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RESUMO

Nanocompésitos sdo materiais onde a0 menos um dos seus compostos
apresenta dimensdo em escala nanométrica; tanto podem ser formados
pela combinacdo de componentes organicos e/ou inorganicos com o
intuito de melhorar as propriedades do material ou mesmo conceder
novas caracteristicas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
nova rota de sintese de nanoparticulas de prata para posterior obtencéo
de nanocompdsitos de poliestireno para aplicacdo como embalagem de
alimentos. Como primeira etapa foi aplicada uma estratégia de
planejamento experimental para definir a melhor rota de sintese das
nanoparticulas de prata, onde foram avaliadas diferentes temperaturas e
concentracdo do agente redutor. A nucleacdo das nanoparticulas de prata
foi monitorada empregando-se andlises de UV-Visivel. Dois
estabilizantes hidrofobicos, o 4cido oleico e o poli(etileno glicol) PEG
400, foram empregados visando o controle da estabilidade do meio
reacional. Na segunda etapa do trabalho, filmes poliméricos foram
obtidos por polimerizagdo em massa e dissolucdo em tolueno com
posterior evaporacdo lenta do solvente. A determinacdo da
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) foi realizada com diferentes
concentragBes de nanoparticulas de prata na polimerizagcdo em massa do
estireno com o objetivo de produzir filmes poliméricos com varios
teores de prata. Os resultados permitiram concluir que a sintese das
nanoparticulas de prata, utilizando oleilamina como agente redutor, é
influenciada pela concentracdo do agente redutor e pela temperatura do
processo, sendo que o mecanismo de reducdo para a formacdo das
nanoparticulas ocorre através da reducao do radical amino para iminas, e
de iminas para nitrila. Poli (etileno glicol) PEG 400 na concentracao de
5 mmol/L possibilitou a definicdo de rota de sintese mais estavel.
Também observou-se que a presenca de nanoparticulas de prata na
matriz polimérica possibilita um incremento na estabilidade térmica do
poliestireno. A concentracdo minima inibitoria foi de 7,33 mg/Kg para
S. aureus e de 12,83 mg/Kg para E. coli e S. typhimurium.

Palavras-chave: Poliestireno. Nanoparticulas de prata.
Nanocompdsitos. Atividade antimicrobiana.






ABSTRACT

Nanocomposites are materials where at least one of the compounds
present is in nanoscale dimension; they can be formed by organic and
inorganic components combination in order to improve material
properties or even grant new characteristics. The aim of this study was
to develop a new synthesis route of silver nanoparticles, with subsequent
polymerization, obtaining polystyrene nanocomposites for application as
food packaging. As the first step has been applied an experimental
design strategy to define the best synthesis of silver nanoparticles, which
were evaluated different temperatures and concentrations of the
reducing agent. Silver nanoparticles nucleation was monitored
employing UV-Visible analysis. Two hydrophobic stabilizers, oleic acid
and Polyethylene glycol PEG 400, were employed for stability control
of reaction medium. In the second step, polymeric films were obtained
by bulk polymerization and dissolution in toluene with subsequent slow
evaporation of solvent. Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
determination was conducted through testing different concentrations of
silver nanoparticles in the bulk polymerization of styrene in order to
produce polymeric films with various silver content. The results showed
that the synthesis of silver nanoparticles, using oleylamine as reducing
agent, is influenced by concentration of reducing agent and process
temperature, and the reduction mechanism for nanoparticles formation
occours through the reduction from amino group to imines and from
imines to nitriles. Polyethylene glycol PEG 400 at a concentration of 5
mmol/L allowed more stable definition of synthesis route. Also
observed that the presence of silver nanoparticles in polymeric matrix
allows an increase in thermal stability of polystyrene. Minimum
inhibitory concentration was 7.33 mg/Kg for S. aureus and 12.83 mg/Kg
for E. coli and S. typhimurium.

Keywords: Polystyrene. Silver nanoparticles. Nanocomposites.
Antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A producdo de embalagens com qualidade e seguranga é uma das
prioridades nas industrias de alimentos. Além da aplicagdo de boas praticas
higiénico-sanitérias é necessario também o acondicionamento do produto em
embalagens adequadas para proteger e conservar durante toda a cadeia de
distribuicdo, assegurando ao consumidor a aquisi¢do de um produto indcuo.

Embalagens plasticas tém sido amplamente utilizadas na indUstria de
alimentos, devido as suas caracteristicas como baixo custo de produgdo e
transporte, baixa densidade e maior resisténcia. O Poliestireno é um dos
principais polimeros sintéticos utilizados como embalagem para o
acondicionamento de alimentos, protegendo-o contra danos mecanicos e
condicGes adversas durante as fases de estocagem e comercializagdo. No
entanto, estes materiais sdo potenciais vetores na proliferacdo de
microrganismos.

A transmissdo de doencas de origem alimentar através da ingestdo de
alimentos é um problema de salde publica no Brasil e no mundo todo. As
enfermidades de origem alimentar também causam sérias consequéncias
econdmicas para a sociedade. No Brasil, 792 surtos de origem alimentar foram
relatados no ano de 2013, sendo os maiores numeros de casos causados por
Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

A obtencdo de nanocompdsitos possui relevancia na industria de
alimentos, através de combinagdes de elementos disponiveis com o intuito de
melhorar as propriedades do material. Devido a alta resisténcia de algumas
bactérias a antibidticos, a prata é uma alternativa no desenvolvimento de
produtos antimicrobianos. As nanoparticulas de prata possuem propriedades de
acdo bactericida contra bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos e
alguns virus. Ademais, a prata é o metal que apresenta menor toxicidade para as
células animais.

Portanto, com o auxilio da nanotecnologia, na busca por materiais que
minimizam os danos causados a contaminacdo de alimentos e aumente sua vida
atil, a obtencdo de embalagens incorporadas com nanoparticulas de prata é uma
alternativa, a fim de néo ocasionar risco ao consumidor. Diante deste contexto,
uma nova rota para obtencdo de filmes de poliestireno com nanoparticulas de
prata € proposta, proporcionando uma potencial aplicacdo na embalagem de
alimentos devido a sua agao bactericida.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho é a obtencdo de
nanocompdsitos de nanoparticulas de prata/poliestireno, realizando-se a
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sintese das nanoparticulas diretamente no mondmero visando a
aplicacdo em embalagem de alimentos.

1.1.2 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos do presente trabalho sao:
1. Definir a melhor rota de sintese das nanoparticulas de prata com
aplicacdo de técnicas de planejamento experimental e posterior

caracterizacdo do material obtido.

2. Analisar a nucleacdo das nanoparticulas de prata sintetizadas
pela melhor rota obtida no planejamento experimental.

3. Awvaliar a estabilidade das nanoparticulas pela adicdo de agentes
estabilizadores.

4. Obter nanocompdsitos por polimerizacdo em massa e proceder
Sua caracterizacdo.

5. Determinar a cinética de polimerizacdo do estireno puro e na
presenca de nanoparticulas de prata.

6. Awvaliar a atividade antimicrobiana dos filmes de poliestireno
contendo nanoparticulas de prata e determinar a concentracéo
minima inibitéria (CMI).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 POLIESTIRENO

Poliestireno (PS) é um polimero formado a partir da
polimerizagdo do mondmero estireno. Também  denominado
feniletileno, estirol ou vinilbenzeno, o estireno (CgHsC,H3z) é um
hidrocarboneto aromatico insaturado, precursor do poliestireno. A forma
mais utilizada para a producgdo de estireno é a partir da desidrogenacado
do etil-benzeno, esta que ocorre através da adicdo de Oxidos metalicos
em temperaturas elevadas entre 700 e 1000 °C (BILLMEYER, 1984).

O poliestireno foi descoberto por Eduard Simon em 1839,
guando realizou a destilagdo de uma resina vegetal. No entanto, somente
em 1930 comecou a ser produzido comercialmente nas indUstrias de
plasticos (FRY, 1999). Em 2001, a producdo mundial de poliestireno foi
de 10,5 milhdes de toneladas, sendo o Brasil responsavel pela producéao
de 288 mil toneladas do material no mesmo ano, representando mais da
metade da producdo de PS na América do Sul (MONTENEGRO;
SERFATY, 2002).

O processo mais comum de obtencdo do poliestireno em escala
comercial é empregando-se o processo de polimerizagdo via radicais
livres, como mostrado na Figura 1. A reacdo € iniciada pela
decomposicdo de um inicializador (o qual forma os radicais livres). O
Perdxido de Benzoila (BPO) e 0 2,2-Azo-bis-isobutironitrila (AIBN) s&o
0s principais inicializadores utilizados no processo de polimerizacéo
(COIAIl et al., 2006).

Figura 1 — Polimerizag&o do estireno

radicais livres

H
Polimerizagéo via L | J
H H

Fonte: Adaptado de Billmeyer (1984).
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Quanto a sua regularidade espacial, o poliestireno, quando
polimerizado via radicais livres, possui configuracdo atética. Neste tipo
de configuracdo, o grupo fenila esta distribuido aleatoriamente ao longo
da cadeia polimérica (CANEVAROLO JR., 2006; SCHELLENBERG,
2010). Outras formas de configuracdo que podem ser obtidas sdo a
sindiotatica, na qual o grupo fenila esté alternado na cadeia polimérica, e
a configuracdo isotatica, onde todos os grupos laterais estdo dispostos no
mesmo lado da cadeia polimérica. O poliestireno com arranjo
sindiotatico e isotatico pode ser produzido com o emprego de
catalisadores  estereoespecificos (CANEVAROLO JR., 2006;
SCHELLENBERG, 2010). Na Figura 2 é possivel visualizar um
esquema dos arranjos taticos do poliestireno.

Figura 2 — Representacdo estrutural dos arranjos taticos do poliestireno.

Isotégco Sindiotatico Atatico
R R

H——H H—

it
Ty

:
5

Pyl
Py

Fonte: Adaptado de Canevarolo Jr. (2006).

O poliestireno pode ser obtido em processo de polimerizagdo
em massa (KIM; CHOI; HONG, 2007), em solugdo (VAN HOOK;
TOBOLSKY, 1958), em suspensao (KAEWTATIP;
TANRATTANAKUL, 2008), em emulsdéo (HU et al., 2010), em
miniemulsdo (PAWELZYK; TOLEDO; WILLENBACHER, 2013) ou
ainda pela conveniente combinacdo de tais processos, de acordo com a
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finalidade e aplicacdo final da resina a ser obtida. A polimerizagdo em
bulk (polimerizagdo em massa) e a polimerizacdo em suspensdo Sdo 0s
principais tipos de polimerizacédo utilizados para obtencdo de PS e HIPS
(MONTENEGRO; SERFATY, 2002).

A polimerizacdo em massa é um dos mais simples processos de
polimerizacdo. Neste processo, apenas 0 mondmero, catalisador ou
inicializador e os aditivos requeridos compdem o meio reacional. A
principal vantagem desta técnica é a obtencdo de polimeros livres de
qualquer impureza e geralmente ja obtidos no formato da aplicacdo
final. No entanto, a principal desvantagem é o dificil controle da
temperatura devido a elevada exotermicidade da reacdo, o que pode
acarretar num produto final com propriedades mecéanicas heterogéneas
(CANEVAROLO JR., 2006; ODIAN, 2004).

Na polimerizagdo em suspensdo, um ou mais mondmeros
insolUveis, contendo o inicializador, sdo dispersos em agua combinando-
se agentes de suspensdo (estabilizadores) e uma agitacdo mecénica
vigorosa o suficiente para garantir a homogeneidade da temperatura do
meio reacional. A agitacdo dispersa 0 monémero em forma de pequenas
goticulas por todo o volume e o agente de suspensao, envolvido em cada
gota, evitando a coalescéncia das gotas, mantendo-as estaveis. Durante a
reacdo, as gotas de mondmero sdo lentamente convertidas, passando por
uma mistura viscosa (estagio “pegajoso”), até que atinjam o ponto de
identificacdo da particula (PIP). No PIP as particulas ja apresentam
rigidez o suficiente para ndo sofrerem quebramento nem processos de
coalecescéncia, podendo ser observado e facilmente identificado pois, é
0 momento em que a fase dispersa atinge a mesma massa especifica da
agua (meio continuo). Apos as particulas atingirem o PIP, a temperatura
do processo é mantida até que a conversdo desejada seja atingida,
geralmente superior a 99,75%, conforme a legislagdo em vigor. Neste
tipo de processo, o calor gerado é removido pela dgua, obtendo-se um
maior controle da temperatura do sistema (CANEVAROLO JR., 2006;
MACHADO; LIMA; PINTO, 2007; ODIAN, 2004).

2.1.1 Caracteristicas do Poliestireno

Poliestireno é um termoplastico que possui diversas
caracteristicas desejaveis, tais como baixo custo, facilidade de
processamento, estabilidade térmica, transparéncia, elasticidade e boas
propriedades elétricas. Além disso, € um sélido amorfo, inodoro,
insipido e facilmente moldavel. Sua principal desvantagem é a baixa
resisténcia, sendo um solido quebradico (BILLMEYER, 1984; FRY,



26

1999; MONTENEGRO; SERFATY, 2002). Devido as suas
caracteristicas, o poliestireno é vendido comercialmente em trés
diferentes formas:

1) Poliestireno para uso geral (GPPS) — Também denominado de
polimero normal, estireno homopolimero e também cristal. As principais
caracteristicas do material é o brilho e a transparéncia
(MONTENEGRO; SERFATY, 2002; MONTENEGRO et al., 1997).

2) Poliestireno Expansivel (EPS) — Trata-se do poliestireno obtido em
suspensdo o qual sofreu uma impregnacdo com agente expansor
(geralmente butano ou pentano) no decorrer da reacdo. No final do
processo, 0 polimero obtido na forma de pequenas particulas é separado
do meio continuo (dgua) em um processo de centrifugacdo e
posteriormente é expandido com vapor em cavidades na forma das pecas
desejadas. Este material é utilizado principalmente como isolante
térmico e para embalagens protetoras (MONTENEGRO; SERFATY,
2002; MONTENEGRO et al., 1997).

3) Poliestireno de Alto Impacto (HIPS) — E o poliestireno que foi
modificado pela incorporacdo de elastdbmeros butadiénicos na matriz
polimérica. Como consequéncia, obtém-se um material mais resistente e
menos quebradico que o poliestireno normal (MONTENEGRO;
SERFATY, 2002).

2.1.2 Poliestireno como material para embalagens

O Poliestireno, por possuir algumas caracteristicas como
barreira a vapor de dgua e umidade, baixo custo, ser inodoro e inerte, é
um dos termoplasticos mais consumido no mundo. E largamente
utilizado na fabricacdo de eletrodomésticos, eletrnicos, utensilios
domésticos rigidos, e, principalmente, no acondicionamento de
alimentos (MONTENEGRO; SERFATY, 2002; MONTENEGRO et al.,
1997). O polimero é utilizado como material de embalagem de
sobremesas, iogurtes e demais produtos lacteos. Na forma expansiva, €
utilizado principalmente como bandejas para carne, peixe e vegetais
(MATHLOUTHI, 1998; ZABANIOTOU; KASSIDI, 2003).

Durante o processo de obtengdo do poliestireno, se ndo houver
0 esgotamento do mondmero, a sua migracdo para o produto embalado
(que foi acondicionado nas embalagens de poliestireno) pode ocorrer,
representando um risco a salde (AZEREDO, 2012; KHAKSAR;
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GHAZI-KHANSARI, 2009). Khaksar e Gahzi-Khansari (2009)
observaram a migracdo do estireno em copos de GPPS e HIPS, que
ocorre principalmente em alimentos com alto teor de lipidios e em
temperaturas elevadas. No Brasil, a resolu¢do n° 105, de 19 de maio de
1999, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA estabelece
um teor minimo de mondmero residual nos materiais plasticos que
venham a entrar em contato com alimentos. O conteddo maximo
permitido é de 2500 mg de estireno/kg de poliestireno (2500 ppm). No
entanto, esta parte da lei foi revogada pela Resolucdo da Diretoria
Colegiada RDC n° 56, de 16 de novembro de 2012, no qual informa que
ndo hé restricbes na utilizacdo de estireno.

O setor de embalagens possui um papel fundamental na
producdo, distribuicdo e comercializacdo de produtos alimenticios. A
principal fungo das embalagens é assegurar a qualidade do alimento,
protegendo contra danos que possam ser causados por agentes externos
(SANTOS; CASTRO, 1998), como por exemplo, agentes (ou fatores) de
natureza quimica, fisica e microbioldgica. Desta forma, pode-se dizer
gue o principal propdsito das embalagens é de proteger o produto contra
qualquer tipo de deterioracdo desde o acondicionamento até o consumo
final (SOUSA et al.,, 2012). Sendo assim, o controle de qualidade
microbioldgico do material de acondicionamento é fundamental na
avaliacdo dos pontos criticos de contaminagdo, sendo um problema
relacionado diretamente com salde publica, uma vez que o material
contaminado transfere a contaminagdo para o alimento armazenado.
(FIORENTINO et al., 2008). Portanto, com o auxilio da nanotecnologia,
estdo sendo desenvolvidas novas embalagens com propriedades
antimicrobianas, a fim de ndo ocasionar risco ao consumidor. No Brasil,
a Resolugéo n° 17, de 17 de margo de 2008 da ANVISA estabelece a
lista positiva de aditivos para materiais plasticos destinados a elaboracédo
de embalagens em contato com alimentos.

2.2 NANOTECNOLOGIA E NANOPARTICULAS METALICAS

A nanotecnologia € um campo da ciéncia que estuda atomos,
moléculas e macromoléculas com o objetivo de gerar novos materiais
em escala nanométrica (10° m) (ROCO; MIRKIN; HERSAM, 2011).
Essa tecnologia multidisciplinar, que pode ser aplicada em praticamente
todos os setores industriais (BHATTACHARYYA et al., 2009; SILVA,
2008), também permite a caracterizacdo, producdo e aplicacdo de
materiais ou estruturas com tamanhos que variam de 1 a 100 nan6metros
(nm) (SOLOMON et al., 2007).
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Estudos relatam que a nanotecnologia ja era utilizada desde a
antiguidade. A famosa taca de Lycurgus é um dos principais exemplos
da utilizacdo de nanomateriais. A taga foi produzida no ano IV a.C,,
sendo confeccionada em vidro contendo nanoparticulas metalicas de
ouro e de prata (FREESTONE et al., 2007). Quando iluminada pelo lado
de fora, a luz é refletida e a taga de Lycurgus apresenta uma coloracao
verde, e quando iluminada por dentro, a luz é transmitida, exibindo
coloracdo vermelha. A diferenca de cores ocorre devido a presenca de
nanoparticulas de ouro presentes no vidro que possuem propriedades de
reflexdo e transmissdo (SILVA, 2008).

Quando a nanoparticula é submetida a um campo
eletromagnético em determinada frequéncia, uma oscilagdo coletiva de
elétrons da banda de conducdo do metal é induzida em resposta a
excitacdo dptica promovida. A forma e tamanho da distribui¢do da carga
elétrica, densidade do elétron e a massa de elétron efetiva sdo os
principais fatores determinantes na frequéncia de oscilacdo
(HAMMOND et al, 2014). Como consequéncia da radiacdo
eletromagnética incidida na frequéncia do plasmon ressonante, ocorre
um aumento na absorcdo da radiacdo. A oscilacdo coletiva dos elétrons
leva uma separacdo das cargas elétricas localizadas na superficie da
particula. Assim, em breves periodos, os elétrons acumulam-se mais em
uma regido do que em outra, conforme ilustrado na Figura 3
(HAMMOND et al., 2014; LERME et al., 2010).

Figura 3 — Representacdo esquematica de oscilacdo plasmonica de superficie
sob o efeito de um campo eletromagnético.

-
»

Campo Elétrico

Fonte: Adaptado de Hammond et al. (2014).
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Desta maneira, nanoparticulas metalicas possuem propriedades
Opticas interessantes, pois estao relacionadas as oscilagfes de elétrons de
conducdo do metal, sob ressonancia de luz incidente, denominada
ressonancia dos plasmons de superficie (SPR). A SPR confere regides
de absorcdo na regido do UV-Visivel, designada bandas de plasmon.
Segundo a teoria de Mie, qualquer alteracdo do indice de refracdo
ocasionara em alteragdes na intensidade ou pico de absorcdo do SPR.
Estas variacGes podem surgir a partir da mudanca do meio de dispersao,
ou na utilizacdo de diferentes estabilizantes que possam interferir no
indice de refragdo (SUN; XIA, 2002).

2.2.1 Estabilidade de nanoparticulas metélicas

Devido ao seu tamanho reduzido e elevada area superficial, as
nanoparticulas podem apresentar instabilidade em funcio da energia
superficial disponivel. Durante a sintese, as nanoparticulas podem se
agregar através da formacdo da ligagdo metal-metal (MELO et al.,
2012).

Para que tal fenémeno ndo ocorra é comum o0 emprego de
agentes estabilizantes, os quais podem impedir a coalescéncia das
nanoparticulas. Resumidamente, dependendo da natureza dos agentes
estabilizantes, existem dois tipos de estabilizacdo de nanomaterias, a
saber: a estabilizacdo eletrostatica e a estabilizacdo estérica
(BALANTA; GODARD; CLAVER, 2011). A estabilizacao eletrostatica
¢ determinada pela adicdo de uma carga, que fica adsorvida na
superficie das nanoparticulas, proporcionando uma protecdo
eletrostdtica, impedindo que a agregagdo ocorra (MURCIA;
NAUMANN, 2005). As nanoparticulas metalicas também podem ser
estabilizadas por via estérica, onde as moléculas grandes (polimeros,
dendrimeros, dentre outros) ficam adsorvidas na superficie, impedindo a
aproximacéo de outras particulas (MURCIA; NAUMANN, 2005). Na
Figura 4 pode ser observada uma representacdo esquematica dos
estabilizantes eletrostaticos e estéricos adsorvidos na superficie da
nanoparticula metalica.
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Figura 4 — Representacdo esquemética da estabilizacdo eletrostatica e estérica
em nanoparticulas metélicas.

Estabilizacao eletrostatica Estabilizacdo estérica

Fonte: Adaptado de Balanta, Godard e Claver (2011).
2.2.2 Nanoparticulas de prata

A prata é um exemplo de metal de transicdo muito utilizado na
producdo de nanomateriais. Na forma de nanoparticulas, com tamanho
entre 1-100 nm, possui suas propriedades interessantes, tais como boa
condutividade, propriedades cataliticas, efeito antimicrobiano e elevada
area superficial. Essas propriedades tém possibilitado sua ampla
utilizacdo na industria, principalmente na area de alimentos, biomédica,
catalise e téxtil. Recentemente, estudos sobre as nanoparticulas de prata
tém aumentado o nimero de artigos publicados, atraindo cada vez mais
atencdo para a vasta gama de aplicacBes em varios campos da indUstria
(ABOU EL-NOUR et al., 2010; HAIDER; KANG, 2015; TOLAYMAT
et al., 2010).

2.2.2.1 Rotas de sintese

Diferentes tipos de rotas de sintese para a obtencdo de
nanoparticulas de prata estdo descritos na literatura, com ou sem a
adicdo de estabilizantes, tais como radiacdes gama, métodos
sonoquimicos, eletroquimicos, sinteses solvotermais, reducfes quimicas
e bioguimicas, dentre outros (BISWAL et al., 2013; KOTAKADI et al.,
2013; ROLDAN; PELLEGRI; SANCTIS, 2013; WANI et al., 2010,
2011). O preparo e condicdo da sintese possuem influéncia significativa
nas caracteristicas das nanoparticulas como o tamanho, forma,
estabilidade, dentre outras (ANDHARIYA; PANDEY; CHUDASAMA,
2013). O método de reducdo quimica é o mais comum utilizado na
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producdo de nanoparticulas de prata, sendo o boroidreto de sddio
(NaBHy,), o citrato de sddio (NazCgHsO-) e o acido ascorbico (C¢HgOg)
0s agentes redutores mais empregados (ABOU EL-NOUR et al., 2010).
Atualmente, com o intuito de minimizar os danos ambientais causados
por alguns agentes de reducdo, existe uma crescente demanda na
utilizacdo de produtos quimicos mais amigaveis na sintese das
nanoparticulas (IRAVANI et al., 2014)

A oleilamina é uma alquilamina de cadeia longa que apresenta
elevada temperatura de ebuli¢cdo (350 °C) e possui afinidade com metais
através do grupamento NH, em sua estrutura (Figura 5). A oleilamina
tem sido descrita na literatura como agente precursor na sintese de
nanoparticulas magnéticas (XU et al., 2009) e de nanoestruturas
plasmoénicas de ouro (LIU et al., 2007), cobre (SALAVATI-NIASARI;
DAVAR; MIR, 2008) e prata (ANDHARIYA; PANDEY;
CHUDASAMA, 2013). Além disso, €é utilizada como agente
estabilizante e solvente na sintese de  nanoparticulas
(MOURDIKOUDIS; LIZ-MARZAN, 2013).

Figura 5 — Estrutura da oleilamina.
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Fonte: Autor (2015).
2.2.2.2 Atividade biocida

As nanoparticulas de prata sdo utilizadas amplamente em
diversos setores industriais, devido principalmente a sua atividade
biocida, pois a prata, dentre os metais, € 0 que apresenta maior
toxicidade contra microrganismos, como mostrado na escala: Ag > Hg >
Cu>Cd>Pb>Co>Au>2Zn>Fe>Mn> Mo > Sn (NETO;
RIBEIRO; ZUCOLOTTO, 2008). Além disso, entre os metais citados, a
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prata € o que possui menor toxicidade as células animais (NETO;
RIBEIRO; ZUCOLOTTO, 2008).

O efeito biocida da prata em forma idnica foi observado pela
primeira vez em células de algas pelo cientista Karl Wihelm Von
Naegelis em 1893 (GUGGENBICHLER et al., 1999). Embora as
interacdes das nanoparticulas de prata subjacente a atividade
antimicrobiana sobre as bactérias ainda ndo foram completamente
esclarecidos, alguns mecanismos foram sugeridos (Figura 6)
(MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010). As nanoparticulas liberam ions
de prata monovalente (Ag+) que interagem com proteinas que possuem
grupos tiois e sulfidrila (-SH), formando AgH e liberando enxofre,
podendo causar inativacdo da proteina bacteriana (FENG et al., 2000).
Os ions de prata também levam a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) conforme se movimentam para dentro da célula,
ocasionando danos ao DNA (HWANG et al., 2008). Outra via da morte
celular é através da ligacdo das nanoparticulas sob a superficie da
membrana, interferindo na permeabilidade da mesma e na respiragdo
celular (MATSUMURA et al., 2003; MORONES et al., 2005). Segundo
0 mecanismo proposto por Sondi e Salopek-Sondi (2004), as
nanoparticulas de prata formam poros irregulares na membrana celular,
aumentando a permeabilidade, ocasionando na liberagcdo de moléculas
de lipopolissacarideo e proteinas da membrana. A migracdo das
nanoparticulas para o interior da célula também pode ocorrer, causando
danos devido a interagcdo com compostos contendo enxofre e fosforo
(MORONES et al., 2005). Desta forma, a replicagio do DNA ¢
inativada, pois possui fésforos presentes em sua composicdo, podendo
levar a morte celular (FENG et al., 2000).
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Figura 6 — Mecanismos de interacdo entre nanoparticulas de prata e as células
de bactérias.

ROS i /. :.’ @ Nanoparticulas de prata
@ @ fonde prata
Proteinas da membrana

Fonte: Adaptado de Marambio-Jone e Hoek (2010).

As nanoparticulas de prata apresentam  atividade
antimicrobiana para diversos tipos de bactérias, tais como Escherichia
coli (gram-negativa), Staphylococcus aureus (gram-positiva) e
Pseudomonas aeruginosa (gram-negativa nao fermentativa) (PATIL et
al., 2011). No entanto, o efeito da atividade é diferente para cada tipo de
bactéria. Bactérias gram-positivas possuem a parede celular mais
espessa, protegendo a célula contra a infiltracdo de ions de prata no
citoplasma, tornando o processo de morte celular mais lento (FENG et
al., 2000). Na Figura 7 é possivel observar uma micrografia de uma
célula de E. coli com nanoparticulas de prata localizadas em torno da
membrana e incorporadas no interior da célula (SONDI; SALOPEK-
SONDI, 2004).
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Figura 7 — Microscopia eletrbnica de transmissdo da incorporacdo de
nanoparticulas de prata em E. coli, conforme setas indicativas.

Fonte: Sondi e Salopek-Sondi (2004).

Nanoparticulas de prata também possuem atividade biocida
contra alguns virus, sendo 0 mecanismo de inativacdo semelhante ao
processo observado em bactérias, podendo ser pela interagdo com
proteinas presentes na superficie do virus ou através da interagdo com o
genoma viral (DNA ou RNA). Outra via de inativacdo é através do
envolvimento com fatores diretamente relacionados a replicacdo viral
(GALDIERO et al., 2011).

Algumas caracteristicas das nanoparticulas, tais como o
tamanho, forma, superficie quimica, cristalinidade e estabilidade
interferem na atividade biocida e na toxicidade das células
(MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010; MORONES et al., 2005). Quanto
menor o tamanho da nanoparticula, maior sera sua area superficial que
entrard em contato com os microrganismos. Desta maneira ocorrerd uma
interacdo mais elevada e uma maior atividade biocida pois, as
nanoparticulas impregnam-se no interior das células mais facilmente
(LU etal., 2013; PANACEK et al., 2006).
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Em relacdo a forma, nanoparticulas que possuem plano
cristalino {111}, como por exemplo, nanoparticulas triangulares,
decaédricas e icosaédricas, possuem maior atividade biocida devido as
suas estruturas geomeétricas, jd que estas contém maior ndmero de
atomos de alta densidade do que de outras formas (MORONES et al.,
2005; VAN DONG et al., 2012). Pal e colaboradores (2007) mostraram
gue nanoparticulas com formatos diferentes reagem diferentemente com
a célula bacteriana. A inibicdo do crescimento de E. coli (10’ UFC/ml)
em placas de &gar nutriente na concentracdo de 1 pg de nanoparticulas
triangulares foi quase completa, enquanto que, para formas esféricas, foi
necessario a utilizacdo de 12,5 pg. Para as formas de bastonete precisou-
se de 50-100 pg de nanoparticulas para obter tal efeito (PAL; TAK;
SONG, 2007).

A estabilidade também € outro fator que pode interferir na
atividade biocida. Kvitek e outros avaliaram o efeito de trés
estabilizantes (SDS, Tween 80 e PVP 360) na atividade antimicrobiana
das nanoparticulas de prata. A utilizacdo de SDS foi considerada mais
eficaz, tanto na estabilidade quanto na atividade antibacteriana
(KVITEK et al., 2008). Segundo os autores, 0 aumento da estabilidade
por SDS esta associado com a presenca de camada dupla do tensoativo
na superficie da nanoparticulas, que por sua vez auxilia na
permeabilidade da parede celular, corroborando na atividade
antibacteriana (CHEN; YEH, 2002; KVITEK et al., 2008).

2.3 NANOCOMPOSITOS ORGANICO/INORGANICO

Nanocompdsitos sdo materiais onde ao menos um dos seus
compostos apresenta dimensdo em escala nanométrica. Os materiais séo
formados pela combinacdo de componentes organicos e inorganicos,
podendo ser ligados por ligacdes fracas como pontes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas e van der Waals, ou por ligagbes mais fortes
como ligacBes covalentes ou ibnico-covalentes (ESTEVES; BARROS-
TIMMONS; TRINDADE, 2004). Possuem uma ampla variedade de
combinagdes de elementos disponiveis com o intuito de melhorar as
propriedades do material. Geralmente, o componente organico é usado
como matriz e 0 composto inorganico se encontra disperso no meio.
Devido a variedade de combinagdes, estes materiais possuem uma
potencial aplicacdo em quase todos os setores industriais (JOSE;
PRADO, 2005).

Os nanocompdsitos podem ser obtidos na matriz polimérica
através da inser¢do do composto inorgénico na estrutura do polimero (1),



36

ou na inser¢do no mondmero e posterior polimerizacao in situ (I). Os
nanocompdsitos também podem ser obtidos através da sintese das
nanoparticulas in situ (lll) (ESTEVES; BARROS-TIMMONS;
TRINDADE, 2004). Na Figura 8 podem ser observadas as rotas de
prepara¢do dos nanocompasitos.

Figura 8 — Métodos de obtencdo dos nanocompdsitos: 1) mistura simples dos
componentes; Il) sintese das nanoparticulas in situ; I11) polimerizagdo da matriz
polimérica in situ.
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Fonte: Adaptado de Esteves, Barros-Timmons e Trindade (2004).
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2.4 APLICACOES

Nanoparticulas de prata possuem diversas aplicacdes na area
biomédica, na indlstria de alimentos, revestimento de tecidos, dentre
outros (ABOU EL-NOUR et al., 2010; ANTUNES, 2013; DE MOURA;
MATTOSO; ZUCOLOTTO, 2012; DUNCAN, 2011; HU et al., 2012;
PRABHU; POULOSE, 2012; PROKOPOVICH et al., 2015; SALEHI-
KHOJIN et al., 2013; TANKHIWALE; BAJPAI, 2009; YEO; LEE;
JEONG, 2003; ZHOU et al., 2011). Devido a sua atividade biocida,
nanoparticulas de prata tém sido aplicadas na industria téxtil. Yeo, Lee e
Jeong (2003) incorporaram nanoparticulas de prata em fibras de
propileno, adquirindo uma elevada resisténcia bacteriana contra E. coli.
Na area de revestimentos, Antunes (2013) avaliou a atividade biocida de
nanoparticulas de prata em tintas e vernizes acrilicos a base d’agua,
observando eficiéncia contra E. coli e S. aureus na concentracdo de 100
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ppm de nanoparticulas de prata. O autor também realizou testes na
concentracdo de 3,6 e 30 ppm, onde nenhum efeito antibacteriano
satisfatério foi observado (ANTUNES, 2013).

Outra possivel aplicacdo de nanoparticulas de prata é na area de
catalise. Hu e outros (2012) prepararam nanocompdsitos de poliestireno
com nanoparticulas de prata e observaram elevada atividade catalitica
do nanocompdsito através da variagdo Optica na presenca de uma
solucdo de azul de metileno e boroidreto de sodio. As nanoparticulas de
prata atuam como um transmissor de elétrons, auxiliando na reducédo
catalitica do azul de metileno pelo boroidreto de sédio (HU et al., 2012).
Outro estudo realizado por Salehi-Khojin e colegas (2013) demonstrou
que a utilizacdo de nanoparticulas de prata auxilia na conversdo de CO,
em liquidos idnicos. Os autores também observaram que a atividade
catalitica aumenta com a diminui¢do do tamanho da nanoparticula até 5
nm (SALEHI-KHOJIN et al., 2013).

Aplicacdes biomédicas indicam a utilizacdo das nanoparticulas
de prata como agentes anti-inflamatérios, biomateriais, implantes
0sseos, nanosensores, dentre outros (PRABHU; POULOSE, 2012). Shin
et al. (2007) relataram que nanoparticulas de prata podem inibir a
ativacdo de interferon-gamma e fator de necrose tumoral, envolvidos na
inflamacdo. Nanoparticulas de prata, devido a suas propriedades
plasmonicas no meio dielétrico, possuem a capacidade de ser utilizadas
em biosensoriamento, na detec¢do de anomalias e doencas do corpo
humano (ZHOU et al., 2011). Zhou e colaboradores (2011)
desenvolveram um nanobiosensor com nanoparticulas de prata para
deteccdo da proteina p53 a partir de carcinoma de células escamosas da
cabeca e pescogo. Na area de implantes 6sseos, nanoparticulas de prata,
estabilizadas com &cido oleico, foram encapsuladas em PMMA para
produzir um biomaterial com propriedades antimicrobianas para evitar a
proliferacdo de bactérias multirresistentes (PROKOPOVICH et al.,
2015).

No setor de embalagens de alimentos as nanoparticulas de prata
tém sido utilizadas como aditivo antimicrobiano e no aumento da
estabilidade dos alimentos (AN et al., 2008; DUNCAN, 2011,
TANKHIWALE; BAJPAI, 2009). Tankhiwale e Bajpai (2009)
incorporaram nanoparticulas de prata em filtros de papel com
acrilamida. O biomaterial apresentou atividade biocida contra E. coli,
podendo ser utilizado como embalagem antibacteriana de alimentos,
prevenindo produtos alimentares da contaminagdo por microrganismos
(TANKHIWALE; BAJPAI, 2009). Moura, Mattoso e Zucolotto (2012)
incorporaram  nanoparticulas de prata em uma matriz de
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hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) para aplica¢cdes em embalagem de
alimentos. Os autores observaram que 0 nanocomposito apresentou boas
propriedades mecéncias e de barreira. Além disso, os filmes de
HPMC/AgNPs demonstraram atividade biocida contra E. coli e S.
aureus, podendo ser utilizado como revestimento antimicrobiano interno
(DE MOURA; MATTOSO; ZUCOLOTTO, 2012). An e colaboradores
(2008) registraram o efeito de nanoparticulas de prata em PVP,
observando a reducdo do crescimento bacteriano na presenca destes e
aumentando a vida util de aspargos, mantendo a qualidade de
armazenamento.

A obtencdo de nanocompdsitos de poliestireno com
nanoparticulas de prata é bem descrita na literatura (AN et al., 2009;
KAI et al., 2005; KUMBHAR; CHUMANOV, 2009; VODNIK et al.,
2012; YOUSSEF; ABDEL-AZIZ, 2013; ZHANG et al., 2013). No
entanto, alguns destes métodos de obtencdo requerem a utilizacdo de
elevadas temperaturas, longos tempos de reacdo e/ou elevadas pressdes
(ZHANG et al., 2013). Neste contexto, o presente trabalho visa realizar
a sintese das nanoparticulas de prata diretamente no mondmero e
posterior polimerizacdo em massa, visando a aplicagdo em embalagem
de alimentos.



3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos
empregados no desenvolvimento do presente trabalho.

3.1 MATERIAIS

No processo de sintese das nanoparticulas de prata utilizou-se
nitrato de prata (AgNOs3) (pureza: > 99%) como agente precursor do
metal e oleilamina 70% como agente redutor (Sigma-Aldrich, >98%). O
estireno foi fornecido pela empresa Innova S. A. (pureza > 99,6%).
Como co-estabilizantes da sintese foram utilizados &acido oléico p. a.
(LabSynthh) e poli(etilenoglicol) p.a. , com massa molar de 400 g/mol
(PEG 400, Sigma Aldrich). Nas rea¢des de polimerizacao o inicializador
utilizado foi o Peroxido de Benzoila (BPO), fornecido pela Sigma-
Aldrich, com pureza minima de 97%. Como inibidor da polimerizacao
foi utilizado p-benzoquinona (Sigma-Aldrich S. A. com 98% de pureza).

Com a finalidade de manter a atmosfera inerte no preparo dos
filmes poliméricos, foi utilizado Nitrogénio, fornecido pela empresa
AGA. O solvente Tolueno foi fornecido pela Vetec Ltda, pureza de 98
%. Na avaliagdo da atividade biocida, foi utilizado caldo Mueller-Hinton
broth (Himedia) para o crescimento das bactérias. Meio Agar
MacConkey (Himedia) e Agar Mueller-Hinton (Himedia) foram
utilizados para o crescimento das bactérias em contato com os filmes.
Os filmes poliméricos foram submetidos ao contato com culturas
contendo E. coli (ATCC 25922), S. typhimurium (ATCC 14028) e S.
aureus (ATCC 25923). Tampéo de fosfato salino (PBS) 10% (Dist) foi
utilizado nas diluicdes das bactérias durante o ensaio.

3.2 ROTA DE SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A sintese das nanoparticulas de prata foi realizada utilizando
nitrato de prata como agente precursor, oleilamina como agente redutor
e estireno como solvente. Um planejamento experimental central
composto com superficie de resposta foi realizado com o objetivo de
desenvolver e otimizar a rota de sintese, além de observar o efeito das
variaveis no processo de sintese das nanoparticulas. Duas variaveis que
interferem na formacdo das nanoparticulas foram avaliadas como
resposta, sendo estas a temperatura de sintese (°C) e a concentracdo do
agente redutor (mol/L). Nesta rota de sintese, a quantidade do agente
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precursor (200 mg) e a quantidade de solvente (50 mL) foram os
pardmetros que permaneceram fixos em todos os experimentos do
planejamento experimental proposto. As sinteses foram realizadas em
um baldo de 250 mL, acoplado com um condensador (Figura 9).

Figura 9 - Representagdo do método de preparacdo da sintese das
nanoparticulas de prata.
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Fonte: Autor (2015).

Os dados experimentais foram obtidos com o auxilio do
software Statistics, versdo 7.0. A largura da banda plasménica e
absorbancia maxima foram as variaveis selecionadas como resposta. As
variaveis independentes e seus niveis foram codificados em —a, -1, 0, 1,
+a, totalizando 10 experimentos, incluindo 4 pontos de cubo, 2 pontos
centrais e 4 pontos axiais (Tabela 1). Em cada resposta estudada, uma
andlise de variancia (ANOVA) foi realizada a um nivel de confianca de
95%. Para a visualizacdo dos efeitos de cada resposta, diagramas de
Pareto foram construidos e analisados, sendo estatisticamente diferentes
os valores absolutos que fossem superiores ao efeito critico.
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Tabela 1 — Condigdes estabelecidas do planejamento central composto.

Experimentos Concentracéo de Temperatura de
oleilamina (mol/L) sintese (°C)
1 0,15 (-1) 110 (-1)
2 0,15 (-1) 130 (1)
3 0,30 (1) 110 (-1)
4 0,30 (1) 130 (1)
5 0,33 (—a) 120 (0)
6 0,12 (o) 120 (0)
7 0,22 (0) 106 (—a)
8 0,22 (0) 134 (o)
9 0,22 (0) 120 (0)
10 0,22 (0) 120 (0)

3.3 NUCLEAGAO

A formacdo das nanoparticulas de prata foi monitorada pela
técnica de UV-Visivel. Aliquotas foram retiradas durante a sintese para
monitorar a nucleagdo das nanoparticulas. Os espectros foram
registrados a cada 2 minutos no intervalo de 350-700 nm. As analises
foram realizadas no Laboratério de Controle de Processos e
Polimerizacdo do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia
de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina, em um
espectrofotdbmetro Hitachi, modelo UV-Vis 1900.

3.4 ESTABILIDADE

O tipo e concentragdo do co-estabilizador, fatores que
interferem na polidispersidade das amostras, foram o0s parametros
avaliados na estabilidade das nanoparticulas. Os tipos de estabilizantes
hidrofébicos avaliados foram o 4&cido oleico e o PEG 400. As
concentragBes de agente estabilizante utilizadas neste estudo foram de
0,01 e 0,005 mol/L. Os estabilizantes (PEG 400 e Acido oleico) foram
adicionados no inicio da sintese, junto com o solvente e o agente
redutor. Em seguida, a sintese foi conduzida de acordo com a melhor
rota obtida no planejamento experimental. Os fatores avaliados foram
analisados empregando-se a da técnica de UV-Visivel e de Microscopia
Eletrbnica de Transmissdo (TEM).
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3.5 PREPARAGCAO DOS FILMES POLIMERICOS

A polimerizacdo do estireno foi realizada em sistema bulk, a 90
°C, utilizando BPO como inicializador. A solugdo coloidal das
nanoparticulas de prata, obtidas na sintese, foram diluidas no monémero
e adicionadas no meio reacional para determinar a atividade biocida. Na
Tabela 2 podem ser observadas as condic@es utilizadas na polimerizagédo
em massa. Ao final da reacdo de polimerizacdo, as amostras foram
dissolvidas em tolueno para posterior confeccdo dos filmes de
poliestireno com nanoparticulas de prata.

Os filmes poliméricos foram obtidos pela técnica de
espalhamento da solucdo em uma placa plana e evaporagdo lenta do
solvente, também denominada técnica de Casting. Aproximadamente 80
% em massa do solvente foram adicionados no material polimérico. Para
obter a dissolugdo completa do polimero, as amostras ficaram estocadas
durante 48 horas. Apos este periodo, as mesmas foram espalhadas em
uma superficie plana de vidro para evaporagdo do solvente, mantendo o
sistema em uma atmosfera inerte com Nitrogénio, evitando a formagéo
de bolhas.

Tabela 2 — Condigdes experimentais utilizadas na polimerizacéo.

Parametros Condigdes experimentais
Estireno 5 mL (43,64 mmol)
BPO 0,187 g (0,772 mmol)

5 e~ 1 .11, 1, 1, 1,1, 1.1
Solugao AgNP Diluigdes—;—; —; —; —; —; —; —; - mL
10050 20 18 16 14 12 10 5

3.6 ATIVIDADE BIOCIDA

A atividade biocida foi realizada pelo método de contagem de
col6nias. Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Staphilococcus
aureus foram as bactérias utilizadas para avaliar a atividade biocida dos
filmes de poliestireno incorporados com nanoparticulas de prata. As
cepas bacterianas foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton a 37 + 2
°C por 24 horas. Apds este periodo, centrifugou-se 1,5 mL da cepa
bacteriana por 2 minutos a 13.400 rpm, e em seguida, descartou-se o
sobrenadante. As bactérias que ficaram no fundo do eppendorf foram
ressuspendidas em 1 mL de uma solucéo salina tamponada (PBS) 0,01
M. A determinacdo da concentracdo das bactérias foi feita por medidas
de densidade 6ptica em 580 nm.
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Foram adicionados 50 uL da bactéria, em uma concentragdo de
10° UFC/mL, nos filmes e estes foram deixados em contato por 4 horas.
Durante este periodo, as amostras ficaram estocadas um uma camara
com controle de umidade. Apds o tempo de contato, diluicBes seriadas
(10° até 10®) na razéo de 1:10 foram realizadas. Spots de 10 pL foram
adicionados nos meios de cultura e incubados a 37+2 °C para o
crescimento das bactérias. A avaliacdo da atividade biocida foi realizada
pela contagem de coldnias apos 24 horas.

Agar MacConkey foi utilizado para o crescimento de E. coli e
S. typhimurium e Agar Mueller-Hinton foi empregado para se observar o
crescimento de S. aureus. Os meios de cultura foram preparados de
acordo com as instrugbes do fabricante, esterilizados a 121 °C por 15
minutos. As formulagdes dos meios de cultura sdo apresentadas no
Anexo A. O teste da determinacdo da Concentracdo Minima Inibitdria
(CMI) foi realizado em triplicata. A anélise da atividade biocida foi
realizada no Laboratério de Diversidade Microbiana do Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.7 CINETICA DE POLIMERIZACAO

A cinética da polimerizacdo foi realizada em bulk, utilizando
ampolas de 5 mL submersas em um banho termostatico a 90 °C.
Amostras foram removidas a cada 15 minutos para monitorar a cinética
da reagdo de polimerizacdo e submersas em solucdo alcodlica a -10 °C
para interromper a polimerizagdo (quench). Posteriormente, as amostras
foram retiradas das ampolas e pesadas em placas de Petri. Uma pequena
guantidade de p-benzoquinona (1 ppm) foi adicionada como inibidor,
evitando que a reacdo continuasse. Em seguida, as amostras foram
diluidas em tolueno e colocadas em estufa a 60 °C, até completa
evaporacdo do solvente e do mondmero residual. O célculo da
conversdo foi determinado por gravimetria através da diferenca da
massa da amostra analisada.

3.8 CARACTERIZACOES
3.8.1 Espectroscopia de UV-Visivel
As medidas de absorbancia permitiram a caracterizacdo das

nanoparticulas, devido as suas caracteristicas opticas. A espectroscopia
de UV-Visivel foi utilizada no planejamento experimental, nucleacéo e
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estabilidade das nanoparticulas. Aproximadamente 3 mL da amostra
foram adicionados em uma cubeta de quartzo. As varreduras foram
executadas entre 350 e 700 nm, com intervalo de 1 nm e velocidade de
400 nm/min, utilizando o software Hitachi Spectrophotometer UV
Solutions. As analises de UV-Visivel foram realizadas no
espectrofotdmetro do Laboratério de Controle de Processos e
Polimerizacdo do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia
de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina, modelo U-
1900, marca Hitachi.

3.8.2 Microscopia Eletrénica de Transmissédo

A Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) foi realizada
com o intuito de obter a morfologia das nanoparticulas de prata e 0s
diametros médios das particulas. As amostras foram diluidas no
mondmero (1:10) e gotejadas sobre um grid de cobre, revestido com
filme de parlédio. Apos, deixou-se secar em temperatura ambiente até a
completa evaporacdo do solvente. As analises de TEM foram realizadas
no Laboratério Central de Microscopia Eletronica da Universidade
Federal de Santa Catarina, usando um microscopio modelo JEM-1011.
A tensdo utilizada na visualizacdo das amostras foi de 100 kV.

As micrografias foram analisadas empregando-se o software
Size meter, versdo 1.1. Na determinacdo dos didmetros das
nanoparticulas, realizou-se a calibracdo da imagem com a barra de
referéncia do tamanho da imagem. O céalculo dos diametros das
nanoparticulas foi baseado no padrdo de referéncia, realizado na
calibracdo. Apos a obtencdo do didmetro das nanoparticulas de prata,
foram calculados o didmetro médio (Dpy), 0 didmetro volumétrico (Dpy,)
e o indice de polidisperséo (PDI), conforme equages 1-3.

__xn; Dp; x

Dp,, = S Equacéo 1
Y n; Dp} ~

Dpw = m EqanaO 2
Dp,, ~

PDI =—* Equagéo 3

Dp,
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3.8.3 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica é uma técnica termoanalitica que
acompanha a variagdo da massa da amostra em funcdo da temperatura,
na qual pode ser resfriada ou aquecida. Normalmente, a analise é
realizada em velocidades entre 5 e 10 °C/min (LUCAS; SOARES;
MONTEIRO, 2001).

Foram analisadas nanoparticulas de prata estabilizadas com
oleilamina, dispersas no estireno e filmes de poliestireno incorporados
com nanoparticulas de prata. Aproximadamente 10 mg da amostra
foram pesadas em um cadinho de ceramica (Al,Os) e conduzidas a uma
faixa de aquecimento de 50 °C a 700 °C com uma taxa de aquecimento
de 10 °C/min. A analise de TGA foi realizada no Laboratério de
Controle de Processos e Polimerizacdo do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina, no equipamento STA modelo 443 F3 Jupiter, marca Netsh.

3.8.4 Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de FTIR foi realizada para determinar 0s grupos
funcionais presentes na sintese das nanoparticulas de prata e nos filmes
de poliestireno. Dependendo das ligacGes interatbmicas, diferentes tipos
de vibrag6es entre &tomos podem ser observadas. A analise de FTIR foi
realizada no Laboratdrio de Controle de Processos e Polimerizacdo do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina, modelo IRPrestige 2, marca
Shimadtzu.

Na analise da sintese e do filme de poliestireno, foram utilizadas
pastilhas de KBr para anélise, na faixa de 4000 a 400 cm™, 40
varreduras e resolugdo de 4 cm™. A medida de referéncia foi realizada
com KBr puro. Apo6s a medicéo, a solucdo coloidal das nanoparticulas
de prata foi adicionada na pastilha e secada em seguida. Na andlise dos
filmes poliméricos, as amostras foram maceradas e misturadas com KBr
para posterior analise.

3.8.5 Espectrometro de Absor¢do Atdmica com atomizagao por
chama (FAAS)

A determinacdo da concentracdo minima inibitéria de prata nos
filmes de poliestireno foi determinada pela anélise de FAAS. Nesta
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andlise, pesou-se 0,5 gramas do material em uma balanca analitica e
levou-se a amostra para mufla para ser calcinada a 550 °C. Apods a
calcinacdo, as cinzas foram dissolvidas com &cido nitrico, avolumando a
solucdo para 25 mL com concentracdo final de acido a 1%. A
quantificacdo da prata foi realizada num espectrdmetro de absorcao
atbmica da Perkin Elmer, modelo pinAAcle 990T. As analises foram
desenvolvidas na Central de Anélises, no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ROTA DE SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

O planejamento central composto foi realizado com o objetivo
de obter as melhores condicdes de sintese das nanoparticulas e observar
0s principais efeitos das varidveis independentes pela variavel resposta.
O planejamento e analise dos experimentos foram realizados segundo a
metodologia de superficie de resposta. Diagramas de Pareto foram
obtidos para determinar a relacdo entre a variavel de resposta e as
varidveis significativas. A resposta Optica das nanoparticulas de prata
sintetizadas e estabilizadas com oleilamina e dissolvidas no estireno
apresenta, em todos os experimentos do planejamento experimental
(Tabela 1), superficie plasmonica bem definida, por volta de 420 nm,
caracteristica esta das nanoparticulas de Ag’ (Figura 10).

Figura 10 — Espectros de UV-Visivel das amostras de nanoparticulas
sintetizadas de acordo com o planejamento experimental.

4.0 —M—Experimento 1
: —@— Experimento 2
—A— Experimento 3
3,5 —w— Experimento 4
—4&— Experimento 5
—<— Experimento 6
3.0 —P— Experimento 7
—@— Experimento 8
.g 2,5 —k— Exper?mento 9
= —&— Experimento 10|
S 204
o i)
g
N,
1,5 1 N
g 1!\
1,0 SN £ i}
0,5 > S
0,0

T T T T T T T
360 380 400 420 440 460 480 500
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autor (2015).

A temperatura de sintese variou de 105,9 °C até 134,1 °C no
planejamento experimental. A utilizacdo de temperaturas mais elevadas
¢ inviavel devido a temperatura de ebulicdo do estireno (145 °C).
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Embora a iniciacdo térmica torne-se significativa a temperaturas de
polimerizacdo acima de 100 °C, a quantidade de nanoparticulas de prata
presentes inibem tal reacdo. Isso ocorre pois a prata, na forma em que se
encontra, possui atividade antioxidante, neutralizando os radicais livres
(CHEN, 2000; MITTAL; KALER; BANERJEE, 2012). Em relacéo a
outra varidvel independente estudada, em todas as concentracfes de
oleilamina utilizadas (0,12 até 0,33 mol/L) foi possivel sintetizar as
nanoparticulas de prata.

Os diagramas de Pareto foram obtidos para se determinar a
relacdo entre a variavel de resposta com as variaveis significativas. Em
um nivel de significancia de 95%, os resultados mostram que apenas a
temperatura de sintese em escala linear é estatisticamente significativa
(Figura 11). Este efeito (3,585) foi sinérgico, ou seja, quanto maior a
temperatura de sintese, maiores os valores de absorbancia.

Figura 11 — Diagrama de Pareto para valores de absorbancia em 425 nm.

(2)Temperatura de sintese(L)
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Temperatura de sintese(Q) ,330609

WX(2) 19937826

p=,05
Efeito Estimado (Valores absolutos)

Fonte: Autor (2015).

Considerando a largura a meia altura (FWHM) como variavel
resposta, é possivel observar no Diagrama de Pareto que a concentracédo
de oleilamina em escala linear e a temperatura de sintese em escala
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linear e quadratica foram as varidveis estatisticamente significativas no
intervalo de confianca de 95%. Analisando-se a Figura 12 é possivel
concluir que, em valores absolutos, a variavel temperatura de sintese foi
o efeito mais significativo (-7,8673), seguido pela concentracdo de
oleilamina (-3,44526), ambas em escala linear. O efeito em ambas as
variaveis é negativo, indicando que o aumento da temperatura de sintese
e da concentracdo de oleilamina corroboram com o estreitamento da
FWHM. Néo houve efeito significativo na interacdo entre as variaveis
independentes em ambas as variaveis respostas.

Figura 12 — Diagrama de Pareto para valores de FWHM.
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Fonte: Autor (2015).

A andlise de variancia por regressdo multipla comprovou
correlagdo significativa entre as variaveis independentes e a variavel
resposta através do teste de significancia (Tabela 3 e Tabela 4), j& que o
Fealculado TOI Maior que 0 Fpelado (BARROS; SCARMINIO; BRUNS,
2001). Modelos quadraticos foram descritos para avaliar a relacdo entre
as variaveis independentes e a resposta. As Equagdes y = 40,9611 —
56,9266x, + 6,4109x% — 0,569x, + 0,023x3 +
0,2492x,x, Equacdo 4 e 5 representam 0s modelos quadraticos
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obtidos para determinacdo da absorbancia e da FWHM,
respectivamente.

A andlise de variancia indicou que o modelo apresentado na
equacio 4y = 40,9611 — 56,9266x, + 6,4109x% — 0,569x, +
0,023x3 + 0,2492x,x, Equagdo possui um coeficiente de regressio
positivo (R2=0,83497). Em relacdo ao modelo da Equagdo 5, o
coeficiente de regressao também foi positivo (R2=0,9555). Em ambas as
respostas, os valores preditos se aproximaram dos valores
experimentais, sendo assim os modelos quadraticos obtidos foram
aplicaveis neste estudo. As Tabelas 5Tabela 5 e 6 apresentam os valores
observados e preditos referente as variaveis absorbancia e FWHM,
respectivamente.

Tabela 3 — Analise de variancia para a variavel absorbancia.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado

variacdo  Quadrados Liberdade Médio Fealcuado P
Regressdo 2,16353 2 1,081765 5,98681 0,030501
Residuo 1,264839 7 0,180691
Total 3,428369

Ftabelado (2:7) =4,737

Tabela 4 — Analise de variancia para a variavel FWHM.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado  Feacutado P
variagao Quadrados Liberdade Médio
Regresséo 209,4245 2 104,7122 16,0922 0,00241
Residuo 45,5491 7 6,507

Total 254,5491

Fravelado (217) =4,737

y = 40,9611 — 56,9266x; + 6,4109x% — 0,569x, + 0,023x3 +
0,2492xx, Equacéo 4

y = 478,6914 — 36,7992x, — 5,7559x% — 6,3889x, +
0,0246x% + 0,0991x,X, Equagdo 5

Onde x1 e x2 representam os valores da concentracdo de oleilamina e
temperatura de sintese, respectivamente.
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Na Figura 13 podem ser observados a superficie de resposta (A)
e 0s contornos (B), mostrando a influéncia da temperatura de sintese e
concentracdo de oleilamina em fungdo da absorbancia a 425 nm. Nota-
se que com o0 aumento da temperatura de sintese ocorre também o
aumento da densidade 6ptica. Os melhores valores de absorbancia foram
observados nos niveis (-1, 1), (+1, +1) e (o, 0). Considerando os valores
de FWHM, é possivel observar que o aumento da concentragdo de
oleilamina e da temperatura de sintese, ocorre a diminuicdo da largura a
meia altura. Verifica-se que a melhor regido foi observada no nivel (+1,
+1) referente a largura a meia altura (Figural4).

Figura 13 — Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) referente aos valores
de absorbéncia em 425 nm.

100
010 012 014 016 018 020 022 024 026 028 030 032 034
Concentrag3o de oledlamina (moliL)

Fonte: Autor (2015).
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Figura 14 — Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) referente aos valores
de FWHM.

Temperatura de sintese (°C)

100
010 012 014 016 018 020 022 024 026 028 030 032 034
Conceniragdo e oleilamina (moliL)

Fonte: Autor (2015).

Logo, segundo planejamento experimental, observou-se que a
variavel concentracdo de oleilamina estava relacionada com o
estreitamento de FWHM. Conforme aumenta a quantidade de
oleilamina, maior sera a quantidade que ficara adsorvida na superficie
da nanoparticula, causando o estreitamento de FWHM, aumentando a
estabilidade da mesma. A varidvel temperatura de sintese estava
relacionada com o aumento da densidade Optica e do estreitamento de
FWHM. Provavelmente, com o aumento da temperatura, mais nicleos
sdo formados, aumentando a formacéo de Ag®. Além disso, a reducéo do
agente redutor estabelece ligacbes mais fortes, auxiliando na
estabilidade das nanoparticulas.

Analisando-se os gréficos de superficie de resposta foi possivel
obter as melhores condi¢des de sintese das nanoparticulas. Assim, de
acordo com o planejamento central composto realizado, o experimento
4, indicado pelo nivel (+1, +1), em ambos as variaveis de resposta, foi a
melhor rota de sintese. Deste modo, o mesmo foi utilizado para a
caracterizacdo, nucleacdo, estabilidade e posterior formacédo de filmes de
poliestireno para avaliacdo da atividade biocida.
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4.2 NUCLEAGCAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

O método de monitoramento da nucleacdo das nanoparticulas
empregado foi o da andlise do espectro de UV-Visivel. Analisando o
espectro das amostras € possivel observar se houve ou ndo nucleacdo
devido ao deslocamento dos picos de absorcdo plasmonica. O
experimento 4, obtida do planejamento experimental, foi a rota utilizada
para avaliar a nucleacdo das nanoparticulas. Durante a nucleacéo, os
picos de absorcdo plasménica variaram de 433 a 420 nm. Os valores de
FWHM sofreram alteracdo de de 101,50 a 66,14.

Na Figura 15 é possivel observar os espectros de UV-Visivel
com o decorrer do tempo da sintese de nanoparticulas de prata a 130 °C.
Observa-se que no inicio da reacdo a absorbancia é baixa e a banda
plasmonica é mais larga. Conforme o tempo aumenta, os valores de
absorbancia aumentam e a largura a meia altura da banda plasménica
fica mais estreita, obtendo nanoparticulas mais monodispersas. Apés 24
minutos de reacdo, 0 pico maximo de absorbéancia é atingido.

Figura 15 — Espectros de UV-Visivel durante a nucleagdo das nanoparticulas de
prata.
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Fonte: Autor (2015).
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A cinética da nucleacdo das nanoparticulas foi ajustada a uma
equacdo de primeira ordem. A partir dos valores de absor¢do em 420 nm
pelo tempo (

Figura 16), o modelo da reacdo foi obtido e o tempo de meia
vida determinado conforme as Equacdes 6 e 7. Na Tabela 7 é possivel
observar 0s resultados da constante cinética obtida, da absor¢éo no final
da reacdo e do tempo de meia vida.

A = A, (1 — e Fonst) Equagdo 4
ti2 = ln,((z) Equacdo 5

onde A, é a absorcdo no tempo t, 4., € a absorcdo no final da reacéo, t é
0 tempo, kqps € a constante cinética observada e da ordem da reacéo e ty,
é o tempo de meia vida (CAl; CHEN; ZHOU, 2004).

Figura 16 — Nucleacdo das nanoparticulas de prata em 420 nm.
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Fonte: Autor (2015).

Tabela 7 — Resultados da taxa de reacdo constante, da absorcdo no final da
reacdo e do tempo de meia vida (R2=0,9564).

A, Kops (Min™) tyy, (Min™)
3,15692 + 0,04765  0,15328 + 0,00969 45221
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A sintese de nanoparticulas via reducdo quimica pode estar
envolvida com vias autocataliticas durante a reagdo (BONNEMANN;
RICHARDS, 2001). Uma vez que o ntcleo de prata é formado, este atua
como catalisador, auxiliando na reducio de fons Ag* a Ag® em solugio,
que por sua vez forma novos nucleos (ZAHEER, 2012). Em reacgdes de
autocatalise, um grafico de In (o/(1-0;)) em funcdo do tempo se comporta
de forma linear (HUANG; MILLS; HAJEK, 1993). De acordo com 0s
resultados obtidos, nas condicdes de sintese realizada, a nucleacdo das
nanoparticulas segue uma via de reacdo autocatalitica até o tempo de 22
minutos, atingindo uma conversdo de 96 % da absor¢do maxima neste
tempo (Figura 17).

Figura 17 — Grafico de In (a/(1-00)) em fungdo do tempo; a é razdo entre
absorcdo no instante t com a absorg¢do no final da reagdo. R2=0,95505.

In(o/1-a)

Tempo (min)
Fonte: Autor (2015).

Outra forma de avaliar a nucleacdo das nanoparticulas €
analisando-se os valores de FWHM (Figura 18). Os valores foram
obtidos através dos espectros de UV-Vis da Figura 15. Observou-se que
no inicio da sintese os valores de FWHM séo elevados e aumentam até o
tempo de aproximadamente 6 minutos. Apds este periodo, as
nanoparticulas comegam a ficar mais monodispersas através do
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estreitamento de FWHM. Os valores de FWHM ficam estaveis apés o
término da etapa de nucleacdo.

A nucleagéo realizada neste estudo, utilizando oleilamina como
agente redutor, ocorreu durante 22 minutos, seguida de uma fase
constante. Apds este periodo ocorre o crescimento das nanoparticulas.
Resultado semelhante foi obtido por Andhariya e colaboradores (2013),
gue obtiveram tempo de nucleagdo 6timo de 30 minutos, utilizando
oleilamina como agente redutor e difeniléter como solvente da reagéo.
No entanto, quando a temperatura de nucleacdo € superior a 30 minutos
ocorre uma elevada queda do rendimento devido a agregacdo das
nanoparticulas de prata (ANDHARIYA; PANDEY; CHUDASAMA,
2013).

Figura 18 — Valores obtidos da largura & meia altura em fung¢éo do tempo.
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Fonte: Autor (2015).
4.3 CARACTERIZACOES
4.3.1 Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (TEM)

A melhor condicdo do planejamento experimental foi submetida
a analise de microscopia eletronica de transmissdo. A nova rota de
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sintese possibilitou a obtencéo de nanoparticulas esféricas com tamanho
reduzido (~8 nm) (Figura 19). Neste estudo, nanoparticulas
monodispersas sintetizadas com oleilamina em temperaturas abaixo de
135 °C foram obtidas. Este fator diverge do estudo abordado por
Andhariya e colaboradores (2013), onde relatam que para obter
nanoparticulas de prata monodispersas utilizando oleilamina como
agente redutor, é necessario que a temperatura de nucleacéo esteja entre
160-240 °C. Segundo os autores, em temperaturas mais baixas, a
reducdo de AgNO; pela oleilamina é fraca (ANDHARIYA; PANDEY;
CHUDASAMA, 2013).

Neste trabalho, a oleilamina mostrou ser um agente redutor
apropriado, possibilitando a sintese de nanoparticulas de prata com
tamanhos entre 1 e 20 nm, sem a necessidade de elevadas temperaturas
ou elevados periodos de sintese. A média das nanoparticulas sintetizadas
foi de 8,5 nm, com desvio padrdo de 3,5 nm e indice de Polidisperséo
(PDI) de 1,541, indicando uma distribuicdo estreita e unimodal de
tamanhos. A obtencdo de nanoparticulas com tamanho reduzido
contribui na acdo contra microrganismos. Quanto menores as
nanoparticulas, mais facilmente elas irdo ser transportadas para o
interior da célula, levando a morte celular (LU et al., 2013).

Figura 19 — Distribuicdo de nanoparticulas de prata (esquerda) e imagem obtida
por TEM (100 kV) (direita) da melhor rota obtida do planejamento
experimental, correspondente ao experimento 4 (B).
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Fonte: Autor (2015).
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4.3.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A degradacdo térmica da dispersdo de nanoparticulas de prata
em estireno ocorre em dois estdgios. No primeiro estagio ocorre a
degradacdo do monbémero entre uma temperatura inicial de 50 °C até
160 °C. Na segunda etapa ocorre uma perda de massa representada pela
degradacdo da oleilamina entre 350 e 450 °C. N&o ha perda de massa
apos 450 °C (Figura 20). Devido ao fato do estireno ser bastante volatil
e a analise ser iniciada a 50 °C, ndo foi possivel determinar a quantidade
degradada em cada estagio, nem a massa residual de prata no final da
amostra.

Figura 20 — Perfil de degradacdo da solugdo coloidal das nanoparticulas de
prata.
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Fonte: Autor (2015).

4.3.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier
foi realizada para verificar as ligacGes e grupos funcionais apds a sintese
das nanoparticulas. Pode-se observar que os espectros da oleilamina e
das nanoparticulas sintetizadas apresentaram similaridade (Figura 21).
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As atribuicbes dos picos de absorcdo dos espectros de FTIR estdo
apresentadas na Tabela 8.

Figura 21 — Espectro de FTIR da oleilamina e das nanoparticulas de prata.

Oleilamina

Transmitancia (%)

0 T T T T T T T
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Fonte: Autor (2015).

Tabela 8 — Atribui¢do dos espectros de FTIR da oleilamina e da sintese das
nanoparticulas de prata apresentados na Figura 21.

Modos de Regido de absorcdo (cm™)
vibragéo Oleilamina NP Ag
vs(NHy) 3296 3290
v(=C-H) 3004 3010

Vas(C-H) e v5(C-H) 2921, 2852 2925, 2852
v(C=N) - 2356
v(C=N) - 1670
v(C=C) 1652 1648

d(NH) 1627 1629
d(NH2) 1578 1585, 775
3(CHs,) 1462 1464
V(C-N) 1378 1377
v(C-C) 722 722
8(C-C-C=N) - 697

Vs = vibragdo de alongamento simétrico; v, - Vibragdo de alongamento
assimétrico; 6 = vibrac¢do de deformacao.
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Comparando os espectros de oleilamina e das nanoparticulas de
prata percebe-se 0 surgimento do pico de absorcio em 1670 cm™,
confirmando a reducdo da amina (C-NH;) em iminas (C=NH). Além
disso, pode-se observar que ocorre um aumento consideravel do pico de
absorgdo em 1350 cm™, faixa da ligagdo C-N. Como a oleilamina atua
como agente estabilizante e agente redutor, conclui-se que é possivel
gue o aumento do pico de absorcdo é devido a estabilizacdo da
oleilamina na superficie das nanoparticulas de prata (CHEN et al.,
2007). E importante ressaltar também o surgimento da banda de
absorgdo em 2354 cm™. Sugere-se que, além da redugdo da amida em
imina, também ocorre a redugdo em nitrilas (C=N). O surgimento de um
pico de absorcdo em 697 cm™ também corrobora com este fato,
indicando uma vibragdo de deformagcdo C-C-C=N. Embora o
aparecimento da ligagdo C=N e da deformagdo C-C-C=N ocorra
normalmente entre a regido 2260-2240 cm® e 580-530 cm®,
respectivamente, a presenca destes grupos na superficie das
nanoparticulas de prata pode alterar a frequéncia de absor¢do (CHEN et
al., 2007; MOJAHED et al., 2012). Conforme os espectros de FTIR, a
reducdo da oleilamina ocorre através da reducdo do radical amino para
iminas, e de iminas para nitrila (Figura 22).

Figura 22 — Mecanismo de redugdo da oleilamina na sintese das nanoparticulas
de prata.

e e

N H‘l/ 4
Fonte: Adaptado de Chen et al. (2007).

4.4 ESTABILIDADE

Ainda que a utilizacdo somente da oleilamina como agente
redutor e estabilizante resultou em nanoparticulas com tamanho
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reduzido com uma distribuicdo unimodal, dois outros estabilizantes
foram avaliados para se otimizar o tamanho de particula. O &cido oleico,
por possuir propriedades quimicas similares a oleilamina foi utilizado
como co-estabilizante durante o processo de sintese (CINAR et al.,
2011). Azocar et al. (2014) estudaram a estabilidade de trés diferentes
acidos graxos (oleico, linoleico e palmitico). Os autores observaram que
a utilizacdo de &cido oleico apresentou melhores resultados na
estabilidade e no efeito citotoxico das nanoparticulas (AZOCAR et al.,
2014). Na Figura 23 e Figura 24 é possivel avaliar a distribuicdo de
tamanho das nanoparticulas de prata utilizando &cido oleico como
agente estabilizante nas concentragfes 0,01 mol/L e 0,005 mol/L,
respectivamente.

Figura 23 — Distribui¢do de nanoparticulas de prata (esquerda) e imagem obtida
por TEM (100 kV) (direita) utilizando &cido oleico na concentracdo de 0,01
mol/L.
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 24 — Distribuicdo de nanoparticulas de prata (esquerda) e imagem obtida
por TEM (100 kV) (direita) utilizando &cido oleico na concentragdo de 0,005

mol/L.
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Fonte: Autor (2015).
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A adicéo de acido oleico como agente estabilizante resultou em
nanoparticulas com Dp médio de 5,3 e 3,8 nm nas concentracGes de 0,01
e 0,005 mol/L, respectivamente. Estes valores foram menores quando
comparadas ao processo de sintese utilizando-se somente oleilamina
(Dp=8,5 nm) (Figura 19). Embora tenha-se obtido particulas menores,
os valores de PDI foram mais elevados nas concentracBes de 0,005
mol/L (2,697) e 0,01 mol/L (1,594) (Tabela 9).

Tabela 9 — Efeito da concentragdo e tipo de estabilizante nas propriedades das

nanoparticulas de prata.

Estabilizante Concentracéo do Dp (nm) PDI
estabilizante(mol/L)
AgNP - 8,5+3,5 1,451
(somente

oleilamina)

Acido oleico 0,01 5,3+2,7 1,594

Acido oleico 0,005 3,8+2,7 2,697

PEG 400 0,01 5,9+1,7 1,317

PEG 400 0,005 4,5+1,1 1,175
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A adicdo de polimeros durante a sintese das nanoparticulas
pode interferir no tamanho e na forma das nanoparticulas (KIM; YEUM;
CHOI, 2014). Suchomel e colaboradores (2015) estudaram a
estabilizacdo de nanoparticulas de prata e brometo de prata (AgBr) por
quatro estabilizantes poliméricos (PEG 10000, PVA 85000-146000,
PVP 360 e HEC 90000)., Para ambos os tipos de nanoparticulas, os
autores observaram particulas menores utilizando PEG e HEC, devido a
fraca interacdo destes polimeros com ions de prata, resultando na
formacédo de mais nucleos (SUCHOMEL et al., 2015).

Na literatura, alguns autores relataram que o PEG também pode
ser utilizado como agente redutor (LUO et al., 2005; ROLDAN;
PELLEGRI; SANCTIS, 2013). Popa e colaboradores (2007) estudaram
a sintese de nanoparticulas de prata usando PEG como agente redutor
em diferentes temperaturas, obtendo formatos e tamanhos distintos. Os
autores observaram que nanoparticulas com tamanhos maiores e
diferentes formatos (poliédricas, triangulares e esféricas) sdo formadas
em elevadas temperaturas (90-120 °C). Quando a sintese foi realizada a
temperatura ambiente (30 °C), nanoparticulas esféricas com tamanhos
menores (~10 nm) foram obtidas, observando que com o aumento da
temperatura ocorre 0 aumento no tamanho das nanoparticulas de prata e
também que as mesmas sdo obtidas com diferentes formatos (POPA et
al., 2007).

Como alternativa, foi empregado PEG 400 (em concentragdes
0,01 mol/L e 0,005 mol/L) como agente estabilizante, sendo que nas

Figura25e

Figura 26 é possivel observar a distribuicdo das nanoparticulas
obtidas. Segundo Luo e colegas (2005), a presenca do polimero em
solucdo impede a formacdo de agregados. Os autores mostraram que 0
aumento da massa molar do PEG aumenta a capacidade de reducdo de
Ag", facilitando a formagao de Ag’. Os autores relataram gue em massas
molares baixas, ndo ocorreu a formacdo das nanoparticulas de prata
(LUO et al., 2005). Logo, devido a baixa massa molar utilizada neste
estudo (400 g/ mol), PEG atuou somente como agente estabilizante. Este
efeito foi confirmado quando a sintese foi realizada sem a presenca de
oleilamina, ndo ocorrendo a formacao das nanoparticulas de prata.

Ghosh e colaboradores (2011) estudaram a utilizacdo de PEG
6000 e 4cido oleico como estabilizantes de nanoparticulas magnéticas de
FesO4 para aplicagdes biomédicas. Os autores observaram que as
adicBes de ambos estabilizantes reduziram a aglomeracéo das particulas
de FE304 Além disso, a adicdo dos estabilizantes resultou em
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nanoparticulas menores, provocada pelo aumento da tensdo na
superficie das nanoparticulas (GHOSH et al., 2011).

Figura 25 — Distribuicdo de nanoparticulas de prata (esquerda) e imagem obtida
por TEM (100 kV) (direita) utilizando PEG 400 na concentracdo de 0,01 mol/L.
Fonte: Autor (2015).
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Figura 26 — Distribuicdo de nanoparticulas de prata (esquerda) e imagem obtida
por TEM (100 kV) (direita) utilizando PEG 400 na concentracdo de 0,005
mol/L.
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Fonte: Autor (2015).

Os resultados mostram que a utilizacdo de PEG 400 resultou em
particulas menores e monodispersas (5,9 e 4,5 nm nas concentragdes de
0,01 e 0,005 mol/L, respectivamente) com uma distribuigdo mais estreita
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em ambas concentra¢des, quando comparadas com a sintese utilizando
somente com oleilamina, podendo ser empregado como co-estabilizador
durante o processo de sintese (Tabela 9). Em relacdo a adi¢do do acido
oleico, nanoparticulas menores foram obtidas, contudo, apresentaram
um PDI mais elevado que na sintese sem adicdo de co-estabilizante.
Portanto, observa-se, para ambos 0s estabilizantes, que a concentragdo
de 0,005 mol/L é mais adequada. Comparando os co-estabilizadores, o
PEG 400 resultou em uma distribuicdo mais estreita em relagdo ao acido
oleico. Os espectros de UV-Vis corroboram com os resultados obtidos
pela andlise de TEM, mostrando uma superficie plasmdnica mais
estreita utilizando o PEG 400 como co-estabilizador (Figura 27). Assim,
diante dos resultados obtidos, PEG 400 na concentracdo de 0,005 mol/L
apresentou-se a condicdo mais adequada.

Figura 27 — Espectros de UV-Visivel utilizando PEG 400 e &cido oleico na
concentracdo de 0,005 mol/L.
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Fonte: Autor (2015).
4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOCIDA

Visto que a sintese das nanoparticulas foi realizada diretamente
no mondmero, e 0 mesmo é toxico e resultaria em resultados falso-
positivo na avalia¢do da atividade biocida, as amostras foram diluidas e
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polimerizadas para posterior obtencdo dos filmes poliméricos. O
tolueno, utilizado como solvente ap6s a polimerizacdo se mostrou
adequado no preparo dos filmes, resultando em solugGes homogéneas.

Diferentes métodos de obtencdo de nanocompdsitos de
poliestireno com nanoparticulas de prata sdo descritos na literatura (AN
et al., 2009; KAI et al., 2005; KUMBHAR; CHUMANOV, 2009;
VODNIK et al., 2012; YOUSSEF; ABDEL-AZIZ, 2013; ZHANG et al.,
2013). Alguns destes métodos requerem a utilizacdo de elevadas
temperaturas, longos tempos de reacdo ou elevadas pressGes (ZHANG et
al., 2013). Vodnik e colaboradores (2012) realizaram a sintese de
nanoparticulas de prata utilizando boroidreto de s6dio como agente
redutor, em meio hidrofilico, sendo necessaria uma transferéncia de fase
para um solvente hidrofébico. Os autores avaliaram as propriedades
Opticas e térmicas dos filmes a partir de uma mistura direta de uma
solucdo de poliestireno com cloroférmio a diferentes concentracdes de
nanoparticulas de prata (VODNIK et al., 2012). Kumbhar e Chumanov
(2009) sintetizaram e encapsularam nanoparticulas de prata em uma
matriz de poliestireno através da reducdo com hidrogénio de uma
solucdo de o6xido de prata a elevadas temperaturas(KUMBHAR,;
CHUMANOV, 2009). Kai e colaboradores (2005) obtiveram
nanocompdsitos de poliestireno com nanoparticulas de prata por duas
etapas por polimerizacdo em dispersdo por 24 horas, utilizando estireno,
acido itaconico e acrilonitrilo em meio com etanol e agua. Este é o
primeiro estudo onde a sintese por reducdo quimica das nanoparticulas
da prata no monémero estireno é realizada, mostrando uma forma
diferente e mais rapida de obter nanocompdsitos de poliestireno com
nanoparticulas de prata.

A determinacdo de prata nos filmes poliméricos foi obtida por
FAAS. O limite de deteccdo e quantificacdo para prata foram de 0,02
mg/Kg e 0,07 mg/Kg, respectivamente. As nanoparticulas de prata
incorporadas no poliestireno apresentaram efeito antimicrobiano sobre
as bactérias avaliadas, sendo a concentracdo minima inibitéria de 7,33
mg/Kg para S. aureus e de 12,83 mg/Kg para E. coli e S. typhimurium
nas condicGes utilizadas. Vale ressaltar que essa quantidade de prata esta
dentro dos padrBes exigidos pela ANVISA. A Resolugdo n°® 17 da
ANVISA, de 17 de marco de 2008 estabelece os aditivos para materiais
plasticos destinados a elaboracdo de embalagens e/ou equipamentos que
entram em contato com alimentos. No caso da prata, utilizada como
aditivo antimicrobiano, a quantidade maxima é de 3 % m/m do material
plastico. Ademais, deve possuir um limite de migracdo especifica de
0,05 mg/kg de plastico.
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Em relacdo a parede celular das bactérias, a CMI foi maior nas
bactérias gram-negativas (E. coli e S. typhimurium) do que bactérias
gram-positivas (S. aureus). Na literatura, estudos sugerem que o efeito
das nanoparticulas de prata é mais intenso em bactérias gram-negativas
(CHEN et al., 2011; FAYAZ et al., 2010; TAGLIETTI et al., 2012;
TAMBOLI; LEE, 2013). A diferenca de sensibilidade das bactérias
gram-positivas e gram-negativas é atribuida a estrutura da parede celular
destes microrganismos. A parece celular de bactérias gram-negativas é
composta de uma camada fina de peptideoglicano (entre 2 e 3 nm),
localizada entre a membrana citoplasmatica e da membrana externa, e
de uma camada de lipopolissacarideo. As bactérias gram-positivas nao
possuem membrana externa. No entanto, a parede celular é composta de
uma camada de peptideoglicano mais espessa (~30 nm), ligado a
peptideos curtos, formando uma estrutura rigida, dificultando a
impregnacao das nanoparticulas de prata para dentro da célula (CHEN et
al., 2011; TAMBOLLI; LEE, 2013).

O tamanho das nanoparticulas também esta relacionado com a
atividade antimicrobiana. Quanto menor o tamanho das particulas,
melhor o efeito antimicrobiano (GUZMAN; DILLE; GODET, 2012;
MARTINEZ-CASTANON et al, 2008). Martinez-Castanon e
colaboradores (2008) determinaram a concentragdo minima inibitoria
para E. coli e S. aureus empregando nanoparticulas de prata com
diferentes tamanhos (7, 29 e 89 nm). Os valores de CMI obtidos para E.
coli e S. aures foram estatisticamente iguais com nanoparticulas de 7
nm, indicando que a parede celular de bactérias gram-positivas nao
possui interferéncia quando se empregam nanoparticulas com tamanhos
entre 1-10 nm. Em relag&o as nanoparticulas com 29 e 89 nm, os valores
de CMI foram menores para E. coli. Ressalta-se que o0s autores
utilizaram as mesmas cepas bacterianas de E. coli e S. aureus que no
presente estudo (MARTINEZ-CASTANON et al., 2008). Neste estudo,
nanoparticulas de prata com tamanho reduzido foram produzidas,
apresentando uma maior area superficial, obtendo um percentual de
interacdo mais elevado com a bactéria.

Os inicializadores utilizados na reacdo de polimeriza¢do podem
interferir na avaliagdo da atividade biocida. Uma possivel explica¢do
para a maior sensibilidade em S. aureus é a presenca de BPO nos filmes
poliméricos. BPO, além de inicializador, tem sido relatado como agente
antimicrobiano no tratamento de acnes (THAKUR et al., 2012). E
provavel que S. aureus apresente maior sensibilidade que E. coli e S.
typhimurium, na presenca de BPO. O crescimento mais reduzido de
colonias de S. aureus em filmes de poliestireno puro corrobora essa
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hipotese (Figura 28). Contudo, novos estudos variando a concentracao e
utilizagdo de diferentes inicializadores devem ser realizados para
confirmar esses resultados. Deste modo, BPO pode contribuir no
aumento da atividade biocida das nanoparticulas de prata, aumentando a
permeabilidade da célula, principalmente em bactérias gram-positivas.

Nas Figuras 28, 29 e 30 é possivel observar a evolugdo do
crescimento das culturas de S. aureus, E. coli e S. typhimurium ap6s 4
horas de contato com filme de poliestireno puro e com nanoparticulas de
prata. Embora acredite-se que o BPO também tenha atuado como agente
antimicrobiano na avaliacdo da atividade biocida das nanoparticulas de
prata, a adicdo das mesmas resultou em uma acgdo biocida superior,
apresentando inibic&o total para todas as bactérias avaliadas (Figuras 28,
29 e 30).

Figura 28 — Culturas de S. aureus apés 4 horas de exposicdo em filmes de
poliestireno puro (A) e com nanoparticulas de prata (B) (7,33 mg/Kg).

Fonte: Autor (2015).
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Figura 29 — Culturas de E. coli ap6s 4 horas de exposicdo em filmes de
poliestireno puro (A) e com nanoparticulas de prata (B) (12,83 mg/Kg).

Fonte: Autor (2015).

Figura 30 — Culturas de S. typhimurium ap6s 4 horas de exposi¢do em filmes de
poliestireno puro (A) e com nanoparticulas de prata (B) (12,83 mg/Kg).

Fonte: Autor (2015).

Como o numero de doencas relacionadas & contaminacdo de
alimentos por microrganismos patogénicos tem aumentado nos Gltimos
anos, a producdo de embalagens que visam melhorar a seguranga
alimentar é de extrema importancia para a salde (DE MOURA,;
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MATTOSO; ZUCOLOTTO, 2012). A obtengdo de poliestireno com
nanoparticulas de prata é uma alternativa na redugdo de contaminacdo
bioldgica, principalmente na utilizacdo deste material como embalagem
de alimentos. A presenca das nanoparticulas de prata na matriz
polimérica evita o crescimento bacteriano e a formagdo de biofilmes
indesejaveis (GURUNATHAN et al., 2014).

Até o momento poucos estudos foram realizados para se
determinar a capacidade das nanoparticulas migrarem das embalagens
dos polimeros rigidos e promoverem a contaminacdo do produto
embalado (DUNCAN, 2011). Echegoyen e Nerin (2013) estudaram a
migracdo de nanoparticulas de prata em trés diferentes embalagens
alimenticias. Os autores observaram que a migracéo de prata, em todos
0s recipientes, foi abaixo dos limites exigidos pela legislacdo europeia,
contendo maiores niveis de migragio em alimentos &cidos
(ECHEGOYEN; NERIN, 2013). Cushen e colaboradores (2014)
desenvolveram um modelo indicador do nivel de migracdo de
nanoparticulas de prata em nanocompositos de polietileno, podendo ser
um beneficio para a indUstria de alimentos.

Além disso, para a utilizacdo deste material na inddstria de
alimentos, o material ndo pode apresentar acdo téxica contra células
humanas. Os nanocompositos obtidos nesse estudo apresentaram
resultados promissores, sendo obtida atividade antimicrobiana contra E.
coli, S. typhimurium e S. aureus. Contudo, estudos observando a
migracdo da prata na matriz polimérica e a avalicdo da citotoxicidade
devem ser realizados, a fim de garantir um produto seguro que possua
atividade antimicrobiana, podendo ser utilizado na industria de
embalagens de alimentos (DUNCAN, 2011).

Na avaliacdo da atividade biocida, os nanocompdsitos
apresentaram efeito antimicrobiano sobre as bactérias avaliadas, sendo a
CMI de 7,33 mg/Kg para S. aureus e de 12,83 mg/Kg para E. coli e S.
typhimurium, valores estes dentre dos padrdes exigidos pela ANVISA.
Portanto, o filme de poliestireno com 12,83 mg/Kg de prata, por
apresentar quantidade de prata inibitoria para todas as bactérias
avaliadas, foi utilizado para posterior estudos da cinética de
polimerizacéo e caracterizagdo por TGA e FTIR do hanocomposito.

4.6 CINETICA DE POLIMERIZAGAO
A conversdo da polimerizacdo em massa do estireno foi

determinada por analise gravimétrica em intervalos de 15 minutos. A
polimerizacdo do estireno com nanoparticulas de prata apresentou uma
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cinética rapida, devido a quantidade de inicializador utilizada. Apés 75
minutos de reacdo, o0 maximo de conversdo foi atingido. Observa-se que,
nas condicBes utilizadas, a quantidade de prata ndo retarda a reacgéo de
polimerizacéo ( Figura 31).

Figura 31 — Cinética de polimerizacéo do poliestireno e do poliestireno.
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Fonte: Autor (2015).

Quando utilizado pequenas quantidades de BPO, a
polimerizacdo com prata ndo ocorreu, pois a prata possui propriedades
antioxidantes, neutralizando os radicais livres (MITTAL; KALER,;
BANERJEE, 2012). Desta maneira, quando aumenta-se a concentracéo
de BPO, a taxa de polimerizacdo também aumenta, devido a maior
guantidade de radicais do inicializador no meio reacional, acelerando a
reacdo. Por outro lado, elevadas concentracbes de BPO levam a
producdo de poliestireno com baixa massa molar, 0 que compromete
suas propriedades mecénicas. Entretanto, no presente estudo o objetivo
foi apenas avaliar a possibilidade de incorporar as nanoparticulas de
prata in situ durante a reacdo de polimerizacdo sem que haja uma
preocupacdo com os efeitos na massa molar do polimero final nem na
avaliacdo de suas propriedades mecanicas. Tais efeitos sdo sugestbes de
estudos a serem realizados em pesquisas futuras.
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4.7 CARACTERIZACOES
4.7.1 Andlise termogravimétrica (TGA)

A degradacdo térmica dos filmes de poliestireno ocorre em um
estagio entre 300 e 450 °C. Nesta faixa, a perda do polimero puro e com
prata foi de 98,05% e 96,4%, respectivamente. Apds a temperatura de
450 °C, ndo ha nenhuma perda de massa observada. A presenca de prata
na amostra observada foi de 1,65%, calculado pela diferenca da massa
residual que permanece na amostra do poliestireno puro e com prata.
Pode-se observar que a presenca de prata na matriz polimérica produziu
um aumento na estabilidade térmica do material (Figura 32). Entretanto
sd0 necessarios mais estudos para se avaliar quais sdo0 0S mecanismos
envolvidos e que levaram ao acréscimo da estabilidade térmica.

Figura 32 — Perfil de degradagdo dos filmes de poliestireno.
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Fonte: Autor (2015).

4.7.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier foi realizada para se verificar as ligacdes e grupamentos
funcionais dos filmes de poliestireno sem e com nanoparticulas de prata.
Os resultados dos espectros apresentaram elevada similaridade (Figura
33). As atribui¢des dos picos de absorcdo dos espectros de FTIR estdo
apresentadas na Tabela 10. N&o foi possivel observar picos relativos a
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adicdo das nanoparticulas de prata. Provavelmente, a auséncia dos
mesmos esta relacionada com o limite de detec¢do, ja que a quantidade
de prata presente no filme é pequena.

Figura 33 — Espectro de FTIR dos filmes de poliestireno.
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Tabela 10 — Atribuicdo dos espectros de FTIR poliestireno (PS) e de
poliestireno com nanoparticulas de prata (PS-Ag), apresentados na Figura 34.

Modos de Regigo de absorcdo (cm™)
vibragio PS PS-Ag
v(C-H) 3102, 3081, 3059, 3101, 3081, 3024,
3024 2999
vas(C-H) € v5(C-H) 2921, 2847 2921, 2848
Anel aromatico 1941, 1870, 1800 1941, 1869, 1801
monosubstituido
v(C=C) 1600, 1451 1599, 1452
v(C-C) 1581 1581
S(CHy) 1491, 1372 1491, 1370
dip(C-H) 1269, 1066, 1026 1270, 1069, 1025
dop(C-H) 905, 755, 697 906, 754, 697

vs - vibragdo de alongamento simétrico; v, - Vibracdo de alongamento
assimétrico; & = vibragdo de deformacéo; dip = vibragdo de deformagédo angular
no plano C-H; dop = vibracéo de deformagéo angular fora do plano C-H.






5 CONCLUSOES

Uma nova rota de sintese de nanoparticulas de prata foi
elaborada e otimizada, indicando os melhores valores de temperatura de
sintese e concentracdo do agente redutor. Todas as rotas de sintese
obtidas no planejamento experimental mostraram a formacdo de
nanoparticulas de prata. A utilizacdo da oleilamina como agente redutor
mostrou-se eficiente, possibilitando a obtencdo de nanoparticulas com
tamanho médio de 8 nm. A andlise de FTIR sugere que 0 mecanismo da
reducdo da oleilamina ocorre pela redugédo do radical amina para iminas,
e de iminas para nitrilas. A nucleagdo é evidenciada ap6s 22 minutos,
seguindo um modelo cinético de primeira ordem. Além disso, os dados
cinéticos indicam que a reacdo segue uma via autocatalitica. Foi
possivel a obtencdo de tamanho de particulas PDI reduzidos com o
emprego de PEG 400 como co-estabilizante.

A presenca das nanoparticulas de prata no filme de poliestireno
leva a um pequeno incremento da estabilidade térmica do material. A
concentracdo minima inibitoria foi de prata foi de 7,33 mg/Kg para S.
aureus e de 12,83 mg/Kg para E. coli e S. typhimurium, valores estes
permitidos pela ANVISA conforme estabelecido pela Resolucdo n° 17,
de 17 de marco de 2008. Deste modo, 0s nanocompdsitos de
poliestireno/nanoparticulas de  prata  apresentaram  atividade
antimicrobiana, possuindo uma potencial aplicacdo na indudstria de
embalagens.






6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros, visando o complemento
do estudo realizado, temos:

1.

Realizar anélises de microscopia eletrénica de transmissao
para verificacdo da homogeneidade da dispersdo das
particulas de prata no filme de poliestireno;

Avaliar a concentracdo e utilizacdo de diferentes
inicializadores da reacdo de polimerizagdo com o objetivo
de observar se 0s mesmos interferem na atividade biocida;

Avaliar a citoxicidade dos filmes poliméricos em células
humanas. Além disso, realizar analises de migracdo das
nanoparticulas de prata no filme polimérico, conforme
estabelecido pela Resolucdo n° 105, de 19 de maio de 1999
da ANVISA;

Determinar a massa molar e avaliar as propriedades
mecénicas dos filmes de poliestireno, para posterior
aplicacdo como embalagem de alimentos;

Obter nanocompdsitos via polimerizacdo em suspensao e
sintese de Poliestireno Expansivel;

Avaliar a rota de sintese proposta na obtengdo de
Poliestireno de Alto Impacto com propriedades
antimicrobianas.
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ANEXO A — Formulagdo dos meios de cultura

A.1. Mueller-Hinton broth

Infusdo de s6lidos bOVINO..........ccccvveeiiieicicee e, 39
Caseina Hidrolisada............ccoeeeiiriveiciiieiciecee e 1759
AMIAO. .ottt 159
Agua destilada...............ooeveeeeeereieeieeee e 1000 ml

A.2. Agar MacConkey Base

Digestéo Péptica de Tecido Animal...........ccocoeevrvrcenennn. 179
Peptona ProteOSE......cceviiiieie e s 39
SAUS DIIATES. .. oveecvii e 159
Cloreto de SOUIO. .......veueeiereerieeeee e 5¢g
Cristal VIOIEta.......ccccovveriiiieiiieeee e 0,001 ¢
Vermelho NEULIO........coveviciiee e 0,03¢g
AN 135¢g
AQua destilada..........cc.veeeevcereeeieeeeeeeee e 1000 ml
A.3. Agar Mueller-Hinton

Infusdo de s6lidos bovino.........ccccccviiiiiiicee 29
Caseina Hidrolisada............cocevreerireeninne e 175¢g
AMIAO. .t 159
AGAI ..o s 179
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