de intensidade relativa destas bandas com a desprotonacdo do
O mostra que este sitio interfere significativamente em toda a estrutura.

De forma a auxiliar na atribuicdo do espectro SERS, foram propostos dois
modelos para os complexos de superficie Ag,TCH.", nos quais o dimero de prata esta
ligado nos O*-0% (st_1) ou nos O%*-O (st_2). Os espectros Raman calculados de tais
complexos de superficie sdo mostrados na Figura 57. A diferenca da energia livre (fase gasosa)
é 1,4 kcal.mol™ favorecendo o modelo st_2. Para esta espécie, as regides observadas no espectro
tedrico, entre 1350-1470 cm™, e 1650-1850 cm™ mostram perfis mais proximos aos do espectro
SERS.

Desta forma, a banda SERS em 1515 cm™, que foi atribuida ao estiramento CC do anel D

e estiramento C**0%, e correlacionada com a banda em 1537 cm™ no espectro da estrutura st_2.
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Para o espectro da espécie TCH,", 0 modo mais préximo é correlacionado com a banda em 1535
cm™, atribuida aos estiramentos de todas as carbonilas dos anéis B,C,D, que perdem o
acoplamento quando a molécula interage com um dimero de

prata

Intensidade Raman

.' i i
1800 1600 1400 1200

, -1
Numero de onda /cm

Figura 53: Espectros Raman calculados TCH3"(A), TCH.,* (B), TCH (C) e TC*(D)
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(E)

Figura 54: Modelos otimizados das vérias espécies de TC. TCHs*(A), TCH,"(B), TCH"
(C), TC*(D) e dois complexos Ag,TCH,*(E)
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Figura 55: Espectros calculados para os modelos dos complexos de superficie
Ag,TCH;"
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