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Sommario

Le contaminazioni batteriche continuano a rappresentare una sfida importante per la salute pubblica,
sia per la resistenza agli antibiotici identificata dall'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS)
come una delle maggiori minacce globali, sia per la rapida diffusione di malattie e infezioni dovute
alla presenza dei batteri.

In questo scenario i nanomateriali sono una strategia innovativa e promettente per contrastare batteri,
virus e funghi. Tra questi, le nanoparticelle di argento (AgNPs) sono particolarmente interessanti per
il loro elevato potenziale antibatterico. Le AgNPs agiscono interagendo con le membrane cellulari
dei batteri, compromettendone l'integrita e inibendo funzioni cellulari fondamentali come la sintesi
proteica e la replicazione del DNA.

L'obiettivo principale di questo studio di tesi ¢ stato lo sviluppo e la caratterizzazione di un
rivestimento composito con proprieta antibatteriche, basato su un precursore polimerico della silice,
il Durazane 1800, funzionalizzato con nanoparticelle di silice (nSi02) decorate con nanoparticelle di
argento (AgNPs). Il Durazane 1800 ¢ stato scelto per le sue eccellenti caratteristiche di adesione e la
capacita di formare strutture porose stabili alle alte temperature, essenziali per ottimizzare la
funzionalita del rivestimento.

Il lavoro iniziale si ¢ concentrato sulla realizzazione del rivestimento composito, disperdendo le
nanopolveri di nSiO2-AgNPs, precedentemente sintetizzate presso il laboratorio GLANCE,
all'interno della matrice polimerica di Durazane 1800. Dopo appropriati trattamenti termici, sono stati
ottenuti rivestimenti con diverse proprieta. Successivamente, sono state testate varie condizioni di
preparazione e deposizione dei coating su differenti substrati, studiandone le caratteristiche attraverso
tecniche di analisi morfologica, composizionale e prove di attivita antibatterica.

I risultati dei test iniziali hanno evidenziato che, nonostante la buona dispersione delle nanoparticelle
all'interno della matrice, la struttura densa del rivestimento non garantiva un’esposizione efficace
delle AgNPs verso I’esterno, inibendo 1’effetto antibatterico dovuto sia alle nanoparticelle stesse che
agli ioni argento che solitamente vengono rilasciati.

Alla luce di queste osservazioni, la seconda parte del lavoro di tesi si € orientata verso la valutazione
di un nuovo approccio, combinando il Durazane 1800 con il polivinilpirrolidone (PVP), il quale ¢
stato utilizzato come "filler sacrificale", al fine di migliorare la porosita del rivestimento e favorire
una distribuzione piu efficace delle nSiO2-AgNPs. I risultati preliminari hanno indicato che i1
rivestimenti a base di Durazane 1800 ¢ PVP presentano una maggiore porosita ¢ una migliore
esposizione delle nanoparticelle di argento, per generare un effetto antibatterico.

Lo studio ha evidenziato che l'integrazione di nanoparticelle d'argento all'interno di matrici
polimeriche, come il Durazane 1800, costituisce un approccio promettente per lo sviluppo di
rivestimenti con proprietd antibatteriche. Tuttavia, sono necessari ulteriori approfondimenti per
analizzare con precisione la composizione dei rivestimenti, al fine di ottimizzare l'efficacia
antibatterica desiderata. Sara inoltre fondamentale identificare le caratteristiche strutturali piu idonee
a facilitare la diffusione degli ioni d'argento all'interno della matrice polimerica in cui sono dispersi.



Abstract

Bacterial contamination remains a major public health challenge, due both to antibiotic resistance
identified by the World Health Organization (WHO) as one of the greatest global threats and to the
rapid spread of diseases and infections associated with bacterial presence. In this context,
nanomaterials represent an innovative and promising strategy to counteract bacteria, viruses, and
fungi. Among these, silver nanoparticles (AgNPs) are important because of their high antibacterial
potential. AgNPs function by interacting with bacterial cell membranes, compromising their integrity
and inhibiting essential cellular functions such as protein synthesis and DNA replication.

The main objective of this thesis is the development and characterization of an antibacterial composite
coating based on a silica polymer precursor, Durazane 1800, functionalized with silica nanoparticles
(nSi02) decorated with silver nanoparticles (AgNPs). Durazane 1800 was selected for its excellent
adhesion properties and its capacity to form stable porous structures at high temperatures, essential
for optimizing coating functionality.

The initial work was focused on creating the composite coating by dispersing nSiO2-AgNP
nanopowders, previously synthesized at the GLANCE laboratory, into the Durazane 1800 polymer
matrix. After suitable thermal treatments, coatings with different properties were obtained. Various
preparation and deposition conditions of the coatings on different substrates were subsequently tested,
and their characteristics were studied through morphological and compositional analyses, as well as
antibacterial activity testing.

Initial test results indicated that, despite good dispersion of the nanoparticles within the matrix, the
dense structure of the coating did not ensure effective exposure of AgNPs to the surface, thus limiting
the antibacterial effect typically associated with the nanoparticles and the silver ions they usually
release.

As a result of these observations, the second part of the thesis focused on exploring a new approach
by combining Durazane 1800 with polyvinylpyrrolidone (PVP), which was used as a “sacrificial
filler” to improve coating porosity and promote a more effective distribution of nSi02-AgNPs.
Preliminary results indicated that Durazane 1800 and PVP-based coatings exhibit increased porosity
and better silver nanoparticle exposure, leading to an enhanced antibacterial effect.

The study demonstrated that integrating silver nanoparticles within polymer matrices, such as
Durazane 1800, represents a promising approach for developing coatings with antibacterial
properties. However, further studies are needed to precisely analyze coating composition to optimize
the desired antibacterial efficacy. Additionally, it will be crucial to identify the most suitable structural
characteristics to facilitate the diffusion of silver ions within the polymer matrix in which they are
dispersed.



Parole chiave

NC
Non centrifugate

PVP
Polivinilpirrolidone

TT
Trattamento termico

RPM/RPS
Giri al minuto/Giri al secondo
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1 Le contaminazioni batteriche: il problema della resistenza agli
antibiotici

La scoperta della penicillina nel 1928 ha segnato un importante progresso nella salute globale;
tuttavia, negli ultimi decenni la resistenza antimicrobica (AMR) ¢ diventata una preoccupazione
crescente. [ batteri hanno sviluppato delle resistenze agli antibiotici, rendendo le infezioni piu difficili
da trattare [1], [2]. Cid comporta una maggior preoccupazione per la salute pubblica, comportando
un possibile aumento in termini di malattie infettive e mortalita [2].

La resistenza agli antibiotici ¢ un fenomeno naturale, ma il suo ritmo ¢ accelerato dall’uso eccessivo
e scorretto di questi farmaci; inoltre la globalizzazione e l'incremento dei viaggi intercontinentali
hanno contribuito alla diffusione di agenti patogeni resistenti ai farmaci [3]. Le infezioni causate da
questi microrganismi rendono le malattie piu durature, con un aumento della mortalita, in particolare
tra gli anziani, prolungando le degenze ospedaliere e comportando un significativo aumento dei costi
sanitari € un impatto economico negativo dovuto alla ridotta produttivita dei pazienti e degli animali

[4].

Tra 112000 e 112010 si ¢ registrato un incremento del consumo globale di antibiotici, pari a circa 40%;
questo valore ha raggiunto il 65% nel 2015 [1]. Un altro dato preoccupante riguarda [’uso di
antibiotici negli allevamenti di bestiame, si stima che sia stati impiegati circa 60 mila tonnellate di
antibiotici a livello mondiale.

L'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) sostiene che la resistenza gli antibiotici da parte di
batteri, virus e funghi (cosiddetti superbugs), sia tra le dieci principali minacce globali alla salute [5].

I batteri sono organismi complessi, con una straordinaria capacita di trasferire e acquisire DNA.
Esistono due categorie principali di resistenza: naturale e acquisita [6], [7]. La resistenza naturale ¢
tipica di ceppi batterici che sono resistenti a specifiche classi di antibiotici.

La resistenza acquisita ¢ piu complessa: si sviluppa tramite il trasferimento genico che puo essere
verticale o orizzontale. Nel trasferimento verticale le mutazioni nel DNA batterico vengono trasmesse
alle cellule figlie durante la replicazione (come mostrato in Fig./) [7].

Il trasferimento orizzontale, invece, si compone di tre fasi: trasformazione (assorbimento del DNA
dall’ambiente esterno), trasduzione (trasferimento del DNA tramite infezione virale) e coniugazione
(scambio diretto di DNA tra batteri) [8]. Questo processo consente il trasferimento di geni batterici
molto resistenti.

Mutation Vertical Transmission Horizontal Transmission
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Figura 1: Meccanismi di trasferimento genico verticale e orizzontale [9].



Diversi studi clinici hanno dimostrato che le sole terapie antibiotiche e antimicrobiche non sono
sempre state sufficienti a eliminare infezioni batteriche, associate alla formazione di biofilm [10]. I
batteri, appunto, sono in grado di formare una matrice tridimensionale, chiamata biofilm batterico,
espellendo sostanze polimeriche che si legano alla superficie. Questa matrice raggiunge nel tempo
una massa critica, innescando una reazione infiammatroia [11].

La formazione del biofilm avviene in 4 fasi (Fig.2): attaccamentp reversibile, attaccamento
irreversibile, crescita e differenziazione, disseminazione [12]. Un punto di forza del biofilm batterico,
¢ che 1 batteri sono protetti dall’attacco delle cellule del sistema immunitario dell’ospite, mantenendo
attiva la reazione inflammatoria [13], [14].
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Figura 2: Fasi della formazione del biofilm batterico [15].

La composizione del biofilm e le capacita comuicative [16] di alcuni ceppi batterici rappresentano
una sfida nella lotta contro le infezioni, soprattutto nei pazienti ospedalizzati [2].

Tra gli agenti patogeni piu rilevanti nel gruppo delle infezioni croniche vi sono lo Staphylococcus
aureus, la Klebsiella pneumoniae e 1'Escherichia coli.

Lo Staphylococcus aureus ¢ un batterio Gram-positivo che pud causare infezioni lievi fino a
potenzialmente letali. Le infezioni dovute a questo batterio possono interessare pelle, tessuti molli,
oltre a causare endocarditi e infezioni polmonari [17]. L’OMS segnala che la resistenza agli antibiotici
da parte del S. aureus ¢ una minaccia per la salute globale [4], e per infezioni acquisite in ambito
ospedaliero [18], le quali diventano molto difficili da trattare.

A causa di quanto detto si genera un meccanismo di reazione a catena in cui, per contrastare le
infezioni, si usano diverse classi di antibiotici, favorendo la comparsa di nuove varianti resistenti [ 19].

Il Klebsiella pneumoniae ¢ un batterio Gram-negativo ed ¢ responsabile di infezioni nel tratto
urinario, polmonite, ascessi epatici, infezioni post-operatorie e setticemia, specialmente nei pazienti
con sistema immunitario compromesso [20]. A differenza di altri batteri, il K/ebsiella non si trasmette
per via aerea, ma tramite contatto diretto tra le persone [21]. Anche questo batterio ¢ un pericolo per
gli ambienti ospedalieri poiché ha sviluppato una importante resistenza agli antibiotici.

L’ Escherichia coli ¢ uno dei batteri piu diffusi nel tratto gastrointesinale sia umano sia animale, dove
vive in simbiosi con ’ospite e provoca diverse varieta di infezioni. E’ responsabile, inoltre, di circa
1’80% delle infezioni del tratto urinario [22]. A differenza di altri batteri patogeni, I’E. coli ¢
ampiamente utilizzato in ricerca scientifica per via della sua facilita di manipolazione e per la sua
capacita di proliferare sia in condizioni aerobiche che anaerobiche [22].



Sono stati intrapresi studi volti a sviluppare nuovi materiali e agenti antibatterici per combattere gli
agenti patogeni. Tra le tecnologie piu promettenti figurano i nanomateriali, agenti di dimensione
nanometrica che si sono dimostrati efficaci contro batteri, virus e funghi, grazie alle loro dimensioni
comparabili alle strutture intracellulari batteriche. Negli ultimi anni i nanomateriali hanno trovato
ampio impiego medico: rispetto agli antibiotici tradizionali generano meno resistenza antimicrobica.

In questo scenario le nanoparticelle d'argento (AgNPs) sembrano essere la soluzione piu innovativa
per le loro spiccate proprieta antibatteriche [23]. Inoltre, le AgNPs possono essere combinate con
nanomateriali a base polimerica, che permettono lo sviluppo di diversi prodotti terapeutici grazie alla
loro eccellente biocompatibilita e biodegradabilita [24].



2 Le Nanoparticelle d’Argento

Rispetto ai materiali su scala macroscopica, 1 nanomateriali stanno acquisendo sempre piu rilevanza
grazie alle loro caratteristiche e proprieta uniche, rendendoli nuove strategie promettenti sia contro i
virus che contro 1 batteri. In particolare, le nanoparticelle d'argento (AgNPs) hanno recentemente
dimostrato di essere efficaci contro un'ampia varieta di virus, oltre ad avere un potente effetto
antibatterico, gia noto da tempo [25].

2.1 Proprieta antibatteriche e Meccanismi d’azione

Lattivita antimicrobica di una sostanza si riferisce alla sua capacita di eliminare in modo permanente
un agente patogeno e alternane la sua struttura morfologica [25]. L’argento metallico reagisce
facilmente con biomolecole caricate negativamente, come le proteine della membrana cellulare e le
basi del DNA. Di conseguenza, le AgNPs ostacolano la crescita dei batteri attraverso diversi
meccanismi (Fig.3), questo fenomeno ¢ dovuto al rilascio costante di ioni argento da parte delle
nanoparticelle [26]
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Figura 3: Meccanismi con cui agiscono le NPs sui biofilm batterici [27].

I principali effetti delle AgNPs sui batteri sono i seguenti:

e Interazione con la membrana cellulare:
Gli 1oni argento si legano facilmente alla parete e alla membrana citoplasmatica tramite
interazioni elettrostatiche [26], [28], [29]. Si diffondono nella parete cellulare e nemodificano
la struttura a causa delle loro dimensioni ridotte, portando alla denaturazione della membrana
e alla conseguente lisi cellulare [30].

o Effetti sulla duplicazione del DNA:



Gli ioni argento interagiscono con macromolecole biologiche, come enzimi e DNA,
generando radicali libero o scariche di elettroni [26] Una volta assorbiti dalle cellule
batteriche, questi inducono la formazione di specie reattive dell'ossigeno, che interferiscono
con gli enzimi respiratori creando uno stress ossidativo. Inoltre, interagendo con zolfo e
fosfato, componenti cruciali del DNA, possono compromettere la replicazione del DNA e la
riproduzione cellulare [26].

e Inibizione della sintesi proteica:

Gli 1oni argento impediscono la sintesi proteica denaturando il ribosoma, causando un
malfunzionamento delle proteine e delle strutture cellulari batteriche [31], [32].

e (Coinvolgimento nella trasduzione del segnale batterico:

Le AgNPs possono anche interferire con la trasduzione del segnale batterico, portando
all'apoptosi e all'interruzione della moltiplicazione cellulare [26], [33], [27].

Uno studio condotto da Noronha et al. ha evidenziato I’importanza dell’assorbimento delle
nanoparticelle d’argento per sfruttarne appieno il potenziale antibatterico [34] . Risulta che I’efficacia
delle AgNPs sia maggiore contro i batteri Gram-negativi rispetto ai Gram-positivi [35], [36].
Nei Gram-negativi la parete cellulare presenta uno strato sottile di peptidoglicani e un doppio strato
di lipopolisaccaridi (LPS), mentre i Gram-positivi presentano uno strato spesso di peptidoglicani e
uno strato sottile di LPS, il quale rende piu difficile la penetrazione delle nanoparticelle [36].

L'efficacia delle AgNPs ¢ stata confermata su batteri con resistenza a piu farmaci (multidrug
resistance, MDR), come E. coli, Salmonella typhimurium, S. epidermidis, S. aureus e Pseudomonas
aeruginosa [37]. Taraszkiewicz et al. ha esaminato 1'azione delle AgNPs contro P. aeruginosa, S.
epidermidis ed E. coli, riscontrando un'attivita antibatterica significativa, con un effetto maggiore su
E. coli [38].

La dimensione delle AgNPs, che varia da 1 a 100 nm, permette loro di penetrare facilmente all'interno
dei batteri [39], [40], [41], [42]. Questa ridotta dimensione conferisce alle nanoparticelle
caratteristiche uniche, come un elevato rapporto superficie-volume.

La forma delle nanoparticelle gioca un ruolo importante: variazioni nella loro morfologia possono
influenzare 1'efficacia antibatterica [43], [44], [45], [46].

Burda et al. hanno dimostrato che le nanoparticelle di dimensioni piu piccole, in particolare quelle
sferiche o a bastoncello, penetrano piu facilmente nei batteri [47]. Ulteriori studi al microscopio
elettronico hanno osservato che la distruzione della membrana di E. coli varia in base alla forma delle
AgNPs utilizzate [37].

Questa differenza ¢ dovuta alla variazione dell'area superficiale, che influenza il rilascio di ioni
argento.

In conclusione, le AgNPs rappresentano una promettente soluzione contro i patogeni, ma la loro
efficacia dipende dalle specifiche interazioni con le strutture cellulari dei batteri.

Indipendentemente dalla forma o dall’interazione, le nanoparticelle agiscono direttamente nella
distruzione del biofilm batterico, la principale barriera difensiva dei batteri. Ricapitolando: il biofilm
¢ un ambiente chimico-fisico complesso, caratterizzato da numerose molecole polimeriche con
specifiche cariche elettriche [48]. E’ una matrice tridimensionale nella quale si trovano componenti
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come acido uronico, piruvato legato a ioni metallici, acido carbossilico, fosfato e solfato; tutti questi
componenti conferiscono al biofilm una carica prevalentemente negativa [49], [50]. I batteri presenti
nel biofilm tendono a essere piu resistenti ai trattamenti antibatterici e alle difese immunitarie
dell’ospite [51].

Esistono due approcci per contrastare i biofilm: prevenire 1’adesione del biofilm (strategia passiva);
utilizzare trattamenti antimicrobici (strategia attiva). Le NPs interagiscono con il bersaglio in tre fasi
(Fig.4):

1. Migrazione delle particelle vicino al biofilm;
2. Adesione alla superficie del biofilm;
3. Penetrazione all'interno del biofilm.

Electrostatic
interaction
with surface  Migration of

molecule nanoparticles

Biotic or abiotic surface

Figura 4: Interazioni fisico-chimiche tra le nanoparticelle e il biofilm [27].

Tra le interazioni che avvengono tra le Nps e il biofilm, quelle elettrostatiche sono particolarmente
rilevanti: la carica negativa della matrice batterica interagisce con gli ioni metallici carichi
positivamente [52], [53]. Successivamente all’adesione alla superficie, avviene la penetrazione delle
NPs all’interno del biofilm tramite diffusione [54], [55].

Un’ulteriore funzione delle AgNPs ¢ che impediscono I’interazione tra virus e cellule, interferendo
temporaneamente con i recettori virali legandosi ad essi, e impedendone 1’ingresso nella cellula [56].
Tuttavia, affinch¢ questo meccanisco funzioni, vi deve essere una cospiscua presenza di
nanoparticelle sulla superficie cellulare, questo fenomeno potrebbe portare ad effetti tossici
indesiderati [25].
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2.2 Applicazioni delle AgNPs

Le nanoparticelle d’argento si sono diffuse in vari settori, grazie alle loro capacita antibatteriche e al
loro potenziale nell’impedire le infezioni. Trovano spazio nell’industria alimentare, nel settore tessile,
nel trattamento di acqua e aria, nella produzione di dispositivi di protezione individuale e, in
particolare, nel campo biomedico.

In ambito biomedico e sanitario, i risultati ottenuti derivano prevalentemente da studi in vitro; la
mancanza di test in vivo e studi clinici approfonditi limitano il loro uso terapeutico.

Di seguito sono elemcate le principali applicazioni delle Nanoparticelle d’Argento (Fig.5):

Therapeutic use
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Figura 5: Potenziali applicazioni delle AgNPs [57].

>

e Protezione antimicrobica su superfici e materiali in ambienti sanitari

Alcuni batteri e virus possono essere trasmessi attraverso il contatto con superfici contaminate, ¢
dunque importante lo sviluppo di superfici auto-decontaminanti, antibatteriche e antivirali. Jan Hodek
et al. Hanno testato dei rivestimenti protettivi mediante 1’utilizzo delle AgNPs contro diversi virus e
ceppi di batteri [58]. I coating sono stati depositati su substrati come vetro e poli-metilmetacrilato
(PMMA). E’ stato osservato che il rivestimento presentava una attivita virucida e antibatterica.

In un’altra ricerda di Li et al. le AgNPs, sintetizzate da nitrato d’argento e biossido di titanio (TiO»),
sono state utilizzate per rivestire maschere facciali [59]. Quando quest’ultime sono esposte ai ceppi
batterici di E. coli e S. aureus, viene inibita la crescita delle colonie.

Questi risultati dimostrano il potenziale delle AgNPs per fornine protezione antimicrobica su superfici
e materiali in ambienti sanitari.

e Purificazione e filtrazione delle acque

Un'altra possibile applicazione ¢ quella nel trattamento delle acque. Per quanto riguarda la
purificazione e la filtrazione, ¢ sempre stato essenziale garantire che l'acqua sia limpida e potabile.
Durante 1 controlli di routine sulla qualita dell'acqua presente nei bacini o serbatoi idrici, puo
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succedere che vengano rilevati batteri come enterococchi, Escherichia coli e batteri coliformi [60].
Numerosi studi hanno utilizzato AgNPs in combinazione con altri materiali specifici per creare
sistemi innovativi che possiedono un effetto antibatterico senza alterare le proprieta fisiche e chimiche
dell'acqua. Queste applicazioni potrebbero avere un impatto significativo sulla salute umana, poiché,
riducendo al minimo il rilascio delle nanoparticelle, permetterebbero di ottenere acqua pura e
disinfettata con metodi che non contaminano né inquinano I'ambiente. Uno studio di Lukhele et al.
ha testato la capacita delle AgNPs di eliminare i batteri presenti nell’acqua potabile contaminata[60].
I risultati hanno chiaramente dimostrato che questa modifica del polimero conferisce al sistema
proprieta antibatteriche, risultando efficace contro il batterio E. coli.

e Filtrazione dell’aria

Virus, batteri e funghi possono rimanere nell’aria per lungo tempo ed essere trasmessi tramite
inalazioni.

La qualita dell'aria interna necessita di un controllo e miglioramento piu rigorosi per prevenire
numerosi problemi di salute. Sebbene siano stati creati diversi dispositivi per la filtrazione dell'aria,
¢ essenziale controllare la proliferazione dei microrganismi in certe condizioni.

A tal fine, Luceri et al.[6]] hanno progettato un rivestimento composito di nanocluster d'argento
(AgNPs) incapsulate in una matrice di silice, il quale ¢ stato applicato mediante una tecnica di co-
sputtering su substrati di fibra di vetro e polimeri. Lo scopo era valutare le proprieta antibatteriche e
antivirali.

I test preliminari sulla composizione e la morfologia hanno rivelato una distribuzione uniforme del
rivestimento sulle superfici dei filtri. Diversi test antibatterici hanno confermato un'efficace azione
sia con metodi qualitativi che quantitativi contro S. epidermidis ed E. coli.
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Figura 6: Valutazione antibatterica su coating di nanocluster di argento/silice su filtro per
depurazione dell aria [61].

e Industria tessile

Nel contesto dell'industria tessile, la maggiore richiesta di tessuti antivirali e antibatterici proviene
principalmente dal settore sanitario, dove pazienti e operatori sono esposti a un elevato rischio di
infezioni, indipendentemente dalla recente pandemia [62]. I tessuti comunemente utilizzati in
ospedali e cliniche, cosi come quelli a diretto contatto con i pazienti (come bende e dispositivi di
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protezione individuale), possono fungere da veicoli per la trasmissione di vari agenti patogeni.
Generalmente, per conferire proprieta antivirali e antibatteriche ai tessuti attraverso l'uso di
nanoparticelle di argento (AgNPs), si procede con 'aggiunta delle stesse direttamente nella soluzione
polimerica durante la fase di filatura, oppure impregnando il tessuto in una soluzione ricca di
nanoparticelle.

e Industria alimentare

Le nanoparticelle d'argento (AgNPs) vengono comunemente impiegate nell'industria alimentare
integrandole in matrici polimeriche di pellicole o contenitori per alimenti, con 1'obiettivo di ridurre il
rischio di contaminazione da batteri e funghi [63]. Gli imballaggi che sfruttano le nanotecnologie
offrono migliori proprieta fisico-chimiche, minore idrofilia e una biodegradabilita superiore [64]. Un
vantaggio notevole delle AgNPs ¢ la loro facile integrazione in vari materiali, come plastica e tessuti,
oltre alla capacita di mantenere un'efficace azione antibatterica in loco, a differenza degli agenti
antimicrobici tradizionali che possono risultare meno stabili nel tempo [64].

Nello studio di Lu et al. [65] un pigmento composito di ceramica e argento (Ag@ceramic) ¢ stato
preparato rivestendo le polveri di ceramica con argento mediante placcatura elettroless. Questi
pigmenti sono stati incorporati in fogli di carta tramite coating, filling e filling-coating.

Sono stati usati degli spinaci per condurre i test ed ¢ stata valutata la capacita di conservazione dei
fogli di carta. Sono stati utlizzati quattro indicatori per la valutazione: inibizione della crescita di
Staphylococcus aureus ed Escherichia coli, perdita di peso degli spinaci e ritenzione di vitamina C e
clorofilla negli spinaci. Nonostante la carta conservante a base di ceramica non abbia proprieta
antibatteriche, ¢ riuscita a ridurre la perdita di peso negli spinaci e a migliorare la ritenzione di
vitamina C e clorofilla. D'altra parte, la carta conservante antibatterica ha mostrato un'inibizione della
crescita di E. coli e S. aureus superiore al 99%, e grazie alla sua attivita antibatterica aggiuntiva, ha
conservato gli spinaci in modo ancora piu efficace.

Tuttavia, nonostante i benefici offerti dall'uso delle AgNPs, un possibile limite al loro impiego

nell'industria alimentare ¢ rappresentato dalla loro migrazione negli alimenti confezionati, che
comporterebbe potenziali rischi di tossicita [66].
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3  Rivestimenti Compositi con Nanoparticelle d’Argento

Un materiale composito ¢ un materiale eterogeneo, cioe costituito da due o piu fasi con proprieta
fisiche differenti, le cui proprieta sono molto migliori di quelle delle fasi che lo costituiscono [67],
[68].

Alcuni studi hanno evidenziato che, quando 1 nanomateriali sono incapsulati in composti organici
come collagene, gelatina o chitosano, l'attivita antivirale ¢ prolungata nel tempo grazie al rilascio
lento di ioni [69].

I rivestimenti compositi contenenti le AgNPs hanno il vantaggio di isolare le nanoparticelle
dall’ambiente circostante, riducendo i rischi associati alla citotossicita nelle cellule umane. Inoltre,
incapsulare le nanoparticelle in materiali secondari, garantisce un effetto antimicrobico prolungato.
In questo scenario 1 materiali nanocompositi polimerici sono molto adatti, poiché noti per la loro
resistenza meccanica e fisica, la loro biocompatibilita e le proprieta anticorrosive; tutto cio li rende
adatti alla creazione di superfici antibatteriche.

Atay et al. hanno realizzato un rivestimento antibatterico a base polimerica combinando le proprieta
chimico-fisiche e meccaniche dei poliuretani con le capacita antimicrobiche delle nanoparticelle
d'argento (AgNPs) [70]. I rivestimenti sono stati ottenuti partendo da una soluzione di poliuretano a
cui sono state aggiunte AgNPs, sintetizzate precedentemente tramite una reazione di riduzione. E
stato studiato come l'attivita antibatterica dei rivestimenti variava in funzione della concentrazione di
AgNPs nei campioni. Le analisi spettroscopiche hanno evidenziato una significativa presenza di
agglomerati di AgNPs all'interno della matrice dei rivestimenti, con una maggiore aggregazione
correlata a un aumento della concentrazione di nanoparticelle. Nonostante cio, tutti i campioni testati
hanno dimostrato un'efficace attivita antimicrobica contro S. aureus ed E. coli, anche con le
concentrazioni piu basse di AgNPs. La presenza delle nanoparticelle non ha influenzato la fase o la
struttura del polimero. Tuttavia, i test di rilascio ionico hanno mostrato una limitata diffusione delle
AgNPs attraverso la matrice polimerica, suggerendo che I'attivita antibatterica derivi principalmente
dalle nanoparticelle incapsulate vicino alla superficie del rivestimento.

3.1 Polimeri pre-ceramici

I polimeri pre-ceramici sono materiali organici che, se sottoposti a trattamenti termici come la pirolisi,
si trasformano in ceramici. La pirolisi permette di eliminare le componenti volatili, mantenendo una
struttura ceramica stabile e resistente. All’interno di questi polimeri troviamo componenti come
silicio, carbonio, azoto e ossigeno.

In questo lavoro di tesi ¢ stata approfondita una particolare categoria di polimeri pre-ceramici: i
polisilazani. Sono strutturati in catene in cui si alternano unita di silicio e azoto (legame Si-N molto
reattivo) (Fig.7) e fungono da precursori della silice.

Negli ultimi anni sono stati impiegati per la produzione di rivestimenti protettivi a base di silice
amorfa [71] e per la realizzazione di materiali ceramici composti.

Possiedono proprieta di adesione ai substrati (legno, metallo, plastica, vetro e ceramica), resistenza
chimica e termica, durezza.
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Si suddividono in due principali classi: polisilazani inorganici (peridropolisilazani) e polisilazani
organici (organipolisilazani), 1 quali sono oggetto del presente studio.

I polisilazani organici presentano atomi di silicio legati a gruppi idrocarburici, come nel caso del
Durazane (le cui proprieta verranno approfondite nel Capitolo 4), anch'essi fungono da precursori
della silice.
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Figura 7: Struttura chimica dei polisilazani [70].
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Balagna et al. hanno sviluppato un rivestimento composito antibatterico composto da nanocluster di
argento e silice, applicato con successo sul tessuto Vectran™ tramite la tecnica del co-sputtering a
radiofrequenza [72]. Il Vectran™ ¢ una fibra polimerica a cristalli liquidi, utilizzata nei guanti degli
astronauti.

Le nanoparticelle d'argento (AgNPs) sono state inglobate nella matrice di silice e distribuite sulla
superficie delle fibre. Sono stati testati dei cicli di lavaggio ed il rivestimento ha mantenuto le sue
proprieta antibatteriche, prevenendo la proliferazione di batteri come Staphylococcus aureus ed
Escherichia coli, senza alterare le proprieta meccaniche del tessuto. Un test di permeazione cutanea
ha confermato che la quantita di argento che attraversa la pelle ¢ trascurabile per la sicurezza umana,
sia con guanti integri che deteriorati.

Nello studio condotto da Luceri et al. (citato nel Capitolo 2) [61], € stato utilizzato un rivestimento
composto da nanoparticelle d'argento (AgNPs) incapsulate in una matrice polimerica di silice.

Per creare il rivestimento ¢ stata utilizzato la tecnica del co-sputtering: sono stati impiegati due catodi,
uno d'argento e uno di silice, e il coating ¢ stato testato su batteri come Escherichia coli (Gram-
negativo), Staphylococcus epidermidis (Gram-positivo) e sul ceppo umano del Coronavirus OC43
(HCoV-0C43).

Le analisi morfologiche hanno confermato la deposizione uniforme del rivestimento, mentre 1 test di
rilascio ionico, eseguiti su un periodo di 14 giorni, hanno mostrato un rilascio graduale degli ioni
argento. I test dell’alone di inibizione hanno dimostrato 1’efficacia antibatterica del rivestimento.
Inoltre, il meccanismo d'azione delle AgNPs variava in base al substrato: nei filtri in fibra di vetro,
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I’effetto antibatterico e antivirale era dovuto al rilascio di ioni argento, mentre nei filtri polimerici
sembrava agire direttamente contro le cellule virali .

Un altro studio di Balagna et al. ha sperimentato dei rivestimenti compositi antibatterici da applicare
su tessuti di cotone [73]. L’obiettivo di questo studio era mantenere un’attivita antimicrobica dei
tessuti, nonostante i numerosi cicli di lavaggio.

I tessuti sono stati ricoperti da rivestimenti diversi composti da: silice, allumina e matrice di zirconio.
Per incorporare la AgNPs ¢ stata utilizzata la tecnica del co-sputtering.

Dopo 14 giorni, ¢ stato valutato il rilascio di ioni argento ed ¢ risultato minimo; cid nonostante

i rivestimenti hanno continuato a mantenere il loro effetto antibatterico. Questi sono stati testati su
piastre di batteri Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. 1 risultati hanno mostrato che i
rivestimenti erano efficaci nel prevenire 1'adesione e la proliferazione dell’E. coli. Tuttavia, solo i
rivestimenti a base di silice sono stati in grado di inibire la crescita di P. aeruginosa; per ottenere lo
stesso risultato con i coating in zirconia e allumina era necessaria una maggiore quantita di argento.
Inoltre, 1 tessuti rivestiti si sono dimostrati citocompatibili e ben tollerati dalle cellule del derma e
dell’epidermide, come fibroblasti e cheratinociti umani. Questo ¢ stato confermato sia simulando il
rilascio di composti tossici, sia coltivando direttamente le cellule sulla superficie dei materiali.

Questi studi portati avanti dal gruppo di ricerca GLANCE del Dipartimento di Scienza Applicata e
Tecnologia (DISAT), sono la base da cui parte questo progetto di tesi. Lo scopo ¢ sviluppare un
rivestimento composito in termini di sintesi, adattabilitd e antimicrobicita, sfruttando una tecnica
alternativa al co-sputtering e che si possa potenzialmente utilizzare per rivestire qualsiasi substrato.
Per ottenere il rivestimento si partira da un precursore polimerico della silice in cui sono state
inglobate delle nanoparticelle di silice (nSi0O2) decorate con nanoparticelle d’argento (AgNPs).

17



4 Materiali e Metodi

4.1 Nanoparticelle di SiO: decorate con AgNPs

La sintesi delle nanoparticelle di silice funzionalizzate con AgNPs ¢ stata svolta in una precedente
tesi, condotta presso il GLANCE del Dipartimento di Scienza Applicata e Tecnologia (DISAT).
Questo lavoro ¢ stato di fondamentale perché, grazie alla sintesi delle nanopolveri, ¢ stato possibile
sviluppare 1 vari rivestimenti compositi € testarne caratteristiche strutturali e antimicrobiticita[74].

Il primo step consiste nella sintesi delle nanoparticelle di biossido di silicio (nSiO:) utilizza il tetraetil
ortosilicato (TEOS) come precursore della silice, insieme a una soluzione composta da NH+OH (che
funge da catalizzatore e agente gelificante basico), etanolo e acqua bidistillata.

Al termine del processo di sintesi, le nanoparticelle di silice si presentano sotto forma di nanopolveri
e sono caratterizzate da una colorazione bianca (tipica dei ceramici) (Fig.§).

Figura 8: (a) blocco di nSiO2 dopo [’essiccazione in stufa, (b) nanopolveri di SiO2
separate con pestello e mortaio [78].

Il secondo step consiste nel sintetizzare nanoparticelle a base di silice decorate con AgNPs,
incapsulando ’argento a partire dal Nitrato di Argento (AgNO3). Sono stati seguiti due protocolli
distinti: una parte delle polveri ¢ stata sottoposta a centrifugazione in modo da valutare se si potessero
ridurre i fenomeni di aggregazione durante la sintesi e favorire una maggiore quantita di argento sulla
superficie della silice; un’altra parte non ¢ stata sottoposta a centrifugazione per valutarne eventuali
vantaggi o svantaggi.

Il trattamento termico delle polveri ¢ stato il medesimo sia per la parte centrifugata che per quella non
centrifugata. Le polveri sono state poste in stufa a 60°C per 48 ore, questo trattamento serve per far
evaporare completamente il solvente che non ¢ stato rimosso dalla soluzione. Successivamente, le
polveri essiccate, sono state poste all’interno di un contenitore in allumina e lasciate in forno a 700°C
per 200 minuti, con rampa di temperatura di 5°C/min (fase di calcinazione in cui ’AgNO3 si
decompone sulla superficie della nanosilice).
Un indicatore qualitativo dell’avenuta nucleazione delle AgNPs sulla superficie della silice ¢ la
colorazione marrone delle nanopolveri. Cio ¢ causato dal nitrato d’argento che, ad alte temperature,
subisce una decomposizione termica che porta alla formazione di biossido di argento metallico, che
dona questa particolare colorazione (F£ig.9).
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Figura 9: Come si presentano alla vista le nSiO2-AgNPs [78].

In questo progetto di tesi sono state nuovamente sintetizzate le nanopolveri a scopo di utilizzo,
mediante il processo di sintesi illustrato nel lavoro svolto in precedenza dal GLANCE; quanto detto
¢ mostrato in Fig.10b:

( Miscelare separatamente le Soluzioni |
1e?2 x 30 min
!
Versare la Sol 2 nellaSol 1 e x.30 min
i miscelare
+
Aggiungere 1,47 g di AgNO; e x1h
) miscelare
[ TTin Stufa a 60 °C ] x72h
[ TTa 700 *C (5°C/min) ] x2h

| 150, + AGNPs NON CENTRIFUGATE |

Figura 10: (a) come si presentano le nSiO2-AgNPs NC, (b) processo di sintesi delle
nSi02-AgNPs NC.

I risultati dei test portati avanti dal GLANCE mostrano che si ottengono delle nSiO; sferiche e
monodisperse, di diametro compreso tra i 200 e i 300 nm; mentre le AgNPs presentano un diametro
compreso trai20 nm e i 50 nm.

I risultati dei test dell'alone di inibizione indicano che le nanopolveri possiedono un'attivita
antibatterica sufficiente a impedire la crescita dei batteri nelle aree circostanti ai campioni[74].
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4.2 Rivestimenti di silice funzionalizzati da nSiO:-AgNPs

Per ottenere il rivestimento composito si parte da una matrice composta da un polimero preceramico
disponibile in commercio (Durazane 1800), nella quale vengono disperse le nanopolveri di nSiO»-
AgNPs, ottenute in precedenza.

Nel lavoro svolto in precedenza dal GLANCE su tre tipologie di nanopolveri (nSiO2 pura, nSiO2-
AgNPs centrifugate, nSiO2-AgNPs non centrifugate), i test antibatterici hanno dimostrato
I’antimicrobicita di quest’ultime.

Tuttavia la sfida principale ¢ realizzare un coating eterogeneo di nanopolveri e del polimero
preceramico: il Durazane 1800 ¢ stato miscelato alle tre tipologie di nanopolveri, riscontrando un
rivestimento molto spesso € poco poroso, che non fa si che I’argento si distribuisca omogeneamente
sulla superficie del coating, perdendo le porprieta antibatteriche.

A partire da questi risultati, lo scopo di questa tesi ¢ la ricerca e lo sviluppo di un rivestimento
altamente poroso e dotato di proprieta antibatteriche [74].

4.2.1 Durazane 1800

Il Durazane 1800 (Merck KGaA) ¢ un organopolisilazano (OPSZ), una resina di polisilazani organici.
E’ liquida, caratterizzata da bassa viscosita e priva di solventi [75].

E adatto per rivestire diversi tipi di substrati quali metalli, vetri e ceramici; possiede ottime proprieta
di adesione, durezza, idrorepellenza e capacita di formare una barriera.

Il polisilazano, come mostrato in Fig./1, possiede una catena principale composta da silicio ¢ azoto
che si alternano nella catena polimerica, con gruppi laterali di idrogeno, metile (CH3) e vinile
(CH=CHy>).

Il Durazane pud essere miscelato a freddo, con altre resine o composti, senza che si verifichino
reazioni chimiche tra i componenti. La reticolazione del polimero avviene principalmente tramite
reazioni di idrolisi e policondensazione, formando gruppi silanolo. Questa reazione puo avvenire sia
in atmosfera inerte che in presenza di aria.

La pirolisi, che porta alla trasformazione del polimero in un materiale ceramico, avviene a
temperature superiori ai 500°C e il materiale mostra eccellente stabilita ad alte temperature, puo
resistere a picchi di 1000°C. Durante la pirolisi, le componenti organiche vengono rimosse (carbonio,
azoto e idrogeno), lasciando un residuo ceramico.

La reattivita del polisilazano ¢ ridotta dalla presenza di sostituenti organici.

¢¢0H2
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Figura 11: Struttura molecolare del Durazane 1800 [86].
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Figura 12: Durazane commerciale a disposizione in laboratorio [75].

4.2.2 Polivinilpirrolidone (PVP)

Il polivinilpirrolidone (PVP) ¢ un polimero sintetico derivato dalla polimerizzazione della N-
vinilpirrolidone. La sua struttura chimica ¢ costituita da una catena di unita ripetitive di
vinilpirrolidone, caratterizzate da un anello pirrolidonico legato a un gruppo vinilico (-CH=CHz),
conferendo al PVP una notevole versatilita e non tossicita, rendendolo solubile in acqua e in numerosi
solventi organici.

I1 PVP si presenta come una polvere bianca o giallastra, inodore e insapore. Ha eccellenti proprieta
filmogene, adesive, emulsionanti e stabilizzanti. Ha diversi impieghi in ambito di laboratorio: ¢
spesso usato per stabilizzare soluzioni colloidali, come nanoparticelle metalliche (ad esempio oro e
argento), prevenendo l'aggregazione grazie alla sua capacita di formare strati protettivi attorno alle
particelle.

n

Figura 13: Struttura chimica del Polivinilpirrolidone (PVP).
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4.3 Realizzazione dei rivestimenti

La realizzazione dei rivestimenti consiste in un processo di miscelazione. Sono stati eseguiti vari test
per comprendere quale fosse il rivestimento migliore in termini di porosita ed effetto antibatterico,
ottimizzando sia la concentrazione delle nanoparticelle che i parametri di deposizione. A tal fine, sono
stati eseguiti vari test, utilizzando tre reagenti: il Durazane 1800, le nSi02-AgNPs NC e il PVP
(Polivinilpirrolidone).

Il protocollo di sintesi dei rivestimenti ¢ riportato di seguito in 7ab.l, per ciascun test si segue la
seguente procedura:

Tabella I: Protocollo di sintesi dei rivestimenti.

1. Pesatura del Durazane: si prende una eppendorf e si pesa 1g di durazane 1800;

Aggiunta delle nanopolveri: si aggiunge una certa percentuale in peso (%wt) di nanopolveri
al Durazane 1800;
3. Miscelazione: si mescola la soluzione manualmente oppure tramite mixing automatico fino

a raggiungere un certo livello di omogeneita;

4. Deposizione del coating: si deposita la soluzione su un substrato scelto in base all’esigenze
del test;

5. Trattamento termico: si effettua un trattamento termico sul campione mediante asciugatura
a temperatura ambiente, forno da laboratorio oppure stufa da laboratorio;

4.3.1 Rivestimenti di Durazane 1800 e nSiO:-AgNPs

11 protocollo di sintesi € uguale per tutti i test eseguiti e corrisponde a quello descritto in 7ab.1.
Rivestimento n°l Durazane 1800 - nSiO2-AgNPs

E’ stato realizzato un primo rivestimento di Durazane 1800 nel quale vengono disperse le
nanoparticelle di silice decorate con nanoparticelle d’argento NC.

Nella 7ab.1l ¢ possibile osservare la quantita dei reagenti utilizzati durante il processo:

Tabella I1: Reagenti utilizzati nella sintesi del rivestimento.

Nome Composto Quantita Utilizzata
Durazane 1800 lg
nSi02-AgNPs NC 04¢g

Utilizzando una micropipetta Eppendorf, ¢ stato pesato 1 g di Durazane 1800, a cui sono stati aggiunti
0,4 g di nSi02-AgNPs NC, corrispondenti al 40% in peso. La miscela ¢ stata agitata manualmente
per circa 15 minuti, fino al raggiungimento di un certo grado di omogeneita. Al termine della
miscelazione, la soluzione ha assunto una colorazione tendente al marrone scuro/nero.
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Il composto cosi ottenuto ¢ stato applicato, mediante pipetta Pasteur e barretta stendifilm, su tre
substrati differenti: un substrato in allumina (A1203); un substrato in cotone con un rivestimento pit
spesso; € un substrato in cotone "upside-down" (UD), in cui il composto ¢ colato fino alla faccia
opposta del tessuto, formando un rivestimento piu sottile.

I campioni in cotone sono stati lasciati asciugare a temperatura ambiente per circa 48 ore, mentre il
campione in allumina ¢ stato sottoposto a un trattamento termico (TT) in forno a 500°C per 5 minuti,
al fine di stabilizzare il rivestimento e favorire la formazione della struttura porosa.

Rivestimento n°2 Durazane 1800 - nSiO:-AgNPs

Considerando i risultati del primo rivestimento (Capitolo 5), si ¢ progettato un secondo rivestimento
per ottimizzare la distribuzione delle nanoparticelle nella matrice di Durazane 1800: aumentandone
la concentrazione fino al 60%wt e 80%wt, impiegando un mixer automatico per la fase di
miscelazione e introducendo uno spin coating per la fase di deposizione.

Sono state preparate due miscele distinte: una contenente 0,6 g e l'altra 0,8 g di nanoparticelle per
ogni grammo di Durazane 1800.

Nella 7ab.1lI ¢ possibile osservare la quantita dei reagenti utilizzati durante il processo:

Tabella I11: Reagenti utilizzati nella sintesi del rivestimento.

Nome Composto Quantita Utilizzata
Durazane 1800 lg

nSi02-AgNPs NC 0,6 g

nSi02-AgNPs NC 0,8¢g

Le due soluzioni sono state successivamente miscelate tramite un mixer automatico, seguendo il
seguente protocollo:

Prima fase di miscelazione: 2 minuti a 1000 rpm.
Prima fase di defoaming: 2 minuti a 1000 rpm.
Seconda fase di miscelazione: 2 minuti a 1000 rpm.
Seconda fase di defoaming: 30 secondi a 1400 rpm.

Ll S
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Figura 14: Mixer automatico a disposizione in laboratorio.



L'impiego di un mixer automatico, rispetto alla miscelazione manuale, garantisce una migliore
dispersione delle nanoparticelle all'interno della matrice, favorendo cosi una piu efficace
omogeneizzazione della soluzione. Al termine della miscelazione, entrambe le soluzioni hanno
assunto una colorazione marrone scuro/nero.

Le miscele sono state successivamente depositate sui substrati mediante spin coating.

e

Figura 15: Spin coating a disposizione in laboratorio.

La possibilita di utilizzare la tecnica dello spin coating permette di generare dei coating piu omogenei,
con spessore uniforme e una maggiore distribuzione delle nanopolveri nella matrice.

Zhan et al. hanno testato cinque polisilazani commercialmente disponibili, applicati mediante spin
coating su substrati in policarbonato e polimerizzati in condizioni ambientali, ottenendo film
trasparenti, privi di crepe e densi. Tra questi ¢ stato testato proprio il Durazane 1800 trai 500 e i 1500
rpm. A valle degli esperimenti, si sono resi conto che lo spessore dei film polimerici puo essere
controllato attraverso la velocita di spinning [76].
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Figura 16: Spessore del film dei rivestimenti dei polisilazani in funzione della velocita di
spinning.



I substrati impiegati sono dei vetrini da laboratorio che vengono in precedenza puliti tramite bagno
ad ultrasuoni e successivamente posizionati sullo spin coater, dove € stato creato un vuoto al di sotto
del vetrino per garantirne la stabilita. Una goccia della soluzione viene poi depositata sulla superficie
del vetrino tramite pipetta Pasteur.

Per questo test sono state selezionate due diverse velocita di spinning al fine di valutare 1'effetto della
velocita sullo spessore del rivestimento. La soluzione al 60%wt ¢ stata depositata su due vetrini
differenti, sottoposti alle seguenti condizioni di spinning:

e uno a 50 rps per 60 secondi.
e uno a &5 rps per 60 secondi.

Lo stesso procedimento ¢ stato replicato utilizzando la soluzione all'80%wt. Infine 1 campioni
vengono lasciati ad asciugare a temperatura ambiente per circa 72 ore.

Ad una prima analisi visiva i campioni a 50 rps risultano piu concentrati, ovvero le particelle di
argento/silice risultano maggiormente agglomerate nella zona centrale del vetrino. Mentre 1 campioni
a 85 rps risultano piu distribuiti e omogenei rispetto i precedenti.

Rivestimento n°3 Durazane 1800 - nSiO2-AgNPs

Il terzo test si ¢ concentrato ulteriormente sull’ottimizzazione dei parametri dello spin coating per
ottenere rivestimenti ancora piu sottili e uniformi.

Le nanopolveri sono state aggiunte in percentuali del 50%wt e 60%wt rispetto a 1g di Durazane,
corrispondenti rispettivamente a 0,5 g e 0,6g di nanopolveri.

Nella Tab.1V ¢ possibile osservare la quantita dei reagenti utilizzati durante il processo:

Tabella 1V: Reagenti utilizzati nella sintesi del rivestimento.

Nome Composto Quantita Utilizzata
Durazane 1800 lg

nSi02-AgNPs NC 0,5¢g

nSi02-AgNPs NC 0,6 g

L'obiettivo di questo test ¢ ottenere un rivestimento ancora piu sottile, intervenendo sulla modifica
dei parametri dello spin coating. I reagenti sono stati pesati seguendo la medesima procedura
utilizzata nei test precedenti e successivamente miscelati con un mixer automatico, mantenendo gli
stessi parametri operativi impiegati fino a questo momento. Le soluzioni sono state applicate sui
vetrini utilizzando una pipetta Pasteur.

Per questo test sono state selezionate tre diverse velocita di spinning al fine di valutare 1'effetto della
velocita sullo spessore del rivestimento. La soluzione al 50%wt ¢ stata depositata su tre vetrini
differenti, sottoposti alle seguenti condizioni di spinning:

e uno a 120 rps per 5 secondi di rampa e 10 secondi di spinning.
e uno a 180 rps per 5 secondi di rampa e 10 secondi di spinning.
e uno a 200 rps per 5 secondi di rampa e 10 secondi di spinning.
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Lo stesso procedimento ¢ stato replicato utilizzando la soluzione all'60%wt. Infine i campioni
vengono lasciati ad asciugare a temperatura ambiente per circa 72 ore.

4.3.2 Rivestimenti di Durazane 1800 e PVP

Dopo aver realizzato i diversi rivestimenti compositi a base di Durazane 1800 e nSiO2-AgNPs, si ¢
deciso di testare 1'utilizzo di un polimero sintetico: il polivinilpirrolidone (PVP).

La decisione di sviluppare un nuovo rivestimento ¢ stata motivata dai risultati ottenuti dai test sulle
nanoparticelle di silice/argento descritti nel Capitolo 5: il coating non presentava un livello di porosita
sufficiente a garantire un'esposizione efficace delle nanoparticelle di argento in superficie. Pertanto,
l'obiettivo principale dei successivi esperimenti ¢ quello di progettare un rivestimento poroso che
possa fungere da matrice adeguata per l'inserimento e la corretta distribuzione delle nanoparticelle di
silice/argento.

In un lavoro di Konegger et al., ¢ stato sviluppato un rivestimento ceramico combinando una matrice
a base di precursore ceramico di polisilazane (PSZ) con microgranuli di un riempitivo sacrificale
(UHMWPE) [77].

La tecnica del riempitivo sacrificale prevede la miscelazione del polimero preceramico con
microparticelle che vengono successivamente rimosse durante il trattamento termico ad alta
temperatura, generando un rivestimento ceramico poroso.

Questa tecnica risulta particolarmente rilevante per il presente studio, poiché la creazione di un
rivestimento ceramico poroso facilita l'incorporazione delle nanoparticelle di silice/argento,
aumentando le probabilita che il rivestimento finale possieda proprieta antibatteriche.

Come si vede in figura di seguito, i risultati ottenuti da Konegger et al. dimostrano come, a seguito
dell’utilizzo del filler sacrificale, si sia generato un network di pori interconessi:

UHMW-PE: 20 Vol.% 30 Vol.% 40 Vol.%
. * Porosity: 34 % : L ¥

Figura 17: Morfologia della superficie di rivestimento derivato da PSZ/UHMWPE, in
funzione della quantita di riempitivo sacrificale.
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Figura 18: Analisi termica (TG/DTA) di campioni: PSZ/UHMWPE, PSZ reticolato puro,
UHMWPE puro.

Kockzur et al. hanno condotto una simulazione di dinamica molecolare atomistica (MD) su
nanoparticelle di Ag ricoperte con oligomeri di PVP di lunghezze di catena differenti, dimostrando
che il PVP agisce come agente stabilizzante nella sintesi di nanoparticelle metalliche, come agente di
controllo della forma, favorendo la crescita di alcune facce cristalline mentre ne impedisce lo sviluppo
di altre. Lo studio ha inoltre evidenziato che il PVP, quando ¢ da solo, si decompone in aria intorno

ai 400 °C, mentre quando ¢ legato a nanoparticelle di Ag, le temperature di decomposizione variano
tra 200 °C e 400 °C [78].

Partendo dallo studio di Konegger et al., si ¢ deciso di utilizzare il Durazane 1800 come precursore
ceramico e il PVP come filler sacrificale. La scelta si € basata in parte sul confronto delle densita: la
densita del PSZ (1,02 g/cm®) e del Durazane 1800 (0,95-1,05 g/cm®) sono abbastanza simili; cosi
come lo sono le densita del’UHMWPE (0,94 g/cm?) e del PVP (1,04 g/cm?).

Rivestimento n°l Durazane 1800 - PVP

Il primo test ha visto la preparazione di un rivestimento impiegando Durazane 1800 come matrice di
base. Per la sintesi, sono stati utilizzati 1g di Durazane 1800 e 0,3g di PVP, corrispondente a una
concentrazione del 30% in peso rispetto al Durazane 1800.

Il protocollo di sintesi ¢ uguale per tutti i test eseguiti e corrisponde a quello descritto in 7ab. 1.
Nella 7ab.V ¢ possibile osservare la quantita dei reagenti utilizzati durante il processo:

Tabella V: Reagenti utilizzati nella sintesi del rivestimento.

Nome Composto Quantita Utilizzata
Durazane 1800 lg
PVP 03¢

La miscelazione ¢ stata effettutata tramite mixing automatico, seguendo il seguente protocollo:

1. Prima fase di miscelazione: 2 minuti a 1000 rpm.
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2. Prima fase di defoaming: 2 minuti a 1000 rpm.
3. Seconda fase di miscelazione: 2 minuti a 1000 rpm.
4. Seconda fase di defoaming: 30 secondi a 1400 rpm.

La soluzione preparata ¢ stata depositata mediante pipetta su substrati di allumina, 1 quali sono stati
successivamente sottoposti a un trattamento termico in forno a 500°C per una durata di 60 minuti.
Questo ¢ un passaggio cruciale per conferire porosita alla matrice, poiché la decomposizione termica
del polivinilpirrolidone (PVP) genera dei vuoti nella struttura. Al termine del trattamento, ¢ stato
osservato un cambiamento di colore dei campioni, che da bianco ¢ passato a nero carbone. Questo
fenomeno potrebbe essere attribuito alla formazione di residui di decomposizione del PVP durante la
combustione.

Rivestimento n°2 Durazane 1800 - PVP

Dopo i risultati ottenuti con il precedente rivestimento, ¢ emersa la necessita di ridurre la temperatura
del trattamento termico, poiché una temperatura di 500°C sembrava favorire la formazione di cricche
nel materiale.

Per valutare I'effetto di diverse concentrazioni di PVP, ¢ stato sviluppato un secondo test.

In questo caso, sono state preparate quattro soluzioni contenenti rispettivamente il 30%wt, 40%wt,
50%wt e 60%wt di PVP per ogni grammo di Durazane 1800, seguendo lo stesso protocollo di
miscelazione utilizzato per il rivestimento precedente. Le fasi di mixing e defoaming sono state
eseguite secondo la stessa sequenza temporale e di velocita, garantendo 1'omogeneita delle soluzioni
preparate.

Successivamente, le quattro soluzioni sono state depositate su substrati di allumina e sottoposte a un
trattamento termico ridotto a 350°C per 60 minuti, allo scopo di minimizzare la formazione di cricche
e di migliorare la stabilita strutturale dei rivestimenti. Questa riduzione della temperatura ¢ stata
progettata per preservare l'integrita del materiale, mantenendo al contempo la capacita del PVP di
creare vuoti all'interno della matrice ceramica.

Rivestimento n°3 Durazane 1800 — PVP

Dai test precedenti ¢ stato possibile sviluppare un rivestimento a base di Durazane 1800 e nSiO2-
AgNPs con uno spessore estremamente sottile, grazie all'impiego della tecnica dello spin coating.
Tuttavia, ¢ stato osservato che, nonostante lo spessore ridotto, il rivestimento ingloba in modo
eccessivo le nanopolveri, impedendo all'argento di esporre ioni sulla superficie.

L'analisi ha indicato che la causa di questo problema non risiede nello spessore del rivestimento, che
si ¢ dimostrato adeguato, ma piuttosto nella sua struttura non porosa. L'obiettivo del presente test ¢,
quindi, ottenere un rivestimento che sia sia sottile sia poroso.

Per raggiungere tale obiettivo, si prevede di utilizzare il PVP (polivinilpirrolidone) disperso in una
matrice di Durazane 1800, in combinazione con lo spin coating, tecnica che fino a questo momento
non era stata ancora testata con il PVP.

Sono stati preparati quattro rivestimenti contenenti concentrazioni di PVP pari al 30%wt, 40%wt,
50%wt e 60%wt per ogni grammo di Durazane 1800. La procedura di preparazione ha seguito i
medesimi parametri di miscelazione automatica e preparazione delle polveri utilizzati nelle prove
precedenti.
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I campioni sono stati successivamente depositati su carta alluminio, anziché su vetrini da laboratorio,
in quanto questi ultimi non sono idonei al trattamento termico. Una volta depositati, 1 campioni sono
stati sottoposti a spin coating con una velocita di 180 rps, utilizzando una rampa di accelerazione di
5 secondi e una fase di spinning di 10 secondi.

Infine, ¢ stato eseguito un trattamento termico sui campioni a una temperatura di 350°C per una durata
di 60 minuti.

4.3.3 Rivestimenti di Durazane 1800, PVP e nSiO2-AgNPs

E’ stato realizzato un ultimo rivestimento contenente tutti e tre i reagenti utilizzati, con lo scopo di
racchiudere tutte le proprieta raccolte fino ad’ora: la porosita del coating (grazie all’aggiunta del PVP)

e il suo effetto antibatterico (grazie all’aggiunta delle nSi0>-AgNPs).

Nella 7ab. VI ¢ possibile osservare la quantita dei reagenti utilizzati durante il processo:

Tabella VI: Reagenti utilizzati nella sintesi del rivestimento.

Nome Composto Quantita Utilizzata
Durazane 1800 lg

PVP 03¢

nSi02-AgNPs NC 03¢g

nSi02-AgNPs NC 0,4¢g

E’ stato pesato: 1g di Durazane 1800; il 30%wt di PVP, poiché da precedenti analisi questa
percentuale permetteva di ottenere un adeguato livello di porosita della matrice; il 30%wt e 40%wt
di nSi02-AgNPs NC (precedentemente sintetizzate) per valutare quale sia la percentuale migliore.
Dunque sono stati realizzati due tipi di substrati, uno contenente il 30%wt e uno contenente il 40%wt
di polveri.

Sono stati usati 1 medesimi metodi, utilizzati nei test precedenti, per pesare e miscelare i reagenti.

Questi nuovi rivestimenti mostrano una densita superiore ai precedenti, dovuta alla maggiore quantita
di polveri disperse nella matrice; un importante fenomeno di aggregazione delle polveri, che genera
delle difficolta durante la deposizione sul substrato.

Come susbtrato ¢ stato utilizzato il silicio, il quale resiste ad alte temperature.

Sono stati realizzati diversi campioni, caratterizzati dalle seguenti condizioni di spinning:

e 40rps, 25s di rampa e 10s di spinning, per il campione contenente 0,3g di PVP e 0,3g di nSiO»-
AgNPs

e 60rps, 5s di rampa e 10s di spinning, per il campione contenente 0,3g di PVP e 0,3g di nSiO»-
AgNPs
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e 60rps, 5s di rampa e 10s di spinning, per il campione contenente 0,3g di PVP e 0,4g di nSiO»-
AgNPs

e 80rps, 25s di rampa e 10s di spinning, per il campione contenente 0,3g di PVP e 0,3g di nSiO»-
AgNPs

e 80rps, 25s di rampa e 10s di spinning, per il campione contenente 0,3g di PVP e 0,4g di nSiO»-
AgNPs

e 180rps, 5s di rampa e 10s di spinning, per il campione contenente 0,3g di PVP e 0,3g di nSiO»-
AgNPs

e 180rps, 5s di rampa e 10s di spinning, per il campione contenente 0,3g di PVP e 0,4g di nSi0»-
AgNPs

Infine, € stato eseguito un trattamento termico sui campioni ad una temperatura di 350°C per una
durata di 60 minuti.
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4.4 Tecniche di caratterizzazione

Uno degli obiettivi principali di questo studio ¢ valutare se 1 campioni ottenuti, sia sotto forma di
nanopolveri che di rivestimenti, presentino specifiche caratteristiche e proprieta. In particolare, si
intende determinare se le nanoparticelle di silice nanometrica rivestite con nanoparticelle d'argento
(nSi02/AgNPs) siano presenti e intatte all'interno della matrice polimerica, se il coating mostri segni
di porosita e/o cricche, e se sia possibile osservare la presenza di argento sulla superficie del
rivestimento.

Per raggiungere questi obiettivi, sono state utilizzate diverse tecniche di analisi e caratterizzazione su
tutti i campioni, tra cui:

1. Microscopia Elettronica a Scansione con Sorgente a Emissione di Campo (FESEM):
utilizzata per studiare in dettaglio la morfologia superficiale delle nanoparticelle e dei
rivestimenti;

2. Spettrometria per Dispersione di Energia (EDS): impiegata come tecnica di analisi
composizionale per confermare la presenza di argento nei campioni.

4.5 Test Antibatterici

Per valutare l'attivita antibatterica, sia delle nanoparticelle di silice decorate con nanoparticelle
d'argento (nSi02-AgNPs) sia dei rivestimenti, ¢ stato eseguito un test di inibizione batterica basato
sulla formazione di aloni (NCCLS M2-A9)[79]. Questo metodo consente una valutazione qualitativa
della capacita del campione di inibire la crescita batterica, osservando la formazione di un'area priva
di colonie batteriche attorno al campione, a contatto con un determinato ceppo batterico. Nel presente
lavoro di tesi, il ceppo batterico utilizzato € lo Staphylococcus epidermidis.

Per eseguire 1 vari test antibatterici, ¢ stato preparato un brodo batterico con un indice di torbidita pari
a 0.5 su scala McFarland, equivalente a una concentrazione di circa (10%) unitad formanti colonie
(CFU) per millilitro. Questa sospensione batterica ¢ stata distribuita uniformemente su una piastra di
Agar Mueller-Hinton. Una volta che le colonie batteriche si sono sviluppate sulla piastra, i campioni
sono stati posizionati sopra di essa.

I rivestimenti sono stati posti in contatto con la piastra tramite la porzione dei substrati ricperti di
coating. La piastra ¢ stata poi incubata a 37°C e 'attivita antimicrobica dei campioni ¢ stata valutata
a 24 e 48 ore, osservando la presenza di un'area priva di batteri attorno ai campioni.
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5 Risultati

I risultati che seguiranno fanno riferimento ad analisi morfologiche e composizionali effettutate al
FESEM. La preparazione dei campioni per il FESEM ¢ stata uguale per tutti i rivestimenti:

1. Suuno stub ¢ stato posto il carbon tape e su quest’ultimo viene attaccato il campione;

2. Si pone una piccola quantita di colla d’argento tra una porzione del rivestimento e una
porzione dello stub, generando un ponte di collegamento;

3. Viene depositato il platino sulla superficie del rivestimento, tramite sputtering.

La colla d’argento serve a creare un ponte tra il rivestimento e il carbon tape. Il carbon tape insieme
al platino fanno si che ci sia un flusso di elettroni omogeneo su tutta la superficie del rivestimento, in
modo tale che le immagini al FESEM siano chiare e visibili.

5.1 Rivestimenti di Durazane 1800 e nSiO:-AgNPs

La sfida principale di questo studio risiede nello sviluppo di un rivestimento finale altamente
omogeneo, in cui le nanopolveri siano disperse in modo efficace all'interno della matrice del polimero
preceramico Durazane 1800. L'ottenimento di una struttura porosa rappresenta un obiettivo cruciale,
poiché un rivestimento con una porosita adeguata favorirebbe sia una migliore dispersione delle
nanoparticelle che un'esposizione ottimale degli ioni argento sulla superficie.

Rivestimento n°l Durazane 1800 - nSiO2-AgNPs

Il primo test ha svolto un ruolo cruciale come punto di partenza per i successivi esperimenti, poiché
ha consentito di identificare i punti di forza dei reagenti, nonché di ottimizzare le concentrazioni e i
parametri di preparazione.

In 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 ore).

32

Figura 19: Substrato di (a) cotone e (b) allumina rivestiti da silice a partire dal
precursore pre-ceramico Durazane 1800 funzionalizzato con nSiO>-AgNPs.



Analisi morfologica e composizionale

Le micrografie ottenute tramite FESEM sono state analizzate a distanza di 7 giorni dalla preparazione
dei campioni. Il rivestimento in allumina ha presentato difficolta di visualizzazione a causa della sua
bassa conduttivita; tuttavia, si € potuto notare che il coating risulta essere molto denso e caratterizzato
da una significativa presenza di cricche. Le nanoparticelle di silice appaiono distribuite in modo non
uniforme, sebbene sia stata confermata la presenza di nanoparticelle d'argento.

Per quanto riguarda il rivestimento su tessuto di cotone, si riscontra uno strato talmente spesso da
coprire completamente le fibre del materiale. Una situazione diversa ¢ stata riscontrata nel caso del
rivestimento sottile applicato su cotone (cotone UD), dove le fibre sono quasi interamente
riconoscibili e le nanoparticelle di silice ben visibili. Questo fenomeno ¢ presumibilmente dovuto al
fatto che lo spessore ridotto del coating consente una distribuzione piu evidente delle nanoparticelle
sulla superficie.

WD: 15.37 mm SEM MAG: 1.00 kx MIRA3 TESCAN| mm SEM MAG: 1.00 kx

SEM HV: 15.0 kV Bl: 12.20 50 pm SEM HV: 5.0 kV Bl: 12.20 50 pm

Figura 20: Micrografia FESEM a 1.00 kx dei rivestimenti di silice ottenuti miscelando il
Durazane 1800 con le nSiO,-AgNPs NC su (a) substrato di cotone, (b) substrato di cotone
UD.

Per confermare la presenza delle nanoparticelle di argento (AgNPs) sulla superficie del rivestimento
di cotone UD, ¢ stata eseguita un'analisi composizionale sia di area che puntuale mediante
spettroscopia a dispersione di energia (EDS). In Fig.2] vengono mostrati 1 punti da cui sono stati
ottenuti gli spettri EDS, che risultano essere piu brillanti e, nella 7ab. V11, si riportano i relativi risultati.
E’ importante notare che nell’analisi ¢ stato rilevato argento.

Spectrum 22
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Figura 21: Analisi puntuale EDS. Immagine FESEM associata all analisi EDS dei
substrati di (a) cotone con riestimento piu spesso, (b) cotone UD con rivestimento pitl 33
sottile. Gli spettri di area sono stati ottenuti dai riquadri, quelli puntuali dalle croci.



Tabella VII: Analisi puntuale EDS. Percentuale atomica dell’argento presente nei rivestimenti Dur-nSiO2-

AgNPs.

Ag (% Atomica)

Cotone Cotone UD
Spettro 9 0,93 /
Spettro 10 0,76 /
Spettro 11 1,21 /
Spettro 23 / 3,73
Spettro 24 / 7,3

Dall'analisi della tabella emerge che in entrambi i rivestimenti ¢ stata rilevata la presenza di argento.
In particolare il campione in cotone mostra una bassa percentuale di argento, confermando I'ipotesi
che lo strato di coating era troppo spesso, impedendo la visibilita delle fibre di cotone sottostanti. Al
contrario, il campione in cotone UD, presenta una percentuale atomica di argento significativamente
piu elevata, pari a circa il 7%, evidenziando come il rivestimento piu sottile favorisca una migliore
esposizione delle AgNPs.

Test Antibatterici

E’ stato condotto un test dell’alone di inibizione per verificare che le AgNPs identificate possano aver
reso il coating antibatterico. I campioni sono stati collocati su una piastra di Agar Mueller-Hinton,
posizionando il lato rivestito a diretto contatto con il batterio Staphylococcus epidermidis.

Dopo un periodo di incubazione di 48 ore a 37°C, non ¢ stato osservato alcun effetto antibatterico sia
nei rivestimenti in cotone, sia nei rivestimenti in cotone UD (Fig. 22). La spiegazione potrebbe essere
che, nonostante sia stata rilevata presenza di argento, questo sia in maggior quantita all’interno del
coating piuttosto che in superficie, di conseguenza non ci sono i presupposti per una antimicrobicita.

Figura 22: Risultati del Test dell’alone Antibatterico dopo 48 ore di incubazione a 37 °C
per i rivestimenti (a) cotone, (b) cotone UD.

34



Rivestimento n°2 Durazane 1800 - nSiO2-AgNPs

La transizione dalla miscelazione manuale a quella automatica, insieme all'adozione della tecnica
dello spin coating a velocitd variabili, ha evidenziato un miglioramento significativo nella
distribuzione delle nanoparticelle all'interno della matrice.

In Fig.23 si osserva come appare il rivestimento dopo aver atteso il tempo di trasformazione del
Durazane 1800 in una matrice di polisilazano-silice (circa 72 ore).

Figura 23: Substrati in vetro rivestiti da silice a partire dal precursore pre-ceramico
Durazane 1800 funzionalizzato con nSiO>-AgNPs.

Analisi morfologica e composizionale

Di seguito vengono riportate le micrografie FESEM:

Figura 24: micrografia FESEM dei rivestimenti di silice funzionalizzati con nSiO2-AgNPs
NC al 60% in peso, (a) 50rps - 100.00kX, (b) 85rps - 100.00kX

\

E stato possibile esaminare al FESEM esclusivamente i campioni con una concentrazione di nSiO»-
AgNPs pari al 60% in peso, poiché gli altri campioni risultavano scarsamente visibili. L'analisi
effettuata al FESEM ha evidenziato una caratteristica comune nei rivestimenti depositati sia alla
velocita di 50 rps sia a quella di 85 rps: le nanoparticelle di silice (con dimensioni comprese tra 200
e 300 nm) risultano essere eccessivamente ricoperte dal coating applicato, limitandone 1'esposizione
in superficie.
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Questo fenomeno potrebbe essere attribuito a uno spessore del coating relativamente elevato rispetto
alla dimensione delle nanoparticelle, rendendo difficile 1'osservazione delle nanoparticelle d'argento
(di dimensioni comprese tra 40 ¢ 50 nm) che dovrebbero essere legate alla nanosilice.

Per migliorare 'esposizione delle nSiO,-AgNPs sulla superficie, si propone di ridurre lo spessore del

coating incrementando la velocita di spinning, una modifica che potrebbe facilitare la visualizzazione
delle nanoparticelle sulla superficie del rivestimento.
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Rivestimento n°3 Durazane 1800 - nSiO2-AgNPs

Al termine del processo di asciugatura, il rivestimento si presenta come un sottile strato
semitrasparente di colore ocra, come mostrato in Fig.25. L'impiego dello spin coating a velocita
superiori ha prodotto, sulla base di un'analisi visiva, un rivestimento significativamente piu sottile
rispetto a quello ottenuto precedentemente. Inoltre, 1'assenza di agglomerati di polveri sul substrato
suggerisce una maggiore omogeneita del coating.

Figura 25: Rivestimento di AgNPs/nSiO2 su vetrini: a) 60%wt a 120rps; b) 60%wt a
180rps; c) 60%wt a 200rps; d) 50%wt a 120rps; e) 50%wt a 180rps; f) 50%wt a 200rps.

E’ stato fatto un trattamento al plasma sul campione al 60%wt a 200rps, la durata del trattamento ¢
stata di circa 5 minuti. Lo scopo era rimuovere un sottile strato di coating in superficie senza intaccare
la nanosilice e funzionalizzandola, cosi facendo le nanoparticelle dovrebbero esporre piu facilmente
in superficie.

Successivamente il campione verra sottoposto al test dell’alone di inibizione per valutare I’efficacia
del trattamento.
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Test Antibatterici

Ay

E stato condotto un test antibatterico sui coating costituiti da Durazane combinato con nanopolveri di
silice e argento, al fine di valutare le proprieta antibatteriche del materiale.

Il test ¢ stato effettuato anche sul coating precedentemente trattato al plasma.

I campioni sono stati collocati su una piastra di Agar Mueller-Hinton, posizionando il lato rivestito a
diretto contatto con il batterio Staphylococcus epidermidis.

Figura 26: Piastra Agar Muller-Hilton con colonia batteria appartenente a
Staphylococcus epidermis.

Dopo un periodo di incubazione di 48 ore a 37°C, non ¢ stato osservato alcun effetto antibatterico nei
rivestimenti testati (Fig.27). La crescita delle colonie batteriche si ¢ verificata in maniera uniforme
sulla superficie di tutti i campioni analizzati.

2 A
\ RS @

Figura 27: Risultati del test dell’alone antibatterico dopo 48 ore di incubazione a 37 °C
per i rivestimenti (a) 50%wt a 120rps/180rps/200rps, (b) 60%wt a 120rps/180rps/200rps.
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Figura 28: Risultati del test dell’alone antibatterico dopo 48 ore di incubazione a 37 °C
per il rivestimento al 60%wt a 200rps (cerchiato in rosso) che ha subito un trattamento al
plasma.

Considerando che, in questo esperimento, sono state utilizzate velocita di spinning superiori rispetto
a quelle adottate nei test precedenti, si pud dedurre che l'assenza di attivita antibatterica non ¢
imputabile allo spessore del coating, che risulta essere estremamente sottile, ma piuttosto alla scarsa
capacita delle nanoparticelle di argento di raggiungere la superficie del rivestimento.

Non si riscontra alcun effetto anche nel campione trattato al plasma, probabilmente il getto del plasma
non era adeguato a rimuovere un significativo strato di coating in superficie.

La ridotta porosita del coating rappresenta quindi una delle cause principali della mancata attivita
antimicrobica dei campioni testati.
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5.2 Rivestimenti di Durazane 1800 ¢ PVP

I tre test eseguiti hanno mostrato una chiara dipendenza della struttura del rivestimento dalla
temperatura di trattamento termico e dalla concentrazione di PVP utilizzata.

L'introduzione del polivinilpirrolidone (PVP) come agente sacrificale si ¢ dimostrata efficace in
alcuni dei rivestimenti realizzati, rappresentando una strategia valida per la generazione di
rivestimenti porosi. Questo approccio puo facilitare l'esposizione delle nanoparticelle di nanosilice e
argento (nSiO2-AgNPs), sia all'interno della matrice del rivestimento che sulla sua superficie.

Rivestimento n°l Durazane 1800 - PVP

Anche in questo caso la transizione dalla miscelazione manuale a quella automatica ha evidenziato
un miglioramento significativo nella distribuzione delle nanoparticelle all'interno della matrice.
Tuttavia i risultati di questo primo test non sono molto promettenti.

Analisi morfologica e composizionale

Di seguito le micrografie FESEM dei campioni realizzati miscelando 1g di Durazane 1800 con 0,3g
di PVP:

WD: 8.68 mm SEM MAG: 357 x | MIRA3 TESCAN : B SEM MAG: 4.62 kx MIRA3 TESCAN
SEMHV: 7.0 kV BI: 12.00 100 pm £ Bl: 12.00 10 ym
Time{fvm:s). 15:23:05 Det: SE DynLab4JMat Time(h-ms) 15321 Det: SE DynLab4JMat

Figura 29: micrografia FESEM dei rivestimenti di Durazane 1800 funzionalizzati con
PVP al 30%wt, 500°C di TT.

Dalla Fig.29 si osserva che il rivestimento presenta una significativa quantita di cricche e una scarsa
porosita, sia all'interno della matrice sia sulla superficie. Questo comportamento puo essere attribuito
alle elevate temperature di trattamento (500°C), che tendono a compromettere la struttura del
materiale ceramico, e alla bassa concentrazione di PVP nella matrice, insufficiente a promuovere la
formazione di una rete porosa adeguata.
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Rivestimento n°2 Durazane 1800 - PVP

Visti 1 risultati del precedente test, si ¢ deciso di ottimizzare 1 parametri di sintesi dei rivestimenti, in
particolare la concentrazione del PVP all’interno della matrice di Durazane 1800 e la temperatura di
curing.

Si ¢ evidenziato che una temperatura di 500°C ¢ eccessiva, generando numerose cricche, dunque si €
passati ad una temperatura di 350°C.

Inoltre sono stati testati 4 coating a concentrazioni di PVP diverse per ogni grammo di Durazane
1800.

Analisi morfologica e composizionale

L'analisi delle micrografie FESEM presentate in Fig.30 evidenzia che i rivestimenti sono
caratterizzati da una ridotta quantita di crepe e dalla presenza di crateri sulla superficie, suggerendo
una possibile porosita interna del coating.

In particolare, 1 rivestimenti che contengono una percentuale di PVP pari al 30%wt e al 50%wt si
sono dimostrati i piu promettenti. Quest’ultimi, se analizzati nelle fessure delle crepe, mostrano un
ambiente molto poroso e costituito da cavita di diverse dimensioni.

1
. .a) 30%wt AX .1 b)a0%wt
o Ak ‘
W\

™

WD: 9.53 mm SEM MAG: 150 x | WD: 8.54 mm SEMMAG: 150x ||| |

SEM HV: 7.0 KV BI: 8.00 200 pm SEMHV: 7.0 kV Bl: 12.00

d) 60%vit"

~
|

WD: 8.64 mm SEM MAG: 150 x

-
. \\
: —
WD: 8.72 mm SEM MAG: 1.73 kx

SEMHV:7.0kV | BI: 12.00 20 ym SEMHV: 7.0 kV Bl: 12.00 200 ym

Figura 30: micrografia FESEM dei rivestimenti di Durazane 1800 funzionalizzati con
PVP a diverse concentrazioni: (a) 30%wt / 150.00kX, (b) 40%wt / 150.00kX, (c) 50%wt /
1.73kX;, (d) 60%wt / 150.00kX.

Confrontando le micrografie FESEM di questi campioni trattati a 350°C con quelli trattati a 500°C,
si puo dedurre che una minore temperatura di TT ¢ piu adeguata, poiché genera un numero minore di
cricche nel rivestimento e una migliore struttura ceramica interna.
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Rivestimento n°3 Durazane 1800 - PVP

All’uscita da forno 1 campioni si presentano di colore nero, probabilmente a causa di residui di
decomposizione, sono mostrati in Fig.31:

Figura 31: rivestimenti ottenuti a partire dal precursore pre-ceramico Durazane 1800
funzionalizzato con PVP, (a) 30%wt e 40%wt a 180rps, (b) 50%wt e 60%wt a 180rps.

I rivestimenti non risultano omogenei, vi sono agglomerati di polveri, pertanto il materiale non si ¢
depositato correttamente.
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5.3 Rivestimenti di Durazane 1800, PVP e nSiO2-AgNPs

Alla luce dei precedenti risultati, ci si aspetta che questo rivestimento abbia una maggiore porosita e,
di conseguenza, un effetto antibatterico.
In Fig.32 vengono mostrati come appaiono i campioni all’uscita dal forno:

Figura 32: rivestimenti ottenuti a partire dal precursore pre-ceramico Durazane 1800
funzionalizzato con PVP e nSiO>-AgNPs a diverse percentuali in peso. Velocita di
deposizione: (a.1,a.2) 60rps, (b.1,b.2) 80rps, (c.1,c.2) 180rps.

Alla vista 1 rivestimenti risultano poco omogenei, nella fase di deposizione si sono formati degli
agglomerati di polveri.

Analisi morfologica e composizionale

A seguito dell’analisi delle micrografie FESEM presentate in Fig.33, i rivestimenti risultano ancora
incompatibili con I’obiettivo prefissato.

I campioni in superficie risultano disomogenei: vi sono zone con agglomerati di nanoparticelle e zone
in cui queste non si vedono.

Questo fenomeno ¢ sicuramente dovuto ad una deposizione non adeguata sui substrati ed ad una
presenza massiva di polveri in una matrice che le ricopre eccessivamente.
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Figura 33: micrografia FESEM dei rivestimenti di Durazane 1800 funzionalizzati con
PVP e nSiO-AgNPs. Campioni: (a) 30%wt di PVP, 30%wt di nSiO,-AgNPs, 180rps; (b)
30%wt di PVP, 40%wt di nSiO>-AgNPs, 180rps; (¢) 30%wt di PVP, 30%wt di nSiO:-
AgNPs, 60rps; (d) 30%wt di PVP, 30%wt di nSiO>-AgNPs, 80rps.

Le micrografie in Fig.34, invece, permettono di analizzare I’interno della matrice.

Figura 34: micrografia FESEM dei rivestimenti di Durazane 1800 funzionalizzati con
PVP e nSiO;-AgNPs. Campioni: (a) 30%wt di PVP, 30%wt di nSiO»-AgNPs, 180rps; (b)
30%wt di PVP, 40%wt di nSiO>-AgNPs, 180rps; (c¢) 30%wt di PVP, 30%wt di nSiO>-
AgNPs, 60rps; (d) 30%wt di PVP, 30%wt di nSiO>-AgNPs, 40rps.

Non si evince porosita all’interno dei coating, le nanoparticelle risultano ammassate fra di loro e poco
disperse. In particolare, in Fig.34d, si nota come le nanoparticelle siano ricoperte da uno strato di
rivestimento troppo invadente per permettere a quest’ultime di esporre le loro proprieta antibatteriche.
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Vi ¢ presenza di argento sulla nanosilice, il quale, tuttavia, non puo rilasciare ioni argento a causa dei
motivi precedentemente descritti.

Per quanto riguarda il PVP, non si ¢ diffuso omogeneamente nella matrice, se fosse stato il contrario
si noterebbe la presenza di pori sia in superficie sia al suo interno.

Test Antibatterici

E’ stato condotto un test dell’alone di inibizione per verificare che le AgNPs identificate possano aver
reso il coating antibatterico. I campioni sono stati collocati su una piastra di Agar Mueller-Hinton,
posizionando il lato rivestito a diretto contatto con il batterio Staphylococcus epidermidis.

Dopo un periodo di incubazione di 48 ore a 37°C non si riscontra nessun effetto antibatterico, le
colonie sono cresciute uniformemente su tutti i campioni analizzati.
In Fig.35 si mostra quanto detto:

Figura 35: Risultati del test dell’alone antibatterico dopo 48 ore di incubazione a 37 °C
per i rivestimenti composti da una matrice di Durazane in cui sono dispersi PVP e nSiO;-
AgNPs (30%wt e 40%wt).

La mancanza di antimicrobicita da parte dei campioni lascia intendere che le AgNPs, come nei casi
precedenti anche in questo, non hanno spazio nella matrice per esporre ioni argento, soprattutto in
superficie.
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6  Conclusioni e Sviluppi Futuri

Questo lavoro di tesi si ¢ focalizzato sullo sviluppo e la caratterizzazione di rivestimenti compositi,
realizzati combinando un precursore polimerico pre-ceramico, il Durazane 1800, con nanoparticelle
di silice decorate con nanoparticelle d’argento (nSiO>-AgNPs), sintetizzate dal GLANCE in un
precedente lavoro di tesi. L’obiettivo principale era ottenere un rivestimento poroso, stabile e con
proprieta antibatteriche. La ricerca si ¢ articolata in diverse fasi sperimentali, ciascuna delle quali ¢
servita per comprendere quali siano i parametri che influenzano 1’efficacia del coating.

La prima parte del lavoro ¢ stata dedicata alla sintesi dei rivestimenti costituiti da una matrice di
Durazane 1800, funzionalizzata con nSiO2-AgNPs. Il processo di sintesi ¢ stato uguale per tutti i
rivestimenti testati, variando le percentuali in peso dei reagenti utilizzati e valutandone le
caratteristiche. Sono stati introdotti un mixer automatico ed uno spin coater, allo scopo di
automatizzare 1 passaggi e garantire una qualita maggiore del prodotto.

L’analisi microscopica dei rivestimenti ha mostrato che le nSiO,-AgNPs sono state incapsulate
correttamente, tuttavia la matrice polimerica era compatta e scarsamente porosa. Questa
configurazione limitava 1’esposizione delle nanoparticelle d’argento e il rilascio di ioni argento,
compromettendo 1’efficacia antibatterica.

La presenza di argento ¢ stata confermata dalle analisi composizionali dei rivestimenti.

La seconda parte del lavoro, si ¢ focalizzata sullo studio del polivinilpirrolidone (PVP), un polimero
utilizzato come filler sacrificale ad alte temperature. La strategia si ¢ rivelata efficace, poiché si ¢
notato un aumento della porosita della matrice. I risultati preliminari hanno mostrato che i rivestimenti
costituiti da Durazane 1800 e PVP possedevano una distribuzione pitt omogenea delle nanoparticelle.
Alla luce di questi risultati, si € creato un rivestimento che racchiudesse tutte le proprieta citate fino
ad ora, ovvero costituito da una matrice di Durazane, in cui sono disperse le nanopolveri di PVP, tali
da generare porosita, e le nSi0>-AgNPs, tali da generare un effetto antibatterico.

Tuttavia, nessuno di questi test sperimentali ha avuto successo dal punto di vista antibatterico. Sono
epidermidis. I risultati dei test antibatterici hanno evidenziato che I’effetto battericida dei rivestimenti,
non ¢ ancora presente.

I rivestimenti sono molto densi, poco porosi e le nanoparticelle non riescono a diffondere fino alla
superficie; inoltre il composto di Durazane 1800 e nanopolveri genera un coating che avvolge
eccessivamente le nSiO>-AgNPs, non permettendo a quest’ultime di esporre ioni argento.

Per il futuro, bisogna fare ulteriori test di caratterizzazione delle nanopolveri, trovando Ia
combinazione piu adeguata che permetta di avere un coating stabile e al contempo poroso e
antibatterico.

Per quanto riguarda la porosita dei rivestimenti, sarebbe utile investigare nuovi metodi di sintesi, per
migliore la dispersione delle nanoparticelle e ridurre il fenomeno dell’aggregazione, gli strumenti
utilizzati fin’ora sono adatti ma andrebbe migliorato il processo.

Per chiarire I’assenza dell’effetto antibatterico, il test di rilascio ionico potrebbe essere utile per
valutare quanto argento riesce a diffondere attraverso la matrice. Un altro approccio interessante ¢ il
trattamento al plasma, che necessita di ulteriori studi per comprendere bene come funzionalizzare e
attivare la superficie del rivestimento.
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