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Sommario

L’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) ha riconosciuto la resistenza agli antibiotici
come una delle principali minacce globali alla salute pubblica, sviluppata da ormai numerosi
ceppi di batteri, virus e funghi. Lo sviluppo di trattamenti e terapie antivirali per contrastare le
infezioni causate dai cosiddetti superbugs, non riesce a stare al passo con 1I’evoluzione di questi
agenti patogeni, spesso accelerata da un uso eccessivo e improprio di antibiotici, avvenuto nel
corso degli ultimi decenni. Contemporaneamente, i nanomateriali hanno acquistato un ruolo
sempre piu importante dal punto di vista delle strategie antivirali e nella realizzazione di
composti o superfici antimicrobiche. Tra di essi, numerosi studi hanno evidenziato il forte
potere antibatterico e antivirale delle nanoparticelle d’argento.

Questo lavoro di tesi mira a sviluppare e studiare un rivestimento composito antibatterico
ottenuto a partire da un precursore polimerico della silice, il Durazane 1800, funzionalizzato
con nanoparticelle di silice (nSiO2) decorate con nanoparticelle di argento (AgNPs).

Le prime fasi del lavoro si sono concentrate sulla sintesi delle nanoparticelle di silice decorate
con AgNPs sfruttando un processo sol-gel in ambiente basico a partire da tetraetile ortosilicato
(TEOS), un tipico agente reticolante nei polimeri di silicone e nitrato di argento (AgNO3).

Le nanopolveri cosi ottenute sono state analizzate da un punto di vista chimico-fisico e
antibatterico per confermare la formazione delle nanoparticelle sia di silice che di Ag.

La seconda meta della tesi si ¢ focalizzata sullo sviluppo del rivestimento composito. Il
precursore della silice Durazane 1800 ¢ stato miscelato con le nanopolveri di silice decorate
con AgNPs. La soluzione ¢ stata depositata su un substrato di vetro e lasciato sotto cappa a
temperatura ambiente affinché il precursore reagisse fino alla sua trasformazione in silice.

I rivestimenti cosi ottenuti sono stati studiati tramite tecniche di analisi morfologica,
composizionale e test antibatterici. Mentre le prime due hanno rivelato che anche il coating era
caratterizzato dalla presenza di nSiO2 e AgNPs, i risultati del test antibatterico non hanno
mostrato un evidente effetto.

Ulteriori studi e indagini sono necessari per migliorare la deposizioni dei rivestimenti in modo
da generare |’effetto antibatterico desiderato, per valutare il comportamento del coating su altri
tipi di substrato e per stabilire se le proprieta strutturali del rivestimento impediscono agli ioni
argento di diffondere attraverso la matrice in cui sono dispersi.



Abstract

The World Health Organization (WHO) has recognized antibiotic resistance as one of the major
global threats to public health. This resistance has developed in numerous strains of bacteria,
viruses, and fungi. Unfortunately, the development of antiviral treatments and therapies to
combat infections caused by these so-called “superbugs” is struggling to keep pace with the
evolution of these pathogens, often accelerated by the excessive and improper use of antibiotics
over the last few decades. Simultaneously, nanomaterials have gained increasing importance in
terms of antiviral strategies and in the creation of antimicrobial compounds or surfaces. Among
these materials, numerous studies have highlighted the strong antibacterial and antiviral
properties of silver nanoparticles.

The focus of this thesis work is to develop and study an antibacterial composite coating derived
from a silica polymer precursor, Durazane 1800, which is functionalized with silica
nanoparticles (nSiO2) decorated with silver nanoparticles (AgNPs).

The initial stages of the work focused on the synthesis of silica nanoparticles decorated with
AgNPs using a sol-gel process in a basic environment starting from tetraethyl orthosilicate
(TEOS), a typical cross-linking agent in silicone polymers, and silver nitrate (AgNO3).

The resulting nanopowders were chemically and physically analyzed to confirm the formation
of both silica and silver nanoparticles.

The second half of the thesis focused on developing the composite coating. The Durazane 1800
silica precursor was mixed with the silica nanopowders decorated with AgNPs. The solution
was deposited onto a glass substrate and left under a hood at room temperature until the
precursor transformed into silica. The coatings obtained were studied using morphological and
compositional analysis techniques, and antibacterial tests. While the first two methods revealed
that the coating was also characterized by the presence of nSiO2 and AgNPs, the results of the
antibacterial test did not show a clear effect.

Further studies and investigations are necessary to improve the deposition of the coatings to
generate the desired antibacterial effect, to evaluate the behavior of the coating on different
types of substrates and to determine whether the structural properties of the coating prevent the
diffusion of silver ions from diffusing through the matrix in which they are dispersed.
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1  Lecontaminazioni batteriche: il problema della resistenza agli
antibiotici

A partire dalla scoperta della penicillina nel 1928, il progresso scientifico ha portato la salute
globale a migliorare in modo significativo negli anni. Allo stesso tempo, in questi ultimi decenni
si ¢ osservato che organismi come i batteri, sono diventati sempre piu resistenti agli antibiotici
[1]. La resistenza antimicrobica (Antimicrobial Resistance AMR) si verifica quando i
microrganismi non rispondono piu agli antibiotici utilizzati come trattamento delle infezioni da
essi causate € ai quali erano precedentemente sensibili [2]. Nel momento in cui batteri, virus o
piu in generale, i microbi, sviluppano una resistenza ai farmaci, le conseguenti infezioni
diventano piu difficili o impossibili da trattare, accompagnate dal rischio di diffusione di gravi
malattie infettive e di morte [2]. La resistenza ai farmaci antimicrobici, nello specifico agli
antibiotici, si sta verificando in tutte le parti del mondo [3]. Nonostante la resistenza agli
antibiotici sia un evento del tutto naturale, questo fenomeno ¢ accelerato dall’uso eccessivo e
improprio di antibiotici; inoltre, lo sviluppo tecnologico ha permesso di rendere piu veloci e
fruibili gli spostamenti tra paesi diversi e I’aumento dei viaggi intercontinentali ha contribuito
a rafforzare la resistenza ai farmaci di questi agenti patogeni [4].

Le infezioni causate da microrganismi resistenti rendono le conseguenti malattie pitu lunghe,
con aumenti della mortalita (soprattutto tra gli anziani), con degenze in ospedale prolungate e
con un notevole aumento dei costi, che colpisce molti settori e ha un forte impatto complessivo
nella societa, in quanto causa forti perdite economiche, conseguenti alla ridotta produttivita non
solo dei pazienti ospedalieri, ma anche degli animali, con maggiori costi di cura [3]. Infatti, in
passato le infezioni batteriche erano associate principalmente agli ospedali e alle strutture
assistenziali, ma negli ultimi decenni queste si sono diffuse nella comunita piu ampia [4].
Inoltre, nel tempo di un decennio (tra il 2000 e il 2010), il consumo umano di antibiotici nel
mondo ¢ aumentato di quasi il 40%, arrivando ad un aumento del 65% nel 2015 [1]. Oltre a ci0,
’uso massiccio degli antibiotici in agricoltura, soprattutto nel bestiame, ¢ un dato preoccupante.
Si stima che, solo sul bestiame siano state utilizzate in tutto il mondo circa 63 mila tonnellate
di antibiotici (probabilmente piu del consumo totale umano) e solo negli Stati Uniti, oltre il
70% degli antibiotici (in peso) viene venduto per uso animale rispetto a quello venduto per uso
umano [4].

La resistenza agli antibiotici di ceppi di batteri, virus e funghi (chiamati in generale anche
superbugs) ¢ considerata dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) come una delle 10
principali minacce globali alla salute pubblica che ’'umanita dovra affrontare [5]. L’OMS stima
che nel 2019, le infezioni resistenti ai farmaci abbiano contribuito a causare 4,95 milioni di
decessi a livello globale e si pensa che possano raggiungere 1 10 milioni all’anno entro il 2050,
se non si interviene drasticamente [4]. La pandemia di COVID-19 ha mostrato alla comunita
globale I’inadeguata aderenza alle misure standard di controllo delle infezioni con 1’aumento
della domanda di accesso all’assistenza sanitaria e di spazi ospedalieri di degenza durante
I’emergenza pandemica, insieme alla fornitura disorganizzata dei servizi [5].

I batteri sono organismi complessi che ricevono e trasferiscono il DNA ad alta frequenza
e ad un costo ridotto o nullo, e I’'uso di un antibiotico ha un impatto minimo sul trasferimento
del DNA batterico; allo stesso tempo la sua presenza puo invece attivare meccanismi resistenti
di nuova acquisizione [6]. Si possono infatti distinguere due tipologie di resistenza: naturale e
acquisita [7]. La prima ¢ relativa a quei ceppi di batteri che sono di natura resistenti a delle
precise classi di antibiotici, ancor prima che questi vengano prescritti e utilizzati come terapia



(resistenza naturale intrinseca) [8]. La resistenza naturale nei batteri puo allo stesso tempo
essere indotta dall’attivazione di geni a seguito dell’esposizione a determinate quantita di
antibiotici (resistenza naturale indotta) [9].

Per quanto riguarda invece il secondo tipo di resistenza (resistenza acquisita), si distinguono
due processi: il trasferimento genico verticale e il trasferimento genico orizzontale. Entrambi
sono in grado di indurre una mutazione durante la replicazione del DNA cellulare, quest’ultima
verra trasferita alle cellule figlie e cosi via. In Fig.1 ¢ mostrato come i ceppi mutanti
trasferiscono la mutazione alla progenie attraverso la via verticale [7]. Diversamente, il
trasferimento orizzontale ¢ suddiviso in tre fasi: trasformazione, trasduzione e coniugazione
(Fig. 1). Nella prima fase, il batterio ricevente assorbe il DNA extracellulare del donatore; nella
trasduzione, il DNA del donatore infetta il batterio ricevente e infine nella coniugazione, il
batterio donatore trasferisce il DNA mutato al batterio ricevente mediante un accoppiamento
[10]. In questo modo il gene resistente viene trasferito dal batterio resistente agli antibiotici a
quello inizialmente non resistente.

A Mutation Vertical Transmission Horizontal Transmission ™

Con jugmtien

Transformation

Transd uetion

|
/
S
&

Figura 1: Schema dei processi di trasferimento genico verticale e orizzontale [2].

Un altro aspetto molto importante ¢ che, ancor prima che I’'uomo iniziasse ad abusare
degli antibiotici, numerosi studi clinici hanno dimostrano chiaramente che le terapie
antibiotiche e antimicrobiche da sole, sono spesso insufficienti per curare completamente le
cosiddette infezioni associate alla formazione del biofilm [11].

I batteri sono in grado di produrre una propria matrice tridimensionale, espellendo diverse
sostanze polimeriche, in grado di legarsi saldamente alla superficie sottostante; questa matrice,
nel corso del tempo, raggiunge una massa critica € induce una reazione infiammatoria [12].

La formazione del biofilm si sviluppa in quattro fasi principali: attaccamento reversibile,
attaccamento irreversibile, crescita e differenziazione, e disseminazione (Fig. 2) [13].
All'interno del biofilm, ai batteri vengono conferiti numerosi vantaggi di sopravvivenza.
Innanzitutto, 1 batteri al suo interno sono piu protetti dalle cellule del sistema immunitario
dell’ospite e cid puo innescare una risposta inflammatoria piu intensa [14]; questi forti stress a
cui ¢ sottoposto il biofilm, spesso vanno a vantaggio dei batteri in quanto promuovono la lisi
delle cellule dell’organismo ospite e il successivo rilascio di nutrienti per 1 microbi [15].
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Figura 2: Fasi dello sviluppo del biofilm batterico [11].

I biofilm proteggono i microrganismi dai cambiamenti ambientali e impediscono ’accesso, non
solo delle cellule immunitarie, ma anche degli antibiotici [16]. Infatti, la resistenza agli
antibiotici ¢ causata da una serie di fattori, tra cui la scarsa o inefficace penetrazione e diffusione
degli antibiotici nel biofilm. Un’altra teoria ¢ che, 1’adesione ai polisaccaridi e alle proteine
della matrice renda gli antibiotici biologicamente piu inattivi o che non riescano a raggiungere
le concentrazioni necessarie per un’efficace eradicazione batterica [17]. Inoltre, poiché spesso
i componenti del biofilm continuano ad esistere anche dopo I’inattivazione o la morte dei
batteri, la matrice residua potrebbe rendere piu facile la colonizzazione di altri batteri in futuro,
con gravi implicazioni [18].

Esistono anche altri vantaggi legati al metabolismo cooperativo dei batteri basato su
complessi segnali intercellulari.
Il quorum sensing (QS) ¢ la principale modalita di comunicazione di una popolazione di batteri,
che regolano 1'espressione genica in risposta a certi stimoli o segnali. I batteri sensibili al QS
producono e rilasciano molecole chiamate “autoinduttori”, la cui concentrazione aumenta in
funzione della densita cellulare [19]. I geni coinvolti nella segnalazione del quorum, inoltre,
vengono sfruttati per regolare la formazione del biofilm [20].
La composizione dei biofilm e la capacita comunicativa di alcuni ceppi di batteri € un ulteriore
problematica che si aggiunge a quelle precedentemente citate nel debellare, attraverso 1’uso di
farmaci antibiotici, queste particolari patologie.

Per 1 pazienti ospedalizzati, I’infezione da ceppi batterici multi-resistenti rappresenta un

problema serio [2]. Tra i numerosi agenti patogeni che sono coinvolti nelle infezioni croniche,
1 piu noti sono lo Staphylococcus aureus, il batterio Klebsiella pneumonia e infine I’ Escherichia
coli.
Lo S. aureus ¢ un batterio Gram-positivo che puod provocare sia lievi infezioni sia infezioni
pericolose per la vita del paziente. La patologia associata puo interessare la pelle o i tessuti
molli, pud causare endocardite batterica ed infezioni pleuropolmonari [21]. Questo
microrganismo ¢ altamente contagioso e capace di indurre infezioni croniche di lunga durata.
Secondo I’OMS, la resistenza agli antibiotici dello S. aureus rappresenta una grave minaccia
per la salute umana [3]. Diversi suoi ceppi sono stati riconosciuti come i principali agenti
patogeni delle infezioni acquisite in ospedale e sono considerati agenti ad alta priorita poiché,
senza soluzioni terapeutiche e di contenimento efficaci, potrebbero causare infezioni gravi
impossibili da controllare in tutto il mondo [22]. Le malattie associate, essendo generalmente
difficili da trattare, negli anni hanno portato all’utilizzo di diverse classi di antibiotici; tutto cio
ha contribuito alla comparsa e alla diffusione di nuove varianti [23].



Il batterio K. Pneumoniae (Gram-negativo) puo causare diversi tipi di infezioni ospedaliere o
acquisite in normali ambienti comuni, tra cui quelle del tratto urinario, la polmonite, 1’ascesso
epatico, le infezioni post-chirurgia e le infezioni del flusso sanguigno, quest’ultime soprattutto
nei pazienti immunocompromessi [24]. Poiché questi batteri non si diffondono nell’aria, per
contrarre un’infezione da Klebsiella ¢ necessario il contatto da persona a persona [25]. Come
per lo S. aureus, anche questo patogeno ¢ diventato altamente resistente agli antibiotici.

L'E. coli ¢ il batterio piu diffuso nel tratto gastrointestinale dell'uomo. Vive in associazione
reciprocamente vantaggiosa con gli organismi ospiti e raramente causa malattie ma, allo stesso
tempo, ¢ uno degli agenti patogeni umani e animali pit comuni poiché ¢ responsabile di un
ampio spettro di malattie. E responsabile di circa 1’80% dei casi di infezioni del tratto urinario
e negli ultimi anni ¢ stato osservato un aumento significativo di ceppi multi-resistenti [26].
Rispetto ai due precedenti batteri, I’E. coli viene molto utilizzato in ambito di ricerca in quanto
tra le sue caratteristiche peculiari ci sono: la facilita di manipolazione, la disponibilita della
sequenza completa del suo genoma e la sua capacita di sopravvivere e proliferare sia in
condizioni aerobiche che anaerobiche [26].

Al fine di ridurre ’aumento della resistenza batterica agli antibiotici, sono stati condotti
vari studi per sviluppare nuovi materiali € nuovi agenti antibatterici per trattare e prevenire la
crescita di questi patogeni.

Tra le innovative soluzioni high-tech, quelle basate sull’utilizzo di nanomateriali potrebbero
essere una delle strategie potenzialmente efficaci contro batteri, virus e funghi. Le loro singolari
proprieta hanno rivoluzionato una varieta di tecnologie e settori, incluso I’ambito medico,
proprio perché hanno dimensioni paragonabili alle biomolecole e alle strutture intracellulari
batteriche di interesse. Rispetto agli antibiotici tradizionali, i nanomateriali possono indurre con
meno probabilita fenomeni di resistenza antimicrobica ed essere in grado di aggirare i
meccanismi di difesa esistenti.

Le nanoparticelle d’argento (AgNPs), 1 materiali a base di silice e 1 materiali a base di ossidi
metallici sono diventati nuove potenziali terapie antibatteriche.

Tra questi materiali, le nanoparticelle d’argento sembrano essere la soluzione piu emergente, in
quanto caratterizzate da proprieta antibatteriche [27]. Inoltre, le AgNPs potrebbero essere
combinate con nanomateriali a base polimerica, che permettono lo sviluppo di una varieta di
prodotti terapeutici grazie alla loro ottima biocompatibilita e biodegradabilita [28].
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2 Le Nanoparticelle d’Argento

Rispetto alla loro controparte alla macro-scala, grazie alle loro singolari caratteristiche e
proprieta, i nanomateriali guadagnano sempre pit importanza come nuove strategie antivirali e
antibatteriche. In particolare, le nanoparticelle d’argento (AgNPs) recentemente si stanno
dimostrando efficaci anche contro un’ampia gamma di virus, oltre ad essere caratterizzate da
un forte potere antibatterico, come gia noto da anni.

2.1 Proprieta antibatteriche e Meccanismi d’azione

In generale, I’attivita antimicrobica di una certa sostanza o composto ¢ quella capacita
di inattivare permanentemente ’attivita di un agente patogeno o di alterarne morfologicamente
la struttura [29].
L'argento metallico, essendo carico positivamente, tende a reagire con biomolecole cariche
negativamente, come le proteine che compongono la membrana cellulare e le basi del DNA.
Per inibire la crescita batterica, le NPs metalliche sfruttano diversi fenomeni (Fig. 3).

A
~
.f-ﬁ =
o Reactive oxygen

species

Blocking of DNA

e Blocking of cell
replication

wall symthesis

Figura 3: Effetti delle NPs sui biofilm batterici [28].

Tra queste rientrano anche le AgNPs. Tuttavia, 1 loro meccanismi antimicrobici non sono ancora
del tutto compresi. Tra le varie ipotesi, un possibile meccanismo d’azione potrebbe essere
associato al rilascio costante di ioni argento [30]. Gli ioni argento possono avere vari effetti sui
batteri, elencati schematicamente di seguito.

1. Interazione con la membrana cellulare:
Gli ioni argento si legano facilmente alla parete cellulare e alla membrana
citoplasmatica grazie ad interazioni di natura elettrostatica [31], [32], [33]. Quando si
diffondono nella parete cellulare, possono alterare la struttura della membrana a causa
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delle loro dimensioni nanometriche [34]. Questa alterazione pud portare alla
denaturazione della membrana citoplasmatica e alla successiva lisi cellulare.

2. Effetti sulla duplicazione del DNA:

L'interazione degli ioni argento con macromolecole biologiche, come enzimi e DNA, si
basa sulla scarica di elettroni o sulla generazione di radicali liberi [30].

Quando gli ioni argento vengono assorbiti dalle cellule batteriche, generano specie
reattive dell'ossigeno, che disattivano [’azione degli enzimi respiratori (stress
ossidativo). Lo zolfo e il fosfato sono componenti essenziali nel DNA e possono
interagire con le AgNPs. Questa interazione puo causare problemi nella replicazione del
DNA e nella riproduzione cellulare dei batteri [30].

3. Inibizione della sintesi proteica:
Gli ioni argento inibiscono la sintesi proteica attraverso la denaturazione del ribosoma,
causando il malfunzionamento delle proteine e delle strutture cellulari del batterio [35],
[36].

4. Coinvolgimento nella trasduzione del segnale batterico:
Le AgNPs sono anche coinvolte nella trasduzione del segnale batterico. L'interruzione
della trasduzione del segnale pud accompagnare l'apoptosi cellulare e la cessazione della
moltiplicazione cellulare [31], [37].

Uno studio condotto da Noronha et al. ha evidenziato che 1’assorbimento delle AgNPs ¢ cruciale
per sfruttarne I’effetto antibatterico [38]. Questo ¢ stato dimostrato su una varieta di batteri
Gram-positivi e Gram-negativi.

Le AgNPs sono state ampiamente studiate per il loro efficace utilizzo contro 1 patogeni Gram-
positivi e Gram-negativi [39]. L’efficienza antimicrobica degli AgNPs risulta maggiore nei
confronti dei batteri Gram-negativi rispetto ai Gram-positivi [40]. T batteri Gram-negativi
presentano una spessa parete di lipopolisaccaridi (LPS) e uno sottile strato di peptidoglicani. Al
contrario, 1 batteri Gram-positivi hanno una parete cellulare con un sottile strato di LPS e uno
spesso strato di peptidoglicani. Questa struttura a parete spessa nei batteri Gram-positivi riduce
la penetrazione delle AgNPs nelle cellule [40].

L’efficacia delle AgNPs ¢ stata dimostrata su alcuni batteri che presentavano un antibiotico-
resistenza a molti farmaci (multidrug resistance — MDR), tra cui I’E. coli, la Salmonella
typhimurium, lo S. epidermidis , 1o S. aureus e la Pseudomonas aeruginosa [41].
Taraszkiewicz et al. ha esaminato l'attivita delle AgNPs contro 1 batteri P. aeruginosa, S.
epidermidis ed E. coli, dimostrando di essere attive contro questi ceppi di batteri e osservando
un effetto antibatterico maggiore verso I’E. coli [42].

Le nanoparticelle rivestono un ruolo fondamentale come agente antibatterico grazie alle
loro caratteristiche. Tra queste, la dimensione, che si colloca nel range di 1-100 nm, consente
alle AgNPs di penetrare efficacemente nei batteri [43], [44], [45], [46]. Questa dimensione
compatta consente alle nanoparticelle di esibire proprieta uniche, tra cui un eccellente rapporto
volume-superficie. Inoltre, la forma delle nanoparticelle influisce significativamente sul loro
potenziale antimicrobico. Burda et al. hanno dimostrato che tanto piu piccola € la dimensione
della nanoparticella, tanto maggiore ¢ la sua capacita di penetrare nei batteri. In particolare, le
AgNPs sintetizzate in forma sferica mostrano un’elevata attivita antimicrobica. Questo ¢ stato
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verificato testando le nanoparticelle contro I’E. coli e 1o S. aureus, osservando che il primo ¢
piu suscettibile al trattamento con 1’argento [47].

La forma delle nanoparticelle ¢ un fattore altrettanto cruciale. I cambiamenti morfologici
possono influenzare 1’effetto antibatterico [48], [49], [50], [51]. Ad esempio, le AgNPs con
forme bastoncellari e sferiche possiedono solidi effetti antibatterici [52]. Anche Cheon et al.
hanno dimostrato che I’interazione delle AgNPs con batteri, virus e funghi dipende dalla loro
forma, sottolineando 1’importanza di questa caratteristica. Le nanoparticelle sono state
sintetizzate in tre diverse forme: sferica, discoidale e triangolare. L’effetto battericida massimo
¢ stato osservato con 1’utilizzo delle AgNPs sferiche, seguite da quelle discoidali e triangolari.
Questa differenza potrebbe essere correlata all’area superficiale diversa delle nanoparticelle,
che a sua volta influisce sul rilascio di ioni argento [53]. In altri studi, si € osservato al
microscopio elettronico come la distruzione della membrana cellulare del batterio E. coli, a
seguito di un trattamento con AgNPs, fosse diversa al variare della loro forma [41], [53].
Un’analisi piu approfondita delle differenze nell’effetto antimicrobico delle AgNPs in base alla
loro forma ¢ stata condotta da Alshareef e collaboratori. Nel suo studio, ha sintetizzato AgNPs
sia in forma sferica che ottaedrica [52]. I risultati hanno rivelato che le AgNPs ottaedriche
manifestano un effetto battericida, mentre quelle di forma sferica mostrano un effetto
batteriostatico, suggerendo ancora una volta che la forma delle nanoparticelle influisce
sull’efficacia antimicrobica.

L'attivita antibatterica e il meccanismo degli AgNPs possono essere ulteriormente influenzati
dallo stato di dissoluzione nei mezzi di esposizione.

Le caratteristiche intrinseche delle AgNPs e il mezzo circostante in cui sono immerse sono
fattori che influenzano I'efficienza di dissoluzione [54]. La presenza di componenti organici e
inorganici nei mezzi di sospensione influenza le proprieta di dissoluzione delle AgNPs,
portando all'aggregazione delle particelle o alla complessazione degli ioni argento.

Uno studio recente ha dimostrato che le AgNPs rilasciano ioni d’argento piu rapidamente in
una soluzione acida rispetto ad una soluzione neutra [55].

Uno studio recente dimostra che le AgNPs rilasciano ioni argento piu velocemente in una
soluzione acida che in una soluzione neutra [55]. Questi differenti comportamenti di
dissoluzione possono essere modulati mediante 1’utilizzo dei cosiddetti agenti di copertura, che
modificano le superfici delle AgNPs [38].

In sintesi, le AgNPs rappresentano una promettente opzione per combattere gli agenti patogeni,
ma la loro efficacia dipende dall’interazione specifica con le diverse strutture cellulari dei
batteri.

Tuttavia, € necessario ricordare che gli effetti battericidi assomigliano piuttosto frequentemente
a quelli legati alla citotossicita negli eucarioti; di conseguenza, la maggior parte dei farmaci
battericidi efficaci sono altrettanto tossici per le cellule umane [56].

In generale, la nanoparticelle metalliche possono avere un ruolo fondamentale contro la
formazione della principale barriera dei batteri.
I1 biofilm batterico ¢ un ambiente eterogeneo in termini di proprieta fisico-chimiche; ¢ una
struttura composta da numerose molecole polimeriche che trasportano una certa carica elettrica
[57]. La presenza di acido uronico, piruvato legato a ioni metallici, acido carbossilico, fosfato
residuo e occasionalmente solfato fa acquisire alla matrice di biofilm una carica
prevalentemente negativa [58], [59]. Questa barriera pud essere anche vista come un filtro
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tridimensionale in grado di rimuovere nanoparticelle, composti organici e ioni. Come gia
discusso precedentemente, i microrganismi racchiusi nei biofilm sono naturalmente piu
resistenti al trattamento antibatterico e alle risposte immunologiche dell’ospite [13]. Ridurre o
impedire completamente l'adesione del biofilm (tecnica passiva) e 'utilizzo di trattamenti
antimicrobici (strategia attiva) sono due dei possibili modi per combattere la formazione di
biofilm indesiderati.

L’utilizzo delle NPs nelle terapie contro i batteri che producono biofilm prevede un interazione
con la struttura target in tre fasi (Fig. 4):

1. migrazione delle particelle in prossimita del biofilm;
2. adesione alla superficie del biofilm;
3. penetrazione nel biofilm.

Electrostatic

interaction

with surface Migration of
molecule nanoparticles

Biotic or abiotic surface

Figura 4: Interazioni fisico-chimiche tra NPs e biofilm [28].

Ogni fase ¢ influenzata da una serie di fattori, tra cui I’ambiente, il biofilm stesso e le
caratteristiche fisico-chimiche delle NPs [28]. Tra le numerose interazioni fisico-chimiche che
potrebbero influenzare il primo attacco delle NPs alla superficie piu esterna dei biofilm ci sono
sicuramente quelle elettrostatiche. Le forze elettrostatiche consentono alla matrice batterica
caricata negativamente di interagire con ioni metallici carichi positivamente o con molecole
organiche [60], [61]. Dopo che le particelle aderiscono con successo alla superficie del biofilm,
diversi studi hanno dimostrato che il fenomeno principale della penetrazione delle NPs
all’interno della matrice sia di diffusione e che quest’ultima pud essere influenzata dalla
dimensione dei pori del biofilm, dall’esistenza di canali per I’acqua, dalla carica delle NPs e dal
tipo di biofilm [62], [63].

La nanotecnologia ha aperto le porte a nuove tecniche innovative di somministrazione dei
farmaci. Si potrebbe pensare di utilizzare dei nanovettori progettati per impedire al principio
attivo di diventare enzimaticamente inattivo o di aderire alla matrice del biofilm o ad altri
componenti attorno al sito di infezione del biofilm, in quanto I’immobilizzazione di agenti
antibatterici e antibiofilm nei nanomateriali puoé aumentarne la potenza antibatterica [64], [65].
Non ¢ ancora ben chiaro come 1 biofilm batterici e le AgNPs interagiscano tra di loro. Barros
et al. hanno trattato delle colture di batteri con delle AgNPs di diametro trai 5 — 150 nm e hanno
osservato la presenza di aggregati di nanoparticelle in parti di biofilm distaccato [66]. Lo studio
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ha evidenziato che la durata dell’esposizione alle NPs ha influenzato il distacco del biofilm,
con un distacco della biomassa considerevolmente inferiore dopo il trattamento per periodi di
8 — 24 ore rispetto all’esposizione iniziale [66]. Le ragioni di questo effetto non erano del tutto
evidenti e il risultato ¢ stato solo parzialmente attribuito all’aggregazione delle NPs a causa
delle variazioni nella forza ionica, delle interazioni del biofilm con altre sostanze chimiche e
del trasporto ritardato di ioni e particelle d’argento all’interno della matrice. La combinazione
di antibiotici convenzionali e di AgNPs potrebbe migliorare ulteriormente I’effetto di distacco
del biofilm e I’efficacia antibatterica del trattamento [67].

Anche nel caso di interazioni con i virus, i meccanismi di azione sembrano dipendere

dal tipo di sintesi delle nanoparticelle, dalla loro dimensione, dalla forma e dalle
funzionalizzazioni superficiali. Il principale meccanismo di azione delle AgNPs ¢ quello della
interazione fisica diretta con la particella virale in circolo o con la particella virale legata alla
cellula, che pud causare un'inattivazione della stessa o un'alterazione morfologica del virione
(ovvero una particella virale matura racchiusa nel suo capside); un altro meccanismo ¢ legato
alla loro capacita di inibire le prime fasi della replicazione virale, piu precisamente quelle in
cui si sta formando il legame tra virus e cellula o la fase di penetrazione del virus nell’organismo
ospite [29]. Altri studi hanno dimostrato la capacita delle AgNPs di danneggiare le glicoproteine
e le proteine strutturali del capside, componenti virali cruciali per la sopravvivenza di
quest’ultimi [68], [69].
Le AgNPs sono anche in grado di inibire la formazione del legame cellula-virus interagendo
transitoriamente con i recettori del virus, oppure di competere con il virus, legandosi ai recettori
cellulari per evitare [’attaccamento del virus alla membrana cellulare; questo tipo di
meccanismo blocca sia la fusione dell’involucro virale con la membrana delle cellule sia
I’endocitosi mediata da recettori [70]. Questi nanomateriali possono avere anche un attivita
virucida indiretta, in quanto si possono usare come barriera fisica per bloccare I’ingresso dei
batteri nelle cellule bersaglio, cid nonostante, poiché le nanoparticelle e 1 virus devono essere
contemporaneamente presenti sulla superficie dell’organismo ospite, elevate quantita delle
AgNPs posso causare un potenziale effetto tossico indesiderato [71].

2.2 Applicazioni delle AgNPs

Le proprieta antibatteriche delle nanoparticelle d’argento, insieme alla capacita di prevenire
infezioni, hanno attirato grande interesse in molti settori, come quello per il trattamento delle
acque e dell’aria, dalla produzione di dispositivi di protezione individuale (DPI), agli
imballaggi alimentari sempre piu sicuri, passando per l’industria tessile fino al campo
biomedico, quest’ultimo, uno dei settori in piu rapida crescita (Fig.5).
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Figura 5: Principali potenziali applicazioni delle AgNPs [29].

Come gia precedentemente trattato, in ambito sanitario, le AgNPs potrebbero essere

utilizzate per il trattamento di diverse malattie e infezioni. Tuttavia, nonostante la loro attivita
antibatterica sia stata dimostrata contro numerosi patogeni, la maggior parte degli studi si ferma
ai risultati ottenuti in vitro. La mancanza di test in vivo e ’assenza di studi clinici evidenziano
che il campo terapeutico/profilattico non ¢ attualmente la principale potenziale applicazione di
questi nanomateriali, soprattutto se si tiene conto della loro citotossicita. Attualmente, tra le
varie problematiche, 1’assenza di metodi per raccogliere le nanoparticelle o per riciclare e
riutilizzare 1l prodotto al fine di ridurre gli sprechi limita notevolmente 1’uso di AgNPs nelle
strategie di prevenzione delle malattie virali e batteriche. D'altra parte, degli importanti sviluppi
legati alla prevenzione delle infezioni batteriche sono stati raggiunti con 1’utilizzo di queste
tecnologie.
Poiché alcuni batteri e virus possono essere trasmessi indirettamente attraverso il contatto con
superfici contaminate, prima ancora dei trattamenti per la cura di infezioni batteriche e virali,
si puo ridurre il rischio di trasmissione con lo sviluppo di superfici auto-decontaminanti,
antibatteriche e antivirali. Jan Hodek et al. hanno testato dei rivestimenti protettivi ibridi di
AgNPs, preparati con il metodo sol-gel, contro diversi virus e ceppi di batteri [72]. I coating
sono stati depositati su substrati come vetro e poli-metilmetacrilato (PMMA). Gli autori hanno
osservato che il rivestimento era caratterizzato da una attivita virucida e antibatterica,
dimostrandone il potenziale per fornire protezione antimicrobica su superfici e materiali in
ambienti sanitari. Nella loro ricerca, Li ef al. hanno sperimentato 1’applicazione delle AgNPs,
sintetizzate da nitrato d’argento e biossido di titanio (TiO.), per rivestire maschere facciali [73].
I risultati hanno dimostrato che queste maschere rivestite, quando esposte ai ceppi batterici di
E. coli e S. aureus, sono state in grado di inibire la crescita delle colonie. Questi risultati sono
estremamente promettenti, poiché¢ le maschere facciali potenziate con AgNPs potrebbero
contribuire a prevenire infezioni, soprattutto in ambienti come gli ospedali, dove la presenza di
microrganismi patogeni ¢ elevata [47].

Un'altra potenziale applicazione ¢ sicuramente quella del trattamento delle acque. In
termini di purificazione e filtrazione, ¢ sempre stato fondamentale rendere I'acqua limpida e
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potabile. Puod capitare che durante i controlli di routine sulla qualita dell’acqua presente nei
bacini/serbatoi idrici, venga riscontrata la presenza di batteri come gli enterococchi,
I’Escherichia coli e i batteri coliformi [74]. Diversi studi hanno sfruttato le AgNPs combinate
con altri materiali specifici per sviluppare sistemi innovativi dal punto di vista dell’effetto
antibatterico, e che, allo stesso tempo, siano in grado di non modificare le proprieta fisiche e
chimiche dell’acqua. Queste applicazioni potrebbero avere un impatto enorme sulla salute
umana, poiché, se si riuscisse a ridurre al minimo il rilascio delle nanoparticelle,
consentirebbero di ottenere acqua pura e disinfettata con sistemi che non contaminano né
inquinano 1’ambiente. Lukhele et al. hanno sintetizzato dei poliuretani impregnati con AgNPs
per testarne la capacita di eliminare 1 batteri presenti nell’acqua potabile contaminata [74]. 1
risultati hanno chiaramente dimostrato che questa modifica del polimero conferisce al sistema
proprieta antibatteriche, dimostrandosi efficace contro il batterio E. coli.

Oltre alla trasmissione degli agenti patogeni attraverso un mezzo come 1’acqua, i virus,

batteri e funghi possono rimanere nell’aria per lungo tempo ed essere trasmessi ad un ospite
attraverso 1’inalazione. Inoltre, 1’umidita nei sistemi di riscaldamento, ventilazione e
condizionamento dell’aria e 1’accumulo di polvere creano un ambiente favorevole alla
proliferazione di quest’ultimi [75]. Attualmente, la maggior parte dei moderni filtri
antiparticolato ad alta efficienza (HEPA) limitano solo la trasmissione di virus e batteri, ma non
inibiscono completamente la proliferazione di batteri e funghi e non sono in grado di inattivare
le cellule infette presenti sulla superficie o nella struttura porosa del filtro [29].
Ju et al. hanno progettato un filtro multistrato con diversi gradi di porosita caratterizzato da una
membrana nanoporosa caricata con AgNPs [76]. La struttura del filtro, che combina le proprieta
antimicrobiche dell’ AgNPs e la porosita delle nanofibre che compongono lo stesso, aumenta la
possibilita di intrappolare e inattivare microrganismi con eccellenti prestazioni di purificazione
dell’aria.

Per quanto riguarda le applicazioni nell’industria tessile, al di la della recente pandemia,
la maggiore richiesta di tessuti antivirali e antibatterici arriva proprio dal settore sanitario, dove
pazienti e lavoratori sono esposti all’elevato rischio di contrarre infezioni [77]. Infatti, tutti i
tessuti generalmente utilizzati negli ospedali e nelle cliniche o a diretto contatto con i pazienti
(bende o DPI), sono veicolo di trasmissione di differenti agenti patogeni. Oltre agli ambienti
sanitari, altre principali applicazioni riguardano luoghi affollati e ambienti con un certo rischio
di infezioni, come 1 trasporti pubblici, le aule degli asili nido e gli uffici pubblici. In generale, 1
processi per conferire proprieta antivirali e antibatteriche ai tessuti tramite 1’utilizzo delle
AgNPs prevedono l'aggiunta delle stesse direttamente nella soluzione polimerica che prende
parte alla fase di filatura o attraverso l'impregnazione del tessuto stesso in una soluzione ricca
di NPs.

Successivamente alla pandemia di COVID-19, molte aziende tessili di moda hanno deciso di
investire nello sviluppo di prodotti tessili con attivita antibatterica e protezione antivirale, per
soddisfare la domanda e le esigenze dei consumatori. In particolare, un azienda italiana
specializzata in tessuti di alta gamma per camicie, ha sviluppato una nuova tecnologia chiamata
ViroFormulaTM (Albini Group [78]), adatta alla produzione di camicie, giacche e pantaloni,
ma anche di maschere, camici e qualsiasi altro indumento. Questa tecnologia ¢ stata
industrializzata sulla base della tecnologia Viroblock (formulata dalla azienda svizzera HeiQ
[79]), che permette di conferire proprieta antimicrobiche e antivirali ai tessuti, sfruttando
I’azione sinergica delle AgNPs e di vescicole fosfolipidiche, in grado di distruggere 1’involucro
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dei virus, impedendone la replicazione. Questo sistema ¢ stato testato contro diversi tipi di virus
influenzali (tra cui il SARS-CoV-2, mostrandone una riduzione del 99,99%), e le sue proprieta
sono rimaste invariate dopo 30 lavaggi a 60 °C [79].

Infine, le AgNPs vengono generalmente utilizzate nell'industria alimentare
incorporandole in matrici polimeriche di pellicole o contenitori per alimenti, per ridurre il
rischio di contaminazione di batteri e funghi [80]. GIli imballaggi con applicazioni
nanotecnologiche presentano migliori proprieta fisico-chimiche, ridotte caratteristiche idrofile
e migliore biodegradabilita [81]. Un vantaggio significativo delle AgNPs ¢ la loro facile
incorporazione in diversi materiali, come plastica e tessuti. Inoltre, mantengono la loro attivita
antibatterica in situ, a differenza degli agenti antimicrobici tradizionali che potrebbero risultare
piu instabili nel tempo [81].

Uno studio condotto da Emamifar et al. ha esaminato 1’effetto delle confezioni impregnate con
AgNPs e ossido di zinco (ZnO) sul batterio Lactobacillus plantarum nel succo d’arancia [82].
Hanno osservato che il batterio veniva inibito quando il prodotto veniva conservato a 4°C. In
particolare, le AgNPs hanno dimostrato una maggiore attivita antimicrobica, rispetto alle
nanoparticelle di ZnO, nei succhi conservati fino a 112 giorni. In un altro studio, Ferndndez et
al. hanno conservato fette di melone fresco in film a base di cellulosa incorporati con AgNPs
sferiche (diametri compresi tra 5 ¢ 35 nm) [83]. Rispetto ai film di controllo (senza
nanoparticelle), le pellicole contenenti le AgNPs hanno mostrato una riduzione della crescita di
lieviti, batteri mesofili e psicrofili sulla superfice del melone.

Tuttavia, nonostante i vantaggi legati all’impiego delle AgNPs, un possibile vincolo nel loro
uso in tutte quelle applicazioni legate all’industria alimentare, ¢ la loro migrazione negli
alimenti confezionati, che potrebbe comportare potenziali problemi di tossicita [84].
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3 Rivestimenti Compositi con Nanoparticelle d’Argento

Per poter massimizzare i vantaggi legati all’utilizzo delle AgNPs e allo stesso tempo ridurre
tutti 1 rischi legati alla loro citotossicita, al loro rilascio e accumulo, si sfruttano dei processi in
grado di incapsularle in dei substrati secondari di altri materiali. I rivestimenti compositi con
nanoparticelle d’argento sono utili in quanto permettono di proteggere le stesse dall’ambiente
esterno (e viceversa), minimizzando 1 fenomeni di corrosione, la loro dispersione involontaria
e aumentando la durata nel tempo del loro effetto antimicrobico. La combinazione delle
proprieta delle AgNPs e del substrato scelto (organico o inorganico) puo portare a differenti
effetti e risultati; percio, ¢ necessario conoscere e saper controllare il profilo di rilascio degli
ioni argento.

Effettivamente, alcuni studi hanno evidenziato che, quando dei nanomateriali vengono
incapsulati in dei composti organici come collagene, gelatina o chitosano, 1’attivita antivirale
ha un effetto molto piu prolungato nel tempo grazie al lento rilascio di ioni [85]. Ad esempio, ¢
stato formulato un idrogel a base di lignina e alcol polivinilico, sintetizzando le AgNPs in situ
[86]. Questo sistema ha dimostrato un’elevata attivita antimicrobica contro batteri come /’E.
coli e lo S. aureus, con quasi il 100% dei batteri uccisi dopo 10 ore di trattamento. Ulteriori
studi sono stati condotti sviluppando idrogel a base di chitosano o amido e AgNPs,
evidenziando ulteriormente che questo tipo di funzionalizzazione permette di ottenere un effetto
antibatterico piu duraturo [87], [88], [89].

Gli idrogel contenenti nanoparticelle d’argento potrebbero non essere adatti come rivestimenti,
poiché, pur mostrando un’elevata attivita antimicrobica, la loro struttura gelatinosa potrebbe
non fornire la stabilita e la durata richieste per funzionare come rivestimenti di superfici esterne.

Negli ultimi anni, 1 rivestimenti polimerici, insieme ai compositi € nanocompositi polimerici,
sono diventati protagonisti in diverse applicazioni e settori. Questi materiali hanno numerosi
vantaggi, principalmente legati alla loro versatilita e alla loro ampia gamma di proprieta. Inoltre,
la maggior parte dei processi e delle tecniche di rivestimento sono spesso a basso costo,
facilmente scalabili a livello industriale e facilmente implementabili. I nanocompositi
polimerici sono caratterizzati da una maggiore resistenza all’usura (barriera meccanica e fisica),
da un elevata biocompatibilita e da buone proprieta anticorrosive tali da aver trovato largo
utilizzo anche nel campo dello sviluppo di superfici antibatteriche.

Atay et al. hanno sviluppato un rivestimento antibatterico a matrice polimerica combinando le
proprieta chimico-fisiche e meccaniche dei poliuretani con le proprieta antimicrobiche delle
nanoparticelle d’argento [90]. I coating sono stati realizzati a partire da una soluzione di
poliuretano in cui vengono aggiunte le AgNPs, pre-sintetizzate tramite una reazione di
riduzione. La polimerizzazione ¢ avvenuta mediante I’aggiunta di un agente di reticolazione in
soluzione. E stato valutato come variava I’effetto antibatterico dei rivestimenti in base alla
concentrazione di AgNPs nei campioni. Le tecniche spettroscopiche hanno rivelato un elevata
presenza di agglomerati di AgNPs dispersi nella matrice dei rivestimenti. Inoltre, maggiore ¢ la
quantita di nanoparticelle, maggiori sono i1 fenomeni di aggregazione. Tutti i campioni testati
hanno dimostrato un’efficace attivita antimicrobica contro lo S. aureus ed E. coli, persino da
parte del rivestimento funzionalizzato con la concentrazione piu bassa di AgNPs. La presenza
di AgNPs non ha alterato la fase o la struttura del polimero. Tuttavia, 1 test di rilascio ionico
hanno dimostrato la ridotta capacita di diffusione delle AgNPs attraverso la matrice polimerica.

20



Pertanto, le proprieta antibatteriche derivano principalmente dalle nanoparticelle incapsulate in
prossimita della superfice del rivestimento.

A seguito dei promettenti risultati ottenuti da diversi studi, che verranno approfonditi
nella sezione 3.1, in questo lavoro di tesi, verra studiata e utilizzata una particolare classe di
polimeri: i polisilazani.

3.1 Rivestimenti compositi a partire da polimeri pre-ceramici

I polisilazani sono polimeri la cui struttura ¢ costituita da un alternanza di atomi di silicio legati
a ponte ad atomi di azoto. La struttura ¢ simile a quella dei polisilossani, ma 1’ossigeno ¢
sostituito dal gruppo -NR (Fig. 6). La presenza del legame Si-N rende questi polimeri
particolarmente reattivi nei confronti dell’idrolisi in presenza di acqua o solventi a base di acidi
od alcoli. A partire dagli anni '70, alcuni studiosi hanno iniziato ad utilizzarli come possibili
precursori per composti ceramici e nei decenni successivi sono stati sfruttati come precursori
polimerici della silice [91]. Al giorno d’oggi, questi polimeri sono principalmente
commercializzati per ottenere sia coating di silice amorfa a scopo protettivo sia per ottenere dei
composti ceramici. Sono ottimi materiali di rivestimento proprio grazie alla loro forte adesione
sul substrato, all’elevata stabilita chimica e termica e all’elevata durezza. Vengono classificati
in polisilazani inorganici (peridropolisilazani) e in polisilazani organici (organopolisilazani). I
primi hanno come unico sostituente gli atomi di H, un esempio ¢ il peridropolisilazano (PHPS),
che puo essere trasformato in silice attraverso un trattamento termico a 450 °C oppure in
presenza di vapori acidi o basici [92]; nei polisilazani organici invece gli atomi di silicio sono
legati a sostituenti idrocarburici, anch’essi precursori della silice, come nel caso del Durazane
(le cui proprieta verranno approfondite nel Capitolo 4), e che possono essere depositati su
differenti tipi di substrati (legno, metallo, plastica, vetro, ceramica ecc.).

n

Figura 6: Struttura chimica dei polisilazani [91].
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Nello studio condotto da Bakumov et al. ¢ stato sintetizzato un coating ceramico funzionalizzato
con AgNPs ottenuto a partire da un polisilazano commerciale (poli(metilvinil)silazano) [93].
Le nanoparticelle pre-sintetizzate sono state introdotte nella soluzione di polimero, che viene
reticolata a circa 290°C e poi sottoposta ad un processo di pirolisi del precursore del
polisilazano, a temperature tra 700°C e 1000°C in un tubo di quarzo sotto flusso di ammoniaca
e/o azoto. Il processo di sintesi del rivestimento porta alla formazione di piccoli aggregati di
AgNPs circondati dalla matrice polimerica. Tuttavia, pur non riuscendo a disperdere le
nanoparticelle in modo omogeneo all’interno del rivestimento, i test antibatterici hanno
dimostrato una forte attivita antibatterica contro 1’ Escherichia coli e 1o Staphylococcus aureus.
Questo coating, pur avendo un effetto battericida, ¢ adatto a rivestire solo tutte quelle superfici
in grado di resistere alle elevate temperature raggiunte durante la pirolizzazione del polisilazano
(non ¢ adeguato ad applicazioni nell’industria tessile o alimentare).

Balagna et al. hanno sviluppato un rivestimento composito antibatterico costituito da
nanocluster di argento/silice, depositato con successo sul tessuto Vectran™, mediante la tecnica
del co-sputtering a radiofrequenza [94]. Il Vectran™ ¢ una fibra polimerica a base di cristalli
liquidi utilizzata come tessuto nei guanti degli astronauti. L’importanza della protezione
antibatterica emerge chiaramente dal fatto che diversi studi hanno documentato la presenza di
vari tipi di batteri nello spazio e segnalato la loro rapida crescita a bordo di strutture come la
stazione spaziale internazionale. Le AgNPs sono state incorporate nella matrice di silice e
distribuite uniformemente sulla superficie delle fibre. Il rivestimento, dopo dieci cicli di
lavaggio, conserva le sue proprieta senza subire alterazioni significative e ha mostrato proprieta
antibatteriche impedendo la crescita di batteri come lo S. aureus ed E. coli. Inoltre, la
deposizione del rivestimento non ha compromesso le proprieta meccaniche del tessuto. Per
verificare che la quantita di argento che attraversa la pelle ¢ trascurabile dal punto di vista della
sicurezza umana ¢ stato effettuato un test di permeazione cutanea, dando esito positivo sia in
caso di guanto intatto che in caso di guanto deteriorato.

Il lavoro svolto da Luceri et al. ha sfruttato la tecnica del co-sputtering per depositare sui filtri
dell’aria a base di fibra di vetro e polimerici un rivestimento composto da AgNPs incapsulate
all’interno di una matrice di silice, e per valutare se fosse caratterizzato da proprieta
antibatteriche e antivirali [96]. 1l processo di sputtering ha visto I’utilizzo di due catodi, un
target di argento e uno di silice. Il coating ¢ stato testato su dei ceppi batterici, Escherichia Coli
(Gram-negativo) e Staphylococcus Epidermidis (Gram-positivo), e sul ceppo di Coronavirus
umano OC43 (HCoV-OC43). Le analisi morfologiche hanno evidenziato la deposizione
omogenea del rivestimento, mentre 1 test di rilascio ionico, della durata di 14 giorni, hanno
dimostrato un rilascio graduale degli ioni argento. Il rivestimento nanocomposito di argento e
silice ¢ stato depositato con successo sui filtri, mantenendo invariate le prestazioni di filtrazione
di quest’ultimi (la porosita del filtro non ¢ stata alterata), pur modificando visibilmente la
morfologia superficiale dei substrati. I risultati dei test dell’alone di inibizione hanno
confermato che il coating depositato ¢ caratterizzato da un forte potere antibatterico. In
particolare, a seconda del tipo di substrato, il meccanismo d'azione delle AgNPs risulta
differente: nel caso dei filtri in fibra di vetro ’effetto antibatterico/antivirale era legato al
rilascio di ioni argento, mentre quelli a base polimerica sembrano essere in grado di inattivare
direttamente le cellule virali [96].

Un altro studio condotto da Balagna et al. si ¢ concentrato sulla creazione di rivestimenti
compositi antibatterici da applicare sui tessuti di cotone [97]. Questi rivestimenti dovevano
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anche essere in grado di resistere a numerosi cicli di lavaggio, che potenzialmente avrebbero
potuto ridurre drasticamente le proprieta antimicrobiche del coating. I tessuti di cotone sono
stati ricoperti uniformemente da tre tipi di rivestimenti, composti rispettivamente da silice,
allumina e matrice di zirconio, sfruttando la tecnica del co-sputtering per incorporare le AgNPs.
Dopo 14 giorni, il rilascio di ioni argento dai rivestimenti in acqua distillata ¢ risultato sempre
trascurabile. Inoltre, la durabilita delle proprieta antibatteriche ¢ stata valutata sottoponendo 1
campioni a dieci cicli di lavaggio. Nonostante una perdita di AgNPs incapsulate, i rivestimenti
hanno mantenuto il loro effetto antibatterico. I rivestimento sono stati incubati a contatto con
una piastra di batteri di Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. 1 risultati dei test
antibatterici hanno evidenziato la loro capacita di prevenire l'adesione e la proliferazione dell’E.
coli. Tuttavia, solo i rivestimenti composti dalla matrice di silice hanno impedito la crescita del
batterio P. aeruginosa; per ottenere lo stesso effetto nel caso dei coating in zirconia e allumina,
era necessario funzionalizzarli con una grande quantita di argento. Infine, 1 tessuti rivestiti sono
risultati citocompatibili e ben tollerati dalle cellule del derma e dell’epidermide, come i
fibroblasti e i cheratinociti umani. Questo ¢ stato verificato sia simulando il rilascio di composti
tossici che seminando direttamente le cellule sulla superficie dei materiali.

Alla luce di questi ultimi studi, portati avanti dal gruppo di ricerca GLANCE del
Dipartimento di Scienza Applicata e Tecnologia (DISAT) del Politecnico di Torino, questo
lavoro di tesi mira a sviluppare un rivestimento composito ottenuto a partire da un precursore
polimerico della silice in cui sono state incorporate delle nanoparticelle di silice (nSiO)
decorate con nanoparticelle d’argento (AgNPs), sfruttando una tecnica di sintesi alternativa a
quella del co-sputtering e potenzialmente adatta a rivestire qualsiasi tipo di substrato.
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4 Materiali e Metodi

4.1 Nanoparticelle di SiO2 decorate con AgNPs

I materiali utilizzati nella sintesi delle nanoparticelle di silice funzionalizzate con
AgNPs e la corrispondente quantita utilizzata nei processi di sintesi sono riportati nella Tab.1.

Tabella 1: Materiali utilizzati nella sintesi delle nSiO»-AgNPs.

Nome Composto Quantita Utilizzata
Ortosilicato Tetraetile (TEOS) 11,2 mL
Nitrato d’Argento (AgNO3) 1,47 g
Alcol Etilico (EtOH) 123 mL
Idrossido di Ammonio 33% (NH4OH) 17 mL
Acqua bidistillata milli-Q (H>O) 46 mL

L’Ortosilicato Tetraetile (TEOS) ¢ una molecola tetraedrica ed un composto chimico costituito
da quattro gruppi etilici legati allo ione SiO4*. Tra le sue varie applicazioni, il TEOS viene
utilizzato principalmente come agente reticolante dei siliconi. In particolare, verra sfruttata la
proprieta di questo composto che gli permette di convertirsi facilmente in biossido di silicio
(comunemente chiamata silice - Si0») attraverso una reazione di idrolisi, formando legami Si-
O-Si. Questa reazione ¢ un esempio di processo sol-gel. I TEOS non ¢ miscibile in acqua,
percio ¢ necessaria la presenza di un secondo solvente come 1’alcol etilico.

Il nitrato d’argento ¢ il sale di argento dell’acido nitrico. A temperatura ambiente, si presenta
come una polvere cristallina incolore, altamente solubile in acqua (la solubilita varia la variare
della temperatura) e in etanolo. E un composto inorganico altamente reattivo. Infatti, puo
reagire con molti sali per precipitare composti di argento. L’ AgNOs viene usato come reagente
di partenza per la formazione di nanoparticelle d’argento in differenti processi. E noto per la
sua attivita battericida e cauterizzante e per prevenire o curare le infezioni batteriche.
L’idrossido di ammonio (NH4OH) ¢ stato utilizzato come catalizzatore, mentre 1’alcool etilico
(EtOH) e I’acqua bidistillata Milli-Q (H20) sono stati usati come solventi nella sintesi delle
nSiOz tramite processo sol-gel in ambiente basico. Il processo di sintesi utilizzato ¢ stato ripreso
e opportunamente adattato a questo lavoro da un precedente studio condotto da Miola et al.,
dove veniva ottimizzato un processo sol-gel per la realizzazione di nanoparticelle di biovetro
dopate con boro e rame per altre applicazioni [98].

4.1.1 Sintesi delle nanoparticelle di silice (nSiO2)

La sintesi delle nanoparticelle di biossido di silicio (nSi0O2) coinvolge 1’uso del tetraetile
ortosilicato (TEOS) come precursore della silice e una soluzione contenente NH.OH
(catalizzatore/gelificante basico), etanolo e acqua bidistillata. In breve, si procede alla
preparazione di due soluzioni distinte. La prima ¢ composta da 11,2 mL di TEOS e 93 mL di
etanolo, e viene mescolata sotto agitazione per circa 30 minuti (Soluzione 1). Poiché i precursori
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come il TEOS sono immiscibili in acqua, si ¢ scelto di discioglierlo in un solvente organico
come I’EtOH, in modo da omogeneizzare la soluzione che partecipera nelle fasi successive al
processo sol-gel. La seconda soluzione contiene 30 mL di EtOH, 17 ml di NH4OH e 46 mL di
H>0, anch’essa lasciata in agitazione per 30 minuti (Soluzione 2). Il passaggio successivo
consiste nel versare la Soluzione 2 nella Soluzione 1 e miscelarne il contenuto per un ulteriore
mezz’ora (Soluzione 3). La presenza di acqua in soluzione permette di ottenere la produzione
di un sol, liberando ulteriore etanolo attraverso una reazione di idrolisi. Successivamente, la
formazione di specie idrolizzate, attiva delle reazioni di policondensazione che portano alla
gelificazione in ambiente basico della silice (grazie alla presenza di NH4OH). Concluso il tempo
di miscelazione, la Soluzione 3 viene centrifugata per circa 5 minuti a 7000 rpm. Prima di
asciugare le nanoparticelle di silice ¢ necessario rimuovere dalla soluzione quasi tutto il
surnatante. L.’essicazione delle polveri avviene in stufa alle temperatura di 60°C per circa 48 h.

Tabella 2: Composizione delle soluzioni che partecipano alla sintesi delle nSiO,.

Soluzione 1 Soluzione 2
TEOS 11,2 mL -
EtOH 93 mL 30 ml
NH4OH (33%) - 17 ml
H20 - 46 ml

4.1.2 Sintesi delle nanoparticelle di silice funzionalizzate con AgNPs (nSiO2-AgNPs)

Dopo aver ottenuto delle nanopolveri di silice pura, sono state sintetizzate nanoparticelle
a base di silice decorate con AgNPs, introducendo 1’argento a partire dal Nitrato di Argento
(AgNO3).
Nel processo di sintesi delle nSi02-AgNPs, sono stati seguiti due protocolli distinti. Una parte
delle polveri ¢ stata sottoposta a centrifugazione per valutare se cid0 potesse (a) ridurre i
fenomeni di aggregazione durante la sintesi e (b) favorire una maggiore presenza di argento
sulla superficie delle nanoparticelle di silice (Protocollo 1), rispetto a quelle non sottoposte a
centrifugazione (Protocollo 2).

Miscelare separatamente le Soluzioni Miscelare separatamente le Soluzioni
le? x 30 min le? x 30 min
] 1
Versare la Sol 2 nellaSol 1 e i Versare la Sol 2 nella Sol 1 e
x 30 min x 30 min
miscelare miscelare
i i
[ Centrlfugare a 7000 rpm } X 5 min Aggiungere 1,47 g di AgNO; e Y1h
mlscelare
Aggiungere 1, 47 g di AgNO; e x1h
mlscelare [ TTin Stufa a60°C ] x72h
]
Centrifugare a 7000 rpm e rimuovere X5 min [ TT a 700 °C (5°C/min) ] x2h
quasi tutto |I surnatante
| nsio, + AgNPs NON CENTRIFUGATE |
[ TTin Stufaa 60 °C } x48 h
[ TTin Forno a 700 °C (5°C/min) ] x2h

| nsio, + AgNPs CENTRIFUGATE |

Figura 7: A sinistra processo di sintesi delle nSiO,-AgNPs centrifugate (Protocollo 1); a destra
processo di sintesi delle nSiO,-AgNPS non centrifugate (Protocollo2).
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Nella Fig.7 vengono schematicamente riportati i passaggi caratteristici dei due protocolli di
sintesi descritti nel dettaglio in seguito.

- Protocollo 1 (nSiO>-AgNPs centrifugate)

Vengono preparati due becher distinti contenenti le due soluzioni preparate in precedenza e
lasciate in agitazione per 30 min. Successivamente, la Soluzione 2 viene versata nella Soluzione
1 come parte del processo sol-gel, che si conclude dopo una miscelazione di 30 minuti. Prima
di procedere € necessario centrifugare il tutto per circa 5 minuti a 7000 rpm. A questo punto, si
aggiungono 1,47 g di AgNOs alla soluzione cosi ottenuta (Soluzione 3). Per solubilizzare il
nitrato d’argento la soluzione deve essere nuovamente posta sotto agitazione per 1 ora. Dopo
un ulteriore passaggio in centrifuga a 7000 rpm per 5 minuti, viene rimosso quasi tutto il
surnatante. Il passaggio successivo consiste in un trattamento termico in stufa alla temperatura
di 60°C per circa 48 ore. Questo trattamento serve per far evaporare tutto il solvente che non ¢
stato rimosso dalla soluzione, contenuta all’interno di una Falcon chiusa da un foglio di
alluminio opportunamente bucato.

Infine, le polveri essiccate, vengono poste all’interno di un contenitore in allumina e lasciate
per 2 ore in forno a 700°C, con rampa di temperatura di 5°C/min (fase di calcinazione). Durante
il processo di calcificazione, I’AgNO3 si decompone sulla superfice della nanosilice
(nucleazione delle AgNPs).

- Protocollo 2 (nSiO>-AgNPs non centrifugate)

Nel protocollo 2, si procede sempre portando a termine il processo sol-gel. Successivamente,
1,47 g di AgNO3 vengono aggiunti alla soluzione in cui ¢ avvenuta la gelificazione della silice,
e la soluzione viene posta sotto agitazione per 1 ora. Rispetto al caso precedente, questa
soluzione non segue alcun passaggio di centrifugazione e il surnatante non deve esserne
rimosso. L’essicazione delle polveri avviene in stufa alla temperatura di 60°C per circa 72 ore
(¢ necessario che evapori tutta la fase liquida della soluzione che non ¢ stata rimossa), coprendo
il becher con un foglio bucato di alluminio. Il processo si conclude con la nucleazione delle
nanoparticelle d’argento, ottenuta attraverso un trattamento termico in forno a 700°C per 2 ore.

4.2 Rivestimenti di silice funzionalizzati da nSiO2-AgNPs

Il rivestimento composito che si vuole ottenere € caratterizzato da una matrice composta
da un polimero polisilazano preceramico disponibile in commercio (Durazane 1800), in cui
vengono disperse le nanopolveri di nSi02-AgNPs, precedentemente ottenute. Dopo la sintesi,
il coating ¢ stato depositato su dei substrati di vetro soda-lime. Sono stati preparati tre diverse
tipologie di campioni: nel primo, il rivestimento ¢ funzionalizzato con la sola nSiO», mentre
negli altri due sono state disperse rispettivamente le polveri di nSi02-AgNPs centrifugate e le
polveri di nSi0,-AgNPs non centrifugate. Nella Tab.3 ¢ possibile osservare le quantita dei
reagenti utilizzate durante il processo.
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Tabella 3: Materiali utilizzati nella sintesi dei rivestimenti.

Nome Composto Quantita Utilizzata
Durazane 1800 3g
nSiO; 033¢g
nSi02-AgNPs centrifugate 0,33¢g
nSi0,-AgNPs non centrifugate 0,33 ¢

4.2.1 Durazane 1800

Il Durazane 1800 (Merck KGaA) ¢ un organopolisilazano (OPSZ). In particolare, ¢ una resina
polisilazanica liquida, caratterizzata da bassa viscosita e assenza di solventi [99]. Puo rivestire
differenti substrati, tra cui metalli, vetri e ceramici. Infatti, le sue buone proprieta di adesione,
durezza, idrorepellenza e di barriera, lo rendono particolarmente utile nei rivestimenti di
substrati metallici, offrendo vantaggi come la protezione da graffi, da ossidazione ad alte
temperature, e dalla corrosione. Il polisilazano, come si vede in Fig.8, ha una catena principale
composta di silicio e azoto funzionalizzata con gruppi laterali idrogeno, metilici (CH3) e vinilici
(CH=CHz>). Il Durazane puo essere mescolato a freddo con qualsiasi altra resina o composto
senza che si verifichino reazioni chimiche tra i reagenti. La reticolazione del polimero avviene
principalmente attraverso reazioni di idrolisi e policondensazione, con la formazione di gruppi
silanolo. Inoltre, la reazione di reticolazione pud avvenire in atmosfera inerte o in aria, ¢ le
proprieta del rivestimento finale dipenderanno in parte da questa scelta. La trasformazione in
silice del polimero avviene anche quando riscaldato a temperature superiori a 450°C. La
trasformazione in silice mediante il processo di curing indotto da calore ha il vantaggio di
rilasciare gli atomi di carbonio, azoto e idrogeno. La reattivita di questo polisilazano ¢ ridotta
dalla presenza di sostituenti organici.

Hs

HG :
—Si—N—tsi—N
CH; H H H

Figura 8: Struttura molecolare del Durazane 1800 [100].

4.2.2 Realizzazione dei rivestimenti

La sintesi dei rivestimenti segue un semplice processo di miscelazione. Nel corso di
questo processo partecipano solo due reagenti: il Durazane 1800 e ciascuna delle tre tipologie
di nanopolveri realizzate nelle precedenti fasi dello studio (nSiO: pura, nSiO>-AgNPs
centrifugate, nS10,-AgNPs non centrifugate). Il protocollo di sintesi dei tre rivestimenti ottenuti
¢ riportato di seguito. Per ciascuna variante di nanopolveri si segue la seguente procedura:
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1. Pesatura del Durazane: si prende una provetta e si pesa 1 g di Durazane 1800;

2. Aggiunta delle nanoparticelle: si aggiungono 0,33 g di una delle tre tipologie di
nanopolveri (corrispondente al 33% in peso);
3. Miscelazione manuale: si mescola manualmente la soluzione fino a raggiungere un

certo livello di omogeneita della stessa (con tempi non superiori ai 30 minuti).

La deposizione dei rivestimenti sui substrati di vetro Soda-Lime ¢ stata effettuata utilizzando
una pipetta Pasteur. Successivamente, i vetrini sono stati lasciati riposare all’aria per circa 72
ore, al fine di completare la reticolazione del polimero. Da questo processo si ottengono
rispettivamente un coating di nSiO> (nel testo Dur-nSiO:), un coating di nSiO2-AgNPs
centrifugate (nel testo Dur-nSiO>-AgNPs C) e un coating di nSiO2-AgNPs non centrifugate (nel
testo Dur-nSiO>-AgNPs NC).

4.3 Tecniche di caratterizzazione

Uno degli obbiettivi di questo studio ¢ quello di valutare se i campioni ottenuti
(nanopolveri e rivestimenti) presentassero o meno determinate caratteristiche e proprieta. In
particolare, si vuole valutare se il processo di sintesi descritto nella Sezione 4.1 ha
effettivamente prodotto delle NPs di SiO: e, quando richiesto, se si ¢ verificata la formazione
delle nanoparticelle d’argento sulla loro superfice. Per quanto riguarda i rivestimenti, si vuole
esaminare se le nanoparticelle di silice sono presenti e intatte nella matrice polimerica, ¢ se,
come nel caso precedente, sono decorate con argento.

Le tecniche di analisi e caratterizzazione utilizzate su tutti i campioni sono le seguenti:

1. Microscopia Elettronica a Scansione con Sorgente a Emissione di campo
(FESEM): impiegata per indagare la morfologia superficiale delle NPs e dei
rivestimenti;

2. Spettrometria per Dispersione di Energia (EDS): strumento di analisi
composizionale utilizzato per verificare la presenza di argento nei campioni;

3. Diffrazione a raggi X (XRD): permette di fare un analisi strutturale dei campioni

per determinare se I’argento presente ¢ in forma ionica o cristallina.

4.4 Test Antibatterici

Per valutare I’attivita antibatterica, prima della nSiO; decorata con AgNPs e
successivamente dei rivestimenti, ¢ stato eseguito un test dell’alone di inibizione (NCCLS M2-
A9) [101]. In questo test, si valuta qualitativamente la formazione di un’area priva di batteri
attorno al campione a contatto con un certo ceppo batterico. In questo lavoro di tesi, il ceppo
batterico utilizzato ¢ lo Staphylococcus epidermidis.

Per effettuare il test viene preparato un brodo batterico con un indice di torbidita McFarland
paria 0.5, che corrisponde ad una specifica concentrazione di batteri per volume di sospensione
(circa 108 unita formanti colonie (CFU) per ml). La soluzione batterica viene uniformemente
distribuita su una piastra di Agar Mueller-Hinton. Una volta che le colonie batteriche sono
cresciute sulla piastra, vengono posizionati i campioni. Per la valutazione delle nanopolveri
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sono stati preparati dei pellet mediante 1’utilizzo di una pressa. Per quanto riguarda i
rivestimenti, la parte di vetrino rivestita viene posizionata in contatto con la piastra. La piastra
viene quindi posta in incubatore alla temperatura di 37°C. Infine, dopo 24 e 48 ore, si valuta se
I’effetto antimicrobico dei campioni ¢ tale da formare un alone privo di batteri.

La valutazione del potere antimicrobico delle nanopolveri ¢ stata condotta su tre campioni. I1
primo campione, ovvero il controllo, ¢ composto da nSiO> pura. Il secondo campione ¢
costituito da nSi0O2-AgNPs centrifugate e il terzo campione da nSiO2-AgNPs non centrifugate.
Per quanto riguarda i test antibatterici dei rivestimenti sono stati preparati altrettanti tre
campioni. Il campione di controllo ¢ il substrato rivestito da Dur-nSiO>, il secondo ¢ il vetrino
su cui ¢ stato depositato il coating di Dur-nSiO>-AgNPs C, mentre il terzo ¢ il campione rivestito
con Dur-nSiO>-AgNPs NC.
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5 Risultati

5.1 Nanoparticelle di silice decorate con AgNPs

Al termine del processo di sintesi, le nanoparticelle di silice ottenute si presentano sotto forma
di nanopolveri (Fig.9). Dopo il trattamento termico in stufa, queste polveri, precedentemente
contenute in un becher, si compattano in uno o piu blocchi (vedi Fig.9a). Per separarle
adeguatamente, si utilizzano un pestello e un mortaio. La Fig.9b mostra le nanopolveri una volta
che sono state schiacciate e suddivise in grani piu piccoli. Le nanoparticelle sono caratterizzate
da una colorazione bianca (probabilmente legata alla loro trasformazione in ceramico).

Figura 9: (a) blocco di nSiO, dopo I’essicazione in stufa, (b) nanopolveri di SiO, separate con pestello
e mortaio.

Un indicatore qualitativo dell’avvenuta nucleazione delle nanoparticelle d’argento ¢ la
colorazione marrone delle nanopolveri (Fig.10). Ad alte temperature, infatti, il nitrato d’argento
subisce una decomposizione termica che porta alla formazione di biossido di azoto, ossigeno
molecolare e argento metallico; tra i prodotti di reazione ¢ proprio I’argento metallico ad
assumere una colorazione che varia tra il grigio e il nero. Le Figure 10a ¢ 10b mostrano
rispettivamente le nSiO»-AgNPs centrifugate e le nSiO2-AgNPs non centrifugate. E evidente
una differenza di tonalita tra le due: le nanoparticelle sottoposte a centrifuga mostrano un
marrone piu scuro rispetto alle altre.

Per poter fare delle considerazioni sulla differenza nella quantita di argento depositata,
la semplice valutazione della colorazione non ¢ sufficiente.
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Figura 10: (a) nSiO,-AgNPs centrifugate, (b) nSiO,-AgNPs non centrifugate.

5.1.1 Analisi morfologica e composizionale

Le micrografie FESEM relative alle nSiO2-AgNPs sono state riportate in Fig.11 e 12.

Dalle immagini ¢ possibile notare che il protocollo di sintesi descritto precedentemente
permette di ottenere delle nSiO» sferiche e in una certa misura monodisperse, la maggior parte
di diametro compreso tra i 200 e i 300 nm. Nel caso delle nSiO2-AgNPs centrifugate, si
osservano ridotti fenomeni di aggregazione (Fig.11a).

Figura 11: micrografia FESEM delle nSiO,-AgNPs centrifugate (a) 10.00kX, (b) 50.00kX.

Tuttavia, le dimensioni e la forma delle nSiO, che non sono state sottoposte a dei passaggi di
centrifugazione sono molto simili a quelle mostrate in Fig.12. Anch’esse presentano una scarsa
aggregazione e sono relativamente monodisperse, come evidenziato nella Fig.12a.
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Figura 12: micrografia FESEM delle nSiO,-AgNPs non centrifugate (a) 10.00kX, (b) 50.00kX.

Le caratteristiche delle nanoparticelle di silice nSiO: ottenute sfruttando il protocollo
ottimizzato nello studio di Miola et al. presentano un diametro minore rispetto alle
nanoparticelle di biovetro, sono meno sferiche e sono meno monodisperse. Questa relazione ¢
sicuramente legata al fatto che maggiore ¢ il diametro, tanto piu risulta facile ottenere delle NPs
monodisperse [98].

L’analisi delle micrografie non consente di determinare con certezza la presenza o 1’assenza
dell’argento. Inoltre, nel caso in cui si fosse riusciti a decorare la nSiO2, non ¢ nemmeno
possibile stabilire se 1’argento introdotto sulla loro superfice sia in forma ionica o cristallina.
Tuttavia, ¢ noto che le AgNPs possono avere un diametro compreso trai20 nm e i 50 nm. Nella
Fig.13 sono evidenziate strutture simili a nanoparticelle con dimensioni che rientrano nei range
di quelle precedentemente citate. Un'altra osservazione importante ¢ che, nel caso delle nSiO»-
AgNPs non centrifugate, queste strutture sono presenti in numero maggiore rispetto a quelle
centrifugate (Fig.13b). Questo aspetto verra ulteriormente approfondito nelle successive analisi
composizionali.

Figura 13: micrografia FESEM a 50.00kX delle nSiO,-AgNPs (a) centrifugate, (b) non centrifugate.
Le frecce rosse indicano possibili strutture particellari che possono essere ricondotte a AgNPs.

Gli spettri EDS riportano la composizione delle nanopolveri ottenute. Nel caso delle
nSi0O>-AgNPs centrifugate, i risultati sono riportati nella Tab.4, accompagnata dalla Fig.14,
dove si evidenziano le aree del analizzate.
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Figura 14: immagine FESEM associata all’analisi EDS delle nSiO,-AgNPs centrifugate. Gli spettri
EDS sono stati ottenuti dalle aree analizzate nei riquadri rossi.

L’EDS delle nanopolveri centrifugate rivela i principali componenti di interesse: silicio (Si),
argento (Ag) e ossigeno (O). Questi risultati suggeriscono che, coerentemente con la
colorazione marrone delle nanoparticelle, il processo di sintesi permette di ottenere quantita di
argento depositate sulla superfice della nSiO; non trascurabili.

Tabella 4: percentuale atomica del silicio, dell’argento e dell’ossigeno presenti nelle nSiO,-AgNPs
centrifugate (C) e delle nSiO,-AgNPs non centrifugate (NC) ottenute dall’analisi EDS.

% Atomica
Si Ag 0
nSi0>-AgNPs C 32,02 +0,15 2,64 + 0,30 65,35 +0,15
nSi0-AgNPs NC 31,14 £ 0,01 4,40 + 0,02 64,47 + 0,01

Per comodita, nelle tabelle vengono riportati solo Si, Ag e O, ma all’interno del campione sono
presenti anche altri elementi come azoto e carbonio, sottoprodotti delle reazioni di idrolisi, di
policondensazione (processo sol-gel) e decomposizione termica del nitrato d’argento. I livelli
di ossigeno potrebbero non corrispondere ai valori reali. Poiché I’ossigeno € un elemento molto
leggero, questo tipo di analisi composizionale potrebbe non essere adeguata per quantificarne
la presenza. Tuttavia, ¢ evidente che la presenza di ossigeno nei campioni indichi la formazione
di silice e non solo di silicio.
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Figura 15: immagine FESEM associata all’analisi EDS delle nSiO,-AgNPs non centrifugate. Gli
spettri EDS sono stati ottenuti dalle aree analizzate nei riquadri rossi.

La stessa analisi viene fatta anche sulle nSiO2-AgNPs non centrifugate (Fig.15, Tab.4). La
quantita di argento risulta essere quasi il doppio rispetto alle nanopolveri che hanno seguito 1
passaggi di centrifugazione. Questo suggerisce che la colorazione piu scura delle nanoparticelle
centrifugate non ¢ intrinsecamente correlata ad una maggiore quantita di argento. Si suppone
che, nella rimozione del surnatante, sia stato a sua volta rimosso parte del nitrato d’argento
disciolto in soluzione; questo potrebbe spiegare perché le nSiO2-AgNPs non centrifugate
presentano una maggiore quantita di nSiO; funzionalizzate con argento metallico.

5.1.2 Analisi strutturale

La diffrazione a raggi X ¢ una tecnica molto utile per analizzare la struttura e le fasi
presenti nei materiali cristallini e indentificare la disposizione degli atomi nel cristallo. La
presenza di argento nelle nSiO; ¢ stata gia confermata. Ora si desidera determinare se 1’argento
si trova in forma ionica o cristallina.

L’argento cristallino presenta un arrangiamento regolare degli atomi all’interno del suo reticolo.
Di seguito sono riportati i valori di 20 (detti anche angoli di Bragg) relativi alla struttura
cristallina cubica a facce centrate dell’argento (Reference code: 01-087-0719) [102]:

l. Piano (111): 26 =38,262°;

2. Piano (200): 20 = 44,473°;
3. Piano (220): 20 = 64,713°;
4. Piano (311): 26 = 77,741°;
5. Piano (222): 26 = 81,910 °.
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Figura 16: Spettro XRD delle nSiO,-AgNPs centrifugate (curva blu) e delle nSiO,-AgNPs non
centrifugate (curva arancione).

Nella Fig.16 ¢ illustrato lo spettro delle nSiO2-AgNPs centrifugate e delle nSiO2-AgNPs non
centrifugate. La presenza di argento in forma cristallina ¢ confermata dalla chiara evidenza dei
cinque picchi di Bragg precedentemente menzionati. Cio dimostra che il protocollo di sintesi ¢
in grado, non solo di portare alla formazione di nSiO2, ma di essere ulteriormente in grado di
decorarla con AgNPs.

5.1.3 Test Antibatterici

I1 test dell’alone di inibizione ¢ stato utilizzato per valutare se la presenza di argento all’interno
delle nSi0; fosse in grado di inibire la crescita del ceppo batterico S. epidermidis. La procedura
di preparazione dei campioni e I’esecuzione del test sono state precedentemente descritte. I due
gruppi di campioni, uno costituito da nSiO>-AgNPs centrifugate e 1’altro da nSi02-AgNPs non
centrifugate, sono stati incubati a contatto con la piastra di batteri. Inoltre, ¢ stato incluso un
campione contenente solo nSiO2, necessario per confrontare eventuali effetti antibatterici.

7.

Figura 17: risultati del Test dell’alone Antibatterico dopo 24 h di incubazione a 37°C per (a) nSiO,
pura, (b) nSiO,-AgNPs centrifugate, (c) nSiO,-AgNPs non centrifugate.
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La Fig.17 evidenzia che, dopo 24 h di incubazione a 37°C, intorno ai campioni di nanosilice
decorati con AgNPs si & formato un alone di inibizione. Questo indica che la carica antibatterica
delle nanopolveri ¢ tale da inibire la crescita dei batteri nelle vicinanze dei campioni stessi. 11
gruppo di controllo, privo di agente antibatterico, ha mostrato una crescita di batteri sulla sua
superficie, coerentemente con le sue proprieta.

E importante notare che 1’azione antibatterica persiste efficacemente anche dopo le 48 ore di
incubazione dei campioni con lo S. Epidermidis, come illustrato dalla Fig.18. Questi risultati
suggeriscono che le nanoparticelle di silice decorate con AgNPs potrebbero essere promettenti
nanomateriali per applicazioni antibatteriche.
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Figura 18: risultati del Test dell’alone Antibatterico dopo 48 h di incubazione a 37°C per (a) nSiO»
pura, (b) nSiO,-AgNPs centrifugate, (c) nSiO,-AgNPs non centrifugate.

5.2 Rivestimenti di silice funzionalizzati con nSiO2-AgNPs

La sintesi dei rivestimenti non segue un protocollo complesso come nel caso delle
nSi02-AgNPs. Tuttavia, la sfida principale consiste nell’ottenere una miscela finale
estremamente omogenea delle nanoparticelle e del polimero pre-ceramico (Durazane 1800),
che funge da precursore della silice. E essenziale evitare la dissoluzione o danni alle nSiO; e
garantire I’incapsulamento efficace delle stesse insieme alle AgNPs, necessarie per conferire
I’effetto antibatterico dei rivestimenti. La miscelazione manuale della soluzione ha permesso di
raggiungere un livello accettabile di omogeneita, lavorando continuamente per 30 min. I
substrati scelti per la deposizione dei rivestimenti sono dei vetrini soda-lime. I tre coating
ottenuti rispettivamente mescolando il Durazane con nSiO; pura, nSiO>-AgNPs centrifugate e
nSi02-AgNPs non centrifugate sono stati depositati a goccia sul substrato.

(i e

iy
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Figura 19: substrati di vetro Soda-Lime rivestiti da silice ottenuta a partire dal precursore pre-ceramico
Durazane 1800 funzionalizzato con (a) nSiO,, (b) nSiO,-AgNPs centrifugate, (¢) nSiO,-AgNPs non
centrifugate.
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Nella Fig.19 si osserva come appaiono i rivestimenti dopo aver atteso il tempo di
trasformazione del Durazane 1800 in una matrice di polisilazano-silice (circa 72 h). E evidente
che la differenza di tonalita tra le due tipologie di nanopolveri decorate con Ag si mantiene
anche nel caso dei rivestimenti (le nSiO2-AgNPs centrifugate risultano di un colore marrone
piu scuro). Tuttavia, a causa dell’utilizzo della pipetta Pasteur, il rivestimento sul substrato non
¢ uniforme su tutta la sua superfice, rendendo necessaria 1’ottimizzazione della procedura di
deposizione.

5.2.1 Analisi morfologica e composizionale

Analizzando le micrografie FESEM riportate nelle Fig.20-21, si nota che le nSi0,-AgNPs sono
state integrate e incorporate in modo efficace nella matrice del rivestimento di silice, risultando
ben disperse. Sebbene la forma delle nanoparticelle sembri essere rimasta sferica, il loro
diametro mostra un leggero aumento, oscillando tra 400 e 600 nm. Questo fenomeno potrebbe
essere attribuito all’interazione tra la nanosilice e la silice derivata dal precursore polimerico.

* 10pm

Figura 20: micrografia FESEM delle rivestimenti di silice funzionalizzati con nSiO»-AgNPs
centrifugate (a) 5.00kX, (b) 10.00kX, (c) 30.00kX, (d) 50.00kX.

Confrontando la Fig.20c con la Fig.21c, si nota che la forma e la distribuzione delle nSiO»-
AgNPs non centrifugate disperse nella matrice di polisilazano, sembrano piu regolari e
omogenee rispetto a quelle centrifugate.
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Figura 21: micrografia FESEM delle rivestimenti di silice funzionalizzati con nSiO,-AgNPs non
centrifugate (a) 5.00kX, (b) 10.00kX, (c) 30.00kX, (d) 50.00kX.

Osservando la Fig.22, si evidenzia la presenza di nanoparticelle piu brillanti soprattutto nel
rivestimento contenente le nanoparticelle centrifugate (Fig.22a).

Figura 22: micrografia FESEM a 50.00kX dei rivestimenti di silice ottenuti miscelando il Durazane
1800 con le (a) nSi0,-AgNPs centrifugate, (b) nSiO,-AgNPs non centrifugate. Le circonferenze rosse
indicano possibili strutture particellari che possono essere ricondotte a AgNPs.

Per confermare la presenza delle AgNPs osservate in Figura 22, ¢ stata effettuata
un’analisi composizionale sia di area che puntuale mediante EDS (Fig.24-25). Inizialmente, ¢
stata valutata la composizione dei rivestimenti di silice funzionalizzati con nSiO> pura. La
Fig.23 mostra i punti da cui si sono ottenuti gli spettri EDS e nella Tab.5 sono riportati i risultati
dell’analisi. E importante notare che nell’analisi non & stato rilevato argento.
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Figura 23: immagine FESEM associata all’analisi EDS dei rivestimenti funzionalizzati con nSiO,. Gli
spettri EDS sono stati ottenuti dai riquadri e dalle croci rosse.

Tabella 5: percentuale atomica del silicio, dell’argento e dell’ossigeno presenti nei rivestimenti Dur-
nSi0,, Dur-nSiO,-AgNPs centrifugate (C) e Dur-nSiO»-AgNPs non centrifugate (NC), ottenute
dall’analisi di area EDS.

% Atomica
Si Ag (0]
Dur-nSiO» 34,73 £ 0,75 0,00 £+ 0,00 18,87 £ 1,00
Dur-nSiO,-AgNPs C 33,82 +1,70 0,18 £0,00 19,67 + 1,26
Dur-nSiOQ>-AgNPs NC 58,22 0,41 14,91

Nel caso dei rivestimenti funzionalizzati con nSiO2-AgNPs centrifugate e non centrifugate, la
Tab.5 indica che I’argento ¢ ancora presente nei rivestimenti. Tuttavia, miscelando solo una

piccola parte delle nanopolveri, il tenore di argento risulta minore rispetto alle precedenti analisi
EDS.

Figura 24: immagine FESEM associata all’analisi EDS dei rivestimenti funzionalizzati con nSiO,-
AgNPs centrifugate. Gli spettri EDS sono stati ottenuti dai riquadri e dalle croci rosse.

Come precedentemente osservato, i rivestimenti funzionalizzati con nSiO2-AgNPs non

centrifugate contengono una maggiore quantita di argento rispetto all’altra variante (vedi Tab.5-
6).
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Tabella 6: percentuale atomica dell’argento presente nei rivestimenti Dur-nSiO>-AgNPs centrifugate
(C) e Dur-nSiO»-AgNPs non centrifugate (NC), ottenuta dall’analisi puntuale EDS.

Ag (% Atomica)
Dur-nSiO2-AgNPs C Dur-nSiO2-AgNPs NC
Spettro 2 1,36 1,89
Spettro 3 1,01 1,37
Spettro 4 0,95 1,92
Spettro 5 1,09 1,14

Figura 25: immagine FESEM associata all’analisi EDS dei rivestimenti funzionalizzati con nSiO,-
AgNPs non centrifugate. Gli spettri EDS sono stati ottenuti dai riquadri e dalle croci rosse.

Confrontando questi risultati con il lavoro di Luceri et al., il valor medio della quantita di

argento contenuta nei rivestimenti ottenuti con la tecnica del co-sputtering ¢ paragonabile ai

valori ottenuti durante questo studio [96]. Nonostante ci0, la deviazione standard risulta piu

alta. Questa differenza potrebbe derivare dal fatto che il rivestimento depositato tramite co-
sputtering si distribuisce in modo piu uniforme ed omogeneo.

5.2.2 Analisi strutturale

La Fig.26 mostra i risultati dell’analisi dei rivestimenti funzionalizzati con le sole nSiO»

e con le SiO>-AgNPs centrifugate e non centrifugate. Sono chiaramente visibili tutti i picchi di

Bragg relativi alla presenza di argento metallico nel campione, mentre, coerentemente con la
sua struttura, sono assenti nello spettro del rivestimento Dur-nSiO».
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Figura 26: Spettro XRD dei rivestimenti Dur-nSiO» (curva verde), Dur-nSiO,-AgNPs centrifugate
(curva blu) e Dur-nSiO,-AgNPs non centrifugate (curva arancione).

La sintesi dei rivestimenti non altera le proprieta delle nSiO»-AgNPs; piuttosto, le incorpora
senza apportare modifiche o danni alle AgNPs. Il processo di rivestimento non compromette le
caratteristiche essenziali delle nanoparticelle d’argento, consentendo alle stesse di mantenere le
loro proprieta cristalline e funzionali, importanti per garantire I’efficacia antimicrobica che
conferiscono al coating.

5.2.3 Test Antibatterici

In linea con 1 test antibatterici condotti sulle nanopolveri, sono stati preparati due gruppi
di campioni per i rivestimenti. Un vetrino ¢ stato rivestito con uno strato di silice funzionalizzata
con nSiO2-AgNPs centrifugate, mentre su un altro vetrino ¢ stato depositato un rivestimento di
silice funzionalizzato con nSiO2-AgNPs non centrifugate. Come campione di controllo, € stato
utilizzato un vetrino rivestito da un coating di silice funzionalizzata con nSiO». Si ¢ prestato
attenzione a posizionare solo la parte di substrato rivestito a contatto con la piastra di S.
epidermidis.

Figura 27: risultati del Test dell’alone Antibatterico dopo 24 h di incubazione a 37 °C per i rivestimenti
(a) Dur-nSiO,, (b) Dur-nSiO,-AgNPs non centrifugate, (¢) Dur-nSiO,-AgNPs centrifugate.

Dopo 24 h di incubazione a 37°C, non ¢ stato riscontrato nessun effetto antibatterico nei
rivestimenti (Fig.27). Le colonie batteriche sono cresciute allo stesso modo sulla superfice di
tutti e tre 1 campioni.
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Figura 28: risultati del Test dell’alone Antibatterico dopo 48 h di incubazione a 37°C per i rivestimenti
(a) Dur-nSiOz, (b) Dur-nSiO,-AgNPs non centrifugate, (c) Dur-nSiO,-AgNPs centrifugate.

Anche dopo 48 h di incubazione, la situazione ¢ medesima e non si ¢ formato alcun alone di
inibizione attorno ai campioni contenenti AgNPs (Fig.28).

A differenza delle nSiO>-AgNPs, le proprieta antibatteriche non sono state mantenute una volta
che sono state miscelate con il precursore polimerico della silice. Questo potrebbe essere dovuto
ad una quantita di argento presente nei rivestimenti troppo bassa per contrastare la crescita dei
batteri o al fatto che gli ioni argento rilasciati dal rivestimento non riescono a diffondere nella
matrice e raggiungere la superfice dello stesso. La matrice di polisilazano-silice, pur avendo
proprieta meccaniche e di barriera molto elevate, ¢ densa e priva di porosita, il che significa che
le AgNPs sono ben protette, ma il rilascio di ioni € prevalentemente confinato all’interno della
matrice in cui sono incapsulate.

Per determinare quale delle due ipotesi sia piu verosimile, € necessario condurre ulteriori test.
Un approccio utile per indagare se il rivestimento rilascia ioni argento ¢ il test di rilascio ionico
in acqua. Se il rilascio di ioni in soluzione fosse trascurabile, si pud considerare 1’opzione di
aumentare la porosita della matrice del rivestimento attraverso un trattamento di curing ad alta
temperatura e quindi ripetere i test antibatterici. Tuttavia, se il processo di curing rendesse 1
rivestimenti antibatterici, sarebbe necessario considerare che i coating potrebbero essere
depositati solo su materiali in grado di resistere a elevate temperature. Questo potrebbe limitare
i vantaggi del rivestimento legati alla sua sintesi ¢ alla sua deposizione (si lavora a temperatura
ambiente, pressione atmosferica e senza utilizzare una specifica strumentazione come nel caso
del co-sputtering e dell’electrospinning). Un ulteriore modifica superficiale, nel caso in cui il
trattamento di curing avesse successo, potrebbe essere ottenuta localmente tramite 1’utilizzo di
un laser che riscaldi il campione solo in piccole aree senza penetrare in profondita.
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6 Conclusioni e Sviluppi Futuri

In questo lavoro di tesi ¢ stato sviluppato un rivestimento composito a partire da un polimero
pre-ceramico funzionalizzato con nanoparticelle inorganiche, per potenziali applicazioni
antibatteriche. Il rivestimento di silice ¢ stato ottenuto a partire dal Durazane 1800, un
polisilazano organico, nel quale sono state disperse delle nanoparticelle di silice decorate con
nanoparticelle di argento (nSiO2-AgNPs).

La prima parte del lavoro ¢ stata dedicata alla sintesi delle nSiO2-AgNPs. La nanosilice ¢ stata
ottenuta attraverso un processo sol-gel in ambiente basico, utilizzando il tetraetile ortosilicato
(TEOS) come precursore, NH«OH come catalizzatore, ed etanolo e acqua bidistillata come
solventi. Successivamente, la soluzione di nSiO, ¢ stata miscelata con il nitrato di argento
(AgNO:s), che, dopo 1 trattamenti termici, si ¢ decomposto sulla superfice delle nanoparticelle
di silice. Le nSiO2-AgNPs, alla fine del processo si presentano sotto forma di nanopolveri di
colore marrone. Durante la sintesi delle nSiO2-AgNPs sono stati impiegati due protocolli
distinti. L’obiettivo era verificare se dalla soluzione di nSiO; e AgNOj3, sottoposta a passaggi in
centrifuga, fosse possibile ottenere delle nanoparticelle decorate con una maggiore quantita di
argento e se tali passaggi potessero ridurre 1’aggregazione delle stesse. Le analisi morfologiche
hanno confermato che entrambi i protocolli hanno prodotto delle nSiO> di forma sferica e
discretamente monodisperse, senza una grande differenza di forma e dimensione tra le nSiO»-
AgNPs centrifugate e quelle non centrifugate. Da questo punto di vista, i protocolli sono risultati
indifferenti.

L’analisi composizionale tramite EDS e I’analisi strutturale XRD hanno confermato la presenza
di argento in forma cristallina nelle nanopolveri. In particolare, la quantita di argento nelle
nSi0>-AgNPs non centrifugate risultava quasi il doppio rispetto a quella presente nelle nSiO»-
AgNPs centrifugate. Questo differenza puo essere attribuita al fatto che nel protocollo delle
nSi02-AgNPs centrifugate, parte del nitrato d’argento disciolto in soluzione ¢ stato rimosso
insieme al surnatante.

Inoltre, il test dell’alone ha evidenziato il potere antibatterico delle nanopolveri contro il ceppo
batterico dello S. epidermidis.

Nella seconda fase dello studio, si € proceduto con la sintesi dei rivestimenti funzionalizzati
con nSiO2-AgNPs. Il processo di sintesi si effettua attraverso la semplice miscelazione del
precursore della silice, il Durazane 1800, con il 33% in peso delle nanopolveri. La
trasformazione del polisilazano in silice ¢ avvenuta all’aria, sotto cappa, a temperatura ambiente
e a pressione atmosferica.

I1 sottile rivestimento ¢ stato applicato su un substrato di vetro soda-lime utilizzando una pipetta
Pasteur, senza bisogno dell’utilizzo di particolari macchinari o di una specifica strumentazione
per la deposizione del coating.

L’analisi microscopica dei rivestimenti ha mostrato che le nSiO,-AgNPs sono state incapsulate
nella matrice polimerica senza subire danni significativi, tranne un aumento di diametro. La
presenza di AgNPs ¢ stata nuovamente confermata dall’analisi composizionale dei rivestimenti.
Le differenze in termini di quantitda di argento persistono anche nei rivestimenti quando
funzionalizzati con nSiO;-AgNPs centrifugate rispetto a quelli funzionalizzati con nSiO»-
AgNPs non centrifugate.

46



I risultati dei test antibatterici condotti sui rivestimenti hanno evidenziato che I’effetto
battericida, precedentemente osservato nelle nanopolveri, € stato perduto una volta che queste
sono state incapsulate nella matrice di silice. Questo fenomeno potrebbe essere attribuito alla
natura intrinseca del coating polimerico. Da un lato, il rivestimento di silice protegge le nSiO»-
AgNPs dall’ambiente esterno, ma, dall’altro, essendo poco poroso e molto denso, gli ioni
argento rilasciati dalle nanoparticelle non riescono a diffondere fino alla superficie a contatto
con la piastra di S. Epidermidis.

Tuttavia, ci sono sicuramente dei vantaggi legati all’utilizzo di questi rivestimenti,
principalmente legati al fatto che le condizioni di reazioni sono molto semplici da ottenere e
replicare (temperatura ambiente, pressione atmosferica ecc.). Questo tipo di coating puo essere
depositato su una vasta gamma di substrati.

Un aspetto da migliorare riguarda la fase di miscelazione del Durazane 1800 con le nanopolveri.
Potrebbe essere utile automatizzare il processo utilizzando dei miscelatori automatici
disponibili in commercio. La stessa considerazione puo essere fatta sulla fase di deposizione,
poiché non permette una distribuzione omogenea del coating sul substrato.

Per chiarire I’assenza dell’effetto antibatterico sono necessari ulteriori studi. Ad esempio, un
possibile approccio potrebbe essere il test di rilascio ionico, per valutare quanto argento riesca
a diffondere attraverso la matrice del rivestimento. Inoltre, si potrebbero ripetere i test
antibatterici dopo aver tentato di aumentare la porosita del coating attraverso un trattamento di
curing ad alta temperatura. Tuttavia, va considerato che cio potrebbe limitare 1’utilizzo di
substrati che non possono resistere a trattamenti termici. Infine, si potrebbe pensare di
aumentare la porosita del rivestimento mediante ’utilizzo di un laser, in grado di riscaldare
piccole aree della superficie senza raggiungere temperature elevate vicino al substrato su cui ¢
stato depositato il rivestimento.
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