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RESUMO

VICENTE, A. C. B. Incorporacdo de nanoparticulas de prata em fibras
eletrofiadas de zeina e poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm). 2019. 49 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso. Departamento Académico de Engenharia de

Materiais, Universidade Tecnoldgica Federal do Paran&. Londrina, 2019.

Biomateriais sdo considerados materiais ndo vivos que podem ser aplicados em
organismos vivos sem que causem reacdes adversas. A zeina e o poli(N-
isoproprilacrilamida) (PNIPAAm), na forma de blendas obtidas por eletrofiagéo,
destacam-se entre 0s materiais poliméricos com esse fim. A zeina € uma proteina do
milho, sendo biocompativel e também biodegradavel. O PNIPAAmM também apresenta
biocompatibilidade, além de termossensibilidade. Nanoparticulas de prata
apresentam propriedade antimicrobiana, promovendo maior eficacia nas fibras
eletrofiadas quanto a sua aplicacdo como biomaterial e evitando o crescimento de
bactérias no meio em que sao aplicadas. Visto isso, 0 presente trabalho estudou a
influéncia de nanoparticulas de prata em fibras eletrofiadas de zeina e PNIPAAmM. O
comportamento térmico das fibras foi estudado por TGA, a morfologia e o diametro,
por microscopia eletrénica de varredura. Antibiogramas foram utilizados para avaliar
a atividade antimicrobiana das fibras contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Ainda, o
teor de nanoparticulas de prata foi determinado por espectroscopia UV-VIS.
Constatou-se que o didametro médio das fibras diminui consideravelmente com o
aumento do teor de nanoparticulas no meio, enquanto a atividade antimicrobiana

aumenta. Nao houve alteracdes na estabilidade térmica das fibras.

Palavras-chave: biomateriais, zeina, PNIPAAm, eletrofiagdo, nanoparticulas de

prata.



ABSTRACT

VICENTE, A. C. B. Incorporation of silver nanoparticles in zein and poly(N-
isopropylacrylamide) (PNIPAAmM) electrospun fibers. 2019. 49 f. Monograph
(Undergraduate in Materials Engineering). Academic Department of Materials

Engineering, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Londrina, 2019.

Biomaterials are non-living materials that can be applied to a living organism without
causing any diverse reaction. Zein and poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAAmM), in
form of electrospun blends, stand out among polymeric materials with this purpose.
Zein is a corn protein, biocompatible and also biodegradable. PNIPAAmM also features
biocompatibility, besides termosensibility. Silver nanoparticles have antimicrobian
activity, promoting greater effectiveness in electrospun fibers in their application as
biomaterial and avoiding bacterial growth in the environment in which they are applied.
Considering this, the present study evaluated the influence of silver nanoparticles in
zein and PNIPAAm electrospun fibers. The fibers thermic behaviour was studied
through TGA analysis. The morphology and the average diameter were evaluated
through scanning electron microscopy. Antibiograms were used to study fibers
antimicrobian  activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. The
nanoparticles quantity was determined by UV-VIS spectroscopy. It was found that the
fibers average diameter decreases considerably with increasing content of
nanoparticles in the environment, while the antimicrobian activity increases. There

were no alterations in fibers thermical stability.

Key-words: biomaterials, zein, PNIPAAm, electrospinning, silver nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

Os biomateriais séo definidos como materiais utilizados em dispositivos
meédicos para desempenhar alguma funcdo no sistema fisiologico. Dentre as
caracteristicas que essa classe de materiais precisa apresentar, esta a
biocompatibilidade, que é a capacidade do material de ser aplicado nos organismos
vivos sem neles provocar reagdes adversas (MOURA, 2005).

Um método para o desenvolvimento de biomateriais na forma de fibras é
denominado eletrofiacdo e se define como uma técnica eletrostatica capaz de formar
nanofibras a partir de uma solucao polimérica. Esse processamento apresenta baixo
custo e equipamento de facil operacdo, tornando-se uma alternativa viavel para a
obtencéo de novos materiais aplicados a biomedicina (COSTA et al., 2012a). Diversos
polimeros, de origem natural ou sintética, tém mostrado grande potencial para serem
utilizados como biomateriais na forma de fibras, entre eles, a zeina e o poli(N-
isoproprilacrilamida) (PNIPAAm).

A zeina é um polimero natural e biodegradavel, proteina do milho
(CORRADINI, 2004). O PNIPAAmM, por sua vez, € um polimero sintético, também
biocompativel, obtido a partir do monémero N-isopropilacrilamida (ELLIOTT, 2011). A
juncéo desses dois polimeros em uma blenda para aplicacdo biomédica € uma opc¢éo
promissora, uma vez que a zeina possui, em sua estrutura, aminoacidos semelhantes
aos grupos encontrados no meio celular (CORRADINI et al., 2014). Além disso, o
PNIPAAM apresenta a propriedade de termossensibilidade, alterando seu
comportamento de hidrofilicidade em temperaturas proximas a do corpo humano
(ELLIOTT, 2011).

A possibilidade da juncédo da zeina e do PNIPAAmM em blendas na forma de
fibras eletrofiadas foi estudada por Vicente et al. (2019). Os autores averiguaram a
influéncia do fluxo e da concentracdo da solucdo no diametro das fibras e no
rendimento do processo. Além disso, foram estudados a citotoxicidade das fibras e o
comportamento de termossensibilidade do PNIPAAmM quando inserido na blenda.
Resultados da pesquisa indicam que as fibras desenvolvidas apresentam potencial
para a aplicagcdo no campo biomédico (VICENTE et al., 2019).

A insercdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) as fibras eletrofiadas também
confere protecdo antimicrobiana a estrutura, aumentando sua eficacia na regeneracao

de tecidos sem maiores complicagdes (HASSAN et al., 2018).
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No presente trabalho, foram incorporadas nanoparticulas de prata em fibras
eletrofiadas de zeina e PNIPAAmM a fim de avaliar o efeito das nanoparticulas na

morfologia e no diametro das fibras, bem como em sua ag¢ao antimicrobiana.

1.1 Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver nanofibras de zeina e poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAAmM) contendo nanoparticulas de prata a partir de

eletrofiacdo em solucao.

1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho foram:

- Sintetizar o PNIPAAmM a partir de seu monémero, N-isopropilacrilamida;

- Caracterizar o PNIPAAmM por meio de viscosimetria e espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier;

- Sintetizar nanopatrticulas de prata (AgNPSs);

- Caracterizar as AgNPs por meio de espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-
VIS) e termogravimetria (TGA);

- Obter nanofibras eletrofiadas de zeina e PNIPAAmM com nanoparticulas de
prata;

- Avaliar a atividade antimicrobiana das fibras eletrofiadas e a influéncia da
insercao de nanoparticulas de prata ao sistema,

- Determinar a morfologia e o didmetro médio das fibras e avaliar sua

estabilidade térmica.

1.3 Justificativa

O estudo e o desenvolvimento de biomateriais s&o um campo emergente que
desperta o interesse da comunidade cientifica. A producao dessa classe de materiais
€ de suma importancia para a contribuicdo nas areas médica, biomédica e

farmacéutica, promovendo saude e melhor qualidade de vida as pessoas que
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necessitam deles. Ainda, nanofibras poliméricas apresentam aplicacdo potencial
como biomateriais, uma vez que possuem alta razdo de aspecto e podem ser
facilmente obtidas por meio da eletrofiagdo. A insercdo de nanoparticulas de prata é
promissora para a otimizagcdo dos efeitos de biocompatibilidade e para acdo de
atividade antimicrobiana no ambiente fisiolégico.

Estudos anteriores visaram ao desenvolvimento da blenda de zeina e
PNIPAAmM na forma de nanofibras eletrofiadas, constatando-se a eficacia do material
e sua possivel aplicacao, por meio de testes de citotoxicidade, no ambiente fisiol6gico,
além de relacionar a influéncia dos fatores de eletrofiacdo ao diametro da fibra e ao
rendimento do processo. Dessa forma, o presente trabalho tem por justificativa a
busca de um biomaterial polimérico com alta eficacia de aplicacdo como substrato
para crescimento de tecido ou como material para liberacdo controlada de farmaco.
Nesse sentido, foi feito uso da insercdo de nanoparticulas de prata, procurando
alcancar melhores propriedades antimicrobianas das mantas nanofibrilicas de zeina
e PNIPAAmM. O estudo, assim, deve contribuir com a comunidade cientifica no que

tange a estudos de biomateriais poliméricos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biomateriais

Define-se biomaterial todo material ndo vivo utilizado em dispositivo
biomédico com o objetivo de interagir com o sistema biolégico (MOURA, 2005). Nessa
classe de materiais, a instigacdo mais notavel é a interacdo do tecido vivo com o
material aplicado, pois essa classe é fortemente dependente do material e pode ser
classificada em: bioinerte, biotoleravel e bioativa (PEREIRA; VASCONCELOS;
OREFICE, 1999; SALLES, 2013). E dito que um material bioinerte ndo produz uma
resposta no sistema em que é inserido. O material biotoleravel é aquele que, uma vez
no organismo, induz uma resposta minima aceita pelo sistema imunologico. Por fim,
o material € classificado como bioativo quando permite uma resposta biologica
especifica na interface com o tecido vivo, possibilitando a formacdo de uma ligacéo
entre o tecido fisioldgico e o material (RIGO et al., 1999). Ainda, para a eficiéncia da
aplicacdo desses materiais no organismo vivo, deve-se levar em conta algumas
propriedades que precisam estar presentes. Segundo Moura (2005), as
caracteristicas fundamentais envolvem biocompatibilidade, estabilidade quimica e
mecanica, além de o material ndo ser téxico ou cancerigeno e possuir caracteristicas
adequadas ao seu local de aplicacdo. O material, ainda, deve ser biofuncional,
maximizando a eficiéncia do desempenho da funcdo a qual foi destinado.

Dentre essas caracteristicas, destaca-se a biocompatibilidade, uma vez que
a biofuncionalidade sé existirA se o material for, primeiramente, biocompativel.
Considera-se um material como biocompativel se ndo causar reacfes adversas no
organismo em que € inserido (MOURA, 2005). Além disso, a biocompatibilidade torna
o material capaz de induzir em seu hospedeiro uma resposta apropriada a
determinado dispositivo (SALLES, 2013). Em determinadas aplica¢cées, como em
substratos para crescimento de tecido ou liberacdo controlada de farmacos, ainda é
desejavel que o material seja biodegradavel, pois assim sera degradado pelo proprio
organismo, descartando a necessidade de uma posterior retirada (MOURA, 2005).

Dentro da classe dos biomateriais, os polimeros — tanto naturais quanto
sintéticos — destacam-se como potenciais candidatos, sendo amplamente utilizados

na area biomédica (SALLES, 2013). Dois polimeros amplamente estudados com o fim
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de aplicagcbes como biomateriais sdo o poli(N-isoproprilacrilamida) (PNIPAAmM) e a
zeina (COLI, 2013; CORRADINI et al., 2014; VICENTE et al., 2019).

2.2 Zeina

As proteinas do grdo de milho compreendem cerca de 10% de sua massa
seca. Dentre elas, a zeina esta presente em maior quantidade, representando cerca
de 80% de todas as proteinas do grao (CORRADINI, 2004; PALIWAL; PALAKURTHI,
2014). Essa proteina pertence ao grupo das prolaminas, caracterizadas por serem
insollveis em &gua, mas soluveis em alcool 70% (SHUKLA; CHERYAN, 2001;
TORRES, 2015). Além disso, é constituida por 17 aminoéacidos, sendo 64% deles de
carater apolar, como a leucina, a prolina e a fenilanina (CORRADINI, 2004; TORRES,
2015). Dos aminoacidos de carater polar, destaca-se a glutamina (TORRES, 2015).

A zeina pode ser classificada em diferentes fragfes, de acordo com sua
solubilidade: zeina-a, zeina-B, zeina-y e zeina-6 (PALIWAL; PALAKURTHI, 2014).
Entre essas fragdes, a zeina-a é a obtida em maior quantidade (LAWTON, 2002). Por
ser derivada do grdo de milho, é considerada um polimero natural, além de
biodegradavel e biocompativel. Esse polimero é apresentado como um p6é amarelo
(CORRADINI et al., 2014), amorfo, com massa molecular em torno de 40 kDa e
apresenta temperatura de transi¢do vitrea (Tg) em torno de 165°C (CORRADINI,
2004; PALIWAL; PALAKURTHI, 2014). Também €& de interesse seu uso na
engenharia téxtil, como substrato para crescimento de tecidos, e na area
farmacéutica, como suporte de biomoléculas carregadas (PALIWAL; PALAKURTHI,
2014).

As primeiras aplicagdes da zeina envolviam a producdo de vernizes
(CORRADINI, 2004). Hoje, € utilizada na liberac&o controlada de farmacos (PALIWAL,;
PALAKURTHI, 2014), devido ao fato de ela ser insoliuvel no meio fisiolégico
(CORRADINI et al., 2014). Ao juntar-se com outros polimeros, a zeina pode ser usada
na fabricacdo de substratos porosos para promover o crescimento de tecido ésseo.
(CORRADINI et al., 2014). Devido a sua biodegradabilidade, ainda, h& interesse no
uso dessa proteina como alternativa aos polimeros sintéticos, derivados do petréleo
(CORRADINI, 2004). A utilizacdo da zeina como biomaterial se da por conta da
propriedade de biocompatibilidade do polimero e pela semelhanca de suas estruturas
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com 0S compostos organicos presentes no meio fisiolégico e nas células do corpo
(CORRADINI et al., 2014).

2.3 Poli(N-isopropilacrilamida)

O poli(N-isopropilacrilamida), abreviado por PNIPAAmM, um polimero com
grande importancia na area de biomateriais, foi sintetizado pela primeira vez em 1956,
por cientistas na Rohm & Haas e CIBA Ltd. (ELLIOTT, 2011). Por apresentar
propriedades de biocompatibilidade, ele ¢é classificado como um biomaterial
inteligente, além de ser um polimero termossensivel. Termossensibilidade € a
propriedade do material em que, com a variacao de temperatura, ha mudanca de fase
no material, que altera seu comportamento entre hidrofilico e hidrofébico (SCHILD,
1992; ELLIOTT, 2011; TORRES, 2015).

Essa caracteristica do PNIPAAm ¢é devido a presenca da chamada
temperatura consoluta inferior (Lower Critical Solution Temperature — LCST) em torno
de 32°C, possibilitando sua aplicacdo nas areas farmacéutica e biomédica devido a
proximidade da LCST a temperatura do corpo humano. Abaixo da temperatura
consoluta inferior, o polimero apresenta comportamento hidrofilico, havendo afinidade
com a agua, e, acima dela, comportamento hidrofébico (CAMPESI et al., 2007;
ELLIOTT, 2011).

O mondmero que origina o PNIPAAmM por meio da polimerizacdo em cadeia é
o N-isopropilacrilamida (NIPAAmM). A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas do
mondmero e da unidade repetitiva (mero) do polimero (MACHADO, 2012). Além da
polimerizacdo em cadeia, o PNIPAAmM ainda apresenta outros métodos de sintese,

cada qual resultando em caracteristicas diferentes do polimero (SCHILD, 1992).
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Figura 1 — Estrutura quimica (a) do NIPAAm e (b) do PNIPAAmM

CH,=CH —|CH,—CH]—
| | n
C=0 C=0
| |
NH NH
| |
CH CH
/\ /\

H;C CH; H;C CH;
(a) (b)

Fonte: Machado (2012, p.54).

Aplicacbes para o poli(N-isopropilacrilamida) envolvem dispositivos de
liberac@o controlada de farmacos, biossensores, liberacdo enzimética e na area de
engenharia de tecidos (TORRES, 2015). Também sdo encontradas aplicacdes do
PNIPAAmM na forma de géis, flmes, membranas e fibras (SCHILD, 1992).

2.4 Blendas

Uma blenda consiste na mistura de dois ou mais polimeros que, muitas vezes,
resulta em material com propriedades mais interessantes que as dos polimeros
isolados. Por esse motivo, seu desenvolvimento € uma alternativa promissora para a
obtencéo de novos materiais poliméricos (CORRADINI, 2004). Define-se blenda como
a mistura fisica de dois ou mais polimeros, ndo havendo obrigatoriamente mistura
quimica entre os constituintes. As interacdes entre as cadeias sdo majoritariamente
formadas por ligacdes secundarias (CIVIERO, 2006).

No preparo de uma blenda, deve-se levar em conta sua miscibilidade, que é
relacionada com a capacidade dos componentes da blenda se misturarem de modo a
resultar em uma mistura homogénea (LUNA et al., 2015). Esse parametro depende
de trés fatores: condi¢cdes de processamento, propor¢céo dos componentes e interacao
guimica entre eles (CORRADINI, 2004). Blendas poliméricas raramente sao misciveis,

a menos que ocorram determinadas interacdes, como ibnicas ou ligacbes de
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hidrogénio. Ou seja, a maioria das blendas € imiscivel, nas quais os polimeros
constituintes encontram-se separados em duas fases distintas (CORRADINI, 2004).

As propriedades finais de uma blenda dependem das propriedades dos
polimeros formadores da mistura e do processamento, que pode ocorrer de diversas
formas, entre elas, a eletrofiacdo (TORRES, 2015).

Devido a suas propriedades, como termoplasticidade, barreira a gases,
biocompatibilidade e biodegradabilidade, a zeina apresenta bom potencial para a
combinacdo com outros polimeros na forma de blendas. Na literatura, encontram-se
estudos de blendas desse polimero com amido (SHUKLA; CHERYAN, 2001;
HABEYCH et al., 2008), poli(vinil pirrolidona) (PVP) (SESSA et al., 2011), nylon-6
(SELLING; BISWAS, 2012) e poli(e-caprolactona) (PCL) (CORRADINI et al., 2004),
por exemplo. Ainda, blendas de zeina tém sido estudadas por meio da eletrofiacéo e
com a combinacdo dessa proteina com polimeros como fibroina e quitosana para
facilitar o processo (CORRADINI et al., 2014). O uso de zeina com outros polimeros,
principalmente biodegradaveis, na forma de blendas para a producéo de nanofibras
resulta em materiais com boas propriedades mecanicas e de biocompatibilidade
(VICENTE et al., 2019).

Vicente et al. (2019) demonstraram que o uso de blenda de zeina e PNIPAAmM
na obtencdo de nanofibras eletrofiadas para aplicacdo biomédica é interessante. O
PNIPAAmM apresenta excelentes propriedades de formacdo de fibras, além de
apresentar interagdo com os grupos amino (-NHz) da zeina, resultando em um material
com propriedades superiores as dos polimeros puros (VICENTE et al., 2019). Ainda,
Vicente et al. (2019) também estudaram a relacao da influéncia da taxa de infuséo e
da concentracdo da solucdo polimérica no didmetro das fibras e no rendimento do
processo, havendo otimizacdo do mesmo para a obtencdo de melhores resultados.
Fibras obtidas por eletrofiacdo de zeina e PNIPAAmM podem ser observadas na Figura
2.
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Figura 2 - Fibras eletrofiadas de zeina e PNIPAAm obtidas em concentracdo de 22,5% e taxa de
0,5 mL/h.

¥

Fonte: Adaptado de Vicente et al. (2019).

2.5 Eletrofiacao

7

A eletrofiacdo € um processo eletrostatico capaz de formar fibras em
didmetros micro e nanométricos, a partir de solucdo, com area superficial maior que a
obtida a partir de técnicas tradicionais (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; COSTA et al.,
2012b). Essa técnica despertou interesse da comunidade cientifica por apresentar
uma variedade de aplicacdes, na area biomédica, em vestuario de protecao, scaffolds,
engenharia téxtil, biotecnologia, compadsitos, entre outras areas (SALLES, 2013).

Ainda, o processo envolvido na obtencao de fibras por eletrofiacéo é simples,
dado o aparato necessario e sua operacdo. Para se realizar o processo de
eletrofiacdo, necessita-se basicamente de um aparato composto por uma bomba de
infusdo, que mantera o fluxo de polimero constante, um capilar — podendo ser agulha
de pequeno didametro — ligado a uma seringa que contera a solucdo, um coletor
metalico devidamente aterrado e uma fonte de alta tensdo. A alta voltagem é
necessaria para que seja criado um jato de solucao polimérica para fora do capilar,
causando o estiramento das cadeias e a evaporacao do solvente antes de o jato atingir
o coletor, havendo deposi¢cdo apenas das fibras na placa metalica (COSTA et al.,
2012a; SALLES, 2013). A Figura 2 mostra o esquema de um sistema de eletrofiacao

horizontal.
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Figura 3 — Representacdo de um equipamento para a técnica de eletrofiacdo horizontal.

. Colector

Seringa Solugao Agulha Jacto

Bomba Infusora

Cone de

Fonte de alta tensao Taylor

Fonte: Franco, Silva e Borges (2010, p.58).

O resultado do processo de eletrofiacdo é influenciado por fatores que séo
classificados em trés grupos: parametros de solucdo, parametros de processo e
parametros ambientais. Os parametros de solucdo séo a viscosidade da solugéo, a
condutividade elétrica e a tensado superficial. Os pardmetros de processo englobam a
tensao aplicada, a taxa de infuséo e a distancia do capilar ao coletor metalico. Por fim,
0S parametros ambientais sdo a umidade relativa do ar e a temperatura do ambiente
(SALLES, 2013).

2.6 Nanoparticulas de prata (AgNPs)

Define-se por nanoparticulas metélicas, agregados de particulas com
tamanhos entre 1 e 100 nm e propriedades dependentes de seus tamanho e forma
(ANDRADE, 2013; ZHANG; YANG, 2017). Elas sao consideradas uma nova classe
de agentes antimicrobianos devido a suas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas
(KHARAGHANI et al., 2018). Por essa mesma raz&o, nanoparticulas de metais nobres
vém sido amplamente estudadas por diversos pesquisadores (KAUR; KUMAR, 2019).
Ainda, sua obtencao geralmente € a partir de dispersdes coloidais e o método utilizado
influencia fortemente na morfologia das nanoparticulas sintetizadas, que podem se
apresentar, por exemplo, na forma de nanocubos, nanofios e nanoesferas

(ANDRADE, 2013). Esses materiais podem ser aplicados em sistemas de liberagéao
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de farmacos, biossensores e em atividade antimicrobiana, sendo esta tltima utilizada
para controlar infec¢cdes bacterianas (KAUR; KUMAR, 2019).

Entre as nanoparticulas metalicas, encontram-se as nanoparticulas de prata
(AgNPs). O interesse no uso desse material se da pelas suas propriedades fisicas,
guimicas e biolégicas, como suas Otimas propriedades 6pticas e antimicrobianas (XU
et al., 2018). Para a obtencao de nanoparticulas de prata, o método mais comum é o
quimico, que consiste na reducao de um sal metalico (ANDRADE, 2013).

Aplicagbes potenciais de interesse das nanoparticulas de prata incluem o
ramo biomédico, como em curativos, drogas antivirais e agentes antibacterianos e
anti-inflamatoérios (HASSAN et al., 2018). Isso se da por ser de amplo conhecimento
a atividade antimicrobiana desse nanomaterial, suprimindo com eficicia o crescimento
de bactérias tais como Salmonella, Staphylococcus e Escherichia coli (VODNIK;
VUKOVIC; NEDELJKOVIC, 2009). Além disso, a atencao dada as nanoparticulas de
prata também se deve a simplicidade de seu preparo, a sua alta sensibilidade e a
biocompatibilidade desse material (REZAEI;, RASTEGARZADEH; KIASAT, 2018).

A adicdo de nanoparticulas em fibras eletrofiadas tem diversos propadsitos,
como melhorar ou conferir novas propriedades ao material, tais como Oopticas,
mecanicas, elétricas, térmicas e bioldgicas, entre muitas outras, como melhorar a
habilidade do material em ser eletrofiado e mudar as propriedades da solugéo
polimérica (CORRADINI et al., 2017). Ainda, a incorporacdo de nanoparticulas de
prata pode modificar a morfologia das fibras eletrofiadas, promovendo fibras mais
uniformes e com menor diametro conforme o teor de prata aumenta. A atividade
antimicrobiana do material obtido depende, também, da concentracdo e do tamanho
das nanoparticulas de prata presentes no sistema (MOHAMMADI et al., 2019).

Nanoparticulas de prata em nanofibras poliméricas obtidas por eletrofiacdo
foram estudadas por Kharaghani et al. (2018). Os autores obtiveram mantas
nanofibrilicas de poliacrilonitrila (PAN) contendo nanoparticulas de prata e
constataram que o0 material desenvolvido apresentou notaveis propriedades
antimicrobianas (KHARAGHANI et al., 2018). Hassan et al. (2018) também estudaram
a aplicacdo desses nanomateriais em fibras eletrofiadas de blenda de poli(alcool
vinilico) e quitosana, sendo notavel a interacdo das nanoparticulas com o0s grupos
amino (-NHz) da quitosana. Ainda, na literatura, encontra-se estudo de nanofibras de
acetato de celulose com nanoparticulas de prata a partir de eletrofiacdo em solucao
(KALWAR et al., 2017). Resultados do trabalho realizado apontam que a presenca de
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nanoparticulas de prata conferem atividade antimicrobiana as fibras, sendo eficiente
contra microrganismos E. coli e S. aureus. Além disso, constatou-se que, conforme o
teor de nanoparticulas de prata aumenta, também ha incremento da atividade

antimicrobiana do material (KALWAR et al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram necessarios: zeina, N-
isopropilacrilamida (NIPAAm), tetrametilenodiamina (TEMED) e nitrato de prata
(AgNOQO3), fornecidos pela Sigma-Aldrich; cloroformio proveniente da Alphatec;
persulfato de sodio fornecido pela Dindmica Quimica Contemporanea Ltda; N,N-
dimetilformadida da Neon Comercial Ltda; e borohidreto de sddio (NaBHa4), da Fluka.

3.2 Métodos

O presente trabalho seguiu metodologia conforme fluxograma mostrado na Figura 4.

Figura 4 - Fluxograma de métodos e andlises realizados no desenvolvimento do trabalho

Sintese e
FTIR e viscosimetria — caracterizacao do
PNIPAAmM
Espectroscopia UV/VIS S;'”FEEEME .
e TGA — caracterizacao das
AgNPs
Preparacao das
suspensoes e
obtencao das
nanofibras
U\F;f;ﬁ)gdp:ﬂoéﬁo-?-g A Caracterizacao das
antibiograma, nanofibras

Fonte: Autoria propria.
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3.2.1 Sintese e caracterizacdo do PNIPAAmM

A sintese do PNIPAAm foi realizada por meio do precursor NIPAAm, utilizando
razao molar de 1,0:0,05:0,025 de NIPAAm, persulfato de sodio (iniciador) e TEMED
(catalisador), respectivamente. Inicialmente, preparou-se uma solucédo 0,3 mol/L de
mondmero e adicionou-se o iniciador, por meio da dissolucdo de 10,18 g de NIPAAmM
e 1,071 g de persulfato de sédio em 300 mL de &gua destilada, sob agitacdo
magnética e fluxo de nitrogénio por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,34 g de
TEMED e a polimerizacédo ocorreu em atmosfera de nitrogénio durante seis horas, em
temperatura ambiente e sob agitacdo magnética. Apds o processo, o polimero foi
precipitado por gotejamento em agua a 60°C com forte agitacdo e, em seguida, foi
seco em estufa com circulacdo de ar a 70°C durante 24 horas.

A caracterizacdo do polimero sintetizado se deu por meio das técnicas de
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e viscosimetria,
para averiguacdo do polimero formado e determinacdo de sua massa molar
viscosimétrica.

O ensaio para determinacdo da massa molar viscosimétrica foi realizado no
laboratério de polimeros do Departamento Académico de Engenharia de Materiais —
DAEMA — da UTFPR campus Londrina. Para isso, foi utilizado um viscosimetro de
Ubbelohde. Inicialmente, diluiu-se 0,25 g de PNIPAAmM em 25 mL de agua destilada,
para preparacdo de solucdo 0,010 g/mL. Tomou-se como padrdo de tempo o
escoamento do solvente puro (dgua destilada) e as medidas de viscosidade de
solugdo ocorreram cinco vezes, havendo posterior diluicdo por quatro vezes, com
adicdo, respectivamente, de 5 mL, 5 mL, 10 mL e 10 mL a solucdo inicial. O
experimento ocorreu em temperatura de 25°C.

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada em um espectofotometro modelo Perkin Elmer Spectrum Two, alocado no
laboratorio de analises do DAEMA. As medidas ocorreram por meio de pastilhas de

KBr e a andlise foi feita no intervalo de 4000 a 400 cm, com resolucédo de 4 cm™.
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3.2.2 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de prata

Para a sintese das nanopatrticulas de prata, foram preparadas as solucdes 1
mM de AgNOs e 2 mM de NaBHa. A solucao de borohidreto de sddio foi colocada em
baldo de fundo redondo e mantida em banho de gelo, em temperatura entre 2,5°C e
3°C. A solugéo de nitrato de prata foi colocada em bureta. O gotejamento de deu sob
forte agitacdo magnética, no baldo contendo a solucédo de NaBHa4, até que se observou
mudanca na coloracao da mistura para amarelo.

A caracterizacdo das nanoparticulas de prata obtidas foi feita por
espectroscopia UV-VIS, para averiguacdo da real formacdo das nanoparticulas. A
andlise foi realizada em espectofotbmetro modelo Libra Biochrom, em comprimento
de onda no intervalo de 190 a 900 nm, ao passo de 1 nm. Também se realizou a
centrifugacédo, para separacdo do meio aquoso e secagem das nanoparticulas para
realocacdo em meio organico, em centrifuga de bancada refrigerada modelo Thermo
Scientific Heraeus Megafuge 16. Essas técnicas foram realizadas nos laboratorios
multiusuario e L-008 da UTFPR campus Londrina.

Ainda, realizou-se ensaio de termogravimetria (TGA) da suspensao aquosa
de nanoparticulas de prata. A analise ocorreu em equipamento Shimadzu TGA-51,
alocado no laboratério de andlises do DAEMA. A analise foi realizada a 10°C/min até
a temperatura de 700°C, com fluxo de 20 mL/min de nitrogénio e foram utilizados

massa de aproximadamente 13 mg de amostra e cadinho de platina.

3.2.3 Preparacdo da suspensédo e obtencéo das nanofibras

A preparacdo da suspensdo se deu a partir da insercdo das nanoparticulas
de prata no solvente utilizado para a solubilizacdo da blenda de zeina e PNIPAAM. A
solucéo polimérica foi obtida por meio de agitagdo magnética e utilizou-se como soluto
uma proporgdo de 27/3% (m/m) de zeina/PNIPAAmM, enquanto, como solvente, 60%
de cloroformio e 40% de N,N-dimetilformamida (DMF), em massa, contendo as
nanoparticulas de prata em diferentes concentrac¢des, inicialmente desconhecidas.
Primeiramente, preparou-se solugfes individuais de zeina e PNIPAAmM, cada uma
solubilizada em metade da quantidade total de solvente. Entdo, as duas solugbes

foram misturadas, ainda em agitacdo magnética, em temperatura ambiente.
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A obtencéo das fibras a partir da suspenséo foi realizada em um aparelho de
eletrofiacdo horizontal alocado no laboratério L-008 da UTFPR campus Londrina. Os
parametros de eletrofiacdo foram selecionados de acordo com resultados obtidos em
estudos anteriores realizados (VICENTE et al., 2019). Foram necessarios testes
preliminares e ajuste do fluxo de polimero durante o processo. Assim, a concentracao
da solucédo polimérica foi de 22,5% (m/m), a tensao aplicada, de 22 kV, a distancia,
de 22 cm e, por fim, o fluxo foi de 0,6 mL/h. A escolha dessa condi¢do se deu devido
ao alto rendimento do processo apresentado por essa combinacéo de parametros em
estudos anteriores, bem como a uniformidade das fibras obtidas. Embora apresente o
maior diametro entre os resultados encontrados no planejamento fatorial realizado
(VICENTE et al., 2019), o rendimento de processo se sobressaiu entre 0s requisitos
avaliados para a escolha dos parametros de eletrofiacdo utilizados. A mudanca no
fluxo, de 0,5 mL/h, utilizado em estudos anteriores (VICENTE et al., 2019), para 0,6
mL/h foi necessaria para que ndo houvesse gotejamento do solvente no coletor
metalico e toda a solucdo utilizada fosse eficaz na formacéo de fibras. Foram
eletrofiadas quatro condic6es com diferentes teores de nanoparticulas de prata: NPO,
contendo apenas os polimeros, sem AgNPs, e NP1, NP2 e NP3, inicialmente com
concentracfes desconhecidas a serem determinadas, nomeadas por ordem de

desenvolvimento do material.

3.2.4 Caracterizacdo das fibras e testes biologicos

A concentracdo de nanoparticulas de prata nas fibras eletrofiadas nas
condicbes NP1, NP2 e NP3 foi determinada por espectroscopia UV-VIS das
suspensdes de AgNPs em cloroférmio e DMF. A analise ocorreu em espectofotbmetro
Ultravioleta-visivel Shimadzu, modelo UV-2600, localizado no Laboratério de
Espectroscopia da UEL, com varredura em comprimento de onda de 200 nm a 700
nm, ao passo de 0,5 nm.

Analises preliminares da morfologia das fibras foi realizada por microscopia
Optica de campo escuro, em microscopio optico Zeiss AX10, alocado em laboratorio
do DAEMA. Posteriormente, a medida de diametro se deu partir de imagens de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) efetuadas no Laboratério de Microscopia
Eletronica e de Microandlise, na Universidade Estadual de Londrina (UEL). Foi

utilizado feixe de elétrons de 25 kV em um microscopio eletrénico de varredura FEI
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Quanta 200. O diametro das fibras foi medido com auxilio do software Size Meter 1.1.
A estabilidade térmica, por sua vez, foi averiguada por meio do ensaio de
termogravimetria (TGA) em equipamento Shimadzu TGA-51, alocado no laboratério
de analises do DAEMA. A andlise foi realizada a 10°C/min até a temperatura de 800°C,
com fluxo de 20 mL/min de nitrogénio e foram utilizados massa de aproximadamente
7 mg de amostra e cadinho de alumina.

O teste antimicrobiano foi realizado de acordo com o utilizado pelo National
Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003), pelo método de difusdo
de disco, utilizando as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) e a levedura Candida albicans (ATCC 10231). As bactérias
foram reativadas em placas de petri contendo caldo Mduller Hinton, sendo
posteriormente encubadas. As suspensdes contendo os microrganismos utilizadas na
analise foram realizadas em tubo com solucdo salina, em escala McFarland de
concentracdo 1x108 UFC, sendo inoculadas em placas de Petri contendo agar Miiller
Hinton previamente esterilizadas. Apés a semeadura, discos de aproximadamente 6
mm de diametro das fibras eletrofiadas foram colocados em cada placa e os sistemas
foram encubados. Apos periodo de 24 horas, realizou-se a leitura de cada placa para

observar a formacao de halo de inibicao.
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A partir de medidas de tempos de escoamento das solucdes poliméricas (t) e

do solvente puro (to), definem-se a relagbes matematicas apresentadas no Quadro 1,

utilizadas no célculo da massa molar viscosimétrica (CANEVAROLO, 2013).

Quadro 1 - DefinicBes os tipos de viscosidade utilizadas

limite

Nome comum Nome recomendado Simbolo e definicéo
matematica
Viscosidade relativa Razéo de viscosidade n, = n_t
" ome o
Viscosidade especifica | - _ n—1ny t—1{
nsp =Ny — 1= -
Mo to
Viscosidade reduzida | NUumero de viscosidade Mrod Nsp
re -
c
Viscosidade inerente Numero de viscosidade _ (In(n,.))
logaritmica e ¢
Viscosidade intrinseca | NUmero de viscosidade Nsp (In(n,))
(7] = = 1e0 = oo

Fonte: Canevarolo, 2013.

A Tabela 1 apresenta os tempos de escoamento resultantes do ensaio de

viscosimetria para cada concentracao utilizada e para a agua destilada, tomada como

referéncia. Naturalmente, a viscosidade da solucdo polimérica é maior que a do

solvente puro (agua). Dessa forma, o tempo de escoamento t € maior que o tempo de

escoamento to.
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Tabela 1 - Tempos de escoamento medidos no ensaio de viscosimetria e viscosidades relativa,
especifica, reduzida e inerente calculadas

Concentracao
da solucao tmédio (S) Nrel Nsp MNred Niner

(g/mL)

0,010 403,6 4,284 3,284 328,450 145,500
0,0067 270,6 2,873 1,873 279,494 157,496
0,0050 216,6 2,299 1,299 259,873 166,526
0,0025 143 1,518 0,518 207,219 166,970
0,0012 116,2 1,234 0,234 194,621 174,911

Solvente (agua) 94,2 - - - -

Fonte: autoria propria.

A partir dos tempos de escoamento, calculou-se os valores de viscosidades

relativa (nrel), especifica (nsp), reduzida (nred) € inerente (niner), COM base nos

parametros necessarios conhecidos para viscosimetria (CANEVAROLO, 2013) e, com

auxilio de software OriginPro 9.0, plotou-se um gréfico com os dados de viscosidades

reduzida e inerente obtidos, o qual € apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Valores de viscosidades reduzida e inerente em fun¢&o da concentracao
350
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@ Viscosidade Inerente

300
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Concentracao (g/mL)

Fonte: autoria propria.
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A massa molar viscosimétrica € obtida utilizando um valor de viscosidade
intrinseca que, por sua vez, é calculado por meio da extrapolacdo das curvas de
viscosidades inerente e reduzida até uma concentracdo tendendo a zero. Para o
experimento realizado, o valor de viscosidade intrinseca foi [n] = (176,38 + 1,78),
considerando-se a média das viscosidades encontradas pela extrapolacédo das duas
retas. Para o célculo da massa molar viscosimétrica, utilizou-se a equacéo de Mark-
Houwink-Sakurada, expressa pela equacédo 1 (CANEVAROLO, 2013):

[n] = K(M,)* (1)

Na equacdo, [n] € a viscosidade intrinseca, M, é a massa molar
viscosimétrica, a e K sdo constantes que dependem do polimero, do solvente e da
temperatura. Para o sistema utilizado no ensaio de viscosimetria, as constantes séo a
=0,97 e K=2,26 x 10* mL/g (MARQUES et al., 2010). Dessa forma, a massa molar
viscosimétrica obtida foi de 1,19x10° g/mol.

A massa molar do PNIPAAm é notavelmente maior que a apresentada pela
zeina, de cerca de 23 kDa (VICENTE et al., 2019) e é valido salientar que, devido a
essa diferenca, sua adicdo na blenda polimérica estudada melhora as condi¢des de
obtencao de fibras por eletrofiacdo, com relatos, na literatura, de formacao de menos
contas (beads) no material obtido (VICENTE et al., 2019).

O espectro de espectroscopia de espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier obtido do PNIPAAmM sintetizado é apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Espectro de infravermelho com transformada de Fourier para o PNIPAAm sintetizado
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Fonte: autoria propria.

Em 3454 cm, observa-se uma larga banda, correspondente ao estiramento
da ligacdo O-H, que néo pertence ao polimero. A presenca dessa banda de absorcao
pode estar relacionada a presenca de 4gua na amostra, uma vez que o polimero
apresenta grande afinidade com essa substancia a temperatura ambiente. A banda
localizada em 2976 cm é referente ao estiramento de grupos metilicos CHs e CHoa.
Em 1642 cm™e 1553 cm?, encontram-se as bandas de absorcéo correspondentes ao
estiramento de grupos carbonilas e de estiramento simétrico de ligacdes N-H das
amidas, respectivamente. A banda encontrada em 1458 cm! equivale ao dobramento
de hidrocarbonetos CH2. A deformacéo no plano de isopropilas € caracterizada pela
banda em 1384 cm™. Por fim, as bandas de deformacdo do CHs encontram-se em
1173 cm? e 1131 cm™ (RIBEIRO, 2012; PAIVA et al., 2013; VICENTE et al., 2019).

Cabe, ainda, sinalizar que o rendimento da sintese néo foi possivel de ser
determinado, uma vez que, durante a secagem do polimero em estufa, quantidade
significativa do material aderiu ao recipiente onde foram alocadas, comprometendo a

pesagem da massa final.
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4.2 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

A Figura 7 apresenta o grafico obtido a partir da analise de espectroscopia de

ultravioleta-visivel (UV-VIS) da suspensdo aquosa de nanoparticulas de prata.

Figura 7 - Espectro de UV-VIS da suspenséo aquosa de nanopatrticulas de prata.
1,0

Absorbancia

300 400 500 600 700
Comprimento de Onda (nm)

Fonte: autoria propria

Quando irradiadas por luz, as nanoparticulas metalicas em geral apresentam
oscilacfes de seus elétrons livres na superficie. Dessa forma, parte da luz visivel é
absorvida, gerando o chamado efeito de ressonancia de plasmon, que pode ser
explicado pela teoria de Mie. Esse modelo correlaciona matematicamente as bandas
de absorcdo de plasmon, visiveis no espectro, com propriedades intrinsecas das
nanoparticulas metalicas, possibilitando a analise de importantes caracteristicas por
meio da interpretacdo do espectro experimental. E importante ressaltar, também, que
o tamanho das nanoparticulas metalicas esta relacionado com o comprimento de onda
das bandas de absorcdo. Nanoparticulas metalicas que possuem maior tamanho
possuem bandas de absorcéo de plasmon deslocadas para maiores comprimentos de
onda, enquanto nanoparticulas com menores tamanhos, para menores comprimentos
de onda (BALLOTTIN, 2014).

E notavel uma banda de absorbancia em 402 nm, caracteristico de

nanoparticulas de prata morfologicamente esféricas, constatando a real formacao das
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AgNPs no processo de sintese (BALLOTTIN, 2014). A massa obtida do material
sintetizado, apds a centrifugacdo e secagem, ndo foi averiguada pela balanca de
precisdo utilizada, impossibilitando o célculo de rendimento da sintese. Ainda, por
meio do software MieLab, foi possivel estimar, por meio de comparativo entre uma
curva tedrica e a curva experimental apresentada na Figura 6, o diametro das
nanoparticulas obtidas, de 22 nm.

O resultado do ensaio de termogravimetria da suspensdo aquosa de
nanoparticulas de prata € apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Curva TGA indicando o comportamento térmico da suspenséo de6 nanoparticulas de
prata até 700°C.
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Fonte: autoria propria.

Na Figura, nota-se uma grande perda de massa, de 98,41%, entre as
temperaturas de 27,49°C e 120,80°C, referente a perda da agua, meio em que a
suspensdo se encontrava. A partir deste ponto, a curva torna-se quase constante,
havendo perda de mais 0,78% de massa, apenas, mostrando estabilidade térmica das
nanoparticulas de prata sintetizadas até a temperatura final, de 700°C.
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4.3 Caracterizacdo das nanofibras

A Figura 9 apresenta os espectros de UV-VIS das suspensdes de
nanoparticulas de prata em cloroférmio e DMF utilizadas para solubilizar os polimeros
nas condi¢cdes NP1, NP2 e NP3 eletrofiadas, a esquerda, e um aumento na regiao de

250 nm a 500 nm para 0s mesmos espectros, a direita.

Figura 9 - (a) Espectros de UV-VIS das suspensfes utilizadas para as fibras NP1, NP2 e NP3;
(b) Aumento dos espectros de UV-VIS na regido de 250 nm a 500 nm
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Fonte: autoria propria.

A condicdo NP3 apresentou maior absorbancia, de 0,055, seguida pela
condicdo NP1, com absorbancia de 0,027. Por fim, a condicdo NP2 apresentou
absorbancia de 0,016. Para o calculo da concentracéo de nanoparticulas de prata nas
fibras eletrofiadas de zeina e PNIPAAm, utilizou-se a lei de Beer-Lambert, expressa

na equacao 2:
A = ¢ebc (2)

Na equacéo, A é a absorbancia, ¢ é a absortividade molar, dada em M-tcm?,
b € o comprimento do percurso da amostra, em centimetros, e ¢ € a concentracao de
nanoparticulas na suspensdo, em molar (SHANG; GAO, 2014). Assumiu-se 0
coeficiente de extingdo molar como ¢=1,8x10% M-lcm™? (PARAMELLE et al., 2014), e
b = 1 cm, sendo a largura da cubeta utilizada. Para A, assumiu-se os valores

encontrados nos espectros mostrados na Figura 9. Dessa forma, as concentragdes
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de nanoparticulas de prata em cada condicdo eletrofiadas, em mol/L, e suas
respectivas relacdes de massa de nanoparticulas de prata por grama de polimero sao

mostradas na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentracdes de nanoparticulas de prata e massa de nanoparticulas por grama de
polimero em cada condicado de fibras eletrofiadas de zeina e PNIPAAmM

Condicao Concentracao (M) Massa de AgNPs por
grama de polimero (g)

NPO 0 0

NP1 6,46x1012 5,14x10712

NP2 3,83x1012 3,05x1012

NP3 1,32x101t 1,05x101t

Fonte: autoria propria.

Nota-se, dessa forma, que a concentracdo de nanoparticulas de prata é
ascendente na ordem de condicdes: NPO, NP2, NP1 e NP3.

Na Figura 10 estédo presentes imagens de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) das condic¢des eletrofiadas. Pode-se notar grande formagéo de estiramentos
emaranhados, evidenciando a formacgéao de fibras uniformes para todas as condi¢des
testadas. As fibras formadas ndo apresentaram presenca de solvente no coletor ou
contas (beads) em sua extensdo, resultado considerado satisfatério no

desenvolvimento do material desejado.
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Figura 10 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura das fibras eletrofiadas a) NPO; b) NP1; ¢)
NP2; d) NP3

Fonte: autoria propria.

Ainda, por meio do software Size Meter 1.1, foi possivel calcular o diametro
médio das fibras eletrofiadas. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Diametros médios para as condi¢des de eletrofiacdo das fibras de zeina e PNIPAAmM
com diferentes teores de AgNPs

Experimento Diametro médio (um) Desvio padrao (um)
NPO 1,5979 + 0,0805
NP1 1,0779 + 0,0905
NP2 1,2601 + 0,0858
NP3 0,6757 +0,0724

Fonte: autoria propria

O maior diametro médio é observado para a condicdo NPO, equivalente as
fibras sem nanoparticulas de prata. Em contrapartida, o menor diametro corresponde
a condi¢do NP3, com maior teor de prata nas fibras eletrofiadas. E notavel, portanto,
gue o diametro das fibras diminui conforme o aumento de prata presente nelas,
corroborando o que diz a literatura (MOHAMMADI et al., 2019).



39

A estabilidade térmica das fibras foi analisada por ensaio de termogravimetria.

Os resultados séo apresentados na Figura 11.

Figura 11- Curvas TGA obtidas para as fibras eletrofiadas de zeina e PNIPAAm
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Fonte: autoria propria.

A primeira perda de massa nas fibras ocorre em temperatura até 110°C,
correspondente a saida de agua, resultando em 6% a 9% de perda de material. O
inicio da degradacéo das fibras, indicado pela temperatura Tonset, € @ porcentagem de
massa perdida no intervalo mais acentuado de degradacdo sédo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Temperaturas de inicio de degradacao e perda de massa das fibras eletrofiadas

Condicao Tonset (°C) Perda de massa (%)
NPO 275,7 52,4
NP1 278,3 53,3
NP2 278,3 51,9
NP3 282,9 55,4

Fonte: autoria propria.

Uma vez que as temperaturas de decomposicao e as perdas de massa sao

semelhantes para todas as condicbes, assumiu-se que a incorporacdo de



40

nanoparticulas de prata nas fibras eletrofiadas nao apresentou influéncia significante
na estabilidade térmica do material, havendo apenas um pequeno aumento na
temperatura de inicio de degradacdo. Cabe, ainda, salientar que as massas finais das
condicdes NP1 e NP3 terminaram em porcentagens negativas, provavelmente devido
a falta de limpeza do equipamento de TGA utilizado, o que ocasionou perda de massa
de resquicios de materiais anteriormente ensaiados, influenciando, assim, as curvas
apresentadas na Figura 11.

Testes qualitativos do antibiograma foram realizados para avaliar a atividade
antimicrobiana do material desenvolvido, verificada por meio da formac&o ou nédo de
halo de inibicdo (NCCLS, 2003). Um exemplo de formacdo de halo de inibicdo é

mostrado na Figura 12.

Figura 12 - Resultados de antibiograma (a) sem formacao de halo de inibicdo e (b) com
formacao de halo de inibi¢&o, indicado pela seta vermelha

(a) (b)

Fonte: Autoria propria

Em concentracdo de 1x108 UFC/mL, verificou-se o comportamento descrito

no Quadro 2 para o resultado dos testes.
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Quadro 2 - Verificacdo de halo de inibicdo em ambiente com diferentes microrganismos.

FORMACAO DE HALO
MICRORGANISMO
NPO NP1 NP2 NP3
Escherichia coli SIM SIM SIM SIM
Staphylococcus . . .
NAO NAO NAO SIM
aureus
Staphylococcus - - ~
_ o NAO NAO NAO SIM
epidermidis
Pseudomonas 5 5
, SIM NAO NAO SIM
aeruginosa
Candida albicans NAO NAO NAO NAO

Fonte: autoria prépria.

Nota-se, primeiramente, que nenhuma das condi¢cdes foi eficaz contra a
proloferacdo de Candida albicans, mostrando a auséncia de ag¢do antimicrobiana
contra a levedura. No que tange as bactérias, vé-se que a condicdo NP3, com maior
teor de prata, apresentou atividade antimicrobiana contra todos 0os microrganismos
testados. As condicdes NP1 e NP2, por sua vez, apresentaram atividade
antimicrobiana apenas contra Escherichia coli e, por fim, a condicdo NP0, com
auséncia de prata, apresentou atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Dessa forma, é possivel inferir que a atividade
antimicrobiana das fibras cresce a medida que o teor de nanoparticulas de prata
aumenta, atingindo diferentes bactérias. Ainda, a ndo diferenciacdo de acéo
antimicrobiana de NP1 e NP2 pode ser atribuida a insuficiéncia de prata nas fibras em
ambas as condi¢cdes. Em NPO, a acédo presente em Pseudomonas aeruginosa pode
decorrer de desvios experimentais, como variacdo no tempo de incubacdo ou
temperatura de manuseio (NCCLS, 2003). De forma geral, tem-se, com 0 aumento do
teor de prata nas fibras, maior abrangéncia de atividade antimicrobiana, conforme
prevé a literatura (KALWAR et al., 2017).

E reportado na literatura a agdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata
contra as bactérias estudadas, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa (RAI; YADAV; GADE, 2009),
0 que corrobora com a hipétese de a auséncia de atividade antimicrobiana de NP1 e

NP2 nos microrganismos apresentados decorrer da insuficiéncia de prata no sistema
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para efetiva acdo. Ainda, sabe-se que o mecanismo de acdo da prata contra esses
microrganismos se da pela supressédo da atividade respiratéria das bactérias. As
AgNPs aderem as membranas celulares e penetram nas bactérias, atacando a
atividade respiratéria e a divisdo celular, destruindo-as. E valido ressaltar que, ao
contrario do que acontece com antibioticos, 0s microrganismos nao sao capazes de
desenvolver resisténcia a prata, 0 que a torna interessante para a aplicacao
antimicrobiana (RAI; YADAV; GADE, 2009).
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho foram desenvolvidas mantas nanofibrilicas de zeina e
poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAmM) contendo nanoparticulas de prata. As fibras
foram desenvolvidas em quatro diferentes teores de AgNPs, respectivamente: O,
6,46x1012 M, 3,83x101?> M e 1,32x10*! M. As andlises de termogravimetria indicaram
gque a incorporacdo de prata nas fibras nao influenciou significativamente a
estabilidade térmica do sistema. Ainda, foi possivel observar que as fibras obtidas, em
todas as condicdes, apresentaram uniformidade, sem a presenca de contas (beads)
ou de solvente respingado no meio analisado.

Também se observou que, com a incorporacao de nanoparticulas de prata
nas fibras, o didmetro médio resultante do processo de eletrofiacdo diminuiu
consideravelmente. O maior didmetro médio medido foi de (1,5979 + 0,0805) um, para
NPO (auséncia de nanoparticulas) e o menor, de (0,6757 + 0,0724) um, para NP3,
condicdo com maior teor de nanoparticulas.

Ao avaliar a atividade antimicrobiana por meio de analise de antibiograma,
verificou-se que, aparentemente, as condicbes NP1 e NP2 n&o apresentavam
concentracdo suficiente de nanoparticulas de prata para agir com maior eficacia se
comparadas a NPO contra diferentes bactérias. A condicdo NP3, por sua vez,
apresentou acao antimicrobiana contra todas as bactérias analisadas, resultado
constatado pela formacdo de halo de inibicdo no ambiente do ensaio. Quanto a
levedura analisada, as fibras ndo apresentaram, de maneira geral, acéo
antimicrobiana, ndo surtindo efeito contra sua proliferacao.

E pertinente ressaltar que a sintese de nanoparticulas de prata foi feita com
sucesso, resultando em nanoparticulas esféricas de didmetro aproximado de 22 nm.

Dessa forma, o trabalho desenvolvido mostrou promissora aplicagdo das
fibras desenvolvidas com nanoparticulas de prata ao ambiente fisiol6gico, permitindo
seu emprego como biomaterial. Ainda, espera-se que 0s resultados apresentados
possam contribuir com a comunidade cientifica no que diz respeito a biomateriais
poliméricos.

Cabe ainda salientar que € relevante o estudo futuro de propriedades
mecanicas das fibras em funcdo do teor de nanoparticulas de prata presente, bem

como a obtencé&o de fibras com maiores teores de nanoparticulas. Também é possivel
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o estudo de limites de concentracdo de bactérias para a acdo antimicrobiana das fibras

contendo determinados teores de nanoparticulas de prata.
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