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RESUMO
O tratamento de efluentes industriais e o combate as infec¢bes bacterianas
resistentes aos antibiéticos tradicionais sdo dois grandes problemas de saude
publica e ambiental na sociedade moderna. Uma alternativa para contornar
estes problemas € o desenvolvimento de materiais compdsitos que apresentem
atividade antibacteriana e fotocatalitica. Portanto, este trabalho tem por objetivo
obter sistemas nanoestruturados a base de Eudragit® L100, prata e diéxido de
titAnio com potenciais aplicagcdes em fotodegradacéo de poluentes aquaticos e
no tratamento de infec¢cbes bacterianas. Neste sentido, foram obtidos
nanoparticulas de prata (AgNPs), compdésitos prata-didxido de titanio (Ag-TiO,)
e compésitos de Eudragit® L100/di6xido de titanio (EDGT/TIO,) e Eudragit®
L100/prata-dioxido de titdnio (EDGT/Ag-TiO,). AgNPs foram sintetizadas por
reducdo quimica do precursor nitrato de prata, os compésitos Ag-TiO, foram
obtidos pela reducédo da prata em dispersdo do TiO, comercial P25 e os
compositos EDGT/TIO, e EDGT/Ag-TIO, foram sintetizados por eletrofiacéo.
Os materiais obtidos foram caracterizados por espectroscopia de absorcao na
regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), espectroscopia Raman, espalhamento dindmico de luz (DLS) e
microscopia de forca atdbmica (AFM). A fotoatividade dos compositos foi
analisada pelo estudo da degradacao fotocatalitica da rodamina B (RhB) e a
atividade antibacteriana foi avaliada frente a Staphylococcus aureus e
Moraxella bovis. Comparado ao TiO, puro o compdésito Ag-TiO, € mais eficiente
na degradacdo da RhB. No sistema contendo o compdsito ocorreu degradacao
de 72,53% do corante, enquanto no sistema contendo o TiO, a degradacéo foi
de 51,53%. Comparado as AgNPs, o compdsito Ag-TiO, também apresentou
maior potencial bactericida contra S. aureus e de M. bovis, sendo a S. aureus
mais susceptivel tanto ao compdsito quantos as nanoparticulas de prata. As
fibras do compdsito EDGT/Ag-TiO, também apresentaram potencial bactericida
contra S. aureus. Portanto, os compadsitos obtidos neste trabalho demonstram
potenciais aplicacbes em descontaminacdo de aguas residuais e em

dispositivos para desinfec¢éo bacteriana.

Palavras-chave: Compositos EDGT/Ag-TIO,, eletrofiacdo, fotodegradacéao,
atividade bacteriana.



ABSTRACT

The treatment of industrial effluents and the constant development of materials
to be applied against bacterial infections resistant to antibiotics are major public
health and environmental problems in modern society. An alternative to
overcome these problems is the development of materials (or composite) for the
degradation of organic contaminants and to control bacterial infections.
Therefore, the objective of this work is to obtain nanostructured systems based
on Eudragit® L100, silver and titanium dioxide with potential applications in
photodegradation of aquatic pollutants and in the treatment of bacterial
infections. In this sense, silver nanoparticles (AgNPs), silver-titanium dioxide
(Ag-TiO,) composites and Eudragit® L100/titanium dioxide (EDGT/TiO,) and
Eudragit® L100/silver-titanium dioxide (EDGT/Ag-TiO,) composites were
obtained. AgNPs were synthesized by chemical reduction of the silver nitrate
precursor, Ag-TiO, composites were obtained by the silver reduction in
dispersion of the commercial TiO2 P25 and the EDGT/Ag-TiO, composites
were synthesized by the electrospinning technique. The materials were
characterized by ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), scanning electron
microscopy (SEM), Raman spectroscopy, dynamic light scattering (DLS) and
atomic force microscopy (AFM). The photoactivity activity of the composite was
analyzed in photocatalytic degradation of rhodamine B (RhB) and an
antimicrobial activity was evaluated against Staphylococcus aureus and
Moraxella bovis. Compared to pure TiO,, the Ag-TiO, composite it is more
efficient results in degradation of RhB. In the system containing the composite
there was degradation of 72.53% of the dye, while in the system containing
TiO, the degradation was 51.53%. Compared to AgNPs, the Ag-TiO, composite
also had a higher bactericidal potential against S. aureus and M. bovis, being S.
aureus more susceptible to both the composite and silver nanoparticles.
EDGT/Ag-TiO, composite fibers also showed bactericidal potential against S.
aureus. Therefore, the composite obtained in this work demonstrate potential
applications in decontamination of wastewater and in devices for bacterial
disinfection.

Keywords: Ag-TiO, composites, electrospinning, photodegradation, bacterial

activity.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO E REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

1.1 INTRODUCAO

A poluicdo das fontes de recursos hidricos tem sido aceita como um
problema grave em todo o mundo por causa de seus efeitos adversos sobre a
saude humana, plantas e animais, sendo considerado um fator de grande
impacto na crise hidrica no mundo (AKERDI et al., 2016), uma vez que a
industria responde por boa parte da demanda hidrica global. Como mostra a
Fig. 1, no Brasil, 6% de toda a agua é consumida pela industria (AGENCIA
NACIONAL DE AGUAS, 2016) e no mundo esse valor chega a 19 % (FLORKE
et al., 2013).

Figura 1. Demanda hidrica no Brasil (a) e no mundo (b).

a) b)
84%

70%

19%

6%

I Agicola 10% I Agricola 11%
I Industria I Industria
Il Doméstica Il Doméstica

Fonte: (AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2016; FLORKE et al., 2013)

Apesar do importante papel da industria téxtil no mundo, este é um setor
que tem se tornado preocupante quanto a poluicdo ambiental, principalmente
devido ao alto volume de agua consumida em Seus processos e aos VAarios
tipos de contaminantes presentes em seus efluentes, tais como corantes,
detergentes, biocidas e etc..(PATEL; VASHI, 2012). Estima-se que o setor téxtil
seja responsavel por 17-20% da agua poluida gerada por industrias (AKERDI
et al., 2016).
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Corantes sintéticos considerados perigosos, como rodamina B, tém sido
aplicados em processo industriais de pigmentacdo. Embora normas ambientais
internacionais sejam rigorosas, aproximadamente 15% da produgdo mundial de
corantes sdo desperdicados durante o processo de tingimento e liberados
como efluentes téxteis (BIPARVA; RANJBARI; HADJMOHAMMADI, 2010;
MANSUR et al., 2014).

Métodos convencionais para o tratamento de efluentes, tais como
adsorcado e coagulacdo séo insuficientes e exibem algumas desvantagens,
como a producao de fases com alta concentracdo do poluente (LACHHEB et
al., 2002).

Outro problema de saulde publica na sociedade moderna sdo as
contaminagdes por micro-organismos. Infeccbes causadas por bactérias
resistentes a multiplas drogas sdo um desafio cada vez maior, pois resultam
em aumentos significativos nas taxas de mortalidade, morbidade e custos
relacionados a tratamentos prolongados (LARA et al., 2010; SCANDORIEIRO
et al., 2016; SHARMA; YNGARD; LIN, 2009).

Trabalhos na literatura indicam que nanomateriais podem proporcionar
solugcbes para os desafios relativos ao tratamento de &guas e infeccbes
causadas por microorganismos resistentes. Nanomateriais semicondutores,
tais como diéxido de titanio (TiO,) e 6xido de zinco (ZnO), tém sido aplicados
como fotocatalisadores na degradacdo de contaminantes organicos por
Processos Oxidativos Avancados (POAs) (CHAKRABARTI et al.,, 2009;
COLLADO et al., 2013; JING et al., 2002; LIU; WEI, GAO, 2015) e
nanoparticulas metalicas, principalmente nanoparticulas de prata (AgNPs), sédo
consideradas agentes antibacterianos eficientes (KIM et al., 2007; LARA et al.,
2010; SCANDORIEIRO et al., 2016; SHARMA; YNGARD; LIN, 2009).

As propriedades das nanoparticulas de prata (incluindo a atividade
atimicrobiana) sdo dependentes do tamanho e estabilidade (GHOSH et al.,
2010), o que tem motivado a busca por materiais que sirvam de suporte para
produzir particulas de prata em tamanho reduzido e estaveis. O diéxido de
titAnio demonstra ser um excelente material para imobilizar AgNPs, pois além

de carregar particulas de dimensdes muito reduzidas o compdsito prata-didxido
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de titdnio (Ag-TiO,) pode ter sua atividade fotoativa potencializada, comparado
ao TiO; puro (LIU et al., 2008).

A incorporacao de particulas fotoativas com atividade antimicrobiana em
fibras obtidas pela técnica de eletrofiacdo representa uma estratégia para
desenvolver dispositivos para tratamento de agua e de doencas infecciosas.
Toniatto et al. (2017) incorporaram particulas de TiO, em fibras de poli(acido
lactico) (PLA) para uso em implantes médicos com propriedades
antimicrobianas. Ryu, Chung e Kwak (2015) produziram tecidos autolimpantes
e com atividade bacteriana a partir da incorporacdo de compaositos Ag-TiO, em
fibras de nylon. No mesmo sentido, Nalbandian et al. (2015) incorporaram Ag-
TiO, em fibras de polivinilpirrolidona (PVP) para tratamento de &gua
contaminada com fenol e Aradjo et al. (2016) adicionaram particulas TiO,/ZnO
fotoativas em fibras de Eudragit® L100 para tratamento de &gua contaminada

com rodamina B.

Este trabalho teve por objetivo sintetizar sistemas nanoestruturados a
base de Eudragit® L100, prata e diéxido de titnio com potenciais aplicacées
em fotodegradacdo de poluentes aquaticos e no tratamento de infeccdes
bacterianas. Neste sentido, serdo sintetizados AgNPs, nanocompdsitos Ag-
TiO, e compositos EDGT/TIO, e EDGT/Ag-TiO,. Os materiais seréo
caracterizados por espectroscopia de absor¢cdo na regido do ultravioleta e
visivel (UV-Vis), microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia
Raman, espalhamento dinamico de luz (DLS) e microscopia de forgca atdbmica
(AFM). A fotoatividade dos compédsitos serd avaliada pelo estudo da
degradacdo fotocatalitica da rodamina B (RhB) e a atividade antibacteriana

serd avaliada frente a S. aureus e M. bovis.
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1.2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO
1.2.1 BACTERIAS

Bactérias sdo seres unicelulares e por seu material genético ndo ser
envolto por uma membrana nuclear (nucleo ndo definido) sdo denominadas de
procariotos. Além da auséncia da membrana nuclear, bactérias também nao
possuem mitocondrias, complexo de Golgi e reticulo endoplasmético
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2011).

A partir da estrutura da parede celular as bactérias séo divididas em dois
grandes grupos: gram positivas e gram negativas. Como representado na Fig.
2, em bactérias gram positivas a parede celular é formada por uma camada
espessa de peptideoglicano, enquanto em bactérias gram negativas a parede
celular é formada por uma camada fina de peptideoglicano e uma membrana
externa sobreposta rica em lipopolisacaridios (LPS) (MURRAY; ROSENTHAL;
PFALLER, 2011; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Figura 2: llustragdo esquematica da diferenga entre parede celular de bactérias gram

positivas e gram negativas.

Gam positiva

’A\ <— Peptideoglicano

_ <— Membrana plasmética
Gam negativa

Membrana externa
Peptideoglicano

<— Espaco periplasmatico
Membrana plasmatica

Esta classificagdo tem origem na técnica de coloracdo de Gram,
empregada na identificacdo de bactérias por diferenciagdo no aspecto
pigmentar. Nesta técnica um esfregaco bacteriano € fixado na superficie de
uma lamina e recoberto por um corante basico purpura, geralmente o cristal
violeta. Apés um curto periodo de tempo o corante em excesso € lavado e o
esfregaco é recoberto com iodo, um mordente. Em seguida a lamina é lavada
com um agente descorante (solucdo de alcool-acetona). Em bactérias gram

positivas o corante fica retido pela camada espessa de peptidioglicano e
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permanece com a cor purpura, enquanto em bactérias gram negativas a fina

7

camada de peptidioglicano ndo é capaz de reter o corante e se tornam
incolores, até serem contracoradas com a safranina. A Fig. 3 ilustra o processo
de coloracdo de Gram (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2011; TORTORA;

FUNKE; CASE, 2012).

Figura 3: Esquema ilustrativo do processo de coloragdo de Gram.

Legenda
[l cristal violeta
! / '/ B 'odo
/ / DAW
I safranina
- .'
\s\ > s - - =
Gram-positivo
— & ﬂ:. —

© Avlicagdo de cristal (2] Aulm;éo de iodo © Lavagem com dicool (4] Aplmqao de safrmna
violeta (corante purpura) (descoloragdo)

FONTE: (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012)

As diferencas entre as paredes de bactérias gram positivas e gram
negativas sao caracteristicas determinantes na resisténcia relativa ou
susceptibilidade a entrada de um determinado antibiético no interior da célula.
A espessa camada lipopolissacaridica em bactérias gram negativas atua como
barreira limitando a difusdo de moléculas de antibi6ticos para dentro da célula,

by

0 que as tornam mais resistentes a acdo de antibiéticos. Por outro lado,
bactérias gram positivas caracteristicamente tém substancias lipofilicas em sua
parede celular que retardam a penetragdo de compostos antimicrobianos
hidrofilicos e catiénicos (GUIMARAES; DA SILVA MOMESSO; PUPO, 2010;

VALERIANO, 2007).

Os antimicrobianos podem atuar por mecanismos diferentes, seja
interferindo em processos metabdlicos ou na estrutura do microrganismo. A
penicilina, por exemplo, inibi a sintese de peptideoglicano, o que torna a parede
celular enfraquecida e provoca a lise celular. A polimixina B provoca danos na
membrana plasmatica e leva a morte bacteriana, pois a permeabilidade seletiva

€ rompida, provocando perda de elementos vitais as células ou entrada de
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substancias nocivas ao metabolismo bacteriano. A eritromicina e a tetraciclina
inibem a sintese de proteinas, enquanto quinolonas inibem a replicacdo e
transcricdo do DNA (JACOBY, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Apesar dos grandes avanc¢os no tratamento de doencas infeciosas apos
a descoberta dos antibidticos, seu uso indiscriminado em humanos e animais
tem resultado no aumento de populacbes bacterianas resistentes aos
antimicrobianos disponiveis (JACOBY, 2008).

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibioticos tem
motivado a busca por tratamentos ndo convencionais utilizando materiais
nanotecnoldgicos, tal como nanoparticulas de prata (JACOBY, 2008). Acredita-
se que estes materiais, diferentemente dos antibioticos, agem de forma
complexa oferecendo menos risco de desenvolvimento de resisténcia pelas
bactérias (JACOBY, 2008; JUNIOR, 2013).

1.2.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) € uma bactéria gram positiva,
encontrada normalmente na pele e fossas nasais de criancas e adultos.
Quando barreiras naturais do corpo, pele ou mucosas, sdo comprometidas
devido a traumas ou cirurgias a S. aureus pode provocar infecgcdes dos mais
variados niveis, tais como abcessos, pneumonia, osteomielite, endocardite,
artrite séptica e bacteremia. E uma das principais bactérias causadoras de
infeccbes adquiridas por pacientes hospitalizados (ENRIGHT et al., 2000;
MORAN et al., 2006), sendo também responsavel por grandes prejuizos em
pecuaria. Por exemplo, é o principal agente causador da mastite bovina
(inflamacado da glandula maméria), doenca que provoca perda de 12 a 15% da
producéo de leite no Brasil (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

A descoberta dos antibioticos revolucionou o tratamento de infec¢des
causadas por S. aureus, no entanto, continua sendo um patdogeno preocupante
devido ao continuo desenvolvimento de cepas resistentes as drogas

convencionais, como mostra a Fig. 4. Portanto, ainda € um desafio para a
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comunidade cientifica desenvolver substancias mais eficazes contra estas
bactérias (CHAMBERS; DELEO, 2009).

Figura 4: Surgimento de alguns antibidticos e cepas resistentes de S. aureus nos
séculos XX e XXI

Surgimento do
CA-MRSA
Ujgcgm:g%ga R VRSA [
nos EUA
Surgimento
da meticilina VRSA no
Brasil
Surgimento
da penicilina MRSA ‘
VRSA no
Beta-lactamase Japéo
f \J T T \|/ T T ! . / . .
1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Fonte: Santos, et al., 2007

1.2.1.2 Moraxella bovis

Moraxella bovis (M. bovis) é uma bactéria gram negativa pertencente a
familia Moraxellaceae. O género Moraxella contém 14 (quatorze) espécies de
bactérias. A M. bovis é o principal agente causador de Ceratoconjuntivite
Infecciosa Bovina (CIB). E a doenca ocular bovina mais comum no gado e
ocorre em populacdes de gado em todo o mundo. Todas as racas de gado sé&o
consideradas susceptiveis, embora uma menor incidéncia tenha sido relatada
em bovinos Brahman e bovinos com mais pigmentagcdo periocular
(ALEXANDER, 2010; ANGELOS et al., 2010; FARN et al., 2001; ZBRUN et al.,
2012).

CIB é caracterizada por lacrimejamento intenso e opacidade da cornea,

que pode evoluir até ulceracdo, ocasionando cegueira temporaria ou

Fabiano da Costa Sa Pagina 20



permanente, descematocele e ruptura da cornea. E uma doenca ocular
altamente contagiosa e sua propagacdo tem sido atribuida a mosca cara
(Musca autumnalis) (ALEXANDER, 2010; ZBRUN et al., 2012). A Fig. 5 mostra

um olho bovino apresentando ceratoconjutivite infecciosa.

Figura 5: Imagem de olho bovino com cCratoconjuntivite Infecciosa Bovina (CIB).

Fonte: ALEXANDER, 2010

1.2.2 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS

Processos Oxidativos Avancados (POAs) vém sendo empregados na
degradacdo de diversos compostos organicos devido a sua eficiéncia e baixo
custo. Estes processos baseiam-se na utilizacdo de uma fonte com potencial
de oxidac&o para produzir radicais ativos, como radical hidroxila (HOe), para
catalisar reacoes de oxidagdo capazes de converter compostos organicos em
compostos mais facilmente biodegradaveis ou mineralizando-os em CO; e H,0O
(LEE et al., 2013; MISHRA; GOGATE, 2010).

Entre os Processos Oxidativos Avancados, a fotocatalise heterogénea
tem recebido maior atencdo no campo da remediacdo de aguas. Neste
processo, um semicondutor € excitado com luz para promoc¢éo de elétrons da
banda de valéncia (BV) para banda de conducéo (BC). A regido entre as duas
bandas é denominada “band gap”, representado na Fig. 6. Quando o elétron &
excitado da BV para a BC sdo formados sitios oxidantes e redutores,

denominados par elétron-buraco (e - h").
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Figura 6: Esquema de bandas de valéncia e conducédo de materiais semicondutores
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1.2.2.1 Diéxido de titanio

O dioxido de titanio (TiO2) € um dos semicondutores mais empregado
em fotocatélise heterogénea, principalmente devido a sua fotoatividade,
estabilidade fisica e quimica, baixa toxicidade e baixo custo (DEVI; KAVITHA,
2016).

O mecanismo de fotodegradacéo utilizando diéxido de titanio baseia-se
na formacdo dos sitios oxidantes e redutores, e - h*. Nestes sitios moléculas
de agua (H.O) ou hidroxilas (HO_) sdo oxidadas formando radical hidroxila
(HOe) e moléculas de oxigénio (O;) sdo reduzidas formando o radical
superoxidos (oOz_). Este radical superédxido provoca a formacdo de uma maior
quantidade de radicais HOe. Os radicais hidroxilas sdo agentes oxidantes muito
fortes, portanto provocam degradacdo de moléculas organicas por reacdes de
oxidacdo, convertendo-as em CO; e H,O. Abaixo esta representado o possivel
mecanismo da fotocatdlise usando dioxido de titanio (CHENG; YU; XING, 2012;
HASSAN; ZHAO; XIE, 2016; SELVAM et al., 2007).
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TiO, +Av (E; = 3,2eV) » TiO, + (egc + hiy) (1)
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«0; + H,0 > HO*+ HO~ 4)

HO® + contamiante — -+ - C0, + H,0 5)

Na Fig. 7 esta ilustrado o processo de fotocatalise utilizando diéxido de
titAnio como fotocatalisador (ASHKARRAN et al., 2014; HASSAN; ZHAO; XIE,
2016).

Figura 7: Esquema de bandas de valéncia e conducdo de materiais semicondutores
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Um dos principais empecilhos quanto ao uso do dioxido de titdnio como
fotocatalisador € a rapida recombinacio do par e - h'. Esta rapida
recombinacdo dos pares e - h* diminui a disponibilidade de radicais ativos para
reagir com moléculas organicas, diminuindo assim a velocidade de
descontaminacéo do meio (CHENG; LE; YU, 2010; XIONG et al., 2011).

O TiO, pode ser encontrado na natureza em trés formas cristalinas: anatase
(tetragonal), rutilo (tetragonal) e broquita (ortorrébmbica), como mostrado na Fig.
8. Rutilo é a fase mais estavel termodinamicamente, enquanto as fases
anatase e brogquita sdo metaestaveis e se transformam em rutilo por tratamento
térmico. As propriedades fisicas e quimicas das trés fases sdo distintas
(BELLARDITA et al., 2011).
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Figura 8: Estruturas cristalinas do TiO,. rutilo (a), broquita (b) e anatase (c).

(a) (b)

Fonte: Oliveira., 2016

Apesar da fase rutilo apresentar menor ban gap, a fase anatase tem maior
fotoatividade devido a sua maior area de superficie e menor taxa de
recombinacdo dos pares elétrons-buracos. O TiO, P25 é formado por cerca de
75% de fase anatase e 25% de fase rutilo, sendo considerado uma proporc¢éo
ideal para que as duas fases em conjunto apresentem efeitos sinérgicos
levando a uma melhoria da atividade fotocatalitica. O TiO, P25 tem sido
utilizado como um material padrdo para reacdes fotocataliticas (HASSAN;
ZHAO; XIE, 2016).

A tabela abaixo resume as principais propriedades das fases anatase, rutilo,
broquita e do TiO, P25 (HASSAN; ZHAO; XIE, 2016).

Tabela 1: propriedades das diferentes fases de TiO, e de TiO, P25.

Propriedades Anatase Rutilo Broquita P25
Densidade (g/cm®) 3,90 4,27 4,13 3,8
Gap de energia (eV) 3,2 3,0 - >3,0
indice de refracdo 2,52 2,72 2,63 2,49
Comprimento de <380 <413 - <400
onda limite (nm)

Dureza 5,5-6,0 6,0-6,5 5,5-6,0 -
Tamanho médio 85 25 - 21-25
(nm)

Fabiano da Costa Sa Pagina 24



1.2.2.2 Rodamina B

Rodamina B, de nome IUPAC cloreto de (9-(2-carboxifenil)-6-dietilamino-
3-xatenilideno) dietilamonio, de estrutura quimica representada na Fig. 9, € um
corante organico sintético e ndo biodegradavel da classe dos corantes de
xanteno. E largamente empregado na industria téxtil para tingir tecidos, em
vidros coloridos, canetas esferogréficas, tintas de almofadas de carimbo, fotos
coloridas e outros processos industriais de tingimento (JAIN et al., 2007;
MISHRA; GOGATE, 2010; TAZIKI; SHEMIRANI; MAJIDI, 2012; XIONG et al.,
2011b).

Figura 9: Estrutura quimica da Rodamina B
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Rodamina B é um corante considerado perigoso, pois quando ingerido
por seres humanos e animais provoca irritacdo na pele, nos olhos e no trato
respiratério. Além da toxicidade, seu potencial carcinogénico também é
comprovado experimentalmente (JAIN et al., 2007; LEE et al., 2013; TAZIKI;
SHEMIRANI; MAJIDI, 2012). Devido aos efeitos nocivos da rodamina B ao
homem e a natureza, diversas pesquisas tém buscado solu¢des viaveis para o
tratamento de aguas residuais contendo tal contaminante. O meio descrito
comumente na literatura para remocdo de rodamina B é a fotocatélise
heterogénea utilizando materiais semicondutores (ASHKARRAN et al., 2014;
CHENG; LE; YU, 2010; JAIN et al., 2007; LEE et al.,, 2013; PAULINO;
ARAUJO; SALGADO, 2015; XIONG et al., 2011b; YANG et al., 2008).
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1.2.3 COMPOSITOS METAL-DIOXIDO DE TITANIO

Um dos principais mecanismos disponiveis na literatura para vencer os
problemas relacionados a rapida recombinagdo do par elétron-buraco e ao
grande band gap da particula TiO, € dopando-a com um metal de transi¢cdo. O
mecanismo fotocatalitico de compdsitos metal-dioxido de titanio (Me-TiO,),
representado na Fig. 10, é semelhante ao do TiO, puro. No entanto, o metal
serve como uma armadilha de elétrons. Quando os elétrons sdo excitados da
BV para a BC a particula de metal sobre o didxido de titdnio captura os elétrons
excitados, diminuindo assim o processo de recombinacgdo do par € - h*. Com
mais pares e - h' disponiveis mais radicais ativos serdo formados, por
consequéncia, mais reacbes de degradacdo dos contaminantes organicos
ocorrerdao (CHENG; LE; YU, 2010; COLLADO et al.,, 2013; TUNC, 2014;
XIONG et al., 2011).

Figura 10: llustracdo esquemética do processo fotocatalitico com compadsitos metal-
dioxido de titanio (Me-TiO,).
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Li et al., 2016 observaram que diéxido de titanio P25 dopado com Ag, Pt
e Pd apresentaram maior acdo fotocatalitica na degradacdo do &cido
perfluorooctandico, comparado ao diéxido de titanio puro. No mesmo sentido,
Ashkarran et al., 2014 e Cheng et al.,, 2010 também observaram que

compositos prata-dioxido de titanio (Ag-TiO,) apresentaram maior atividade
fotocatalitica com rodamina B.
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E importante destacar ainda que a quantidade de metal sobre as
particulas semicondutoras interfere no potencial fotocatalitico do material.
Seery et al., 2007 e XIONG et al.,, 2011 observaram que excesso de prata
sobre dioxido de titanio diminui a absorcdo da luz pela particula e a adsorcéo
de moléculas envolvidas no processo fotocatalitico, diminuindo, por

consequéncia, sua atividade na fotodegradacdo do contaminante.

Os compositos Ag-TiO, além de apresentarem maior atividade
fotocatalitica de contaminantes organicos, apresentam maior potencial
bactericida, quando comparados as particulas de Ag e TiO,, separadamente.
Ashkarran et al., 2014 e Su et al., 2009 observaram que compésitos Ag-TiO,

sdo mais eficientes na descontaminacéo de E.coli.

Devido as suas propriedades fotoativas e antimicrobianas, compadsitos
de diéxido de titAnio tém sido incorporados em matrizes poliméricas para
descontaminacdo de &aguas e outras superficies contendo contaminantes
téxteis ou bactérias (RYU; CHUNG; KWAK, 2015).

1.2.4 NANOPARTICULAS DE PRATA

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo sintetizadas, com maior
frequéncia, por processos de reducdo quimica. Sais de prata sao utilizados
como precursor e 0s agentes redutores mais comuns sdo borohidreto e citrato
(BANKURA et al., 2012; SHARMA; YNGARD; LIN, 2009; WILEY et al., 2005).

Estas nanoparticulas apresentam potencial antibacteriano contra
patbgenos gram-positivas e gram-negativas. Pesquisas comprovaram
experimentalmente a atividade bactericida de AgNPs contra diversas bactérias
resistentes aos medicamentos e drogas disponiveis no mercado, tais como
Staphylococcus aureus (S.aureus), Escherichia coli (E. coli), Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa), Streptococcus pyogenes (S. pyogenes)
(BANKURA et al., 2012; LARA et al, 2010; LOK et al., 2006, 2007,
SCANDORIEIRO et al., 2016).
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O potencial antimicrobiano de nanoparticulas metalicas dependendo
tamanho e estabilidade das particulas. Quanto menor e mais estaveis forem as
NP, maior sera sua atividade bacteriana (LOK et al., 2007). Portanto,
considera-se fundamental o controle sobre tamanho e estabilidade das

particulas em sistemas empregando-as como agentes antimicrobianos.

Em funcdo de seu potencial bactericida comprovado e baixa toxicidade
para humanos, AgNPs tém sido empregadas em revestimento de dispositivos
médicos, curativos para feridas e queimaduras, resinas dentérias e pomadas.
Em outros produtos industriais como recipientes de alimentos, roupas, meias
de sapatos, revestimentos de filtros de agua, geladeira e maquinas de lavar
roupas também tem sido empregado nanoparticulas de prata (LARA et al.,
2010; LOK et al., 2007; SEO et al., 2012; SILVER; PHUNG; SILVER, 2006).

1.2.5 PRODUCAO DE FIBRAS POR ELETROFIACAO

A eletrofiacdo (do inglés electrospinning) é uma técnica simples que tem
sido empregada para produzir uma vasta gama fibras finas de polimeros
sintéticos e naturais, com diametros em escala de micro a nanémetros (AN et
al., 2009). . O equipamento de electrospinning, como representado na Fig. 11,
consiste em uma bomba de infusdo para seringa, em uma seringa com agulha
metalica, uma fonte de alta tensdo e um coletor condutor (GOH; SHAKIR;
HUSSAIN, 2013). Um jato de fluido carregado é criado ao aplicar uma tenséo
suficientemente alta para superar a tensdo superficial da solugdo. Antes de
atingir o coletor, o solvente se evapora e o polimero é coletado como uma teia
de finos fios interconectados (GOH; SHAKIR; HUSSAIN, 2013; KHEZLI;
ZANDI; BARZIN, 2016).
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Figura 11: Esquema do processo de eletrofiacéo.
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Fonte: adaptado de (GOH; SHAKIR; HUSSAIN, 2013)

Os parametros criticos que afetam o processo de eletrofiacdo e a
morfologia das fibras podem ser divididos em quatro tipos: propriedades
estruturais do polimero (peso molecular e taticidade), parametros da solucao
de polimero (concentracdo, condutividade elétrica, viscosidade e tensédo
superficial), condicbes de processamento (tensdo, distancia da agulha ao
coletor, velocidade de bombeamento e geometria da agulha) e parametros
ambientais (temperatura, pressao atmosférica e umidade relativa)(GOH;
SHAKIR; HUSSAIN, 2013; HUANG et al., 2016; KHEZLI; ZANDI; BARZIN,
2016).

A eletrofiacdo possibilita producéo de fibras com alta relacao superficie-
area-volume, com propriedades fisicas, quimica e mecanicas Unicas. Além
disso, permite processar misturas de polimeros ou polimeros que transportam
particulas, tais como prata, ouro, dioxido de titanio e o6xido de zinco
(CELEBIOGLU et al., 2014; HUANG et al., 2016; QUIROS et al., 2015).

Devido as estruturas e propriedades especiais, fibras eletrofiadas pura
ou com aditivos especificos sdo empregadas em diversos campos da ciéncia

para producéo de dispositivos aplicaveis em implantes médicos, curativos para
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feridas, biossensores, filtros de agua e liberacdo controlada de farmacos
(KOHSARI; SHARIATINIA; POURMORTAZAVI, 2016; RYU; WOO; KWAK,
2015). Por exemplo, nanoparticulas de prata foram incorporadas em fibras de
alcool polivinilico (PVA)(CELEBIOGLU et al., 2014) e de quitosana/poli oxido

de etileno (AN et al., 2009) utilizaveis como curativos para feridas.

1.2.5.1 Eudragit® L100

Eudragit L100 é o nome comercial dado ao copolimero poli (acido
metacrilico-b-metil metacrilico) na razdo molar 1:1, de estrutura quimica
representada na Fig. 12. E um polimero entérico biocompativel, caracterizado
pela rapida dissolucdo em meios basicos e pela lenta dissolucdo em meios
acidos e neutros (ARAUJO, 2015; COSTA, 2015; NISTA, 2012).

Figura 12: Estrutura quimica do Eudragit L100.
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Sendo uma matriz polimérica pH-dependente, o Eudragit L100 tem sido
amplamente empregado para liberacdo controlada de farmacos em regifes
especificas do corpo. Por exemplo, Li et al. (2014) e Zhang et al. (2012)
utilizaram micro e nanoparticulas de Eudragit L100 para administracao oral de
insulina, Cilurzo et al. (2005) empregaram microparticulas deste copolimero
para liberagdo controlada do farmaco piroxicam na mucosa sublingual, Di colo
et al. (2001) empregaram o Eudragit na formacdo de gel para liberacdo
controlada do antibittico ofloxacina na regido ocular. Sokolov et al. (2013)
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estudaram o emprego de fibras de Eudragit eletrofiadas como curativo para

feridas contendo o anestésico lidocaina.

Apesar das estruturas do tipo micro/nanofibras exibirem propriedades
superiores, pesquisas neste sentido envolvendo o Eudragit sdo recentes e em
menor quantidade, comparado as que envolvem o emprego de micro e nano
capsulas (ARAUJO, 2015).

Outro emprego recente para micro/nanofibras de Eudragit L100 é utilizando-as
como matriz de carregamento de particulas fotoativas para tratamento de agua
(ARAUJO et al., 2016).
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CAPITULO 2

2. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

2.1 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRA-VIOLETA-
VISIVEL

A espectroscopia estuda a interacdo da matéria com a radiacdo
eletromagnética. A depender da frequéncia de radiacdo que incide sobre um
dado material diferentes respostas podem ser observadas, tais como,
transicdes eletronicas, vibracionais e rotacionais. Transigbes rotacionais
exigem menor energia, enquanto transicdes eletrbnicas exigem uma energia
maior (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A espectrofotometria no ultravioleta e visivel (UV-Vis) tem se tornado
uma das técnicas mais utilizadas na caracterizacdo de materiais,
principalmente devido a disponibilidade de instrumentacéo, simplicidade dos
procedimentos, rapidez, exatiddo e precisdo da técnica e boa relacdo custo-
eficacia. E empregada, com maior frequéncia, na identificacdo qualitativa e
guantitativa de ions de metais de transicdo, compostos organicos conjugados e
macromoléculas biolégicas (ABADI et al., 2012; TAZIKI; SHEMIRANI; MAJIDI,
2012). A Fig. 13 ilustra os componentes de um espectrofotdmeto de absorcéo e

0 como ¢é feita a caracterizacdo de uma amostra qualquer.
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Figura 13: llustragdo dos componentes e do processo de leitura de amostras no

espectrofotdmetro UV-Vis.
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Fonte: Analytical Chemistry Lab Manual, [2017].

O processo de absorcdo se inicia quando a luz passa através da
amostra. Como demonstrado na Fig. 14 a quantidade de luz absorvida é a
diferenca entre a intensidade da radiacao incidente Py e a radiacéo transmitida
P.

Figura 14: Representacdo da poténcia irradiada e incidida e do caminho ético.
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A quantidade de luz transmitida é expressa tanto em transmitancia como

em absorbancia. A transmitancia (T) é definida como:

T=— (6)

Po
A absorbancia (A) relaciona-se com a transmitancia de acordo com a
equacao a seguir:
A= —logT=logi (7
Py

A Lei de Lambert-Beer estabelece que a absorbancia é diretamente
proporcional ao caminho (b) que a luz percorre na amostra, a concentracdo (c)
e a absortividade (¢). A absortividade ¢ € uma caracteristica da substancia
(GOMES et al., 2008; ROCHA; TEIXEIRA, 2004; SKOOG, D. A.; HOLLER, F.
J.; NIEMAN, 2002).
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A= &bc (8)
Considerando ¢ e b constantes, a Lei Lambert-Beer torna-se semelhante
a equacao de uma reta.
Y=aX+b (9)
A=aC+b - & = a(coeficiente angular) (10)
Para determinar a concentragcdo de uma amostra de um dado material,
basta montar uma curva de calibragao utilizando concentragdes conhecidas em
funcdo da absorbéancia determinada para cada concentracdo. Na figura abaixo

esta representada uma curva de calibracao hipotética.

Figura 15: llustracdo de uma curva de calibracéo, absorbancia X concentracéo.
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Conhecendo a equagdo da curva de calibragdo do material e a
absorbéancia da amostra de concentragdo desconhecida, pode-se determinar tal

concentracdo utilizando a equacéao abaixo.

c=422 (10.1)

a

Sendo C, concentragdo; A, absorbancia no comprimento de onda de
maxima absorcao; a e b sdo os coeficientes angular e linear, respectivamente,

da curva de calibragao.

2.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

7

Espectroscopia Raman € considerada uma técnica de espectroscopia
vibracional e baseia-se em processos de espalhamento inelastico de luz pela
matéria. Quando radiacdo eletromagnética incide sobre um material podem
ocorrer espalhamentos elasticos ou inelasticos. No espalhamento elastico,

também conhecido por espalhamento Rayleigh, a energia do foton incidente é
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a mesma espalhada. No espalhamento inelastico a frequéncia da radiacéo
espalhada pode ser menor ou maior que a frequéncia da radiagao incidida,
denominados espalhamentos Stokes e anti-Stokes, respectivamente
(RODRIGUES E GALZERANI., 2012).

A diferenca de energia no espalhamento inelastico esta relacionada as
vibracdes atbmicas caracteristicas, sendo portanto, utilizas em um espectro
raman para fornecer informacfes quimicas e estruturais dos materiais
(RODRIGUES E GALZERANI., 2012).

2.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

O principio da Microscopia Eletrénico de Varredura (MEV) tem por base
a irradiacdo da amostra por um fino feixe de elétrons acelerados por uma
diferenca de potencial que varia entre 0,3 keV a 30 keV, sob alto vacuo. Como
representado na Fig 16 um microscépio eletrénico de varredura possui lentes
eletromagnéticas utilizadas para colimar o feixe de elétrons na direcdo da
abertura da objetiva, que ajusta o foco do feixe antes deste atingir amostra
(DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

Figura 16: Esquema de um microscopio eletrénico de varredura (MEV)
Y ———— Fonte de elétrons
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deflector
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— i
lente objetiva ’—ﬁ
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lente condensadora

=

detector

Fonte: (SANTOS, 2009)
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Como resultado da interacdo do feixe de elétrons com a superficie da
amostra é gerado uma série de sinais, 0s quais podem ser captados por
detectores especificos e transformados em sinais elétricos. Os sinais de maior
interesse sao os de elétrons secundarios, elétrons retroespalhados e os de
raios-X caracteristicos (AZEVEDO, 2010).

Os elétrons retroespalhados e secundérios séo utilizados na formacéo
da imagem. Os elétrons retroespalhados séo resultados de interacdes elasticas
e provém de camadas mais superficiais, logo fornecem imagens com
informacdes de baixa profundidade. Elétrons secundarios sdo produzidos na
ionizagdo do material da propria amostra e por isso fornecem imagens com
maior resolugdo e maior profundidade de foco (DEDAVID; GOMES;
MACHADO, 2007).

Os raios-x sao gerados quando um elétron de uma camada mais interna
é arrancado gerando uma vacéancia. Esta vacancia passa a ser ocupada por
elétrons de camadas mais externas (de maior estado energético) e sua energia
excedente é liberada sob a forma de raios-X, cujos comprimentos de onda séo
caracteristicos para cada elemento com o qual houve a interagcdo. Um detector
acoplado ao MEV, o EDS (Espectroscopia de Raios X por dispersao de
Energia), mede o valor dessa energia, permitindo a identificagédo dos elementos
guimicos constituintes da amostra (AZEVEDO, 2010).

2.4 DIAMETRO MEDIO DAS PARTICULAS POR ESPALHAMENTO
DINAMICO DE LUZ

O Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) vem sendo extensivamente
utilizada para determinar distribuicdo de tamanho de particulas coloidais em
dispersdes. Nesta técnica a amostra € iluminada por um laser e a luz
espalhada é detectada num angulo 6. O correlator armazena os dados e
calcula a funcdo de correlacdo da intensidade de luz espalhada que sé&o
captadas e processadas pelo computador, como representado no esquema da

Fig. 17 (MORAIS, 2011).
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Figura 17: Esquema representando componentes de um equipamento para mediadas

de espalhamento dinamico de luz.
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Fonte: (MORAIS, 2011)

A intensidade da luz espalhada resultante € dependente do tamanho da
particula em funcdo dos movimentos brownianos (aleatorio). Particulas maiores
se movem mais lentamente e espalham mais o laser. Particulas menores se
movem mais rapidamente e espalham menos o laser (FAYAD et al., 2015;
HASSAN; RANA; VERMA, 2015;).

A relacdo entre o tamanho da particula e sua velocidade devido ao
movimento Browniano é definida pela equacdo de Stokes-Einstein (FAYAD et
al., 2015; KASZUBA et al., 2008):

KT

D, =
H 6mnD

(11)

Sendo Dy o didmetro hidrodinamico ou efetivo, k a constante de Boltzmann, T a

temperatura, n a viscosidade do solvente e D o coeficiente de difuséo.

2.5 POTENCIAL ZETA

Potencial zeta é um parametro fisico-quimico de particular importancia
na caracterizacdo da interface solido/liquido, podendo ser determinado por
meétodos eletrocinéticos, tal como a eletroforese (DING et al., 2015; LI et al.,

2016). Este método baseia-se na determinacdo da mobilidade de particulas
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dotadas de cargas superficiais nhum liquido estacionario sob a acdo de um
campo elétrico (MONTEIRO, 1998).

Particulas em uma dispersédo coloidal carregam uma carga elétrica de
superficie que podem ter muitas origens, dependendo da natureza da particula
e do meio ao redor. Uma carga forma-se geralmente devido a adsorcdo de
espécies idnicas pela superficie ou pela ionizacdo dos grupos que formam a
estrutura superficial. A carga liquida na superficie da particula afeta a
distribuicdo de ions na sua vizinhanca, aumentando a concentracdo de
contraions junto a superficie. Assim, forma-se uma dupla camada elétrica na
interface da particula com o liquido, como representado na Fig. 18 (DING et al.,
2015; LEROY et al., 2015; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 18: Esquema representativo da dupla camada elétrica.
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Fonte: (AZEVEDO, 2005)

Assim como representado na Fig. 18 a dupla camada elétrica € formada
por duas regides: Uma camada externa difusa e uma camada interna mais
compacta de ions, conhecida como camada de Stern. Estas duas regifes séo
separadas pelo plano de cisalhamento. Em um campo elétrico aplicado cada
particula e os ions mais fortemente ligados a mesma (os da camada de Stern)

se movem como uma unidade, e o potencial no plano de cisalhamento entre
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essa unidade e o meio que o circunda (camada difusa) é denominado potencial
zeta (DING et al., 2015; LI et al., 2016).

O potencial Zeta € um bom indice da magnitude da interacdo entre
particulas dispersas num meio liquido e é usado para avaliar a estabilidade de
sistemas coloidais (USKOKOVIC et al., 2011). Quanto maior o potencial zeta,
maior € a carga de superficie e maior sera sua estabilidade eletrostatica. Em
geral a linha que divide as suspensdes em estaveis e instaveis € marcada em
30mV em moddulo. Assim, particulas com potenciais acima de 30 mV sédo
consideradas estaveis (VALE et al., 2015).

2.6 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

O Microscoépio de Forca Atdmica (Atomic Force Microscope - AFM) foi
desenvolvido por Binnig, Quate e Gerberem em 1986, apds o surgimento do
microscoépio de tunelamento (Scanning Tunneling Microscope — STM) em 1981.
O AFM e o STM fazem parte de uma classe de instrumentos pertencentes ao
grupo de microscopias chamadas SPM (Scanning Probe Microscopy — SPMs)
(FERREIRA; YAMANAKA, 2006; HERRMANN et al., 1997).

As técnicas SPMs proporcionaram grandes avangos em nanociéncia por
possibilitarem geracdo de imagens com mapeamento topografico em escala
atbmica com alta resolucéo e em trés dimensdes, além de permitir uma analise
de propriedades fisicas e quimicas de materiais nanométricos (JALILI;
LAXMINARAYANA, 2004; SEBASTIAN; GANNEPALLI; SALAPAKA, 2007;
TAO; BHUSHAN, 2006;).

A grande vantagem do AFM em relacdo ao STM é a possibilidade de
caracterizar materiais n&o condutores, podendo ser empregado na
caracterizagdo materiais ceramicos, vidros e polimeros convencionais. Além
disso, uma vez que 0 microscopio de for¢ca atdbmica opera em pressao
atmosférica, vacuo e em meios liquidos tem se tornado uma ferramenta Gtil na
caracterizacdo de materiais bioldégicos (FERREIRA; YAMANAKA, 2006; JALILI;
LAXMINARAYANA, 2004; MACHIDA et al., 2012; NAKAMURA, 2007).
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Tal como representado na Fig. 19 o Microscopio de Forca Atbmica é
formado por uma sonda (agulha ou ponta + cantiléver), sistema piezelétrico,

fonte laser, fotodetector, circuitos de realimentacdo e um computador.

Figura 19: Representacdo do principio de funcionamento do AFM.
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Fonte: (HERRMANN et al., 1997)

O principio de funcionamento do AFM se baseia na varredura da
superficie da amostra com uma ponta, geralmente com didmetro menor que
vinte nanémetros, posicionada na extremidade de um microcantiléver. O
mecanismo de realimentacdo permite o “scanner” piezelétrico manter a ponta
com uma forca constante (para obter a informac¢do da altura) ou altura
constante (para obter informac&o da forca) acima da superficie da amostra. A
medida que ocorre variagbes da forca ponta-amostra ou presenca de
“acidentes geograficos” a ponta promove deflexdes no cantiléver. O feixe laser
gue atinge a extremidade livre do cantilever é refletida e incide no fotodetector,
gue mede as variacdes de posicado e de intensidade da luz produzidas pelas
deflexdbes do cantiléever. Essas diferencas capturadas no detector séo
processadas por um software e convertidas em imagens topograficas 2D e 3D
da superficie (DA SILVA et al.,, 2011; FERREIRA; YAMANAKA, 2006;
HERRMANN et al., 1997; JALILI; LAXMINARAYANA, 2004).
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CAPITULO 3

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

O dioxido de titanio comercial (P25) e o corante rodamina B foram obtidos
da vetec. O precursor nitrato de prata (AgNO3) e 0 agente redutor borohidreto
de sédio (NaBH,4) foram obtidos da sigma aldrich. Eudrit® L100 utilizado para
eletrofiagdo foi obtido da Evonik. Os meios Muller-Hinton (MH), Agar e Brain
Heart Infusion (BHI) utilizados nos testes de sensibilidade antimicrobiana foram
obtidos da sigma aldrich. Todos os reagentes foram utilizados sem nenhum

tratamento adicional e a 4gua Milli-Q foi utilizada na preparacgéo das solucdes.

3.2 METODOS

3.2.1 Sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs)

Nanoparticulas de prata foram preparadas pelo processo de reducao
quimica (ALOTHMAN et al., 2010; VAN HYNING; KLEMPERER; ZUKOSKI,
2001). Inicialmente preparou-se solu¢des do agente precursor nitrato de prata
(AgNO3) a 0,001 mol.L™ e do agente redutor borohidreto de sédio (NaBH,) a
0,002 mol.L™. A solucdo do agente redutor é colocada em um banho de gelo
para resfriamento. Apos o sistema atingir uma temperatura na faixa de 2 a 3 °C
a solucdo de nitrato de prata é adicionada lentamente sob a solucdo de
borohidreto numa proporc¢éo de 1:3 (v/v), sob agitacdo vigorosa e constante. O
sistema é mantido sob agitacdo e resfriamento por 1 hora. A Fig 20 resume o

processo de sintese.
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Figura 20: Esquema de sintese de nanoparticulas de prata.
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3.2.2 Sintese de nanocompasitos didxido de titanio-prata (Ag-TiO5)

Compésitos de dioxido de titanio-prata (Ag-TiO2) foram preparados pelo
método de reducdo quimica, tomando por base a metodologia descrita por
(RYU; CHUNG; KWAK, 2015). Inicialmente nanoparticulas de TiO, comercial,
P25, foram irradiadas com luz ultravioleta (20 W e A=254 nm) durante 1 (uma)
hora para induzir a hidrofilicidade da superficie. Em seguida, 0,3 g de TiO;
tratado com UV foram dispersos em 150 mL de agua mili-Q e o pH foi ajustado
para valores entre 8,0-8,2, utilizando hidroxido de aménio aquoso, para
aumentar a adsorc¢éo dos ions Ag®. Foi adicionado AgNO3 numa proporcédo de
0,1, 1,0, e 2,0% de Ag:Ti. A dispersao foi sonicada por 1 (uma) hora para
aprimorar a dispersdo das particulas de TiO,, e mantida em resfriamento, a 10
°C, por 30 (trinta) min para melhor adsor¢éo dos ions Ag*. Por fim, o agente
redutor, NaBHj,, foi adicionado lentamente e deixado o sistema em agitacdo por
mais 30 (trinta) min, a temperatura ambiente. A Fig. 21 mostra o esquema de

sintese de nanocompdésitos prata-dioxido de titanio
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Figura 21: Esquema de sintese de nanocompaositos prata-dioxido de titanio.
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ApOs o processo de sintese, as dispersdes dos nanocompositos foram
centrifugadas, obtendo-se um p6 de coloracdo amarronzada. Em seguida o pé
foi lavado com agua Milig e deixado secar a temperatura ambiente para

posteriores caracterizagdes e aplicacgoes.

3.2.3 Sintese dos compdésitos EDGT/TiO, e EDGT/Ag-TIO;

Os compésitos EDGT/TIO, e EDGT/Ag-TIO, foram obtidos por
eletrofiacéo, através da incorporacdo das particulas de diéxido de titanio e do
compésito Ag-TiO, em fibras de Eudragit® 1100. O compdsito utilizado foi o
obtido com 1,0% de prata. Inicialmente foram preparadas duas dispersoes,
TiO, e Ag-TiO,, adicionando-se 0,0012g em 6 mL de etanol anidrido, seguido
de sonicacado por 15 min. 1,2 g de Eudragit L100 foi adicionado em cada
dispersdo e deixado em agitacdo, em recipiente fechado, ate a completa
dispersdo do eudragit (ARAUJO et al., 2016).

Como mostra a Fig. 22, cada dispersdo obtida anteriormente foi
transferida para uma seringa de 10 (dez) mL conectada a uma agulha metalica
de 0,7 mm de diametro, onde foi aplicada uma ddp (diferenca de potencial) de
12 kV. A seringa é conectada a uma bomba de infusdo de seringa que controla
a taxa de fluxo da solucdo polimérica. Durante o processo as fibras séo
depositadas sobre uma folha de aluminio em um coletor estatico a 20 (vinte)
cm de distancia da agulha. A teia de eudragit eletrofiado é retirada e deixada
em tratamento térmico a 120 °C, durante 12 horas (COSTA, 2015).
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Figura 22: Esquema de obteng&o dos compositos EDGT/TiO2 e EDGT/AgQ-TiO2
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(3) 1,2 g de Eudragit L100 e deixar sob agitacao

3.2.4 Fotodegradacéao de rodamina B (RhB)

O efeito fotoativo do nanocompdsito foi analisado pela fotodegradacdo de
rodamina B, com base nas metodologias descritas por (ASHKARRAN et al.,
2014; XIONG et al., 2011). Os testes fotocataliticos utilizando o corante RhB foi
realizado sob luz UV, a temperatura ambiente e em agitacdo. Antes de
submeter a irradiacdo UV, 50 mL da dispersdo contendo RhB a
2 x107¢ mol.L™ e o fotocatalizador sélido a 0,02 g.I'* mantido em agitacdo
durante 20 min em escuro, para permitir o equilibrio de adsorcéo. A mistura foi
entdo irradiada com uma lampada UV de 20 W e comprimento de onda 254 nm
durante 2 (duas) horas. A cada 15 (quinze) min aliquotas de 5 (cinco) mL foram
retiradas e centrifugadas. A concentragéo final de RhB no eluente foi analisada
utilizando um espectrofotbmetro UV-vis. A Fig. 23 mostra o fluxograma do

processo de fotodegradacdo da Rodamina B.
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Figura 23: Fluxograma do processo de fotodegradacdo da Rodamina B.
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3.2.5 Preparo de discos para testes de difusido em Agar

Os discos de TiO, e de Ag-TiO, foram preparados na forma de pastilhas
prensadas. Foram pesados 0,20 g de cada material e prensados a 20 kN/cm?
de pressdo. Os discos de Eudragit L100 incorporados TiO, e Ag-TiO, foram

recortados da propria teia de fibras eletrofiadas e tratadas termicamente.

3.2.6 Ensaios antimicrobianos

3.2.6.1 Disco de difusdo em Agar

O efeito inibidor das particulas de TiO, dos compositos Ag-TiO, e dos
compoésitos EDGT/TiIO, e EDGT/Ag-TIO, foi testado contra S. aureus ATCC
25923 pelo método de difusdo em agar, seguindo as recomendacdes Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013).

A bactéria foi semeada no meio Brain Heart Infusion (BHI) agar durante
24 (vinte e quatro) horas a 37 °C. Em seguida foi suspensa em 5 mL de
solucdo salina estéril com turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac
Farland equivalente a 1x10® unidades formadoras de coldnia - UFC/ml. Um
swab estéril foi embebido na suspenséo e aplicado sobre a superficie das
placas com Agar Muller-Hinton (BONA et al., 2014; CLSI, 2013; DA SILVA et
al., 2016; MABONI, 2013;). Discos de TiO, e Ag-TiO, foram colocados em uma
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placa e discos de Eudragit L100 incorporado TiO, e de Eudragit L100
incorporado Ag-TiO, foram colocados em outra placa. Todas as placas foram
incubadas durante 24 (vinte e quatro) horas a 37 °C, para posterior andlise da
zona de inibicdo do crescimento bacteriano. A Fig. 24 mostra Esquema para o

método do disco de difusdo em Agar.

Figura 24: Esquema para o método do disco de difusdo em Agar.

— | Y ©
Solu¢do salina com turvacgao (1) Distribuir a bactéria com o
0,5 na escala de Mac Farland swab por toda placa
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sobre o0 meio contendo a bactéria

(3) Incubar em estufa a 37°C

3.2.6.2 Microdiluicdo em caldo

Usando o método de microdiluicdo em caldo, regulamentado pelo CLSI
(CLSI, 2013), determinou-se a concentracdo bactericida minima (CBM) dos
compadsitos Ag-TiO, e das nanoparticulas de prata para S. aureus ATCC 25923
e M. bovis ATCC 10900.

Na preparacdo do inoculo, colénias desenvolvidas em Agar Muller-
Hinton foram utilizadas para obtencdo de uma suspensdo bacteriana em
solucéo salina com turvacéo equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland
equivalente a 1x10® UFC/ml. 0,1 mL desta suspensdo bacteriana foi inoculada
em tubos contendo 9,9 mL do meio Mueller-Hinton (MH), obtendo-se 1x10°
UFC/mL (diluicdo de 1:100). 200 uL do caldo MH puro foi adicionado em cada
poco da microplaca. Em seguida 200 puL da dispersdo do compdésito Ag-TiO; a

2 mgxmL™? foram diluidos do primeiro até o Ultimo poco numa razdo 1:2,
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descartando-se os ultimos 200 puL. Apés diluicdo Inoculou-se 10 pL do caldo
contendo o micro-organismo em cada poco, deixando-0S numa concentracéo
bacteriana de 5x10* UFC/mL, exceto, na coluna de pocos que serviram como
controle negativo. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Como
representado na Fig. 25, com o auxilio de um replicador multicanal o contetdo
de cada poc¢o da microplaca foi inoculado em placas contendo agar Mueller-
Hinton e incubadas por 24 horas. Como controle negativo utilizou-se apenas
MH e como controle positivo o caldo e o indculo bacteriano. A CBM foi definida
como a menor concentracdo do compadsito em estudo capaz de causar a morte
do in6culo (CLSI, 2013; MABONI, 2013; SA et al., 2011).

Figura 25: Esquema para o método de microdiluigdo em caldo.
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3.2.7 Técnicas de caracterizacdo
3.2.7.1 UV-Vis

Um espectrofotometro UV-Vis, modelo Hach DR 5000, foi utilizado para
realizar medidas de absorbancia de dispersdes coloidais de prata, de TiO, e de
Ag-TiO; e para determinar a concentragdo de rodamina B durante o tempo de

fotodegradacdo. O dispersante utilizado em todas as caracteriza¢gfes foi agua

mili-Q.
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O espectro de absorbancia para nanoparticulas de prata foi obtido apés
diluicdo de uma aliquota do coldide em agua mili-Q na proporcéo de 1:2. Para
as dispersdes de TiO, e Ag-TiO, foram preparadas dispersées a 0,002 gxL™,

mantidas em ultra-som por 15 (quinze) min.

Para determinar a concentracdo de RhB no processo de fotodegradacgéo
foi construida uma curva de calibragcdo (absor¢cdo X concentracdo) a partir da
leitura de absorbancia no comprimento de onda de maxima absor¢céao (553 nm)
para 8 (oito) amostras de concentracdes conhecidas (2,7 uM; 2,5 uM; 2,3 uM;
2,0 uM; 1,5 pM; 1,2 uM; 0,8 uM; e 0,1 uM;). As solucdes de concentracdes
conhecidas foram preparadas por diluicdo a partir de uma solugdo mae a 1 x

10 molxL™.

3.2.7.2 Tamanho de particula e Potencial zeta (ZP)

O potencial zeta e o tamanho das particulas nas dispersdes de AgNPs,
de TiO, e de compdésitos Ag-TiO, foram determinados usando o equipamento
Zeta Sizer Nano Z590 (Malvern Instruments, Malvern, UK). Todos os
experimentos foram realizados em triplicata, sendo cada constituido por 20

medig¢des individuais.

Antes de realizar as medidas uma aliquota da dispersdo de AgNPs foi
diluida em &agua mili-Q na proporcdo de 1:3 e dispersbes de TiO, e dos
compdsitos Ag-TiO, foram preparadas em uma concentracdo de 0,002 gxL™,

mantidas em ultra-som por 15 (quinze) min.

3.2.7.3 MEV

Um microscoépio eletrbnico de varredura (MEV) de marca Hitachi TM-
1000, com um detector de energia dispersiva de raios X (EDS) foi utilizado na
aquisicao de imagens superficie, espectros EDS e mapeamentos elementares

do composito Ag-TiO, e das fibras. As amostras foram metalizadas com ouro
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por 2 (dois) minutos antes da varredura, cuja espessura da camada metalica

formada foi de 50 nm.

3.2.7.4 RAMAN

Espectros Raman das particulas e das fibras foram obtidos a partir do
equipamento Raman modelo Witek 300 (LabRam Horiba Evolution) com um

laser de 532 nm. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente.

3.2.6.5 AFM

Andlises topograficas das superficies das particulas de TiO, e do
composito Ag-TiO, foram realizadas por imagens AFM obtidas em um
microscépio de forca atdbmica comercial (Agilent AFM/STM microscope,
Molecular Imaging Picoplus, EUA). Foram obtidas as areas de varredura

variando de 1,0 um x 1,0 um com uma resolugédo de 512 x 512 pixels.
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CAPITULO 4
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 NANOPARTICULAS DE PRATA: PREPARACAO E CARACTERIZAGCAO

A preparacdo das nanoparticulas de Ag foi realizada pela adicdo do
precursor nitrato de prata sobre o agente redutor borohidreto de sodio, sendo
observada uma coloracdo amarelada na dispersao resultante (Fig. 26), o que
caracteriza a formacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) (BHADURI et al.,
2013).

Figura 26: Disperséo de AgNPs obtidas por redugéo por borohidreto de sédio.

A reacgdo dos ions prata com borohidreto de sédio esta representada
abaixo (PATIL et al., 2012):

2 AgN03(aq) + 2 NaBH4(aq) — 2 Ago + 2 NaN03(aq) + Hg(g) + Bsz(aq) (12)

O mecanismo de formacdo das nanoparticulas de prata, representado
na Fig 27, baseia-se na reducéo dos fons prata (Ag*) & prata metalica (Ag)
pelo agente redutor. Depois disso, a prata metélica € submetida a nucleacao e
a aglomeracdo em grupos oligoméricos, resultando na formacao de particulas
de prata coloidal (PATIL et al., 2012).
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Figura 27: Mecanismo de formagéo das AgNPs por meio de reducéo quimica.
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Fonte:(GARCIA-BARRASA; LOPEZ-DE-LUZURIAGA; MONGE, 2011)

As dispersdes de prata foram caracterizadas por espectroscopia no UV-
Vis e espalhamento dinamico de luz (DLS). Por UV-Vis determinou-se a banda
de absorcéo caracteristica, a qual fornece informagcfes acerca do tamanho,
forma e dispersdo das particulas. Por DLS foram determinados diametro
médio das particulas e o potencial zeta, que se relaciona ao grau de

estabilidade eletrostatica.

O espectro UV-Vis para dispersbes de nanoparticulas de prata é
caracterizado por uma intensa absorcdo. Esta absor¢cdo se deve a oscilagdo
coletiva dos elétrons de conducdo quando a radiacdo eletromagnética interage
com a particula, fenbmeno denominado de Ressonancia de Plasmon de
Superficie Localizado (RPSL), representado na Fig. 28 (CANAMARES et al.,
2005). Este fenbmeno ocorre em particulas de metais nobres, como a prata,
em dimensBes manométricas, devido a separacdo em suas bandas de energia.
O espacamento de suas bandas de energia diminui a medida que o tamanho
da particula cresce, até se tornar continuo em particulas grandes (MORTON;
SILVERSTEIN; JENSEN, 2011).
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Figura 28: Diagrama esquematico ilustrando um plasmon de superficie localizado.

Campo elétrico Esfera metalica

Nuvem de elétrons

Fonte: (WILLETS; DUYNE, 2007)

O perfil da banda de absor¢cdo UV-Vis das nanoparticulas de prata tem
relacdo direta com o tamanho, forma e o grau de disperséo das particulas. A
banda mais estreita é caracteristica de colbides de particulas monodispersos
enquanto que banda de absorcdo deslocada para maiores comprimentos de
onda € resultado de nanoparticulas maiores. Quanto a forma, em particulas
ndo esféricas, dependendo de sua simetria, devem aparecer duas ou mais
bandas de absorgdo (DE OLIVEIRA; CARDOSO, 2014; DOUGLAS et al., 2008;
PATIL et al., 2012; RAFIQUEE et al., 2015; YEE et al., 2014).

O aparecimento de uma Unica banda no espectro de absorcdo UV-Vis
do coldide de prata (Fig. 29) sugere que as particulas sao esféricas e o pico de
absorcdo maxima localizado em 392 nm indica que as particulas dispersas
possuem diametros em torno de 10 a 14 nm (DE OLIVEIRA; CARDOSO, 2014;
SANTANA, 2012).
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Figura 29: Espectro UV-Vis de AgNPs preparadas por reducédo quimica com NaBH,
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O tamanho médio das particulas, determinado por DLS, foi de 10,98 +
0,02 nm de diametro e o potencial zeta obtido foi de -26,40 £ 1,14 mV. Este
tamanho esta em concordancia com o valor estimado com base no UV-Vis. O
potencial negativo se deve a adsor¢cdo de ions BH4; na superficie das
particulas, como mostra a Fig. 30. As cargas superficiais levam a uma
estabilizacdo eletrostatica das particulas, no entanto, como o potencial zeta é
considerado baixo (ZP < 30 mV) esta dispersdo €& pouco estavel (DE
OLIVEIRA; CARDOSO, 2014; MELO et al., 2012).
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Figura 30: Esquema mostrando forgas repulsivas capazes de estabilizar AgNPs
reduzidas por NaBH,.
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Fonte: Melo et al., 2012

Uma vez que as propriedades das AgNPs (incluindo a atividade
antimicrobiana) sdo dependentes do tamanho e estabilidade (GHOSH et al.,
2010) a estratégia utilizada neste trabalho foi a sintese de nanoparticulas de
prata sobre particulas de TiO,, visando obter compdésitos Ag-TiO, com

potencial fotoativo e antimicrobiano.

Nas secdes seguintes serdo detalhados os resultados referentes a
obtencdo do nanocompésito Ag-TiO,, o potencial fotocatalitico e
antimicrobiano. Além da sintese dos compadsitos EDGT/TiO, EDGT/Ag-TiO..

4.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE TiO, E DOS
NANOCOMPOSITOS Ag-TiO,

Apos o0 processo de sintese a dispersdo do nanocompdésito Ag-TiO; foi
centrifugada, obtendo um pé de coloracdo marrom (Fig. 31). A diferenca de
coloracdo do po € uma evidéncia de que o compdsito foi formado (RYU;
CHUNG; KWAK, 2015).
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Figura 31: P6 de TiO, e de Ag-TiO, obtidos a partir de suas dispersoes .

Os pos foram caracterizados por Microscopia de Forca Atdmica (AFM),
espectroscopia Raman e por energia dispersiva (EDS). Dispersdes aquosas do
po de TiO, e Ag-TiO, foram caracterizadas por espectroscopia UV-Vis e por

espalhamento dinamico de luz (DSL).

O mecanismo de formacdo dos nanocompodsitos Ag-TiO, esta
representado na Fig. 32. Apos adicao do hidréxido de aménio (NH4OH), os ions
idréxidos (HO") sédo adsorvidos sobre as nanoparticulas de TiO,. Ao adicionar o
precursor AgNOs, os ions Ag* séo atraidos para a superficie do TiO,, que em
seguida séo reduzidos pelo redutor, NaBH,4;, formando o nanocompdsito
Ag-TiO,.

Figura 32: Mecanismo de formacdo do nanocomposito Ag-TiO,.
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Na Fig. 33 estdo representados os espectros UV-Vis para coléides de
AgP, TiO, e do nanocompésito Ag-TiO,. A disperséo de diéxido de titanio puro
apresenta absorcdo na regido ultravioleta, correspondente aos fotons de
energia necessario para superar o ban gap e promover as excitacfes
eletrbnicas da banda de valéncia para a banda de conducdo (DEVI; REDDY,
2010). Como demonstrado na secdo anterior, nanoparticulas de prata
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apresentam absorcao caracteristica na regido visivel, em torno de 400 nm,
devido a excitacdo de plasmons de superficie. Observa-se que a dispersao
Ag-TiO, exibe um ombro de absorcao na regido visivel correspondente a RPSL
de nanoparticulas de prata, sendo, portanto, uma evidéncia de que ha
particulas de prata sobre o didxido de titanio formando o nanocompdsito
Ag-TiO, (LEONG et al., 2014; TUNC, 2014b).

Figura 33: Espectros UV-Vis para Ag®, TiO, e Ag-TiO,.
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Nos espectros Raman das nanoparticulas de TiO, e dos
nanocompoésitos Ag-TiO, (mostrado na Fig. 34) sao observados picos
caracteristicos da fase anatase. Os picos em 138 cm™ (Eg) e 387 cm™ (B1g) s@0
referentes as vibracfes do tipo flexdo das ligagdes O-Ti-O, enquanto 0s picos
em 504 cm™ (A1¢/B1g) € 628 cm™ (Egy) séo correspondentes as vibragdes do tipo
alongamento da ligacdo Ti-O (AHMED et al., 2011; ARAUJO et al., 2015). No
entanto, no espectro para 0 nanocompaosito sdo observados picos adicionais

caracteristicos de Ag® e Ag-OH.
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Figura 34: Espectro Raman de TiO, e nanocompdésito Ag-TiO,,
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Os diametros das particulas (tamanho) e o potencial zeta (ZP),
determinados por DLS, estdo representados na Tabela 2. A partir dos dados é
possivel observar que a dispersdo dos compositos Ag-TiO, apresentam maior
tamanho de particula, comparado aos coléides de Ag® e TiO, puros. Este
aumento do tamanho de particula € uma consequéncia da presenca de
aglomerados de Ag® sobre o TiO, e também da agregacéo dos gréos de TiO-
(LI et al., 2016a). As dispersbes dos compdsitos apresentaram maior potencial
zeta (mais negativo) que dos coldides puros, sendo, portanto, mais estaveis,
uma vez que valores de potencial zeta > £ 30 mV fornecem forgas repulsivas
suficientes para manter as particulas dispersas (NUR; LEAD; BAALOUSHA,
2015).

Tabela 2: Potencial Zeta e Tamanho de particulas para Ag®, TiO, e Ag-TiO,

Amostra ZP(mV) Tamanho (nm)
Ag’ -26,40+ 1,14 10,98 £ 0,02
TiO, -30,60 + 0,33 62,46 £+ 0,40

Ag- TiO, (0,1%) -45,80+0,49 106,97 + 0,67
Ag- TiO, (1,0%) -43,70+0,98 112,40 + 0,56
Ag- TiO; (2,0%) -43,50+0,37 112,80 + 1,03
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A partir do EDS e pelo mapeamento por identificacdo dos componentes
também é possivel confirmar a presenca de Ag° sobre o TiO,, formando o
nanocomposito Ag-TiO,. No espectro EDS (Fig. 35 a) observa-se picos
referentes ao titdnio, oxigénio e prata. No mapeamento (Fig. 35 b) séo
observados pontos verdes, em maior quantidade, referente ao Ti nas particulas
de TiO, e pontos vermelhos referente a prata metdlica (CHOWDHURY;
GHOSH; KANTI, 2016; GEETHA; KAVITHA; RAMESH, 2015; LEONG et al.,
2014).

Figura 35: Espectro EDS (a) e mapeamento elementar (b) de Ag-TiO,
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A analise topogréfica da superficie foi realizada por AFM. A Fig. 36
mostra imagens 3D e seus respectivos perfis de rugosidade para TiO, e Ag-
TiO,. E observado um aumento da camada de 8,9 nm em TiO, para 10,5 nm e
33 nm em Ag-TiO; (1,0%) e Ag-TiO; (2,0%), respectivamente, que se deve a
formacdo de aglomerados de Ag® sobre o TiO,. Os nanocompdsitos também
apresentam um perfil de rugosidade diferente do diéxido de titanio puro. A
formacado de picos e vales mais intensos e mais largos para os compositos se

deve ao aumento no tamanho de graos, devido aos aglomerados de prata
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formados sobre a particula de dioxido de titanio (BURNAT et al., 2015;
CARNEIRO et al., 2007).

Figura 36: Imagens AFM em 3D e seus respectivos perfis de rugosidade para TiO, (a)
Ag-TiO, (1%) (b) e Ag-TiO, (2%) (c).
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4.3 CARACTERIZACAO DOS COMPOSITOS EDGT/TIO, E EDGT/Ag-TIO,

A morfologia dos compdsitos EDGT/TiO, e EDGT/Ag-TiO, obtidos por
eletrofiacdo foram analisadas por microscopia eletronica de varredura e a

composicao foram determinadas por Raman e EDS.

Na Fig. 37 esta apresentada a microscopia eletrénica de varredura para
fibras de Eudragit® L100 puro obtidas por eletrofiacdo. As fibras apresentam
morfologia plana e superficie lisa. O principal fator determinante na morfologia
e diametro das fibras é a concentracdo de Eudragit® L100 em &lcool, sendo
200 mgxmL™ (utilizada neste trabalho) a concentracéo ideal para producéo de
fiboras finas e livres de defeitos (COSTA et al.,, 2015). Em concentracao
menores, devido a baixa viscosidade, as fibras sdo formadas com defeitos do
tipo pérola. Em concentragbes maiores as fibras séo livres de defeitos, no

entanto possuem diametro elevado (COSTA et al., 2015).

Figura 37: Microscopia eletronica de varredura das fibras de Eudragit® L100 pura.
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As Figs. 38 a e b mostram, respectivamente, 0 mapeamento elementar
por EDS e imagem de microscopia eletrbnica de varredura para o compagsito
EDGT/TiIO,. A presenca de pontos vermelhos referente ao titanio no
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mapeamento elementar evidencia que as particulas de TiO; foram incorporada
as fibras com sucesso, formando o compdsito. A micrografia da Fig. 38 b
mostra que as fibras do compoésito EDGT/TIO, apresentaram morfologia

semelhante & do Eudragit® L100 puro.

Figura 38: Mapeamento elementar por EDS (a) e Microscopia eletrénica de varredura
(b) para EDGT/TIO,.
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A presenca de pontos rosa referente ao titanio e de pontos azuis
referente a prata no mapeamento elementar por EDS da Fig. 39 a evidencia
que o composito EDGT/AgQ-TIO, formados com sucesso. Na micrografia da
Fig. 39 b também é possivel observar as fibras do compdsito EDGT/Ag-TIO,

apresentaram morfologia semelhante & do Eudragit® L100 puro.

Figura 39: Mapeamento elementar por EDS (a) e Microscopia eletrénica de varredura
(b) para o compoésito EDGT/AgQ-TIO,.
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A Fig 40 mostra o espectro Raman para fibras de Eudrait L100. Pode-se
observar picos em 1452 cm™ e 1730 cm™, atribuidos as vibragdes angulares da
ligacdo —CH,- e ao estiramento da ligagdo C=0, respectivamente. E observado
ainda picos em 1205 cm™, 1120 cm™, 958 cm™ e 810 cm™ referentes as
vibracBes angulares de C-H e C-C (RIZl et al., 2011).

Figura 40: Espectro Raman do Eudragit® L100.
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Como mostra o espectro Raman dos compdsitos EDGT/Ag-TIO, (Fig.
41) além dos picos das vibracdes caracteristicas das ligacbes quimicas
presentes no Eudragit® L100, sdo observados também vibracdes
caracteristicas das ligacdes de TiO,.
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Figura 41: Espectro Raman de Eudragit L100 contendo Ag-TiO..
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4.4 DEGRADACAO FOTOCATALITICA DE RODAMINA B

O potencial fotocatalitico do compdésito foi avaliado através da
descoloracdo de Rodamina B (RhB). Inicialmente obteve-se o espectro UV-Vis
da rodamina B (Fig. 42) para determinar seu comprimento de onda de maxima
absorcao.
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Figura 42: Espectro UV-Vis de RhB pura.
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A intensidade de absorcdo a 553 nm (maximo de absorcdo) foi
registrada para diferentes amostras de concentracdes conhecidas de RhB.
Com os valores de concentracdo e absorcdo obteve-se uma curva de
calibracdo padrao (Fig. 43) que, apés ajusta-la utilizando o software Origin Pro
8.0, fornece os valores referentes aos coeficientes angulares (b) e linear (a), e
o coeficiente de correlacdo linear (R?. O R? igual a 0,9914 é desejavel, pois

guanto mais proximo de 1, maior a correlagédo entre os dados.
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Figura 43: Curva de calibragéo para rodamina B
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Uma vez que a absortividade e o caminho Optico sdo constantes em
todas as medidas, a Lei Lambert-Beer estabelece que a absorbancia varia em
funcdo da concentracdo de acordo com a equacdo da curva de calibracéo.
Assim sendo, os valores dos coeficientes angular e linear sdo utilizados na
equacao abaixo para determinar as concentracdes (C) do corante RhB a partir
das medidas de absorbéancia (A) em diferentes tempos de fotocatalise.

A-0,01182
€= assoz 13)

O processo de fotodegradacdo da rodamina B foi acompanhado por
medicao da absorbancia na regido do UV-Vis da solugéo residual ao longo de
2 horas (Fig. 44).
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Figura 44: Espectros de absorcdo em diferentes tempos de fotodegradacédo para

RhB/TIO, (a) e RhB/Ag-TiO, (b), sob luz UV.
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Para estes experimentos foi observado uma diminuicdo mais intensa no
espectro de absor¢cdo da RhB em presenca de nanocompésito Ag-TiO, do que
para o TiO, puro. Esta diminuicdo gradual no espectro de absor¢cdo sem
deslocamento do pico principal de absorcdo sugere uma clivagem completa
dos cromoéforos de RhB (GUAN et al., 2013; OUYANG et al., 2009; XIONG et

al., 2011).
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Para analisar os efeitos relativos a degradacédo do corante por meio da
radiacao (fotdlise) e a adsor¢cédo foram testadas uma solucdo de RhB pura em
luz UV e RhB na presenca do compdésito em escuro. Como mostrado na Fig. 45
estes efeitos sdo minimos e ndo influenciam na diminuicdo da concentracao de

RhB no meio reacional ao longo do processo de fotocatalise.

Figura 45: Curva C/C, em funcdo do tempo de degradacdo da rodamina B.
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Como ilustrado na Fig. 46, a percentagem de degradacao da rodamina B
ao longo de 2 horas de reagédo para o sistema contendo TiO, foi de 53,5%,
enquanto para o sistema contendo o composito Ag-TiO, foi de 72,9%. Este
percentual de degradacédo foram determinados através da equacéo 14.

% Degradagdo = @ X 100 (14)

0

Sendo Cy e Cs a concentragdo inicial e final, repectivamente.
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Figura 46: Percentual de degradacdo da rodamina B nos sistemas contendo TiO2 e
Ag-TiO2.

72,9%

51,5%

Degradacgao

2

TiO Ag-TiO,

Na Fig. 47 é comparada a colora¢do das solucdes de rodamina B antes
do processo de fotodegradacdo e 2 horas apoOs fotodegradacdo no sistema
contendo TiO, e no sistema contendo Ag-TiO,. No sistema contendo o
nanocomposito Ag-TiO, € observado uma maior descoloracado, resultada da

maior percentagem de degradacédo fotocatalitica do corante RhB neste sistema.

Figura 47: Coloracdo da solu¢do de RhB antes da fotodegradacdo e 2 horas apoés
fotodegradacéo nos sistemas contendo TiO2 e Ag-TiO2.

~

O comportamento da curva In C/Cy para a degradacédo fotocatalitica nos
sistemas contendo TiO, e Ag-TiO,, representada na Fig 48, sugere que a
cinética da reacdo de fotodegradacdo de rodamina B é de primeira ordem,
representada pela equacgéo abaixo.
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1nC£ = —kt (15)

0

Onde t € o tempo de reacgdo e K a constante de velocidade de reacao.

Figura 48: In C/CO em funcdo do tempo de degradacdo da rodamina B para os
sistemas contendo TiO2 e Ag-TiO2.
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Ap0s ajuste (utilizando o software Origin Pro 8.0) da curva In C/C, para
fotodegradacdo de RhB em dispersdes de TiO, e Ag-TiO, sao obtidas suas
constantes de velocidade e seus respectivos coeficientes de correlacéo,
representados na Tabela 3. A constante de velocidade é equivalente ao
coeficiente angular da curva, como mostrado a equacédo 15. Os valores do
coeficiente de correlacdo (R?) préximos de 1 sugerem que o modelo de cinética

de primeira ordem se adequa aos dados experimentais (ALMEIDA, 2013).
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Tabela 3: Constante de velocidade e coeficiente de correlagdo da curva In C/C, para
fotodegradacéo de RhB em dispersdes de TiO, e Ag-TiO, sob UV.

Fotocatalisador k (min™) R?
- 3
T|02 6,12 x 10 0,97771
Ag-TiO, 9.24x 10 0,91638

O melhor efeito fotocatalitico do nanocompdsito Ag-TiO, comparado ao
TiO, puro esté relacionado a menor taxa de recombinacao dos pares elétrons-
buracos. Como mostra a Fig. 49, AgNPs sobre o TiO, servem com armadilha
de elétrons, diminuindo assim o processo de recombinacdo dos elétrons da
banda de conducdo para a banda de valéncia. Desta forma, mais pares
elétrons buracos (e - h*) ficam disponiveis e, por consequéncias, mais radicais
ativos para catalisar reacfes de fotodegradacdo serdo formados na superficie
da particula (GUAN et al., 2013; XIONG et al., 2011).

Figura 49: llustracdo esquemética do processo fotocatalitico com o compdsito trata-
dioxido de titanio (Ag-TiOy).

Excitacdo
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Fonte: Adaptado de LI et al. (2016)
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4.5 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

4.5.1 Microdiluicdo em caldo

O potencial bactericida do material foi determinado por CBM
(concentracao bactericida minima). Nas Fig. 50 a e 50 b estdo representados
os testes de CBM para S. aureus (ATCC 25923) e M. bovis (ATCC 10900),
respectivamente. As abreviacdes CP e CN utilizadas nas imagens se referem
aos controles negativos e positivos. Ag® e Ag-TiO, se referem as colunas onde
foram testados o coloide de prata e o compdésito prata-didxido de titanio .

Figura 50: testes de CBM para S. aureus (ATCC 25923) e M. bovis (ATCC 10900).

Na CBM para S. aureus (Fig. 50 a) € possivel observar que o compdsito
Ag-TiO, apresentou maior atividade comparado ao coloide de Ag® puro, sendo
ativos até a terceira e segunda microdiluicdo, respectivamente. Ambas as
dispersdes foram preparadas com a mesma quantidade relativa de Ag*. Na
CBM para M. bovis (Fig. 50 b) é observado que o coléide de prata nédo foi ativo,
enquanto o compdsito apresentou atividade até a primeira microdiluicdo. A

concentrac&o inicial de compdsito adicionado foi de 2 mgxmL™, resultando em
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CBM igual a 0,25 mgxmL® e 1 mgxmL™? para S. aureus e M. bovis,

respectivamente.

O fato dos nanocompadsitos se mostrarem mais eficientes € um resultado
muito relatado na literatura. Nanocompasitos Ag-TiO, produzidos por diferentes
vias de sintese se mostram mais eficazes contra bactérias gram positiva e
gram negativas, comparados as particulas Ag e TiO, em separados. Isso
ocorre devido ao efeito sinérgico da prata e do dioxido de titdnio e também
devido a maior estabilidade das particulas, uma vez que o nanocompagsito €
mais estavel (GUPTA; SINGH; PANDEY, 2013; MONTAZER et al., 2011,
ZIELINSKA et al., 2010).

A maior atividade bacteriana do compdsito sobre S. aureus (gram
positivo) comparado a M. bovis (gram negativo) se deve as diferencas em suas
paredes celulares. Apesar da camada de peptidioglicano em gram negativos
ser mais fina, sua parede celular é mais complexa por possuir uma membrana
externa formada por lipopolissacarideos (LPS) que serve como barreira
adicional para protecdo contra varias condicbfes de estresse e antibibticos
(CHEN et al., 2000; MOREIRA, 2010). Portanto, as nanoparticulas de prata tem
maior dificuldade de atravessar a parede celular de M. bovis comparado a

parede de S. aureus, resultando numa menor atividade para M. bovis.

4.5.2 Difusdo em agar
4.5.2.1 Difusdo em agar para TiO, e compdésitos Ag-TiO;

Os compositos obtidos foram avaliados quanto ao seu potencial inibidor
contra S. aureus, tendo em vista que este patdégeno € um dos principais
agentes causadores de infeccdes em humanos e animais e historicamente tem
desenvolvido resisténcia a antibiéticos convencionais (FAGUNDES; OLIVEIRA,
2004; MORAN et al., 2006). Outro fator preocupante é a capacidade destas
bactérias se alojarem em biomateriais utilizados como dispositivos médicos
(ANDRE et al., 2015).

A Fig. 51 mostra o teste de difusédo em agar de particulas de dioxido de
tithnio e compaositos Ag-TiO, com 0,1 % e 1,0 % de Ag, em escuro, para
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S. aureus (ATCC 25923). Sao observadas zonas de inibicdo para os discos
formados pelos compoésitos Ag-TiO,, no entanto, este mesmo potencial
inibitério ndo foi observado para discos de TiO» puro.

Figura 51: Difusdo em agar para discos formados por TiO, e compdsitos Ag-TiO, com
0,1 e 1,0% de Ag.

S. aureus

25923

A atividade bactericida de TiO, P25 em po6 e escuro é limitada devido
sua menor area de superficie e dificuldade de formar radicais ativos. No
entanto, a eficiéncia antimicrobiana de compdésitos Ag-TiO, mesmo em escuro
se deve a difusdo de AgNPs e ions Ag" para o meio (AKHAVAN; GHADERI,
2010; LIU et al., 2008). Portanto, particulas de TiO, demonstram ser excelente

material de suporte de AgNPs para aplicagées antimicrobiana.

A inibicAo do crescimento e a morte bacteriana provocada por
nanoparticulas de prata pode ocorrer através de diferentes mecanismos.
Estudos relatam que a atividade antimicrobiana de AgNPs estad ligada a
formacdo de radicais livres na superficie da nanoparticula e subsequentes
danos na membrana bacteriana, interrompendo a permeabilidade e as vias
metabdlicas da célula (GUPTA; SINGH; PANDEY, 2013; KIM et al., 2007). As
AgNPs também podem ligar-se ao DNA no interior das células bacterianas
impedindo a sua replicacdo (KONG; JANG; JUNE, 2008). Acredita-se também
que outro possivel mecanismo esteja relacionado a geragdo de complexos de
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Ag com biomoléculas que contenha o grupo —SH, resultando em inativacéo de
enzimas respiratorias e levando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ZIELINSKA et al., 2010).

4.5.2.2 Difusdo em agar para os compoésitos EDGT/TIO, e EDGT/Ag-TIO,

A Fig. 52 mostra o teste de difusdo em agar para os compdsitos
EDGT/TiO, e EDGT/Ag-TiO,. E observado uma maior zona de inibicdo para o
disco de fibras compdsito EDGT/Ag-TiO,, comparado ao disco de fibras do
composito EDGT/TiO,. A zona de inibicdo para o disco do compdsito
EDGT/Ag-TiO, se deve a difusdo de ions Ag® ou de AgNPs, ou ainda do
contato direto da bactéria com a superficie da fibra contendo Ag-TiO;
(NALBANDIAN et al., 2015; RYU; CHUNG; KWAK, 2015). Uma menor zona de
inibicdo observado para o disco do compdésito EDGT/TiO2, mesmo em escuro,
se deve ao contato da bactéria com pequenas particulas de TiO, dispersas nas
fibras por uma mecanismo nédo relacionado a geracdo de radiais ativos que
ainda é desconhecido (LI et al., 2008).

Figura 52: Difusdo em &gar para discos formados por compositos EDGT/TIO; e
EDGT/Ag-TIO,.

S. aureus
25923
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Este resultado sugere que fibras do compésito EDGT/Ag-TIO;
apresentam potenciais aplicacées em dispositivos para controle de infec¢des
bacterianas. A exemplo disso, Son et. al. (2015) utilizaram fibras de Eudragit
L100 para liberacdo controlada de antibidtico em resposta a alteracdo do pH,
uma vez que a forma destas fibras sdo resistentes a pH muito acido, mas se
dissolvem em pH proximo de 6. Sokolov et al., (2013) estudaram o emprego
de fibras de Eudragit como curativo para feridas contendo o anestésico

lidocaina.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram estudados compdsitos & base de Eudragit® L100,
prata e dioxido de titAnio com potencial fotocatalitico e antimicrobiano para
tratamento de efluentes contaminados por poluentes organicos e para

desinfeccao bacteriana.

As caracterizacbes disponiveis sdo suficientes para confirmar a
formacao de nanoparticulas de prata (AgNPs), do compdsito prata—didxido de
titanio (Ag-TiO,) e dos compdésitos EDGT/TIO, e EDGT/AgQ-TIO..

Por medidas espectroscopia UV-Vis e através da curva de calibracao
foram determinadas as concentracdes de rodamina (RhB) durante a reacéo de
fotodegradacdo na presenca de TiO, e Ag-TiO,. A porcentagem de
descoloracdo de RhB para o sistema contendo TiO, ao longo de 2 horas de
fotodegradacao foi de 53,5%, enquanto no sistema contendo Ag-TiO, este
valor atinge 72,9%. A cinética de degradacdo do corante foi bem descrita
usando o modelo de primeira ordem. O efeito fotoativo potencializado para o
nanocompoésito Ag-TiO, se deve a capacidade das particulas de prata
formadas sobre o TiO, funcionarem como “armadilha” para o elétrons
fotoexcitados. Isto faz com que ocorra uma menor taxa de recombinacdo do
par elétron-buraco (e” - h") e mais radicais ativos na reacdo de degradacio

sejam formados.

A atividade antimicrobiana do nancompdsito Ag-TiO, foi avaliada pelas
técnicas de disco de difusdo em &gar e microdiluichio em caldo. Por
microdiluicdo em caldo foi determinado a concentracdo bactericida minima
(CBM) para dispersdes de AgNPs pura e para dispersdes dos nanocompdsitos
Ag-TiO, contra S. aureus (ATCC 25923) e M. bovis (ATCC 10900). Comparado
as AgNPs pura, o composito Ag-TiO, apresentou maior atividade
antimicrobiana contra S. aureus e M. bovis, com CBM igual a 0,25 mgxmL™ e
1,0 mgxmL™, respectivamente. A maior atividade do compdsito se deve ao

efeito sinérgico da prata e do dioxido de titdnio e a maior estabilidade das
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particulas. No teste de difusdo em agar foi observado atividade antimicrobiana
contra S. aureus (ATCC 25923) para o disco formado pelo compdsito Ag-TiO,,

enquanto o disco formado por TiO, puro nao foi ativo.

As espectroscopia Raman e o mapeamento elementar por EDS
confirmaram a formacdo dos compdsitos EDGT/TiO, e EDGT/Ag-TiO, por
eletrofiacdo. As micrografias das fibras pura e contendo TiO, e Ag-TiO;
mostram que a incorporacdo das particulas ndo provocaram mudancas na
morfologia das fibras. Em testes de difusdo em agar o composito EDGT/Ag-
TiO, apresentou maior zona de inibicdo contra S. aureus (ATCC 25923),

comparado ao compdésito EDGT/TIOs.

Estes resultados sugerem que a sintese do nanocompésito Ag-TiO; &
uma Otima estratégia para obter uma material com efeito fotoativo e
antimicrobiano potencializado, utilizaveis no tratamento de 4gua contaminada
por poluentes organicos e no combate de infec¢cdes causadas por S. aureus e
M. bobis. A obtencdo de compdédsitos EDGT/Ag-TiO, representa outra
importante estratégia para facilitar e ampliar as aplicacées dos nanocompaositos
Ag-TiO,.

Como perspectivas deste trabalho destaca-se a aplicacdo do compadsito
EDGT/Ag-TiO, em dispositivos médicos para tratamento de infeccdes
bacterianas, como por exemplo, em curativos para feridas infectadas por M.
bovis e S. aureus. Assim como em dispositivos para tratamento de efluentes

contendo contaminantes organicos, tal como a rodamina B.
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