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RESUMO

A nanotecnologia ¢ vista como um campo emergente que envolve a
produgdo, processamento e aplicagdo de estruturas, dispositivos e
sistemas pelo controle da forma e tamanho em escala nanométricaAs
nanoparticulas de prata (AgNPs) tem tido grande atengdo e emergido
como principal produto do campo na nanotecnologia. Essas
nanoparticulas apresentam propriedades antimicrobianas mais eficientes
que outros sais de prata, devido a maior area de superficie ¢ a baixa
solubilidade, o que permite melhor contato com os microorganismos.
Neste contexto, esta tese visa a obtengdo de uma rota de sintese de
nanoparticulas de prata, com posterior desenvolvimento de
nanocompositos via polimerizagdo em suspensdo do estireno para
obtengdo de poliestireno expansivel (EPS) com propriedades
antimicrobianas. E, portanto, o estudo visa a aplicagdo do EPS/AgNP
como embalagens para acondicionamento de pescados, com o intuito de
garantia de qualidade e seguranga alimentar, tendo em vista o grupo de
bactérias estudado (E.coli, S.aureus ¢ S.TYPHIMURIUM). As
nanoparticulas de prata (AgNPs) foram sintetizadas por rotas de sinteses
tradicionais em meio aquoso, com condigdes otimizadas através de
delineamento  experimental. Tais  nanoparticulas sofreram
hidrofobizacao usando 4cido oleico e acido fosférico como agentes de
transferéncia de fase. Apos hidrofobizadas as nanoparticulas foram
transferidas para o mondmero estireno, o qual foi polimerizado via
reacdo de polimerizacdo em suspensdo. Os polimeros antimicrobianos
desenvolvidos foram caracterizados para avaliar a influéncia da adigéo
das AgNPs nas propriedades finais desses materiais em relagdo ao
poliestireno puro. A partir dos resultados, as AgNPs foram incoporadas
no polimero a partir da concentragdo bacteriostatica, obtendo-se sistema
estavel e polimero com caracteristicas adequadas de aplicagdo industrial,
em termos de concentragdo de prata, distribuicdo de tamanho de
particula polimérica, massa molecular polimérica e monémero residual.
E, apesar, da baixa concentracdo de AgNP na matriz polimérica (~
0,51%) foi possivel obter poliestireno expansivel com caracteristicas
antimicrobianas, frente E. coli, S.aureus ¢ S. TYPHIMURIUM, bactérias
que entram no grupo de controle de qualidade para pescados, de acordo
com a legislagdo brasileira e europeia.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Poliestireno expansivel.
Embalagem Antimicrobiana.






ABSTRACT

Nanotechnology is seen as an emerging field that involves the
production, processing and application of structures, devices, and
systems by controlling shape and nanometer size scale. The silver
nanoparticles (AGNPs) have had great attention and emerged as the
main product of the field in nanotechnology. These nanoparticles show
more effective antimicrobial properties than other silver salts due to the
greater surface area and low solubility, which allows better contact with
the microorganisms. In this context, this Ph.D. dissertation aims at
obtaining a route for the synthesis of silver nanoparticles with
subsequent development of nanocomposites via the styrene suspension
polymerization to obtain expandable polystyrene (EPS) with
antimicrobial properties. And therefore, the study aims to apply the EPS
/ AgNP as package for fish packaging, with the quality assurance of
development and food security, taking into account the group studied
bacteria (E. coli, S. aureus and S. TYPHIMURIUM). The silver
nanoparticles (AGNPs) were synthesized by traditional synthesis routes
in an aqueous medium with optimal conditions by experimental design.
Such nanoparticles have undergone hydrophobic oleic acid and used
phosphoric acid as phase transfer agents. After the nanoparticles have
been hydrophobized, they were transferred to the styrene monomer,
which was polymerized via suspension polymerization reaction. The
developed antimicrobial polymers were characterized to assess the
influence of the addition of AGNPs in the final properties of these
materials compared to pure polystyrene. From the results, AGNPs were
embedded in the the polymer from the bacteriostatic concentration,
obtaining stable polymer system and adequate characteristics of
industrial application in terms of the silver concentration distribution of
polymer particle size, polymer molecular weight and monomer residual.
And, in spite of the low concentration of AgNP in the polymer matrix (~
0.51%), it was possible to achieve expandable polystyrene with
microbial characteristics, against E. coli, S. aureus and S.
TYPHIMURIUM bacteria, which enter the quality control group to fish,
according to the Brazilian and European legislation.

Keywords: Silver nanoparticles.Polystyrene expandable. Antimicrobial
packaging.
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INTRODUCAO

O mercado atual apresenta exigéncias que fazem com que a
industria e agroindustria brasileira estejam sempre na busca da melhoria
dos processos tendo em vista maior produtividade, qualidade e
competitividade. Paralelo a este cenario, o foco em procedimentos
industriais visando a higiene sanitiria e redu¢do de contaminagdo
bioldgica, principalmente em processos na industria alimenticia, vem
ganhando destaque (VANER, 2010; DUNCAN, 2011; ECHEGOYEN;
NERIN, 2013). Na industria de polimeros esta é uma preocupagio
pertinente, tanto pelo uso destes materiais, como embalagens de
alimentos, como também pelo fato de serem potenciais vetores de
proliferagdo de microorganismos quando contaminados (tanto pelo
processo quanto pelo uso) e descartados.

Neste contexto, a pesquisa sobre nanocompositos de
prata/polimeros torna-se promissora, tanto no meio académico quanto
no meio industrial. Isto ocorre porque esses nanocompositos
frequentemente apresentam melhoras significativas nas propriedades dos
novos materiais obtidos, quando comparados com polimeros virgens ou
compositos convencionais (ECHEGOYEN; NERIN, 2013; METAK;
AJAAL, 2013). Essa caracteristica, aliada a demanda criada pela
necessidade de se agregar valor ao poliestireno, configura um cenario
promissor para estudos com o objetivo de realgar as propriedades que
ndo apresentam desempenhos nos polimeros virgens, ou para a obtengdo
de materiais para aplicagdes especificas de alto valor agregado.

Todavia, cientistas e industriais tém identificado usos potenciais
da nanotecnologia em muitos segmentos da induastria, no ramo da
agricultura, processamento de alimentos, embalagens de alimentos e
suplementos nutricionais. Inegavelmente, a area mais ativa das
pesquisas ¢ desenvolvimento em nanociéncia em alimentos é o setor de
embalagens. O mercado de embalagens de bebidas e alimentos
nanoestruturadas foi de 4,13 bilhdes de dolares nos Estados Unidos em
2008 e foi projetado para crescer a 7,3 bilhdes antes de 2014,
representando uma taxa de crescimento anual de 11,65% (DUNCAN,
2011). Quando alimentos ndo serdo consumidos imediatamente, depois
da produgdo, eles devem ser armazenados em uma embalagem que sirva
de protecdo contra microrganismos patogénicos, umidade, etc., dentre
outras fungdes. E, de maneira geral, os trabalhos encontrados apontam
que de fato diversas propriedades foram realgadas nos novos compdsitos
obtidos a partir de caractetisticas especificas da nanocarga, mas nada
especificamente no que tange a formagdo de um nanocomposito de
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matriz polimérica de poliestireno expansivel com propriedades
antimicrobianas. Portanto, para que tal nanocompdsito seja produzido €
necessario que umas das fases tenham propriedades antimicrobianas, e
neste cendrio, cabe-se apresentar as nanoparticulas de prata, as quais
podem ser incorporadas em uma matriz de poliestireno.

O segmento alimentar ¢ o mais representativo na economia
industrial do estado de Santa Catarina sendo destaque na pesca,
ocupando nacionalmente lideranga na producdo de pescados. Tais
produtos, costumeiramente, sdo estocados em caixas de Poliestireno
Expansivel (EPS) para exportacdo. Neste caso o desenvolvimente de
uma embalagem antimicrobiana para este tipo de produto é promissor e
por isso, o presente trabalho tem como objetivo principal a sintese de
poliestireno expansivel antimicrobiano para aplicagdo como embalagem
primaria para alimentos, no caso pescados, ¢ embalagem secundéria
para medicamentos e vacinas.

Além disso, o0s objetivos especificos deste trabalho
compreendem:

1. Sintetizar nanoparticulas de prata através do método de reducdo
quimica utilizando dois diferentes redutores inorganicos (citrato de
sodio e borohidreto de sodio);

2. Selecionar a rota de sintese de nanoparticulas de prata a ser
empregada, através de planejamento experimentais e analises
laboratoriais;

3. Avaliar o mecanismo de nucleacdo das nanoparticulas de prata
sintetizadas pela rota selecionada anteriormente, além de escolha
do estabilizante ideal para o sistema.

4. Realizar da hidrofobizacdo das nanoparticulas diretamente para o
monodmero estireno.

5. Obter os nanocompdsitos via polimerizagdo em massa, visando
primeiramente se o nanocompoésito foi de fato obtido, e
posteriormente caracteriza-lo, selecionar as propriedades de
interesse e compara-las com o poliestireno sem nanocarga;

6. Obter e caracterizar os nanocompdsitos via polimerizagdo em
suspensdo, visando obter nanocompoésito de nanoparticulas de
prata/poliestireno expansivel por meio de adi¢do de pentano para a
expansao fisica.

7. Avaliar a influéncia das nanoparticulas de prata incorporadas no
poliestireno expansivel para a aplica¢do industrial.

A obtencdo de poliestireno expansivel antimicrobiano, justifica a
proposta inédita deste trabalho. Tal ineditismo consiste na incorporagao
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de nanoparticulas de prata in situ na polimerizagdo em suspensdo do
estireno.

Com o intuito de facilitar a apresentagdo, este documento foi
dividido em quatro partes para facilitar a apresentagdo. O Capitulo 2
apresenta a fundamentacdo tedrica necessaria ao desenvolvimento
deste trabalho, no que se refere a uma revisdo bibliografica sobre os
componentes organico (poliestireno) e inorgénico (nanoparticulas de
prata). Além disso, esse capitulo aborda aspectos tedricos pertinentes
sobre a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata. No
Capitulo 3 sdo descritos as metodologias adotadas, os procedimentos
experimentais, bem como, as caracterizacdes realizadas ao longo do
trabalho. Os resultados e as discussdes estdo apresentados no Capitulo
4 e as conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros constam no
Capitulo 5. Por fim, os apéndices A e B apresentam os resultados
obtidos no delincamento experimental para as diferentes rotas de
sinteses das nanoparticulas de prata, assim como suas caracterizagdes
preliminares. Os resultados de aplicacdo do delineamento experimental
para o estudo e aplicag@o de estabilizantes das nanoparticulas de prata
sintetizadas em meio aquoso, sdo apresentados no apéndice C. Em
seguida, o apéndice D apresenta os resultados dos experimentos de
hidrofobizacdo das nanoparticulas de prata para a transferéncia do
meio aquoso para o estireno. Os resultados das cinéticas de
polimerizacgao sdo apresentados nos apéndices E e F. E, no apéndice G
sdo apresentadas as curvas de calibrag¢do das caracterizagoes realizadas
ao longo esse trabalho.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordados aspectos referentes ao contexto
do trabalho disponiveis na literatura. Esta revisdo bibliografica
apresenta-se dividida em diferentes partes, a fim de sistematizar as
informacdes, as quais estdo relacionadas aos trabalhos relevantes sobre
poliestireno expansivel, nanotecnologia, nanoparticulas de prata e
nanocompositos, que foram utilizados como base para esta pesquisa.

2.1 POLIMERIZACAO EM SUSPENSAO DO ESTIRENO

Polimeros sintéticos, como o poliestireno, podem ser obtidos pela
combinacdo do monOmero estireno através de um grande numero de
mecanismos de reagdo (MACHADQO; LIMA; PINTO, 2007). O estireno,
matéria prima do polimero poliestireno, é um hidrocarboneto
aromatico insaturado de formula C¢HsC,H;, também ¢é chamado de
feniletileno, vinil-benzeno, etinil-benzeno ou estirol. O estireno
apresenta-se na forma liquida, com ponto de ebuligdo 146 °C e ponto de
fusdo -30,6 °C (INNOVA, 1997). Como um material plastico
convencional possui ampla gama de aplicacdes tais como em materiais
de embalagens e utensilios domésticos, industria de varejo, para
proteger instrumentos eletronicos, eletrodomésticos, partes de
automoveis (ZAN et al., 2004).

A polimerizagdo do estireno é geralmente reconhecida como
sendo uma reagdo de poliadi¢do com crescimento em cadeia, através do
mecanismo via radicais livres (CHANDA, 2006). Em se tratando da
fabricagdo do poliestireno expansivel (EPS), o processo de
polimerizagdo é em suspensdo do tipo pérola. Neste sistema sdo
adicionados compostos iniciadores, moléculas que, em condi¢des
reacionais determinadas formam radicais, sendo esses radicais
responsaveis pelo inicio da polimerizacdo. O iniciador ¢ 0 mondmero
estireno forma a fase organica da reagdo e sdo dispersos numa fase
aquosa, onde todos s@o insoliveis ou possuem baixa solubilidade, sob
forte agitacdo em presenca de agentes de suspensdo (estabilizantes)
(ODIAN, 2004; CHANDA, 2006). A forte agitacdo do sistema permite
que o mondmero seja mantido na forma de gotas, que durante o
processo reacional sdo convertidas de um estado liquido de alta
mobilidade, passando por um estado de alta viscosidade (conversdo em
torno de 20 a 60%) e, finalmente, para particulas sélidas do polimero
(conversdo > 70%) (ODIAN, 2004; MACHADO; LIMA; PINTO,
2007).
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As interacdes no sistema sdo responsaveis pela constru¢do do
mecanismo cinético tipico de cada reagdo. Assim, este mecanismo
exerce um papel fundamental na evolucdo do tamanho e distribuicao do
tamanho de particulas na polimerizagdo em suspensdo. A viscosidade
das gotas e sua variagio com o tempo ¢ reflexo da conversao,
(JAHANZAD; SAJJADI; BROOKS, 2005). Neste caso, cada gota de
mondmero em polimerizagdo ¢ considerada uma mini reagdo em massa,
e, portanto, assume-se que o comportamento cinético da polimerizagao
em suspensdo ¢ muito semelhante ao da polimerizagdo em massa
(DOWDING e VINCENT, 2000).

O processo de polimerizacdo em uma suspensdo convencional
pode ser dividido em trés etapas: inicia¢do, propagagdo e terminagao.
Na etapa de iniciagdo, o0 mondmero ¢ o iniciador sdo dispersos na fase
aquosa continua pela combinacdo de forte agitagdo e adicdo de agentes
de suspensdo ou estabilizantes (YUAN et al., 1991; BISHOP, 1971;
ODIAN, 1991). Nesta etapa ocorre a iniciacdo quimica, na qual ha a
formagdo dos radicais livres, pela decomposi¢do térmica do iniciador, e
a formagdo da cadeia polimérica primaria. Ocorre também a iniciagdo
térmica onde as reagdes ocorrem abaixo de 100°C (ODIAN, 1991). A
medida que a reag@o avanca, as gotas de mondmero sdo convertidas de
um estado liquido de alta mobilidade até alcangarem o estagio em que
atingem a forma de particulas solidas de polimero. Este ponto ¢
conhecido como Ponto de Identificagdo da Particula (PIP), onde ndo
ocorre mais quebramento nem coalescéncia e o didmetro das mesmas
permanece constante (YUAN et al., 1991; BISHOP, 1971; ODIAN,
1991). Na etapa de propagagdo uma cadeia polimérica intermediaria
ativa ¢ formada e € neste estdgio que acontece o crescimento da cadeia
polimérica E, finalmente, a etapa de terminacdo ¢ responsavel pela
desativacdo de uma molécula em crescimento para a formacdo de um
produto estavel (ODIAN, 1991; JAHANZAD; SAJJADI; BROOKS,
2005).

Diversos fatores podem causar mudangas consideraveis em uma
rea¢do de polimerizagdo em suspensdo, além da influéncia no produto
final, o que passa a ser de extrema importdncia o controle dessas
varidveis para a obtencdo de um produto com aplicacdo industrial.
Dentre esses fatores temos (BISHOP, 1971; ODIAN, 1991, MASCIOLI,
2001; MACHADO; LIMA; PINTO, 2007):

a) Estabilizante: influencia diretamente em um dos pontos mais
criticos, que € o controle da distribui¢do de tamanho de particula (DTP).
Este controle é importante ja que determina a aplicagdo final do material
produzido. O polimero é obtido na forma de particulas esféricas com
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larga faixa de distribui¢do de tamanhos (50 - 2000 pm), estas devem ser
classificadas em fragdes com dimensdes especificas, conforme sua
aplicagdo final.

b) Agitacdo: influencia a manutencdo da suspensdo durante a
reacdo, permitindo a formagdo das gotas quando se tem dois liquidos
imisciveis. A frequéncia de agitacdo afeta diretamente as caracteristicas
de tamanhos das gotas. Quanto maior for esta frequéncia, maior é o
quebramento das gotas ¢ consequentemente a formacdo de gotas de
menor tamanho. Entretanto, altas frequéncias de agitagdo permitem o
aumento da taxa de coalescéncia, o que pode aumentar o tamanho da
gota, pelo maior choque entre as particulas. Pode ocorrer também a
dessor¢do do estabilizante alterando sua efici€éncia para a manuten¢io da
DTP.

¢) Iniciador: possuem grande influéncia na massa molar e
distribui¢do do tamanho de particula do polimero. S&o as espécies
quimicas responsaveis pela iniciacdo da reagdo de polimerizagdo e
geralmente os iniciadores mais utilizados sdo peroxidos e azocompostos.
Estas moléculas possuem liga¢des covalentes de baixa energia, que sob
condi¢des energéticas brandas sofrem quebra homoldtica liberando
radicais livres altamente reativos, que iniciam a cadeia.

d) Temperatura: esta diretamente ligada ao iniciador utilizado.
Possuem influéncia no tamanho das particulas, pois com o aumento da
temperatura, o tamanho das particulas também aumenta, ja que a taxa de
polimerizagdo é maior. E, portanto, a taxa de auto-aceleragdo da reagdo
conduz a uma taxa de coalescéncia maior ao quebramento, favorecendo
a formagfo de particulas maiores, pois isto contribui para o aumento da
viscosidade do meio e o fenomeno de coalescéncia fique acentuado.

As cinéticas de coalescéncia e quebramento, no processo de
polimerizagdo, sdo constantemente alteradas ao longo da reacdo,
conforme sdo modificadas as caracteristicas reoldgicas das particulas a
medida que a conversdo avanga, e portanto, ¢ requerida a adigdo de
estabilizante para impedir, justamente os fendmenos de coalescéncia e
quebramento de gotas durante a polimerizacdo. O estabilizante
polimérico, quando dissolvido na fase aquosa, pode atuar de duas
formas. Em primeiro lugar, ele diminui a tensdo interfacial entre as
gotas de mondmero e a agua, promovendo a dispersdo das gotas. Em
segundo lugar, as moléculas estabilizantes sdo adsorvidas sobre a
superficie das gotas de mondmero, produzindo uma fina camada que
evita a coalescéncia das gotas quando ocorre a colisdo entre elas. A
tendéncia da aglomeracdo das gotas pode ficar critica, quando a
polimerizagdo avanga para o ponto onde a gota de polimero torna-se
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pegajosa (MACHADO; LIMA; PINTO, 2007). O quebramento das
gotas de mondmero ocorre devido a exposicdo das gotas as forcas
inerciais devido as flutua¢des da velocidade turbulenta e as forgas
viscosas de cisalhamento. Se a deformagdo pela frequéncia de agitagéo
do sistema ¢é grande, as gotas se tornam instaveis e rompem-se em dois
ou mais fragmentos (NARSIMHAN; GUPTA; RAMKRISHNA, 1979). A
variagdo no tamanho das gotas esta relacionada aos diferentes niveis de
turbuléncia existentes no reator (KUMAR et al., 1998). Segundo Yang
et al. (2000) na regido perto do impelidor predomina o quebramento e na
regido de recirculagdo predomina a coalescéncia.

Vale ressaltar que a difusdo das espécies quimicas no meio
afetam os fendmenos cinéticos que ocorrem na reagdo de polimerizagdo
do poliestireno em suspensdo. Dentre esses fendmenos tem-se trés
principais:

1) Efeito gaiola (Cage effects): este efeito estd relacionado
diretamente a eficiéncia do iniciador utilizado em uma reagdo de
polimerizagdo. Quando comparada a quantidade de iniciador que
efetivamente deu inicio a formagdo das cadeias poliméricas frente a
quantidade de iniciador que se decompde ao longo de uma
polimerizagao, verifica-se um desempenho ineficiente. Este desperdicio
ocorre devido a reacdes paralelas no sistema, antes mesmo da formagao
da cadeira polimérica (ODIAN, 1991). Costuma-se associar a reagdo de
decomposi¢do do iniciador a um fator de eficiéncia, f, que pode variar
no transcorrer da reagdo (BIESENBERGER; SEBASTIAN, 1983). Na
etapa de iniciacdo quimica, o iniciador ¢ decomposto em radicais ativos,
antes desses se difundirem separadamente, eles encontram-se presos em
uma espécie de gaiola, formada pelas moléculas que os envolvem. Neste
ambiente, os radicais pode se recombinar, formando novamente a
molécula do iniciador original, ou se decompor em radicais secundarios
e reagir entre si, formando uma cadeia estavel, incapaz de iniciar uma
nova cadeia polimérica. Ainda dentre da gaiola, os radicais primarios
podem reagir com moléculas de mondmero ou simplesmente se
difundirem para fora da gaiola. Uma vez fora da gaiola, os radicais
podem reagir com moléculas de mondmero, iniciando uma nova cadeira
polimérica, ou ainda reagir com um radical secundario, desativando
ambos. Apds ter difundido para fora da gaiola, a probabilidade do
radical formar uma nova cadeia polimérica é maior que a probabilidade
da ocorréncia de reagdes laterais que o desativem, devido a enorme
quantidade de moléculas de mondmero frente a qualquer outra espécie
(GONCALVES, 2003).
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2) Efeito Gel (Gel Effects): surge tipicamente quando as
conversdes do monomero atingem a faixa de 20 a 40% e esta
relacionado ao aumento de viscosidade no meio reacional (MACHADO;
LIMA; PITO, 2003). Provoca, assim, a redugdo da mobilidade das
macrocadeias ativas, diminuindo a taxa de terminacdo dos radicais livres
intermediarios e tornando essa etapa controlada pela difusdo molecular
(BIESENBERGER; SEBASTIAN, 1983). Alguns parametros finais de
reagdo podem ser afetados pelo efeito gel tal como a massa molar
polimérica. O efeito gel ainda pode resultar na formagao de cadeias ndo
lineares, as quais sdo bastante significativas quando se deseja seguir um
modelo de polimerizagdo via radicais livres (KIPARISSIDES, 1996).
Portanto, a diminuicdo no coeficiente de transferéncia de calor pode
resultar no descontrole da temperatura da reacdo o que ocasionara
produtos poliméricos indesejados.

3) Efeito vitreo (glass effect): ocorre em polimerizacdes onde a
temperatura de reagdo se encontra abaixo da temperatura de transicdo
vitrea do polimero (Tg), tendo como consequéncia o “congelamento” do
meio reacional (KIPARISSIDES, 1996). A constante cinética de
propagacdo diminui pelo fato da diminui¢do da mobilidade das
moléculas de monémero num meio altamente viscoso, causando a
redugdo das velocidades de reagdo e das massas molares médias das
cadeias formadas (MACHADO; LIMA; PITO, 2003).

2.2 POLIESTIRENO (PS) E POLIESTIRENO EXPANSIVEL (EPS)
COMO MATERIAL PARA EMBALAGENS

No inicio dos anos 40 iniciou-se a producdo em escala comercial
de espumas de poliestireno expansivel extrusado e do poliestireno
expansivel produzido em suspensio (GAETH, 1954; STASTNY;
BUCHOLTZ, 1956; STASTNY, 1957). O processo de incorporacdo do
agente expansor, frequentemente chamado de impregnacdo, pode ser
conduzido apds ou durante a polimerizagdo em suspensdo, ou ainda em
pérolas que foram suspendidas novamente em agua. Uma grande
variedade de liquidos de baixo ponto de ebulicdo pode atuar como
agente de expansdo, podendo ser hidrocarbonetos alifaticos como o
etano, etileno, propano, propeno, buteno, isobuteno, isomeros de
pentano, acetileno, hexano, heptano ou ainda misturas desses (KLODT;
GOUGEON, 2003). Devido a solubilidade desses hidrocarbonetos no
poliestireno eles se distribuem de forma uniforme por toda a matriz
polimérica.
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A expansdo tem como resultado a formacao de estrutura celular
poliédrica fechada e irregular. A distribuicdo de tamanhos ¢ regulada
entre 50 e 750 um pelo tempo de expansdo e pelo uso de agentes de
nucleagdo, geralmente oligdmeros olefinicos dissolvidos na matriz de
poliestireno. A concentragdo do agente expansor influencia o
comportamento de expansdo das pérolas, sendo concentragdes ideais de
pentano aquelas em torno de 3 a 12 % (GAETH, 1954; STASTNY;
BUCHOLTZ, 1956; STASTNY, 1957). Usualmente o processo de
polimerizagdo para producdo de EPS ocorre em dois ou mais estagios.
Durante o primeiro estagio, as particulas finais sdo formadas, e em um
segundo estagio o agente de expansdo ¢ adicionado e este se difunde nas
pérolas. A duragdo do segundo estdgio ¢é, preferencialmente,
determinada pela concentragdo de mondmero residual que necessita ser
alcancado. Para ambos os estagios do processo, iniciadores com
diferentes caracteristicas de decomposicdo precisam ser aplicados no
inicio da polimerizagdo. Dois peroxidos sdo preferencialmente usados
para a produ¢do de EPS: (a) peroxido de benzoila (BPO), para iniciar o
primeiro estdgio da polimerizagdo na temperatura em torno de 90 °C na
pressdo atmosférica, e (b) terc-butila peroxibenzoato, para o segundo
estagio na faixa de temperatura de 115-130 °C com pressoes entre 6 ¢ 10
bar, permanecendo nesta temperatura até qua a reacdo se complete e
ocorra a impregnagdo dos agentes de expansdo nas pérolas. Um regime
classico de tempo-temperatura para a produ¢do de EPS usando ambos
iniciadores, como apresentado na Figura 1 (BISHOP, 1971).

Figura 1 - Tipico regime de tempo-temperatura para dois estagios de
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Fonte: Klodt e Gougeon (2003).
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O aquecimento das pérolas de EPS aumenta a pressdo do agente
expansor, forcando a expansdo da matriz de poliestireno. A matriz
polimérica encontra-se em uma forma altamente viscosa, pois a
Temperatura de Transicdo Vitrea (Tg) do poliestireno se situa
aproximadamente em 100 °C (HATAKEYAMA; QUINN, 1999).

A faixa de interesse da distribui¢do de tamanho de particula no
caso do EPS estd entre 300 um a 1300 um (YUAN et al., 1991).
Entretanto, cada produto tem uma faixa 6tima para sua aplicacdo final,
no caso para aplicagdo como embalagens de alimentos o tamanho fica
em torno de 700 — 1180 um. Dessa forma, a distribuicdo do tamanho de
particulas adequada deve ser o mais estreita possivel, situando-se dentro
da faixa usual, de forma mais pronunciada na regido de didmetro
adequado ao produto desejado (OLIVEIRA, 2006).

Para algumas aplicagdes as faixas de interesse variam. No caso do
EPS seu valor deve situar-se entre 150 000 g/mol a 200 000 g/mol, pois
valores acima ou abaixo dessa faixa podem prejudicar a transformagao
final do produto. Em razdo disso, o controle dessa propriedade se faz
essencial na aplicacdo pratica de um processo de polimerizacdo
(ODIAN, 2004).

O EPS convencional contém em torno de 7% de hidrocarbonetos
organicos volateis como agentes de expansdo, distribuidos de forma
uniforme por toda a matriz polimérica devido a solubilidade do pentano
em estireno e poliestif(COSTA, 2006).

As vantagens da utilizacdo de embalagens plasticas frente as de
metal e vidro, sob alguns aspectos, sdo inlimeras, a citar: menor custo de
produgdo e de transporte, sdo mais leves, algumas tém menor
propabilidade de sofrerem danos fisicos, menor dispéndio de energia na
fabricacdo, possibilidade de entrar em contato direto com o alimento
sem alterar as propriedades sensoriais deste, entre outras.

Neste sentido, o PS e EPS passam a ser materiais bastante
utilizados para a aplicagdo em embalagens para acondicionamento de
alimentos, no que diz respeito a prote¢do do alimento contra danos
mecanicos e condi¢des ambientais adversas durante toda a cadeia de
distribui¢do. No caso do EPS, garante a qualidade e seguranca
alimentar, ja que evita mudancgas bruscas de temperatura.

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 limite de composi¢ao residual,
neste caso do estireno, ¢ de 2500 ppm. Vale salientar que a ANVISA se
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baseia em padrdes estabelecidos pelo FDA para a maior parte dessas
determinagdes.

A qualidade dos produtos alimenticios, industrializados ou nao,
esta constantemente influenciada por fatores de natureza quimica, fisica,
microbiologica ou bioquimica, durante o periodo de tempo decorrente
entre a sua produgdo e o consumo final, caracterizado como vida de
prateleira do alimento (ESKIN; ROBINSON, 2001).

Segundo definigoes classicas de vida de prateleira, trata-se do
periodo ou intervalo de tempo durante o qual sdo mantidas aceitaveis as
caracteristicas do produto, avaliadas pelas propriedades organolépticas,
perda de valor nutritivo ou contaminacdo microbiologica (SINGH;
TAUB, 1998). Dentre os fatores mais importantes, que caracterizam a
perda de qualidade dos alimentos destaca-se o crescimento microbiano,
favorecido normalmente pelas condi¢des de manipulagdo (manipulador
e equipamentos), estocagem e de distribuicdo do produto (LELIEVELD
et al, 2003).

No sentido convencional, uma embalagem aumenta a seguranga
do alimento através de barreiras a contaminagdes (microbioldgicas e
quimicas) e prevengao de migracdo de seus proprios componentes para o
alimento (HOTCHKISS, 1995).

Tradicionalmente, os materiais de embalagens tém sido
selecionados no sentido de ter minima interagdo com o alimento que
acondicionam, constituindo assim barreiras inertes (APPENDINI;
HOTCHKISS, 2002; MARSH; BUGUSU, 2007). Entretanto, diversos
sistemas de embalagem estdo sendo desenvolvidos, e com o adendo da
nanotecnologia, a inser¢do de nanocargas em materiais poliméricos
passa a ser uma alternativa interessante em que a embalagem apresente
propriedades antimicrobianas. Portanto, essas embalagens adicionadas
de nanocargas podem ser planejadas para corrigir deficiéncias de
processos na indistria de alimentos, no que tange ao impedimento da
proliferagdo microbioldgica (HAN, 2003; AZEREDO, 2009).

Neste contexto, alguns estudos (HAN, 2003; MARSH;
BUGUSU, 2007, DUNCAN, 2011) apresentam a utilizagdo da prata
como agente antimicrobiano em garrafas para sucos, agua, leite e vinho,
e em filmes de polipropileno e polietileno para embalagem de alimentos.

A Resolugdo n° 17, de 17 de marco de 2008 da ANVISA
estabelece a lista positiva de aditivos para materiais plasticos destinados
a elaboragdo de embalagens em contato com alimentos. Considerando o
objetivo do nosso trabalho, esta resolugdo determina que ions prata
podem ser utilizados somente como aditivo antimicrobiano, possuindo
restricdo de limite de migracdo especifica de 0,05 mg/kg de plastico e
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limite de composi¢do de 3% m/m de Ag no material polimérico. Nessas
condi¢des, os alimentos que servird de objeto de trabalho para este
estudo serdo os pescados in natura, e os padrdes microbiologicos desses
alimentos sdo estabelecidos e regulamentados pela Resolugdo n° 12, de
02 de janeiro de 2001 da ANVISA e Regulamento n° 1441/2007 de 5 de
dezembro de 2007 segunto Jornal Oficial da Unido Européia.

2.3 NANOTECNOLOGIA E NANOPARTICULAS METALICAS

A nanotecnologia ¢ a aplicacdo da ciéncia para manipular
materiais em escala atdmica, a fim de criar novas estruturas de
materiais, alcangando diferentes propriedades (VAIDYANATHAN et
al., 2010). De uma forma geral, a nanotecnologia corresponde as
tecnologias que permitem a constru¢do de materiais ou estruturas em
escala nanométrica (nm), que ¢é, de aproximadamente 1 a 100 nm
(SOLOMON et al., 2007; CARO et al., 2010; ORIAKHI, 2000).

As nanoparticulas metalicas possuem a caracteristica especifica
de espalhar luz com alta eficiéncia, devido & combina¢do de ambos os
fenomenos de absor¢do e espalhamento. A interagdo do campo
eletromagnético oscilante da luz, com as nanoparticulas de metal, resulta
na oscilacdo coletiva de elétrons de conducdo do metal que se
encontram na superficie das nanoparticulas, havendo, em consequéncia,
absor¢do de radiacdo eletromagnética. Esse fenomeno é chamado de
plasmon. Quando um plasmon ¢ formado, ocorre uma separagdo de
cargas elétricas na particula em fungdo da oscilagdo coletiva dos
elétrons. Em outras palavras, por periodos muito curtos de tempo, os
elétrons acumulam-se mais em uma regido da particula do que em outra,
e tem-se a frequéncia da absor¢@o plasmoénica de superficie, conforme ¢é
ilustrado pela Figura 2.

Figura 2 - Representag@o esquematica de oscilagdo plasmonica de superficie
(nuvem eletronica) sob o efeito de um campo eletromagnético.

Campo
elétrico

’ Rede catibnica

Nuvem eletrénica

Fonte: Adaptado de Caro et al. (2010).



38

Quando ocorre a formag¢dao do plasmon em uma particula, a
oscilagdo dos elétrons tende a se deslocar além do ponto inicial,
decaindo exponencialmente com a distdncia da superficie. Assim, o
fendomeno de agregacdo pode ser observado através da mudanca de cor
das solugdes coloidais de nanoparticulas (CARO et al., 2010;
GUZMAN; DILLE; GODET, 2009). Se as particulas estiverem
suficientemente proximas, os campos elétricos evanescentes das
particulas podem interagir entre si, gerando ressonancia em energia
menores (comprimentos de onda maiores) levando, portanto, 8 mudanga
de cores e aparecimento de novas bandas de absor¢do nos espectros
eletronicos na regido UV-Vis (CARO et al., 2010; LIM; LEE, 2008).

Muitos estudos tem sido realizados, na concepgdo de estruturas
em nanoescala, utilizando como base as caracteristicas da regido de
absorcdo plasménica de superficie das nanoparticulas metalicas para
abrangentes aplicagdes (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas de absor¢do plasmonica de superficie e aplicagdes das

nanoparticulas metalicas.

. Absorcao
Nanoparticula A - A
metalica plasmonlrcz.l Aplicaciao Referéncia
de superficie

Al/ALO; 300-550 nm  Opticas, AHMADIVAN
Sensores, D;
Sensores GOLMOHAM
bioquimicos MADI, 2015

Ag 300-700 nm Talco SHAMELI ET
antimicrobiano AL., 2015
Semicondutores EUSTIS; EL-

SAYED, 2006

CdSe 310-550mm o ces PARK ET AL.,
biomédicas 2010

Au 400-1300 nm  Atividade catalitica EUSTIS; EL-

SAYED, 2006

Au 400-1000 nm  Diagnosticos de WU; GAOQ;
cancer DONG, 2015
Tratamento de OBAIDAT;
Hipertermia ISSA; HAIK,

Fe,0; 400-1000 nm 2015
Aplicacdes LEVIN ET AL.,
biomédicas 2009
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Tendo em vista que o objetivo deste trabalho ¢é estudar a obtengéo
de compositos poliméricos através do processo de polimerizacdo em
suspensdo utilizando como carga as nanoparticulas de prata, sera,
portanto, apresentado na sessdo seguinte um aprofundamento maior em
termos de reviso a respeito das principais caracteristicas e propriedades
dessas nanoparticulas especificamente.

2.4 NANOPARTICULAS DE PRATA

Nanoparticulas de prata (AgNP) tem tido grande atengdo e
emergido como principal produto do campo na nanotecnologia. O uso
de nanoparticulas tem ganhado impulso na atualidade pelo fato de
possuirem propriedades bactericidas, quimicas, Opticas e mecanicas
interessantes (VAIDYANATHAN et al., 2010). Estas propriedades tém
conduzido amplas aplicacdes de nanoparticulas de prata, tais como
antibacteriano téxteis e polimeros contendo nanoparticulas de prata
usados para fabricacdo de refrigeradores, lavadoras de lougas, filmes
plasticos, tdbuas de corte, garrafas, baldes de plastico e vasilhames
(GUZMAN; DILLE; GODET, 2009; ZIELINSKA et al., 2009).

A banda de absor¢do plasmonica de superficie de nanoparticulas
de prata ¢ diretamente afetada pelo tamanho e pela forma das
nanoparticulas. Um exemplo na mudanga de propriedades dos
nanomateriais esta apresentado na Figura 3, mostrando mudangas nas
densidades Opticas de solugdes coloidais de acordo com os diferentes
diametros das nanoparticulas de prata presentes no meio (MELO JR. et
al., 2012; SOLOMON et al., 2007). Durante a reagdo de reducdo da
prata, pode-se observar a mudancga de coloragdo da solucdo incolor de
nitrato de prata para amarelo pela formagdo de AgNP. O estado de
agregacdo das nanoparticulas pode ser determinado pela analise da
colorag@o dos coldides. Pequenos agregados produzem mudancas desta
coloragdo que podem variar de amarelado, passando por laranja,
violaceo ¢ até elevados estados de agregacdo, com coloragdo
acinzentada (SOLOMON et al., 2007).
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Figura 3 - Dispersdes coloidais de nanoparticulas de prata. (a) espectros com
diferentes densidades opticas e (b) aspecto visual correspondente aos espectros.

(a) b) (h)
0.8. /
%
.- LW
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Fonte: Melo Jr. et al. (2012).

Kapoor (1998), ao sintetizar nanoparticulas de prata utilizando
método de reducao quimica por borohidreto e por foéton-redugdo, relatou
em seu trabalho e por fundamentagdo tedrica, que o espectro de
absor¢do UV ¢é muito sensivel a formacdo de agregados. Trocas no pico
de absor¢do plasmoénica de superficie a longos comprimentos de onda
reflete a presenca de particulas maiores. A agregacdo de particulas
coloidais de prata causa um decréscimo na intensidade do pico de
absorcao plasmonica de superficie.

2.4.1 Rotas de sintese

Vérios métodos sdo usados para preparar nanoparticulas de prata,
incluindo redu¢do quimica de sais de prata em solu¢do aquosa por
citrato (GUZMAN; DILLE; GODET, 2009), borohidreto (ZIELINSKA
et al., 2009) e outros agentes redutores (NASSAR; YOUSSEF, 2012;
VAIDYANATHAN, 2010), com ou sem agentes estabilizantes
(GUZMAN; DILLE; GODET, 2009; ZIELINSKA et al., 2009; SONDI;
GOIA; MATIJEVIC, 2003).

A reagdo de sintese de nanoparticulas de prata a partir do citrato
de sodio (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951) ¢é apresentada
na equagdo (1).

4Ag" + CeHsO7Naz+ 2H,0 > 4Ag” + CHsO-H; + 3Na" + H + 0, (1)
A reducdo quimica do nitrato de prata por borohidreto de sédio

para obtencdo de AgNP ¢é apresentada nas equagdes (2) e (3). A redugéo
geralmente ¢ realizada sob refrigeragdo ou proxima a temperatura de
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congelamento da 4gua e dependendo do tempo de reagdo obtém-se
particulas de at¢é 12 nm de didmetro em média (WOIJTYSIAK;
KUDELSKI, 2012; SOLOMON et al., 2007).

AgNO3 + NaBH49 Ag + l/2H2 + 1/zB2H6 + NaN03 (2)

Ag'+BH4+ 3H,0 > Ag’+ B(OH); + 3,5H, (3)

Agentes fortemente redutores como o borohidreto de sédio,
induzem a formacdo de centros de nucleacdo que crescem formando
pequenos clusters, cujo tamanho final, depende do agente redutor e do
valor de R (R = n° total de mols de BH,/n° total de mols de Ag"). Além
de redutor, o borohidreto possui um efeito estabilizador, que ¢ devido a
carga elétrica conferida as nanoparticulas pela absor¢do de ions dos sais
utilizados (Figura 4) (WOJTYSIAK; KUDELSKI, 2012; SOLOMON et
al., 2007). No caso da prata, a reagdo de redugdo pode ser muito intensa,
e o agente protetor disperso ndo agiria em tempo o suficiente para
recobrir cada particula, de forma que os tamanhos resultantes das
mesmas possivelmente aumentariam. Este aumento no tamanho das
AgNP, pode ser o resultado de efeitos de aglomeragdo, e, portanto, a
utilizagdo de mais um agente estabilizante em solucdo se faz necessario
(CHOU; CHANG; CHIU, 2012).

As nanoparticulas de prata obtidas pelo método do borohidreto de
sodio apresentam tamanhos entre 5 a 20 nm de didmetro que podem ser
caracterizadas por espectroscopia de absorcdo UV-Vis, apresentando
absorg¢do na faixa de 380-400 nm (SONG et al., 2009). Tanto a redugédo
quimica dos sais de prata, em especial, o nitrato de prata (AgNO;),
quanto o estado de agregacdo das nanoparticulas variam com a troca do
agente redutor, com as quantidades relativas do mesmo e as
concentragdes de reagentes, temperatura, duracdo da reacdo, etc.
Adicionalmente o didmetro das nanoparticulas de prata resultantes da
sintese também dependem dessas condi¢des (SONG et al.,, 2009;
SOLOMON et al., 2007).
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Figura 4 - Nanoparticulas de prata separadas por forcas repulsivas com
borohidreto adsorvido.
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Fonte: Solomon et al. (2007).

2.4.2 Estudos de estabilidade

O estudo das nanoparticulas leva a necessidade da compreensao
das propriedades superficiais das mesmas, pois devido ao seu tamanho
reduzido, as nanoparticulas sdo instaveis por apresentarem altos valores
de energia superficial. Durante a sintese, as particulas tendem a se
aglomerar e crescer, ocorrendo a diminui¢do na energia total do sistema.
A partir dai, as nanoparticulas devem ser estabilizadas, e tal estabilidade
pode ser alcancada por meio de interagdo eletrostatica, devido a
estabilizag@o a partir de cargas na superficie das nanoparticulas. A carga
da superficie na fase dispersa pode ser aumentada pela adicdo de um
surfactante i6nico, que proporciona uma prote¢do eletrostatica das
nanoparticulas para uma ndo aderir a outra. As nanoparticulas também
podem ser estabilizadas por meio da interacdo estérica, que ocorre
devido a presenca de moléculas grandes ligadas a superficie das
nanoparticulas, por exemplo, polimeros e surfactantes nio idnicos (EL-
SHISHTAWY; ASIRI; AL-OTAIBI, 2011; KVITEK et al., 2008).

Experimentos tém sido realizados para estudar o fendmeno de
superficie que permite aos pesquisadores determinar mecanismos da
interagdo adsorvido-adsorvente. Para prata ¢ interessante investigar as
propriedades Opticas e as propriedades de estabilizantes adsorvidos nas
nanoparticulas através da absor¢do na regido visivel devido ao efeito
plasmoénico de superficie (KAPOOR, 1998).

Patakfalvi, Viranyi e Dékany (2004) estudaram a cinética de
formag@o das nanoparticulas de prata com citrato de sodio como agente
redutor em presenga de dois estabilizantes poliméricos, Poli (vinil
alcool) (PVA) e Poli (vinil pirrolidona) (PVP), nas concentrag¢des de 0,7
a 5 g/L através dos espectros UV-Visivel e Microscopia Eletronica. Em
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altas concentragdes de PVA (3 g/L), apesar das cadeias de polimeros
permanecerem ao redor das particulas de Ag’ e Ag0 e, estericamente
inibir a nucleagdo e crescimento de particulas, o espectro apresentou-se
ndo simétrico indicando a presenca de particulas agregadas. Os
espectros de absorbancia das nanoparticulas de prata contendo PVP
como estabilizante, revelaram que o aumento na concentragdo deste
polimero tem efeito negativo na taxa de formacdo das particulas de
prata, do que quando se utiliza o PVA. Aumentando a concentragdo de
PVP, diminui-se a taxa de formag8o das particulas e o tempo de reacdo
aumenta. Neste caso, concentragdes de 1,9 e 5 g/ também
possibilitaram a formacdo de agregados. Quando utilizou-se PVA, as
AgNP foram formadas mais rapidamente que na presengca de PVP. Por
exemplo, a formacdo de particulas terminou em cerca de 16 minutos
utilizando PV A, mas necessitou de 26 minutos na presenca de PVP, fato
que confirmou que altas concentracdes de polimeros estabilizantes
diminuem a taxa de nucleacdo. Em contrapartida, ocorre a diminui¢ao
do tamanho da particula e a distribui¢do de tamanho se torna mais
monodispersa.

A escolha do estabilizante € critica, pois essa escolha determina a
estabilidade, solubilidade, reatividade e, até mesmo, o tamanho e forma
das nanoparticulas durante a sintese (BALAN et al., 2007).

Prathna, Chandrasekaran e Mukherjee (2011) estudaram
diferentes sinteses de nanoparticulas coloidais nas quais usaram citrato
de soédio como agente estabilizante. Neste caso, a tendéncia de
aglomeracdo para as nanoparticulas recobertas por ions citrato foi
diminuida. Wojtysiak e Kudelski (2012) também utilizaram citrato
como estabilizante em sintese por reducdo quimica de nitrato de prata
por borohidreto de sddio e observaram que os sais de prata ficaram mais
estaveis durante a reducdo dos ions prata com borohidreto a temperatura
ambiente, quando a concentragdo dos ions citrato estavam na faixa de
0,5-5 mM.

Tillmann (2004) investigou a estabilidade de nanoparticulas de
prata nos meios aquosos ¢ organicos utilizando seis diferentes
estabilizantes, tais como, acido formico, dodecilsulfato de sodio,
etilenoglicol, entre outros. A variagdo de pH foi estudada em pHs de 3 e
11. Os autores observaram que o meio com auséncia de estabilizantes
foi susceptivel a formagdo de prata idnica precipitada nas paredes do
recipiente, fato que possibilitou a comparacdo dos efeitos dos
estabilizantes utilizados. Dentre os mais adequados, o dodecilsulfato de
sodio e etilenoglicol se mostraram os melhores agentes estabilizantes.
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2.4.3 Propriedades bactericidas e mecanismo de agao

A prata e seus compostos t€ém sido utilizados had muito tempo
como agentes antimicrobianos. Seus efeitos sdo conhecidos desde 1000
a.C.. Mesmo antes desta época, vasos de prata e cobre ja eram utilizados
para conservar a potabilidade da agua (RUSSEL; HUGO, 1994). Além
da prata, muitos outros metais foram estudados, resultando na seguinte
escala de toxicidade contra microrganismos:
Ag>Hg>Cu>Cd>Pb>Co>Au>Zn>Fe>Mn>Mo>Sn (NETO; RIBEIRO;
ZUCOLOTTO, 2008).

Dibrov et al. (2002) apud DUNCAN (2011) apresentaram
evidéncias que os ions de prata ao atravessar a membrana bacteriana e
penetrar o interior das células, interferem na atividade ribossémica e
interrompem a produg¢do de enzimas responsaveis pela produgdo de
energia na célula. Possivelmente, este mecanismo ocorre pela interacdo
das nanoparticulas de prata com os grupos -SH das proteinas. Com agéo
similar aos agentes antimicrobianos comumentes classificados como
sulfonamidas. Tais proteinas projetam-se através da membrana celular
bacteriana, permitindo o transporte dos nutrientes através da parede
celular. fons monovalentes de prata (Ag') substituem o cation
hidrogénio (H") de grupos (-SH) ou grupos tiois, inativando a proteina e
assim, diminuindo a permeabilidade da membrana, que pode causar
eventualmente a morte celular (FENG et al., 2000).

Outro mecanismo para a morte celular bacteriana seria o proposto
por Mastsumure et al. (2003 apud MORONES et al. (2005)), em relagdo
a interagdo nas nanoparticulas com o fosforo presente no DNA,
resultando na inativagdo das replicacdes. Fabrega et al. (2009)
estudaram a geracdo de espécies reativas de oxigénio por nanoparticulas
de prata dentro das células bacterianas, e a geragdo desses radicais livres
induzem o estresse oxidativo celular. Na Figura 5 é apresentado o
esquema dos mecanismos de atuacdo das nanoparticulas de prata e ions
prata no combate aos microorganismos.
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Figura 5. Esquema ilustrativo do mecanismo de atuag¢@o das nanoparticulas de
prata e ions de prata no combate aos microorganismos.
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Fonte: Adaptado de Fayaz et al., 2010.

Davies e Etris (1997) demonstram que somente células contendo
grupos (-SH) na superficie foram afetadas pela prata. Isso possivelmente
explicaria, a razéo pela qual somente as bactérias e os virus sdo afetados
pelos ions prata, contrariamente ao que ocorre as células de organismos
eucariontes. Essas células por ndo apresentarem grupos (-SH) expostos
na superficie celular, ndo sdo afetadas pelas AgNP. Portanto, as AgNP
ndo sdo capazes de permear através das membranas celulares na
auséncia de grupos —SH, tornando a prata relativamente atoxica aos
seres humanos e aos animais (DUNCAN 2011; CHALOUPKA;
MALAM; SEIFALIAN, 2010; DURAN et al., 2007; DAVIES; ETRIS,
1997).

A possibilidade da formag¢do de radicais livres estarem
envolvidos na atividade antibacteriana das AgNP também foi estudada
por Soo-Hwan et al. (2011). Estes autores avaliaram também a formagdo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) através da leitura
espectrofotométrica da intensidade de fluorescéncia com o intuito de
comprovar a relagdo entre a atividade antibacteriana das AgNP com a
formagdo de radicais livres. Neste sentido, os radicais livres gerados
pelas AgNP induzem o dano celular na membrana bacteriana. Sob tais
condig¢des, altos niveis de ROS podem aumentar o estresse oxidativo nas
células. Estresse oxidativo pode ndo somente causar dano na membrana
celular, mas também pode causar dano nas proteinas, DNA, e sistema
intracelular tal como o sistema respiratdrio. Depois de 3h de incubagao,
das solugdes de AgNP com as bactérias S.aureus ¢ E.coli, os autores
puderam observar o aumento da ROS. Assim, podendo indicar que as
AgNP podem formar ROS com 4gua, e entdo, a membrana celular
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bacteriana, estrutura protéica e sistema intracelular pode ser danificado
devido a formagdo de ROS pelas AgNP. A formacdo de ROS pelas
AgNP inibiram a lactato dehidrogenase, que é a enzima responsavel pela
respiragdo celular. E neste caso, as AgNP causam a inibigdo do
crescimento bacteriano e reprodugdo. Apos 6h de incubacdo, a perda de
proteina celular foi significativa quando em contato com as AgNP, na
qual os autores afirmaram que as nanoparticulas podem aumentar a
permeabilidade da membrana celular bacteriana. No entanto, a
sensibilidade da membrana de S.aureus em rela¢do a E.coli é menor.
Esta diferenca pode ser atribuida justamente a espessura da camada de
peptideoglicano da bactéria, que em S.aureus ¢ mais espessa. Kim et al.
(2007) avaliaram o efeito de AgNP com tamanho médio de 13,4 + 2,6
nm em diluigdes com concentragdes variando de 0,2 a 33 mM, na
atividade bactericida contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Os resultados do estudo sugerem que os efeitos das nanoparticulas de
prata devem estar associados com as caracteristicas de certas espécies de
bactérias. Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas tem diferencas na
estrutura da parede celular, e a espessura da camada de peptideoglicano.
Nas bactérias gram-positivas a camada de peptideoglicano ¢ espessa e o
transporte dos ions de prata ¢ mais lento (DUNCAN, 2011; FENG et al.,
2000). E portanto, esses autores abordam que, por esta razdo, as
nanoparticulas de prata apresentaram menor eficiéncia contra S. aureus
que contra E.coli, uma bactéria gram-negativa. Soo-Hwan et al. (2011)
relatam que a camada de peptideoglicano das bactérias Gram-negativas
¢ cerca de poucos nandmetros de espessura, enquanto a das Gram-
positivas possuem cerca de 30 a 100 nm e contém muitas camadas, as
quais podem proteger em maior intensidade as células bacterianas contra
a formacdo de ROS pelas AgNP.

Sondi; Salopek-Sondi (2004), demonstraram a existéncia de
prata na membrana de E. coli. Como apresentado na Figura 6, além de
confirmar a penetracdo de nanoparticulas de prata na membrana celular
da bactéria, e esta ¢ uma explanagdo para o possivel mecanismo do
efeito antimicroniano, pois provavelmente ha a interagdo das
nanoparticulas com os componentes internos da célula. E durante o
tratamento das células com nanoparticulas de prata ha a degradagdo da
estrutura da membrana da E. coli com o aparecimento de cavidades. Li
et al. (2010) também demostraram que as AgNPs causam rupturas na
membrana externa de Gram-negativas na forma de cavidades.

Kim et al. (2007) apresenta que o tamanho reduzido das
particulas dos materiais ¢ uma ferramente segura e eficiente para
melhorar a biocompatibilidade e a atividade biocida desses materiais. Na
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sintese realizada por esses autores usando nitrato de prata como
precursos ¢ borohidreto de prata como agente redutor, sem
estabilizantes, a solucdo final apresentou a concentracdo de 3 mM de
nanoparticulas de prata a qual foi concentrada 10 vezes usando um
evaporador rotatorio a vacuo. Obteve-se um tamanho médio das
nanoparticulas de prata de 13,4 + 2,6 nm e as diluigdes com
concentracdes variando de 0,2 a 33 mM foram usadas para os testes de
atividade biocida com Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os
resultados do estudo sugerem que os efeitos antimicrobianos das
nanoparticulas de prata devem estar associados com as caracteristicas de
certas espécies de bactérias. Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
tem diferencas na estrutura da membrana, a qual estd relacionada a
espessura da camada peptidoglicano, do que nas bactérias gram-
positivas esta é espessa ¢ o transporte dos ions de prata é mais lento,
como pode ser observado nas micrografias da Figura 7 (DUNCAN,
2011; FENG et al., 2000). E portanto, esses autores abordam que por
esta razdo as nanoparticulas apresentaram menor eficiéncia contra
Staphyloccocus aureus.

Figura 6 - Microscopia eletrénica de células nativas de E. coli. (a) células
tratadas com 50 pg/cm’ de AgNP em meio liquido por 4h (b) indicando a
presenca de nanoparticulas de prata no interior das células.

Figura 7 - Estruturas internas de (a) S. aureus e (b) E. coli observadas por TEM.
Indicagdes das membranas e presencas da camada de peptideoglucano.

. Fonte: Jung e al., 2008.
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A atividade bactericida das nanoparticulas ¢ influenciada pelo seu
tamanho e pela hidrofobicidade da matriz (DUNCAN, 2011). Assim,
nanoparticulas com tamanho reduzido e sem agregacdo sdo preferiveis
nessa aplicacgdo, permitindo assim que uma maior superficie de contato e
consequentemente uma efetiva agdo contra as bactérias (DALLAS;
SHARMA; ZBORIL, 2011; MORONES et al., 2005). Outro fator que
influencia a atividade bactericida ¢ a forma das nanoparticulas de prata,
como investigado por Pal, Tak e Song (2007). Neste contexto, a inibi¢do
do crescimento de E. coli em placas com &gar nutriente por
nanoparticulas esféricas foi observada num contetido de 6 pg de prata
solida. Enquanto, para nanoparticulas triangulares, uma concentragdo de
10 pg de prata solida foi necessaria para conduzir a inibi¢do do
crescimento bacteriano.

Soo-Hwan et al. (2011) ao estudarem a atividade bacteriana de
nanoparticulas de prata solidas para S. aureus (Gram-positiva) e E.coli
(Gram-negativa), avaliaram a concentragdo minima inibitéria das
nanoparticulas para estes microrganismos usando o método por
contagem em placa. A avaliagdo do crescimento das células bacterianas
foi realizada sob diferentes concentragdes de AgNPs. A contagem média
de células foi de 10° UFC/mL e as concentracdes finais de AgNP foram
0, 50, 100, 150, 250 e 500 pug/mL. A atividade antibacteriana das AgNP
foi identificada durante 8h, com a utilizacdo das concentragdes de 100 e
150 pg/mL da AgNP, as quais inibiram o crescimento de ambos
S.aureus e E.coli. Entretanto, a inibigdo do crescimento foi mais rapida
para E. coli.

Mathew e Kuriakose (2013) investigaram a atividade
antibacteriana de nanoparticulas de prata encapsuladas por albumina de
soro bovina (biopolimero) através do método por difusdo em disco para
Staphylococcus aureus, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. As zonas de inibi¢do das
AgNP medidas para cada bactéria estudada sdo apresentadas na Tabela
2. Tais resultados confirmaram a eficiéncia das nanoparticulas de prata
encapsuladas por biopolimero através da atividade antimicrobiana
apresentada para varias bactérias.
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Tabela 2 - Medidas das zonas de inibi¢ao das AgNP segundo estudo de Mathew
e Kuriakose (2013)

Bactérias Zona de inibi¢8o (mm)
S. aureus 26
S. marcescens 25
P. aeruginosa 25
E.coli 24
K. pneumoniae 24

A medida das zonas de inibicdo do crescimento microbiano
também foram utilizadas como indicativo para atividade antimicrobiana
no estudo de Vimala et al. (2009) sintetizaram nanoparticulas de prata
em semi-hidrogel de poliacrilamida e carboidratos (goma acacia,
carboximetilcelulose e amido) para aplicagdes antimicrobianas
(biomédicas e farmacéuticas). A atividade antimicrobiana do material
estudado foi avaliada tomando como base a zona de inibi¢do do material
em contato com a bactéria E.coli. As areas de inibi¢do do material
impregnado com prata e estabilizado com carboidratos seguiu a seguinte
ordem: semi-hidrogel com goma acacia (1,8 cm) > semi-hidrogel com
carboximetilcelulose (1,6 cm) > semi-hidrogel com amido (1,5 cm).

Os efeitos antimicrobianos das nanoparticulas de prata foram
estudados por Kim et al. (2007) contra leveduras (isoladas de mastite
bovina), E. coli O157:H7 (ATCC 43886) e S.aureus (ATCC 19636)
utilizando o método modificado por difusdo em agar e concentragdes de
0,2 a 33 nM de AgNP, a fim de avaliar a concentra¢cdo minima inibitoria
(MIC) para cada microrganismo. Os resultados de MIC para leveduras
ficou estimado entre as concentragdes de 6,6 — 13,2 nM, para a E.coli
pode ser estimado entre 3,3 — 6,6 nM e para a S.aureus a MIC foi
estimada para concentragdes maiores que 33 nM. Além disso, ndo
ocorreu nenhuma inibigdo para a solugdo chamada de controle veiculo,
aquela constituida por prata sem estar na forma de nanoparticulas. E,
portanto, o efeito de inibicdo do crescimento pode ser atribuido
diretamente a prata na forma de nanoparticulas pois essas inibiram
efetivamente o crescimento bacteriano. Em se tratando do S. aureus, o
efeito inibitoério das nanoparticulas de prata foi menor que comparado
com as demais bactérias estudadas neste trabalho. Os autores
apresentam que o efeito antimicrobiano das nanoparticulas de prata esta
associado a espécie das bactérias, em se tratando da espessura da
membrana citoplasmatica, como ja apresentado pelo estudo de Jung et
al. (2008). Os autores concluiram entdo que as nanoparticulas de prata
sdo efetivas na redugdo do crescimento bacteriano e, portanto,
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promissores agentes antimicrobianos, e sugerem a aplicagdo para
dispositivos médicos e sistemas antimicrobianos.

As nanoparticulas de prata foram testadas para quatro bactérias
gram-negativas: E.coli, V. cholera, P. aeroginosa e S.typhus no estudo
de Morrones et al. (2005), em diferentes concentragdes (0, 25, 50, 75 e
100 pg.mL™"). O efeito das AgNP no crescimento bacteriano variou para
cada bactéria, e os resultados demonstraram que a concentragdo
inibitoria da prata foi diferente para as espécies de bactérias estudadas.
No entanto, concentragdes superiores a 75 ugmL™ inibiram
significativamente o crescimento de todas as bactérias.

Neste contexto, ¢ notavel a quantidade de estudos realizados
sobre as propriedades antimicrobianas de nanoparticulas de prata. Dessa
forma, serdo descritos a seguir os trabalhos relevantes que sintetizam
materiais poliméricos antimicrobianos a partir da incorporacdo de
AgNPs em PS. Tais trabalhos serviram de base para o desenvolvimento
desta tese j4 que na literatura ndo héa estudos sobre a incorporacao de
nanoparticulas de prata em EPS e suas propriedades antimicrobianas.

Wang et al. (2008) sintetizaram nanocomposito de Ag/PS através
de polimerizacdo em emulsdo do estireno contendo nanoparticulas de
prata in situ. As nanoparticulas foram sintetizadas por reversa
microemulsdo usando o nitrato de prata em agua, o citrato de sodio foi
utilizado como agente redutor, o estireno na fase 6leo, dodecil sulfato de
sodio (SDS) utilizado como emulsificante, e isopentanol como
coemulsificante. Foram preparadas duas microemulsdes, uma composta
pela solugdo aquosa de AgNO; (0,2M) e, outra, composta por citrato de
sodio (0,4M), as quais foram misturadas em 0,86 M e 1M SDS/estireno,
respectivamente. A concentragdo global d AgNO; e citrato de sodio
foram 8,8.10° M e 2.10% M, respectivamente. A microemulsdo
contendo citrato de sodio foi adicionada por gotejamento na
microemulsdo contendo nitrato de prata sob constante agitagdo
magnética ¢ a 30 °C por 2h, obtendo-se a microemulsdo contendo as
nanoparticulas de prata. A obten¢do das particulas do nanocomposito
Ag/PS foi realizada em duas etapas, na primeira etapa 30 mL da solugdo
de prata foi dispersada em 60 mL de agua destilada com agitagdo
ultrassonica por 30 minutos para obter uma suspensdao uniforme. Na
segunda etapa, 1g de PVP foi usado como agente de estabilizante e
adicionado na mistura sob constante agitacdo. Em seguida, nitrogénio
foi borbulhado no meio reacional por 30 minutos, a mistura reacional foi
colocada em um baldo de vidro de trés entradas e 0,1 g de KPS
(iniciador) foi adicionado quando a temperatura do sistema atingiu 70
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°C, agua refrigerada foi circulada para manter a temperatura do sistema
reacional e a purga de N, foi mantida. As particulas de composito
polimerizadas foram depositadas com cloreto de sodio e lavadas varias
vezes com agua deionizada, ¢ em etanol por S5h. Finalmente, as
particulas do compdsitos foram secadas a vacuo em 60 °C por 48h.
Como resultados, a polimerizagdo em emulsdo do estireno na presenca
de AgNP tem maior conversdo que atingiu cerca de 90% em 3,0 h, e a
taxa de polimerizacdo pode chegar ao maximo em 26 min. A
polimerizacdo na presenga de AgNP apresentou-se como um sistema
nao homogéneo no inicio da reagdo, as quais podem se tornam centros
de nucleag@o. Assim, a polimerizagdo de estireno na presenca de AgNP
¢ semelhante a polimerizagdo em emulsdo por semente. Segundo os
autores, neste processo de polimerizagdo, o mondmero ¢ a taxa de
conversdo sdo mais elevados do que aqueles de polimerizagdo em
emulsdo tipica. As particulas exibiram uma forma esférica regular
homogeneamente distribuidas. A distribuicdo de tamanho das AgNPs foi
estreita e o diametro médio das nanoparticulas foi de 5,9 nm. O didmetro
médio das particulas do compodsito Ag/OS foi de 12,6 nm e a prata ndo
foi detectada na superficie das pérolas de poliestireno. Estas observagdes
podem conduzir a conclusdo de que as AgNP sfo encapsuladas nas
particulas de PS no decorrer do processo de polimerizagdo em suspensdo
e a espessura da camada de poliestireno ¢ de cerca de 2-6 nm. Neste
estudo, portanto, a preparagdo das particulas do compoésito ocorreu a
partir de duas aborgagens: 1) sintese de AgNP pela redugdo de AgNO3
por citrato de sodio via microemulsdo inversa; 2) preparacdo da
encapsulagdo das AgNP em PS através de polimeriza¢do do estireno por
emulsdo na presenca de AgNP.

An et al. (2009) desenvolveram um método de sintese de prata
usando citrato de sodio como agente redutor em liquido i6nico 1-n-butil-
3-metilimidazolio  tetrafluoroborato ([BMIM-BF,] sob algumas
condi¢des controladas, além da obtencdo de nanoparticulas de prata em
poliestireno na forma casca-nticleo. A metodologia empregada consistiu
em dispersar nanoparticulas de prata e estireno foram dispersados
diretamente em meio de [BMIM-BF-etanol (5/2 v/v) para formar uma
suspensdo  ordindria, entdo a polimerizagdo com  poli(vinil
pirrolidona)(PVP) como estabilizante e 2,2-azobisisobutironitrila
(AIBN) como iniciador foi realzada para preparar poliestireno com
nanoparticulas de prata na forma de casca-nucleo. Foram investigados e
discutidos as estruturas, atividade e mecanismos antimicrobianos das
nanoparticulas de prata e do Ag/PS. As nanoparticulas de prata foram
sintetizadas em liquido i6nico BMIM-BF,, e, portanto, foram preparadas
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as solugoes de nitrato de prata em BMIM-BF, com uma concentragao de
0,03 mol/L e de citrato de s6dio também em BMIM-BF; com a
concentracdo de 0,033 mol/L. Primeiramente, a solu¢do de citrato de
sodio foi adicionado gota a gota sobre a solugdo de AgNO; sob agitagdo
vigorosa a 30 °C por 0,5 h. A solucdo ficou em agitacdo constante por
3h. Em seguida, ajustado o pH para 8,0 com ammonia, foi obtido um
coldide marrom contendo nanoparticulas de prata. Para posterior
caracterizag0,0s coloides de prata foram separados por centrifugacéo,
lavados com etanol absolute por diversas vezes, e secados & vacuo a 60
°C por 48h. Para a obtencao de nanoparticulas casca-nticleo de Ag/PS,
utilizou-se o liquido i6nico (BMIM-BF4) em solvente alcoolico (5/2,
v/v). 4 mL de estireno e 0,2g de PVP foram dissolvidos em 24 mL de
etanol absolute para formar uma solugdo transparente, entdo 60 mL de
solucdo de AgNP foram adicionados e dispersados por vibragdes
ultrassonicas por 30 minutos para obter uma suspensdo homogénea.
Depois de borbulhar nitrogénio por 30 minutos, 0,1g de AIBN foram
adicionados e a polimerizagdo por deposi¢do foi conduzida em 60 °C.
Finalmente, as nanoparticulas casca-nticleo foram lavadas com agua
deionizada, deixadas em methanol por 1h, filtradas e secadas a vacuo a
40 °C por 48h. O ensaio de viabilidade celular foi realizado para avaliar
o efeito antimicrobiano das nanoparticulas de prata e particulas de
Ag/PS casca-nucleo sob as bactérias E. coli (ATCC 44752) ¢ S. aureus
(ATCC 26003). As suspensdes das bactérias foram preparadas
adicionando 10 pL da diluicdo da bacteria em 1 mL de caldo Luria-
Bertani (cada tipo de célula bacteriana é cerca de 10° CFU/mL). 100 pL
das suspensdes bacterianas e uma certa quantidade de nanoparticulas
foram misturadas em tubo teste contend 10 mL de caldo Luria-Bertani.
A ordem de dilui¢ao da bacteria neste estagio foi de 107 Para a solucao
diluida, foram preparadas dilui¢des em série de 107, 10* e 10”. A perda
de viabilidade das bactérias estudadas foram determinadas pela
contagem vidvel em 4gar Luria-Bertani depois da diluicdo seriada das
misturas de suspensdes. 10 pL e 100 uL das solu¢des foram colhidas e
espalhadas em placas com agar Luria-Bertani. Todas as placas foram
incubadas a 37°C de 0 a 24 h. O mesmo procedimento foi conduzido
para as nanoparticulas casca-nucleo de Ag/PS. Como resultados, as
nanoparticulas de prata e as nanoparticulas casca-ntcleo Ag/PS foram
distribuidas homogeneamente e exibiram esferas regulares com os
tamanhos em cerca de 5-15 nm e 15-25 nm, respectivamente. A
inativa¢do bacteriana ou a¢do germicida das nanoparticulas de prata e
Ag/PS foi observada com uma concentracdo de células bacterianas de
10° CFU/mL. Os autores apresentam que as nanoparticulas de prata
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apresentaram maior inibi¢do se comparadas com as nanoparticulas
casca-nucleo Ag/PS. Isto ocorreu nas primeiras 16h do teste, a partir
deste tempo a atividade antimicrobiana das nanoparticulas casca-nucleo
Ag/PS foi gradualmente aumentando até reagir a niveis similares as
nanoparticulas de prata em cerca de 24 h. A concentragdo efetiva de
prata no nanocomposito que inibiu completamente o crescimento de
E.coli foi de 0,2 mg.mL", sendo que tal concentragdo permitiu uma
inibicdo parcial de S. aureus. Esses resultados, segundo os autores,
sugerem que os efeitos antimicrobianos de nanoparticulas de Ag podem
estar associados com as caracteristicas de certas espécies bacterianas.
Porque a camada de peptidoglicano das bactérias gram-negativas (E.
coli) é mais fina do que a das bactérias Gram-positivas (S. aureus) e
portanto, as nanoparticulas de prata podem penetrar a membrana celular
de E. coli mais facilmente e inibi-la de modo mais eficiente. E
finalmente, os autores indicam que as nanoparticulas casca-nucleo
preparadas sdo materiais antimicrobianos de liberagdo controlada para
potenciais aplicac¢des biologicas e farmacéuticas.

A encapsulacdo de nanoparticulas de prata em microesferas de
poliestireno foi estudada por Kumbhar e Chumanov (2009). Esta
abordagem envolve a estruturagdo de uma camada de PS que envolve
um nucleo inorganico, aonde se encontram as nanoparticulas de prata.
Para tanto, a polimeriza¢do em emulsdo ¢ uma das técnicas utilizadas
para preparar tais hibridos. No entanto, os autores apresentam um novo
método para a encapsulacdo das nanoparticulas de prata, o qual se refere
a utilizacdo de acetona como agente de inchamento das microesferas de
PS ¢ a sintese de AgNP na presengas de tais microesferas. A sintese das
nanoparticulas de prata envolve a redu¢do de uma solucdo aquosa
saturada de 6xido de prata(I) por uma atmosfera ultrapura de hidrogénio
a 10 psi a uma temperatura de 70 °C. O hidrogénio gasoso reduz o 6xido
de prata (I) para formar pequenas sementes seguido por crescimento
lento e uniforme ao longo dos eixos cristalograficos, resultando em uma
distribui¢do de tamanho estreita. A duracdo da sintese foi de 3 horas
para a obtencdo de particulas de prata na faixa de 70-80 nm. Este mesmo
procedimento foi aplicado pelos autores para a sintese de nanoparticulas
de prata na presenga de 0,5 mL de microesferas de PS (~ 200 nm). A
solugdo da reacdo foi centrifugada em tubos de vidro para remover o
oxido de prata (I) que ndo reagiu na suspensdo. Cerca de 100 pL de
acetona foi adicionado & 2 mL da mistura de reagdo centrifugada. O
precipitado de AgNP e microesferas de PS em acetona foram
submetidos a sonicagdo que resultou na formacdo e dispersdo das
particulas compostas por Ag-PS. Instantancamente uma troca de
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coloragdo foi observada a qual foi associada com a formagdo da
nanoestrutura em casca-nucleo. A encapsulagdo das AgNP nas
microesferas foi observada por microscopia eletronica de varredura. Os
autores comentam que O mecanismo para a encapsulacdo nas
nanoparticulas de prata nas microesferas de PS ainda nao esta claro, mas
apresentem um possivel entendimento do que ocorre. Sabe-se que as
microesferas de PS podem ser inchadas quando dispersadas em
solventes como tolueno e acetona e podem formar esferas ocas com
orificios superficiais controlaveis quando tais solventes sdo evaporados.
Este fato indica que o inchamento das microesferas de PS com acetona é
um importante passo para conduzir a encapsulagdo de AgNP. A
principal questdo relaciona-se com a forca motriz que faz com que o
polimero encapsule as AgNP ou, por outras palavras, faz com que as
nanoparticulas penetrem no interior das microesferas PS. A acetona atua
como um plastificante, e o inchamento das microesferas aumenta a
flexibilidade das cadeias poliméricas. Este inchago permite que os anéis
de benzeno se adaptem a uma configuracdo mais favoravel a interagio
com a superficie metdlica. A presenca de acetona no interior das
microsferas (inchadas) de PS no ambiente circundante também reduz a
energia livre da superficie do polimero em ambas as interfaces, assim
pode promover a maior penetracdo das AgNP nas microesferas.

Paula et al. (2009) incorporaram nanoparticulas de prata no
copolimero de poli(estireno-co-acido-acrilico) para avaliar a atividade
antibacteriana deste material. A obtencdo das nanoparticulas de prata se
deu pela reducdo quimica de uma solu¢do aquosa de nitrato de prata
com uma solu¢@o aquosa de borohidreto de s6dio com citrato de sddio
como estabilizante. As AgNP obtidas apresentaram a banda de
ressonancia plasmonica em 445 nm. O copolimero poli(estireno-co-
acido-acrilico) foi sintetizado na fragdo de 9:1 estireno/acido acrilico em
massa via polimerizagdo por radicais livres usando peroxido de benzoila
como iniciador. A reacdo foi realizada em 110 °C sob atmosfera inerte
por 2h. O produto obtido foi dissolvido em acetona, precipitado em
metanol, coletado, filtrado e seco a vacuo a 70 °C por 24 h. Foram
preparadas duas amostras de polimero contendo nanoparticulas de prata
em diferentes concentragdes (25 e 50 ppm) sob vigorosa agitagdo por 1
h. O produto resultante foi derramado em placa de Petri para completa
evaporacdo do solvente a temperatura ambiente para obter um filme
polimérico. A concentragao final de prata no copolimero, foi medida por
espectroscopia de absor¢do atomica, e foram de 0,61 e 1,22 ppm,
respectivamente. O método de difusdo em disco foi utilizado para
avaliar a atividade antimicrobiana dos copolimeros impregnados com
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AgNPs contra S. aureus (ATCC 6538) e E.coli (ATCC 25922). Os
meios Mueller-Hinton ¢ MacConkey foram usados para as culturas
bacterianas, respectivamente. A atividade antimicrobiana foi confirmada
pela presenca de um halo de inibi¢do, o qual foi proporcional ao
aumento da concentragdo de nanoparticulas de prata na matriz
polimérica. Este resultado provou ser importante para a prevengdo da
aderéncia e proliferagdo das bactérias estudadas na superficie do
material.

Betancourt-Galindo et al. (2012) encapsularam nanoparticulas de
prata em matriz de poliestireno usando o processo de polimerizagdo por
miniemulsdo. Utilizaram como iniciador o 2,2“-azobisisobutironitrila
(AIBN) e como surfactante o brometo de cetil metil amonio (CTAB). A
atividade antimicrobiana foi estudada para as bactérias E.coli e S.aureus.
As nanoparticulas de prata utilizadas no estudo eram amostras
comerciais com tamanho de particula menor que 30 nm (99,5% de
pureza) e sofreram modificacdo de superficie usando uma razdo em
massa de 1:0,5 de AgNP e 3-aminopropiltrimetoxy silano (APTMS). A
reacdo de modificacdo da superficie da AgNP foi realizada sob refluxo a
80°C, onde AgNP ¢ APTMS foram misturados em octano por 6h. A
solugdo foi separada por decantagdo, e os solidos foram secados
overnight a 80°C para subsequentes caracterizagdes. As nanoparticulas
de prata foram encapsuladas por polimerizacdo em miniemulsdo usando
hexadecano (HD) como coestabilizante e variando a quantidade de
surfactante e iniciador. O iniciador foi aplicado nas concentracdes de 0,7
e 2,5 g/L. A polimerizacdo foi realizada em reator de vidro de 100 mL;
uma solucdo micelar de surfactant/agua (CTAB/H,0) foi preparada por
agitagdo durante 30 minutos. A mistura de iniciador, AgNP modificadas
e mondmero de estireno foi dispersado usando ultrassom por 3 minutos
e entdo, a mistura foi adicionada no reator de vidro. A solucdo foi
sonicada por 2 minutos a fim de alcangar uma miniemulsdo estavel e
melhor dispersdo das AgNPs. A reagdo de polimerizacdo foi conduzida
sob atmosfera de N, a 80°C e 430 rpm de agitagio. Acido metacrilico foi
adicionado para melhorar a estabilidade e compatibilidade da solugdo.
As propriedades antimicrobianas dos nanocompositos de poliestireno e
nanoparticulas de prata foram testadas contra as cepas de E.coli e
S.aureus. O teste com os microrganismos foi realizado pelo
espalhamento das cepas na superficie de placas com agar. As placas
foram incubadas a 37°C por 24h. Depois do processo de incubacao, 100
pg do nanocompoésito PS-AgNP foi colocado em cada placa com o
microrganismo em crescimento. A atividade antimicrobiana foi
determinada pela medida do didmetro da zona de inibi¢do (em mm) em
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torno dos nanocompositos de PS-AgNP. Para alcangar a encapsulagio
das nanoparticulas inorgénicas em uma matriz hidrofobica (organica), ¢
necessario que a superficie das nanoparticulas torne-se hidrofobica, ou
antes ou durante a incorporagdo na fase monomérica. A fim de
promover um processo de encapsulagdo eficiente, as nanoparticulas de
prata, com a superficie modificada com APTMS, foram aplicadas na
reacdo na propor¢ao 1:0,5 em peso. A partir dos resultados de converséo
da reagdo, quando a concentracdo de 2,5 g/L de AIBN foi utilizada,
apresentou-se maiores taxas de polimerizagdo do que com a
concentracdo de 0,7 g/L. Em ambos os casos a conversao do estireno foi
em torno de 75% depois de 90 minutos de reacdo. Todas as
nanoparticulas de prata sdo visiveis como pontos escuros no lado de
dentro das particulas de estireno, as quais apresentaram tamanhos de
aproximadamente 50 e 100 nm. A atividade antimicrobiana dos
nanocompositos foram estudados contra as cepas de E.coli e S.aureus.
Segundo os autores, o crescimento dos microrganismos foi afetado
significativamente com os nanocompoésitos de PS e AgNP se
comparados com o controle. A zona de inibi¢do ndo foi observada para
as amostras do controle. No entanto, para o PS com AgNP a inibigao foi
de 17% para a E.coli e 9% para S.aureus para a concentragio de 0,7 g/L
de AIBN, com 0,17% de prata. Ja para a concentracdo de 2,5 g/L de
AIBN e 1,23% de prata, a inibigdo foi de 21 % para E.coli e 13 % para
S.aureus. A diminui¢do do nimero de coldnias foi atribuida a0 aumento
de concentragdo de iniciador e de prata na obtengcdo dos
nanocompositos. E, de acordo, com os resultados encontrados estes
nanocompo6sitos pode ser usados em diferentes aplicagdes tais como
pinturas clinicas e recobrimento de materiais biomédicos.

A partir dos trabalhos descritos na literatura, observa-se que a
atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata pode ser avaliada
por diferentes métodos e para um amplo grupo de bactérias. Além disso,
percebe-se que, as nanoparticulas de prata podem ser incorporadas em
diversos materiais poliméricos e por diversos processos reacionais. No
entanto, a proposta de incorporagdo de AgNPs em poliestireno
expansivel passa a ser inédita e promissora. Principalmente por se tratar
de uma espuma semirrigida que, durante o processamento, ndo ¢
submetida a um processo de fusdo da massa polimérica. Qualquer
aditivo necessita ser adicionado no processo de sintese o que,
frequentemente, causa a instabilidade do meio reacional e/ou alteracdes
das propriedades finais do polimero obtido. Neste caso, a incorporagéo
das nanoparticulas de prata in situ na polimerizagdo em suspensdo do
estireno passa a ser inovadora.



3. MATERIAIS E METODOS

Para facilitar a compreensdo, este capitulo esta dividido em cinco

partes, as quais estdo descritas no fluxograma da Figura 8.

Figura 8 - Fluxograma da metodologia experimental.

3.1 Reagentes

3.2.1 Redugéo quimica por
citrato de sodio Caracterizagdes AgNPs aquosas:
Espectroscopia no UV-Visivel
3.2.2 Redugao quimica por Espalhamento dinamico da luz
borohidreto de sodio pH
FES s > Potencial Zeta
3.2.3 Nucleacdo das Microscopia eletronica de varredura

: nanoparticulas de prata (MEV) e transmissdo (TEM)

3.2.4 Testes de estabilidade
das nanooarticulas de prata

3.3 Hidrofobizaciao das AgNPs

Caracterizagdes AgNPs em estireno:
Espectroscopias: UV-Visivel e de Infravermelho (FT-IR)

3.4 Aumento de escala das AgNPs

Caracterizagdes AgNPs:
Espectroscopias: UV-Visivel, Absor¢do Atdmica, Espalhamento
dinamico da luz, pH, Potencial Zeta, TEM, Atividade antimicrobiana

3.5 Obtencio de PS e EPS com AgNPs

Caracterizagoes EPS com AgNPs:

Espectroscopia no Infravermelho, Microscopia eletronica de varredura,
Analise cinética (método gravimétrico), Analise granulométrica:
Tamanho de particula AgNP/PS, Avalia¢do do peso molecular por
viscosimetria, Termogravimetria (TGA), Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC), Analise de mondmero de estireno residual, Atividade
antimicrobiana

Fonte: do autor.
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As unidades experimentais utilizadas neste trabalho estdo
alocadas no Laboratorio de Controle de Processos e Polimerizagdao —
LCP do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos — EQA
da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC. No entanto, os
equipamentos utilizados para as caracterizacdes dos materiais
desenvolvidos estdo alocados em diferentes laboratorios de pesquisa
devido ao carater multidisciplinar do trabalho. Dentre os departamentos
e institui¢des parceiras temos: Central de Analises do Departamento de
Quimica do Centro de Ciéncias Fisicas e Matematica da UFSC;
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica — LCME da UFSC;
Departamento de Ciéncia dos Alimentos — CAL do Centro de Ciéncias
Agrarias — CCA da UFSC; Departamento de Microbiologia, Imunologia
e Parasitologia — MIP do Centro de Ciéncias Bioldgicas — CCB da
UFSC; Instituto de Quimica do Centro de Tecnologia e Ciéncias da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro — UERJ.

3.1 REAGENTES UTILIZADOS

Os seguintes reagentes foram utilizados para a sintese das
nanoparticulas de prata: nitrato de prata (AgNO;, >99%, Cinética),
citrato de sodio (NaCit, >98%, Cinética), borohidreto de sodio (NaBHy,
>98%, Sigma-Aldrich), dodecilsulfato de sddio (SDS, >99%, Vetec),
poli(alcool vinilico)(PVA, MW 78.000, 99,7% hidrolisado, Polyscience,
Inc.). Como agentes de limpeza e oxidante de vidrarias foram utilizados
o permanganato de potassio (30 g/L) (Cinética). Agua destilada foi
utilizada para o preparo das solu¢des e como fase continua das reagdes
de polimerizacdo. Para a etapa de hidrofobizacdo das nanoparticulas de
prata foram utilizados os seguintes reagentes: acido fosforico (H;POy4, >
85%, CPQ) e acido oléico p.a. (LabSynth). Para as reacdes de
polimerizagdes foram utilizados os seguintes reagentes: estireno (>
99,5%, Innova S.A.) contendo inibidor p-terc-butilcatecol na
concentracdo de 12-15 ppm; na fase continua foi utilizado o agente
estabilizante poli(vinil pirrolidona), com valor K-90 (PVP K-90, MM
360.000 g/mol, Termotécnica Ltda); como iniciador utilizou-se peréxido
de benzoila (BPO, > 75%, Akzo Nobel); o n-pentano (grau técnico,
Ipiranga Petroquimica S.A. O nitrogénio foi utilizado para inertizar o
meio reacional (AGA). Utilizou-se também os seguintes reagentes:
tolueno p.a., inibidor p-benzoquinona (= 99%, Sigma Chemical Co.) As
cepas bacterianas utilizadas nos ensaios de atividade antimicrobiana
foram: Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella TYPHIMURIUM
(ATCC 14028) e Staphilococcus aureus (ATCC 25923). As pesagens
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foram realizadas em balanca analitica de precisdo modelo AR2140, série
10379847 (OHAUS Adventurer TM, TOLEDO do Brasil).

3.2 OBTENCAO DA ROTA DE SINTESE DAS AgNPs

Para a sintese das nanoparticulas de prata foi utilizada solugéo
aquosa de nitrato de prata a ImM como precursor do metal, usando o
método de reducdo quimica através da titulagdo da solugdo do precursor
com solucdo aquosa do agente redutor. Este foi analisado em relagéo a
dois diferentes compostos: citrato de s6dio e borohidreto de sodio,
através de planejamento experimental central composto.

3.2.1 Reducao quimica por citrato de sédio’

A sintese de AgNP, usando como agente redutor o citrato de
sodio (1 mM a 5 mM) (GUZMAN et al., 2009) foi realizada sob
agita¢do (500 rpm a 1700 rpm) (GARCIA, 2011) e aquecimento (40 °C
a 100 °C)(LIM; LEE, 2008). A vazio em massa variou de 6,2.10” kg.s™
a 31,7.10° kg.s'. As variagdes nos pardmetros seguiram valores
apresentados na literatura. Os experimentos foram realizados através de
planejamento experimental central composto com superficie de resposta.
Os parametros testados no planejamento experimental, para determinar
as condi¢des ideais de sintese foram: agitagdo (rpm) (X;), vazdo em
massa (kg.s') (x,), tempo de aquecimento apés a sintese (s) (x3),
temperatura de sintese (°C) (x4) € concentragio de citrato (mM) (Xs). As
variaveis independentes e seus niveis foram codificados como -2, -1, 0,
1 e 2. Um total de 27 experimentos foram realizados, incluindo 2* = 16
pontos do cubo, 1 ponto central ¢ 10 pontos axiais. Para os calculos
estatisticos das variaveis, X; foram codificadas como x; de acordo com a
equacao (4).

X Xi - X 0
= — 4
i X Q)]

onde X, € o valor de X; no ponto central e 6X apresenta o valor do passo
(KHATAEE et al., 2010).

' Resumo expandido apresentado em forma de painel no XIX Encontro de Quimica da Regido
Sul (07 a 9 novembro de 2012), intitulado "Sintese de nanoparticulas de prata via redugdo
quimica por citrato de sodio através de otimizagdo por metodologia de superficie de resposta".
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3.2.2 Reduciio quimica por borohidreto de sédio’

A sintese de AgNP usando como agente redutor o borohidreto de
sodio (1 mM a 5 mM) (SOLOMON et al., 2007) foi realizada sob
agitagdo (500 rpm a 1700 rpm) (GARCIA, 2011) e temperatura de
sintese que variou de 0 °C a 35 °C (WOJTYSIAK; KUDELSKI, 2012;
SOLOMON et al., 2007). A vazdo em massa variou de 6,2.10° kg.s" a
31,7.10° kg.s". As variagdes nos pardmetros seguiram a literatura e os
experimentos foram conduzidos através de planejamento experimental
central composto com superficie de resposta. Os pardmetros testados no
planejamento experimental para determinar as condigdes ideais de
sintese foram: agitacdo (rpm) (X;), vazdo em massa (kg.s’l) (x2),
temperatura de sintese (°C) (x3) e concentragdo de borohidreto (mM)
(x4). As variaveis independentes e seus niveis foram codificados como -
1,68, -1, 0, 1 e 1,68. Um total de 26 experimentos foram realizados,
incluindo 2* = 16 pontos do cubo, 2 pontos centrais ¢ 8 pontos axiais.
Para os calculos dos pontos axiais das variaveis, X; foram codificadas
como x; de acordo com a equacado (4).

Os coeficientes, em ambas as rotas de sinteses, foram calculados
por analise de regressdo e sua significancia foi verificada usando analise
de variancia (ANOVA) com o software Statistics 7.0. As nanoparticulas
de prata obtidas pelas duas rotas de sintese acima apresentadas foram
caracterizadas em termos de: distribuicdo de tamanho de particula,
polidispersidade, pH, condutividade elétrica, densidade Optica e
microestrutura.

3.2.3 Nucleagdo das nanoparticulas de prata3

As nanoparticulas foram sintetizadas de acordo com Solomon et
al., 2007, com adaptagdes em relacdo as diferentes dosagens
volumétricas de AgNOs (2, 4, 6, 8, 10 mL) em trés sistemas distintos de
temperatura (5, 15 e 35 °C) conforme Tabela 1. Levou-se em
consideragdo as variagdes nos parametros seguindo planejamento
experimental prévio, referente as condicdes de sinteses e as respostas
para o menor tamanho de particula (item 3.2.2). A redug¢do quimica de

% Resumo expandido apresentado em forma de painel no XIX Encontro de Quimica da Regi&o
Sul (07 a 9 novembro de 2012 intitulado "Otimizagdo de pardmetros de sintese de
nanoparticulas via redu¢@o com borohidreto usando metodologia de superficie de resposta".

> Artigo publicado em Anais de Congresso "Estudo de nucleagio e crescimento de
nanoparticulas de prata obtidas por redugdo quimica", In: XX Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica, 2014. doi: 10.5151/chemeng-cobeq2014-1910-16919-178523
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AgNO; por NaBH,, considerando diferentes sistemas de temperatura,
foi monitorada por espectrofotometro UV-Vis. As medidas de densidade
optica foram obtidas a partir de amostras de AgNP sintetizadas e
armazenadas em frasco ambar apos 24 h, sob refrigeracao.

Para acompanhar a cinética de nucleacdo das nanoparticulas de
prata, foi utilizada a rota de sintese em que a solugdo aquosa de nitrato
de prata (ImM) foi titulada com solucdo aquosa de borohidreto de sddio
(3 mM). O sistema foi agitado a 1100 rpm, a vazio em massa de
19,4.10” kg.s”, a temperatura de 35 °C. A nucleagio das AgNP foi
monitorada por espectrofotdmetro UV-Vis, a partir de aliquotas de
solucdo coloidal de AgNP retiradas periodicamente do sistema de
titulagdo.

3.2.4 Avaliagio da estabilidade das nanoparticulas de prata*

Os estabilizantes, citrato de sodio, dodecil sulfato de s6dio(SDS)
e poli(vinil alcool)(PVA) foram misturados separadamente ao
borohidreto de s6dio durante 5 minutos sob agitagdo a 250 rpm. Apoés
este periodo foi realizada a sintese das AgNP conforme estabelecido no
item 3.2.2.

O estudo do efeito do estabilizante na sintese das AgNP foi
realizado a partir de um planejamento experimental para cada
estabilizante separadamente, avaliado através da superficie de resposta.
Os parametros testados no referido planejamento experimental foram:
relacio molar entre NaBH4AgNO; (x;) e concentracdo dos
estabilizantes citrato de sodio, SDS ¢ PVA (MM: 78.000, 99,7%
hidrolisado)(adaptado de PATAKFALVI; VIRANYI; DEKANY, 2004).
As variaveis independentes e seus niveis foram codificados como -1,41,
-1,0, 1 e 1,41. Um total de 10 experimentos foram realizados, incluindo
2> = 4 pontos do cubo, 2 pontos centrais e 4 pontos axiais. Para os

4 1) Resumo intitulado "Study of synthesis of silver nanoparticles using protecting agents —
poly(vinyl alcohol)(PVA): effects of the molar relation precursor/reducing and PVA
concentrations", In: XII Encontro da SBPMat, 2013. 2) Resumo intitulado “Estudo de
nucleagio e crescimento de nanoparticulas de prata estabilizadas com poli(alcool vinilico)”. In:
12° Congresso Brasileiro de Polimeros, 2013. 3) Artigo publicado em Anais de Congresso
"Efeito da relagao molar redutor/precursor na sintese de nanoparticulas de prata usando citrato
de sédio e dodecil sulfato de sodio", In: XX Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica,
2014. doi: 10.5151/chemeng-cobeq2014-1903-16967-146192
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calculos dos pontos axiais das variaveis, X; foram codificadas como x;
de acordo com a equagdo (4). Os coeficientes foram calculados por
analise de regressdo e sua significancia foi verificada usando analise de
variadncia (ANOVA) com o software Statistics 7.0.

3.2.4.1 Estabilidade sob refrigeragao

As nanoparticulas de prata em solugdo coloidal com e sem
estabilizantes foram armazenadas sob refrigeracdo em frasco ambar
durante 45 dias para a avaliacdo da estabilidade. A estabilidade foi
acompanhada em diferentes periodos (0, 7, 15 e 45 dias) por
espectroscopia UV-Visivel.

3.2.4.2 Estabilidade em diferentes pHs

A estabilidade das nanoparticulas de prata frente a pHs entre 2 e
12 foi estudada. Os ajustes de pH foram realizados utilizando solugdo de
acido nitrico 0,1 M e hidroxido de so6dio 0,1 M, em duas fases:
1) Antes da sintese das AgNP: a partir da solug@o de nitrato de prata;
2) Depois da sintese das AgNP: a partir da suspensdo estoque de
AgNP.

As solugdes tanto de nitrato de prata quanto de nanoparticulas de
prata apos ajuste de pH foram agitadas a 100 rpm por 10 min em
temperatura ambiente. A estabilidade das AgNPs foi acompanhada por
espectroscopia UV-Visivel e andlise de potencial Zeta.

3.3 HIDROFOBIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A hidrofobizagdo das AgNP se deu através da transferéncia de
fase das mesmas, da solugdo aquosa para o mondmero estireno, e foi
alcangada, usando 4acido oléico e acido fosforico como agentes de
transferéncia, seguindo o procedimento de acordo com Seo et al. (2008)
com adapta¢des. Tanto o volume de acido oléico (mL) (x;) quanto de
acido fosforico (mL)(x,), utilizados na indugdo da transferéncia de fase
das AgNP (hidrofobizagdo), foram estabelecidos a partir de um
planejamento  experimental central composto. As  variaveis
independentes e seus niveis foram codificados como -1,41, -1, 0, 1 e
1,41. Um total de 10 experimentos foram realizados, incluindo 2° = 4
pontos do cubo, 2 ponto central e 4 pontos axiais. Para os calculos dos
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pontos axiais das varidveis X; foram codificadas como x; de acordo com
a equagao (4).

Um volume de 20 mL de solugdo coloidal de AgNP juntamente
com o volume de 4acido oléico, determinado no planejamento
experimental, foi mantido sob agitacdo a 80°C por 1h. Transcorrido este
periodo, um volume de solugdo de acido fosforico (H;PO,) 0,1 M,
também determinado através do planejamento experimental, foi
adicionado a mistura em agitacdo 200 rpm durante 5 minutos. Em
seguida, o estireno foi adicionado a igual volume de solugdo aquosa de
nanoparticulas de prata, obtendo-se uma mistura bifasica. O sistema foi
agitado vigorosamente com dispersor mecanico (Ultraturrax T25, IKA)
a 5500 rpm completa transferéncia das AgNP para o mondmero, esta foi
comprovada pela passagem da colora¢do amarela da fase aquosa para a
fase organica, conforme resultados também observados por Seo et al.
(2008). Apos esta etapa o sistema composto por mondmero ¢ AgNPs
hidrofobicas seguiu para a polimerizagao (Figura 9).

Figura 9 — Procedimento experimental do processo de hidrofobizacdo das
AgNPs.
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3.4 UNIDADE EXPERIMENTAL: AUMENTO DE ESCALA DA SINTESE
DAS AgNPs

O aumento de escala da sintese das nanoparticulas de prata tomou
como referéncia o procedimento de sintese e a faixa de tamanho de
particula das AgNP obtidos no delineamento experimental apresentado
no item 3.2.2. E, portanto, o aumento de escala se deu em termos de
volume total obtido e consistiu em uma escala de 1:10.

Utilizou-se um reator do tipo batelada, encamisado e de vidro
borosilicato, sem chivanas, com capacidade volumétrica de 1 litro (GG
Equipamentos ¢ Vidraria de Laboratérios Ltda ). A tampa do reator
possui orificios para as conexdes necessdrias da bureta, haste do
agitador, termopar tipo J (Ecil) e permite acesso ao meio reacional para
carregar reagents e retirar amostras. A agitagdo ¢ realizada por um
impelidor do tipo hélice tripla com didmetro total de 60 mm (Fisatom
Equipamentos Cientificos Ltda) acoplado a um tacometro digital
(modelo TD2004-C, TacoTrom) com sensor optico, e controlada por um
inversor de frequéncia (uline-WEG), conectado a alimentacdo de um
motor trifasico de 0,25 cv (Eberle), com faixa de agitacdo até 4000 rpm
e precis@o de = 5 rpm. A haste possui uma inclina¢do de 20° em relagéo
a posicdo vertical. A distancia entre o impelidor ¢ o fundo do reator
assim como a distancia entre a sua lateral ¢ de 20 mm.

O controle de temperatura ¢ realizado por meio do banho
termocriostatico (modelo MQBTCA-100, Microquimica Equipamentos
Ltda), possuindo um sistema de controle proporcional-integral-
derivativo (PID). A agua do banho circula em sistema fechado através
de mangueiras conectadas a entrada e saida da camisa do reator. Na
Figura 10 ¢ apresentada a Unidade Experimental utilizada.

Inicialmente a solu¢do do agente redutor borohidreto de sédio (3
mM) foi adicionado ao reator. Em seguida, a temperatura foi ajustada e
mantida durante toda a reagdo em 35 °C, conforme ensaios
determinantes (item 3.2.3). O nitrato de prata (1mM) foi adicionado
durante o processo reacional, que teve duragdo de 30 minutos.
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Fonte: Laboratorio de Controle de Processos e Polimerizagdo — LCP UFSC

3.5 UNIDADE EXPERIMENTAL: POLIMERIZACAO EM MASSA

Inicialmente as nanoparticulas obtidas em ampliacdo de escala
foram transferidas para o mondmero estireno para a polimerizacdo em
massa com o intuito de obter informagdes teodricas para a obtengdo do
nanocomposito frente a polimerizagdo em suspensao.

As condi¢les operacionais referente a polimerizagdo em massa
estdo apresentadas na Tabela 3. As nanoparticulas foram transferidas
para o mondmero na propor¢do de 1:2 (v/v). Em seguida, adicionou-se a
fase orgénica o iniciador BPO e a mistura reacional foi agitada por 15
minutos a temperatura ambiente para completa dissolu¢do do iniciador.
A massa reacional foi transferida para tubos de vidro, onde cada tubo
continha 5 mL da fase organica. Apds a inertizacdo do meio com
nitrogénio, os tubos foram fechados e imersos em um banho
termostatico (modelo MQBTCA-100, Microquimica Equipamentos
Ltda) com temperatura controlada (90+1°C). A reagdo teve duracdo de 6
horas até a obten¢do dos polimeros PS e PS/Ag. Ao término da reagdo
os tubos foram removidos do banho termostatico ¢ submetido a baixa
temperatura (~ 1°C, em congelador doméstico) para terminar a reagéo.
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3.5.1 Polimerizacao térmica do estireno em presenca de acido oléico
e AgNP

A polimerizagdo térmica do estireno foi determinada a partir das
caracteristicas reologicas da amostras em presenca de acido oléico e
nanoparticulas de prata, com o intuit de verificar a influéncia da adigéo
do 4cido oléico na polimerizagdo térmica do estireno. Os meios
reacionais analisados foram compostos por estireno puro, estireno +
acido oleico, estireno + acido oleico + AgNP.

A reacdo foi conduzida em temperatura de 90 °C por 6 h e a
retirada dos tubos com o meio reacional da unidade experimental
ocorreu a cada 15 minutos. Utilizou-se um viscosimetro rotacional com
cilindros concéntricos geometria DC 60 (modelo VT 550 Thermo
Haake, Thermo Fisher Scientific). As medidas foram realizadas a
25+0,5 °C ajustadas por banho termostatico (DC 30, Thermo Fisher
Scientific) acoplado ao viscosimetro. Os dados de taxa de cisalhamento,
tensdo de cisalhamento foram fornecidos diretamento pelo equipamento
e foram obtidos a cada 15 minutos de reacdo, com uma taxa de
cisalhamento de 0 a 600 s™ (curva ascendente) e de 700 a 0 s™ (curva
descendente), com o tempo de 10 minutos para cada curva. As curvas
ascendentes de tensdo de cisalhamento (Pa) por taxa de cisalhamento (s
") foram ajustadas e a viscosidade foi calculada utilizando o modelo de
Newton a partir da equagao (5).

T=HY (5)
onde t ¢ o valor da tensdo de cisalhamento (Pa), u é o valor de
viscosidade absoluta (Pa.s) e y € o valor da taxa de deformacgao (s'l).

3.5.2 Filmes de PS e PS/Ag

O PS e PS/Ag obtidos foram solubilizados em tolueno na
concentragdo de 80% sob agitacdo de 200 rpm (Shaker, DIST) por 7
dias em temperatura ambiente. Apos este periodo obteve-se uma solugio
polimérica viscosa a qual foi utilizada para a preparacao de filmes de PS
e PS/Ag. A solucdo polimérica foi vertida em placas de vidro (25 x 17 x
0,3 cm), as quais foram armazenadas em recipiente hermético (21 x 32 x
11 cm) nivelado e inertizado com N, durante 10 dias. A secagem dos
filmes de PS e PS/Ag foi completa em estufa a vacuo a 60 °C por 36 h.
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Tabela 3 — Formulag@o usada na reacdo de polimerizacdo em massa.

Parimetros Valores
Estireno (g) 113,63
Iniciador (Peréxido de Benzoila)(BPO)? (g) 0,42
Nanoparticulas de pratat (v/v) 1:2

tRelativo a massa de estireno.

3.6 UNIDADE EXPERIMENTAL: POLIMERIZACAO EM
SUSPENSAO E IMPREGNACAO

Para os experimentos de polimerizagdo em suspensdo para a
producdo do poliestireno (PS) e poliestireno expansivel (EPS) foi
utilizado um sistema de trabalho semelhante ao apresentado no item 3.4.
Este sistema consiste em um reator de aco inoxidavel (AISI 316L), sem
chicanas, encamisado (Metalquim Ltda) com capacidade volumétrica de
5 litros (Figura 11) e pressio maxima de 15 kgf/cm?, conectado a um
banho termocriostatico (modelo Unistat 405w, Huber), o qual contém
um fluido sintético (DW-Therm) que passa através da camisa realizando
0 aquecimento e resfriamento do sistema, na faixa de temperature de -90
a 200 °C.

O sistema de aquecimento e resfriamento ¢ realizado através de
um trocador de calor a placas (modelo M3-FM, Alfa Laval). O vapor
para aquecimento do sistema ¢ fornecido por uma caldeira a gas com
capacidade de 300 kg/h de vapor a 8 kgf/cm” e alimentado na linha a 4
kgf/em®.

O resfriamento de agua ¢ realizado a temperature ambiente,
através da rede hidraulica instalada.

O sistema de agitacdo da unidade conta com uma hsta em que na
parte superior localizam-se duas pas chatas, que formam um angulo de
20° em relacdo a horizontal, e na base trés pas tipo hélice.

O sistema ¢ acionado por um inversor de frequéncia (modelo
Microline, SIEMENS), com transmissao/recep¢do de dados em linha, de
1 a5V,4a20 mA ou digital, acoplado a um motor (Eberle) trifasico,
220 V, com poténcia de 1/3 cv, com velocidade de rotagdo varidvel de
200 a 500 rpm.
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Figura 11 - Unidade experimental para polimeriza¢do em suspensao e
impregnacao.

Fonte: Laboratorio de Controle de Processos e Polimerizagdo — LCP UFSC
3.7 SINTESE DO MATERIAL POLIMERICO (PS e PS/Ag)

As reagdes realizadas nesta unidade experimental consistem em
duas etapas. A primeira delas é a reacdo de polimerizag¢do do estireno ¢ a
segunda a impregnacdo das particulas com n-pentano para posterior
expansdo. As condigdes operacionais referente a polimerizagdo em
suspensdo estdo apresentadas na Tabela 4. O reator foi carregado com
agua e mondmero, no caso do sistema do PS/Ag nanocomposito,
considerou-se a transferéncia das AgNP para a fase monomérica. E,
entdo o sistema foi aquecido até 90 °C. Em seguida, o iniciador foi
adicionado e apds 15 minutos de reacdo, adicionou-se cerca de 50% do
agente de suspensdo. O restante do agente de suspensdo foi adicionado
ao longo da reagdo de polimerizagdo de acordo com a amostragem do
ponto de identificagdo de particula. O processo reacional teve duragdo
de 6h. Para a etapa de impregnacao das particulas com n-pentano, apos a
particula atingir o Ponto de Identificacdo de Particula (PIP), o reator foi
pressurizado a 1,5 kg.f.em™ e aquecido & 105 °C. O agente expansor foi
injetado durante 30 minutos e a temperatura do reator foi elevada até
120 °C, tais condi¢cdes foram mantidas por 2h. Apdés a completa
polimerizacdo o reator foi completamente resfriado a temperatura
ambiente, despressurizado e descarregado. O PS e PS/Ag obtidos foram
lavados sucessivamente com alcool etilico e dgua destilada para a
retirada de residuos da reagdo, filtrado a vacuo e seco a temperatura
ambiente por 24 h.
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Tabela 4 - Formulagdo usada na reacdo de polimerizacdo de suspensdo do
estireno.

Parimetro Valor
Temperatura (°C) 90+1
Agitagdo (rpm) 300
Tempo de reacdo (min) 360
Ease aquosa
Agua (1) 3,5
Agente de suspensdo (poli(vinil 105

pirrolidona))* (mL)
Fase organica

Estireno (1) 1
Nanoparticulas de prata 13
hidrofobizadas (v/v)t

Iniciador (Peréxido de benzoila)T (g) 4
N-Pentanot (mL) 170,9

tRelativo a massa do estireno; *relativo a massa da agua.
3.8 ADITIVACAO E EXPANSAO DO EPS E EPS/Ag

Ambos os polimeros PS e PS/Ag ap6s secos receberam aditivacao
com a mistura dos sais de triestearato de glicerila (0,2%), monoestearato
de glicerila (0,2%) e estearato de zinco (0,2%). Os polimeros foram
entdo armazenados a 5+1 °C durante 7 dias. Apds, as particulas
poliméricas de PS e PS/Ag, previamente separadas por peneiramento,
foram expandidas em estufa a 100 °C por 30 minutos.

3.9 CARACTERIZACOES

Serd apresentadas neste item as técnicas empregadas para a
caracterizagdo das nanoparticulas de prata hidrofilicas, hidrofobicas,
bem como dos polimeros (PS e EPS) puros e impregnados com AgNPs.

3.9.1 Espectroscopia UV-Vis

Esta técnica permitiu a caracterizagdo das amostras das AgNPs
hidrofilicas e hidrofobicas frente as suas propriedades Opticas, a partir
dos espectros pode-se retirar parametros importantes, tais como o pico
de absor¢do plasmonica de superficie (SPR) das nanoparticulas, o valor
maximo de absor¢do optica (Apax), 0 comprimento de onda no maximo
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de absor¢@o (An.x) € a largura & meia-altura (FWHH), esta ultima esta
relacionada a dispersdo de tamanho das nanoparticulas.

Os espectros de absor¢do UV-Vis das nanoparticulas de prata
hidrofilicas e hidrofobicas foram obtidos utilizando espectrofotometro
(Hitachi U-1900), em cubetas de quartzo (caminho 6ptico: 10 mm), em
modo de varredura de comprimentos de onda de 300 a 600 nm, com
velocidade de 400 nm/min, utilizando software HITACHI
Spectrophotometer UV Solutions.

3.9.2 Espalhamento Dinadmico de Luz (DLS)

Esta técnica de caracterizagdo permitiu avaliar a distribui¢do de
tamanho de particula e polidispersidade das AgNPs. As medidas de tais
parametros foram realizadas utilizando Nano Sizer modelo Nano-S-ZEN
1600 (Malvern Instruments Série MAL S01216), para as nanoparticulas
hidrofilicas, no estudo da rota de sintese, nucleacao e estabilidade, com
medidas a partir de 20 corridas por amostra, com intervalos de 1
segundo entre as medidas, temperatura de 25 °C, em cubeta de vidro,
utilizando o Dispersion Technology Software v4.2. Os valores de
distribui¢do de tamanho de particula das amostras foram apresentados
em Z-médio (nm), acompanhado do valor da polidispersidade do meio e
curvas de distribuicdo de frequéncia.

3.9.3 Potencial Zeta

As medidas de potencial Zeta foram realizadas nas amostras das
nanoparticulas de prata hidrofilicas, no estudo da aplicagdo dos
estabilizantes e em diferentes pHs, justamente para avaliar a estabilidade
das amostras a um campo elétrico. Para leitura utilizou-se o ZetaSizer
(modelo ZEN 3600, Malvern Instruments Série MAL 1030322), com
medidas a partir de 15 corridas por amostra, com intervalos de 1
segundo entre as medidas, temperatura de 25 °C, em cela capilar
(modelo DTS 1060), utilizando o Zetasizer Series Software v6.20.

3.9.4 pH

As medidas e ajustes de pH do nitrato de prata, antes da sintese
das AgNPs, e das AgNPs depois de sintetizadas para o estudo da
estabilidade em diferentes pHs foram feitos utilizando um pHmetro
modelo MPA-210 (ADAMO, Sao Paulo, Brasil).
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3.9.5 Microscopia Eletronica de transmissao (TEM)

A microscopia eletronica de transmissdao (TEM) foi realizada
para a caracterizacdo das amostras de nanoparticulas de prata
hidrofilicas sintetizadas tanto na escala piloto quanto aquelas
sintetizadas com o aumento de escala. Além disso, a estrutura das
células bacterianas de E.coli, S. thphimurium e S.aureus submetidas ao
tratamento com as AgNP (uma concentragdo acima da bacteriostatica)
também foram caracterizadas por esta técnica.

A tensdo utilizada foi de 100 kV, sendo que as amostras de
AgNPs foram gotejadas em grades de cobre recobertas por filme de
carbono de 300 mesh, com o auxilio de uma micropipeta de alta
precisdo. Este mistura foi seca a vacuo a temperatura ambiente e,
quando prontas levadas ao microscopio (TEM JEOL JEM 1011).

Uma aliquota de 10uL das bactérias suspensas em caldo
Mueller-Hinton (MH)(10® UFC/mL) foram submetidas & crescimento
em caldo MH sem e com solu¢cdo de AgNPs (uma concentragdo acima
da concentragdo bacteriostatica)(E. coli e S. TYPHIMURIUM: 60 g.L™;
S.aureus: 40 g.L"). A mistura de solucio e bactéria foi incubada a 37+1
°C por 48 h, centrifugadas a 13 400 rpm for 2 minutos para obter as
células em pellets. As células em pellets foram fixadas com fixador de
Karnovsky modificado que consiste de 2% (v/v) de glutaraldeido e 2%
(v/v) de paraformaldeido em tampao cacodilato de sédio a 0,05 M (pH
6,5 a 4 °C por 2 h. Em seguida, foram lavadas trés vezes com o mesmo
tampao por um periodo de 10 min cada lavagem. As amostras foram
fixadas com tetroxido de 6smio a 1% (v/v) no mesmo tampao a 4 °C por
2h e lavadas duas vezes com agua destilada. Apos a pos-fixagdo, as
amostras desidratadas de etanol em série graduada (uma vez em 30, 50,
70, 80 e 95% e trés vezes em 100% por 10 min cada série). Apos
desidratagdo, as amostras foram tratadas com banhos de etanol e resina
de Spurr em série graduada (3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 por 24 h cada) e, em
seguida com dois banhos de resina pura por 24 h cada. As amostras
foram entdo colocadas nos moldes para entdo serem polimerizadas em
estufa a 70 °C por 24 h. Cortes semifinos (aprox. 700 nm de espessura)
e, em seguida, ultrafinos (aprox.70 nm de espessura) foram feitos a
partir do material emblocado com uma lamina de diamante, utilizando
um ultramicrétomo (UC6, Leica). As se¢des ultrafinas dos filmes foram
depositadas em grades de cobre de 300 mesh e, finalmente, contrastadas,
com solug¢do acetato de uranila a 5% (m/v) por 10 min, em seguida com
citrato de chumbo a 5% (m/v) por 5 min e lavadas em banhos de agua
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destilada por 24 vezes de 10 s cada e em fluxo de dgua corrente por 30 s
e, foram levadas ao microscopio (TEM JEOL JEM 1011).

3.9.6 Microscopia Eletronica de varredura (MEV)

Para avaliar a morfologia dos materiais obtidos, a microscopia
eletronica de varredura (MEV-FEG) (JEOL JSM-6701F) foi realizada
tanto para as amostras de nanoparticulas de prata hidrofilicas e quanto
para os polimeros puros (PS ¢ EPS) e com AgNPs (PS/Ag e EPS/Ag),
especialmente para esses ultimos foi realizada a analise de EDX, para a
identificagdo elementar. A voltagem do aparelho utilizada foi de 15 kV
para as amostras liquidas e de 1 kV para a analise de EDX.

As amostras liquidas de AgNPs foram gotejadas, com o auxilio
de uma micropipeta de alta precisdo, em placas de silicio as quais foram
acomodadas em Stube e secas a vacuo a temperatura ambiente.

As analises em MEV das AgNPs e polimeros puros (PS e EPS)
e com AgNPs (PS/Ag e EPS/Ag), foram realizadas no Laboratdrio
Central de Microscopia Eletronica — LCME da UFSC, e as anélises de
EDX foram realizadas no Instituto de Quimica da UERJ.

Quando prontas as amostras foram recobertas com uma camada
de 5 nm de ouro para em seguida analisadas. Os equipamentos utilizados
pertencem ao Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME),
da Pro-Reitoria de Pesquisa e Extensdo da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC).

3.9.7 Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR)

Para identificacdo dos principais grupamentos funcionais
presentes nos materiais obtido foram realizadas analises de
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR).

Os espectros de FT-IR das AgNPs foram obtidos em
espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (modelo
IRPrestige, Shimadzu) na faixa de 600-4000 cm™. As medidas foram
realizadas utilizando a célula para liquidos do equipamento.

Os polimeros sem e com AgNPs foram caracterizados em forma de
filmes e para isso o espectrOmetro com acessorio de reflectincia total
atenuada (ATR)(modelo One, Perkin Elmer), tal caracterizagio foi realizada
no Instituto de Quimica da UERJ.
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3.9.8 Cinética da polimerizacio (método gravimétrico)

Para determinar a influéncia da adigdo das nanoparticulas de prata
na conversdo da polimerizagdo do estireno utilizou-se o método
gravimétrico para avaliar a cinética da reagdo. O meio reacional foi
preparado conforme condigdes apresentadas na Tabela 5 e o experimento
cinético foi conduzido na unidade experimental de polimerizagdo em massa.
A retirada dos tubos com o meio reacional, da unidade experimental ocorreu
a cada 15 minutos até que o ultimo tubo fosse retirado com 10 h de reagao.

Tabela 5 — Formulago usada na cinética da reag@o de polimerizagao.

Parimetros Valores

Estireno (g) 186,34
Iniciador (Perdxido de Benzoila)(BPO)T (g) 0,69
1:2
Nanoparticulas de pratat (v/v) 1:18
1:25

tRelativo a massa de estireno.

Para a realizag@o das andlises para a verificacdo do percentual de
conversdo polimérica dissolveu-se, utilizando placas de Petri de vidro
(didmetro interno 9,5 cm), aproximadamente, 1 g da massa do tubo de
vidro em 10 mL de tolueno e 0,01 g de inibidor p-benzoquinona. As
placas com as amostras foram mantidas em repouso por 24 h para
completar o processo de dissolugdo do material polimérico em tolueno.
Apoés as amostras estarem dissolvidas, estas foram levadas a secagem
em estufa onde permaneceram a 60 °C durante 48 h. As amostras foram,
entdo resfriadas a temperatura ambiente em dessecador e pesadas. O
procedimento de secagem e resfriamento foi repetido até peso das placas
permanecesse constante. O resultado da conversdo final de monémero se
da por diferenga entre os valores de massa iniciais e finais desta analise.
Por diferenca de massa foi determinada a curva de conversdo ,yversus® o
tempo para a amostra com AgNP, comparado com a andlise obtida a
partir do polimero puro.

3.9.9 Andlise granulométrica: Tamanho de particula PS/AgNP

Para determinar a distribuicdo de tamanho (DTP) das particulas
do material polimérico produzido sem e com AgNPs utilizou-se a
analise granulométrica. As particulas de PS e PS/Ag foram submetidas a
técnica de peneiramento utilizando um conjunto de peneiras da série
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Tyler (Bertel) com sete pecas, correspondentes a abertura da peneira
(2360, 1180, 1000, 710, 600, 425 e 300) e fundo < 300 um. As peneiras
foram selecionadas para avaliar se a maior fracdo do produto se encontra
dentro do didmetro de aplicabilidade industrial (710 a 1180 pum). Tal
conjunto (peneiras acomodadas em ordem crescente e material
polimérico em pérolas) foi agitado em dispositivo vibratério vertical por
30 minutos. Apos a separacao das fragdes de cada peneira, o material
polimérico foi pesado. Além da obtengdo da curva de distribuigdo do
DTP, foi determinado, também o valor do didmetro médio de Sauter
(ds,) a partir da equacdo (6).

dy, = =~ (6)

onde d;; ¢ media superficial dos didmetros, Ag; ¢ a fracdo massica da

amostra retidada da peneira I, D, é a média dos didmetros entre e
peneira de retidos e a imediatamente superior da série.

3.9.10 Avaliacdo da massa molecular por viscosimetria

A técnica de viscosimetria foi utilizada para avaliar o peso
molecular das solugdes poliméricas diluidas a partir dos materiais
obtidos (PS e PS/Ag). Experimentalmente, a determinacdo dos
parametros viscosimétricos foi realizada utilizando-se um viscosimetro
capilar Ubbelohde com capilar de diametro 0,58 mm, imerso em banho
termostatico a 30+0,5 °C como esquematizado na Figura 12. A equagdo
(7) foi utilizada para relacionar a viscosidade intrinseca com a massa
molecular médio ponderal do polimero.

[7]=K.(PM,,)* %

onde m ¢ a viscosidade intrinseca (mL.g™") ¢ PM,, é a massa molecular
media ponderal (g.mol™).

Os polimeros PS e PS/Ag foram diluidos em tolueno a partir de
uma soluc¢do-mae, totalizando seis solugdes que tiveram o tempo de
escoamento cronometrado (Regido A — B da Figura 12). Para as
condi¢des das analyses realizadas os valores K = 0,0092 ¢ a = 0,72
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foram utilizados. O tempo de escoamento, tanto do solvente quanto da
solucdo, foi considerado como sendo a media dos tempos de trés
medidas consecutivas.

Figura 12 — Experimento de viscosimetria e desenho esquematico do
viscosimetro de Ubbelohde.

%, !

\_

Fonte: Laboratorio de Controle de Processos — LCP UFSC.

3.9.11 Termogravimetria (TGA) e Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC)

Foram realizadas andlise de termogravimetria dos polimeros com
e sem AgNp para o estudo da influéncia que as nanoparticulas de prata
tem sob a estabilidade térmica do poliestireno.

Os filmes de PS e PS/Ag obtidos através da polimerizacdo em
massa foram analisados usando um analisador termogravimétrico (Dp
Union, modelo SDT Q 600) do Instituto de Quimica da UERJ.

Os polimeros com e sem AgNP obtidos pela polimerizagdo em
suspensdo foram analisados usando os equipamentos TGA — 50 e DSC —
50 (Shimadzu) da Central de Analises do Departamento de Quimica da
UFSC.

As amostras (25 mg) foram analisadas com velocidade de
aquecimento de 10°C/min até 600°C sob atmosfera inerte (N,).

3.9.12 Analise de mondmero de estireno residual
A determinagdo de mondmero residual se faz necessaria para o

cumprimento da legislagdo, de acordo com diretrizes do Ministério da
Saude da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria através da
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Resulogdo n® 105 que regulamenta as disposicdes gerais sobre
embalagens e equipamentos plasticos em contato com alimentos.

Na determinagcdo da quantidade de mondmero residual foi
utilizado um cromatédgrafo a gas (modelo GC-2010AF) acoplado a um
headspace (modelo AOC-5000) (Shimadzu), equipado com um detector
por ionizacdo de chama a temperatura de 200 °C e um sistema de inje¢do
automatico. A programagao linear da coluna do cromatografo gasoso foi
de iniciar a 50 °C por 5 minutos, seguido por uma rampa de
aquecimento até 100 °C por meio de uma taxa de 10 °C.min”". As
condi¢des de operagdo do headspace foram de 7 minutos de incubacdo
da amostra no forno com uma agitacdo baixa de 250 rpm a uma
temperatura igual a 90 °C no forno e 110 °C na seringa. O solvente
utilizado para as dilui¢des foi o cloroférmio.

O célculo das concentragdes de estireno foi realizado a partir de
uma curva de calibracdo relacionando as areas dos picos relativas ao
estireno com concentragdes conhecidas do mesmo.

3.9.13 Espectroscopia de Absor¢do Atdomica (AAS)

Para medir a quantidade de prata das suspensdes foi utilizado um
espectrofotdometro de absor¢do atdmica de chama (modelo AA-6300,
Shimadzu) do Laboratorio de Transferéncia de Massa — LABMASSA da
UFSC. Para separar as AgNPs, as suspensdes aquosas foram
centrifugadas  (Eppendorf, Minispin). A separagdo foi feita
centrifugando 2 mL de AgNPs aquosas a 12000 rpm por 15 minutos.
Para a calibracgdo, solugdes padrdes foram preparadas na concentragéo
de 4 mg.L"'. A solucdo estoque foi diluida em séric para obter as
concentragdes de 3, 2, 1 ¢ 0,5 mg.L'l de Ag (Binaeian, Rashidi, Attar
2012).

Para medir o conteudo de prata no poliestireno, 0 nanocomposito
foi digerido com &cido sulfurico overnight e as medidas foram
realizadas utilizando um espectrofotdmetro de absor¢do atdmica com
forno de grafite (Hitachi, Z-8230) da Central de Analise do Departamento
de Quimica da UFSC.

3.9.14 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Foram empregadas trés técnicas microbioldgicas (teste de
difusdo, diluigdo em caldo e teste de contato) para a avaliagdo
antimicrobiana das AgNPs considerando as espécies de referéncia:
Staphylococcus aureus (ATCC 02923 e 25923), Escherichia coli



77

(ATCC 25922) e Salmonella TYPHIMURIUM (ATCC 14028). A
determinacdo da atividade antimicrobiana seguiu os padrdes
microbiolégicos para pescados da legislagdo, de acordo com diretrizes
do Ministério da Satde da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
através da Resolugdo n° 12 que regulamenta os padrdes microbioldgicos
para alimentos e Regulamento da Unido Européia n° 1441/2007.

Os indculos Dbacterianos foram preparados a partir do
plaqueamento das cepas para agar Mueller-Hinton para S.aureus e agar
MacConkey para E.coli e S. TYPHIMURIUM incubados durante 24 h a
36+1 °C. Uma al¢ada da cepa foi coletada do plaqueamento e
solubilizada em caldo Mueller Hinton que foi incubado novamente por
24 ha36+l °C.

3.9.14.1 Teste de difusdo

Para este teste utilizou-se, especificamente, as cepas bacterianas
E.coli (ATCC 25922) e S.aureus (ATCC 02923). Os indculos foram
semeados em toda a superficie de placas de Petri contendo meio agar
Mueller-Hinton utilizando swab estéril. A concentragdo das suspensdes
aplicada foi correspondente a 10° UFC/mL.

Para avaliar a atividade antimicrobiana das AgNP sintetizadas em
aumento de escala, foi utilizado o teste de difusdo. As AgNPs obtidas no
item 3.4 foram preparadas a partir de diferentes concentragdes de
AgNO; (1, 1,5, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mM).

O método consistiu em inocular 50 pL. das amostras de AgNPs
em orificios de 8 mm de diametro, previamente feitos no agar. Os
sistemas foram mantidos sob refrigeragdo de 5+1 °C por 14 h para a
difusdo das AgNPs e, em seguida, incubados por 24 horas a 36£1 °C em
estufa bacterioldgica ¢ sob condi¢des aerobicas. Apds o periodo de
incubagdo, as placas foram observadas quanto a formagdo de halos de
inibigcdo. A leitura dos resultados foi realizada medindo-se o diametro
dos halos, em mm, formados ao redor dos orificios contendo as AgNP.
Em cada placa de Petri foram perfurados 3 orificios para obter as
medidas em triplicata.

3.9.14.2 Concentragdo minima inibitéria (CMI) e bactericida (CMB)

Para esta a determinagdo da CMI e da CMB das AgNPs. utilizou-
se, as cepas bacterianas E.coli (ATCC 25922), S.aureus (ATCC 02923
€25923) ¢ S. TYPHIMURIUM (ATCC 14028).
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A técnica de diluicdo em caldo foi utilizada para determinar a
CMI. Nesta técnica foi utilizado o meio Mueller-Hinton (MH), onde
foram adicionados em cada tubo 5 mL do MH, 10 pL de cada suspensdo
bacteriana ajustada correspondente a 10° UFC/mL e as solugdes de
AgNPs em concentragdes variaveis (2, 3,5, 7,9, 10, 12, 14, 16, 18 ¢ 20
pg.mL™). Como controle negativo foi utilizado o tubo contendo apenas
o caldo MH, e como controle positivo, o caldo MH inoculado com 10
pL da suspensdo bacteriana, sem AgNPs. O resultado da CMI foi
determinado como a menor concentragdo de AgNP que impediu o
crescimento da bactéria (meio de cultura sem turvacdo), e
consequentemente estd foi considerada a concentracdo bacteriostatica
das AgNPs. A concentragdo bactericida (CMB) da prata foi, portanto,
determinada através do plaqueamento do tubo sem turvagdo do ensaio
de CMI, por meio de alga bacteriologica, em dgar MH para S.aureus e
agar MacConkey para E.coli ¢ S. TYPHIMURIUM. As placas foram
incubadas a 36+1 °C por 24 h, sendo considerada a concentragdo
bactericida a da placa que ndo apresentou crescimento bacteriano.

3.9.14.3 Teste de contato aplicado ao EPS ¢ EPS/Ag

O teste de contato foi aplicado nos polimeros expandidos sem e
com a prata para a verificagdo da capacidade antimicrobiana das AgNPs
incorporadas frente as cepas E.coli, S. aureus e S. TYPHIMURIUM. Este
teste de contato simula o contato direto do microrganismo,
possivelmente presente no pescado que entrard em contato com o EPS
desenvolvido neste estudo.

As bactérias previamente cultivadas em meio MH a 36+1 °C por
24 h foram centrifugadas e lavadas trés vezes com tampao fosfato-salino
(PBS; 0,01 M, pH 7,2) para remover os residuos de meio de cultura. As
amostras foram diluidas para obter uma suspensdo contendo
aproximadamente 10° UFC/mL para a padronizagio das suspensdes
bacterianas. Para a leitura da densidade de opacidade da suspensdao um
espectofotometro foi usado com um comprimento de onda de 580 nm.
As suspensdes padronizadas foram diluidas mais duas vezes para
conterem cerca de 10° UFC/mL e, essas, foram utilizadas como
suspensodes de trabalho. Cerca de 50 pL de suspensdo de trabalho foi
colocada em contato com o material polimérico EPS e EPS/Ag dentro
de uma camara timida (32 cm x 36 cm X 9 ¢cm) hermeticamente fechada
a temperature ambiente (~25 °C) em intervalos de tempo variados: 1 h
(t1), 4 h (t4), 13 h (t13), 25 h (t25) € 28 h (tpg). Em seguida, as cepas foram
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diluidas em série (10", 10> ¢ 10> UFC/mL) e plaqueadas em agar MH e
MacConkey para a contagem de colonias.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos
no desenvolvimento do presente trabalho. Para melhor exposi¢do e
discussao dos resultados, o capitulo estd dividido em quatro partes. A
primeira parte se refere aos resultados obtidos referente a sintese por
reducdo quimica das AgNPs. Na segunda parte, sera discutido o
aumento de escala de sintese das AgNP. Na terceira parte, o processo de
hidrofobizacdo das AgNP diretamente para a fase monomérica (estireno)
sera apresentado e, por fim, na quarta parte, serdo apresentados os
resultados referentes a obtengdo do poliestireno e poliestireno
expansivel puro e com prata serd abordada. Cada etapa é acompanhada
das respectivas caracterizagdes de acordo com o material obtido.

4.1 ROTAS DE SINTESES DE AgNP

A escolha da rota de sintese em funcdo dos fatores e niveis das
varidveis utilizados no planejamento experimental que permitiram
avaliar os efeitos e interagdes, se deu através de um modelo empirico
polinomial de segunda ordem (equagdo 8), no qual o tamanho de
particula (nm) das AgNP foi selecionado como resposta (Y).

y =725 "‘Z L]ﬂixi +Z :(:IIBiiXiz +Z ::11 §>i ﬂiixixj+ € (8)

onde y ¢ a resposta predita, 5, a constante do modelo, f; os coeficientes
dos efeitos lineares, fB;; os coeficientes dos efeitos quadraticos, f;; os
coeficientes de interagdo entre os fatores, X;; € X; as variaveis
independentes codificadas, € o erro, k o numero de variaveis
consideradas, e i e j os fatores codificados do sistema.

4.1.1 Rota de sintese de AgNP com citrato de sédio

Os valores preditos para o tamanho de particula (nm) se
aproximaram dos valores experimentais demonstrando que o modelo ¢é
aplicavel. O coeficiente de regressdo significativo foi positivo (R =
0,8978), indicando uma superficie resposta com um ponto minimo no
planejamento experimental. A andlise de variancia (ANOVA) foi usada
para determinar a relagdo entre a resposta e as varidveis significativas, a
fim de obter as condi¢des 6timas (tamanho nanométrico) para o tamanho
de particula das nanoparticulas de prata (Tabela A - Apéndice A). Estes
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resultados apresentaram que o modelo quadratico foi valido para o
estudo (F=6,59 e p<0,05).

Um modelo quadratico é descrito com a relagdo matematica entre
as variaveis independentes e a resposta (equacao 9).

y =225,67+1,33% +116,38X, +20,94X,-50,16x, +200,22x; +
L31xX, +17,33%, X, —8,81X,X, +50,50X X, +90X,X; —79,27X,X, +
192,75%,X; — 72,19%,X, —14,33%,X; —95,90X,X, +11,37X; +
58,812 +80,05%; —26,95x; +225,25%;
)

Para descrever os efeitos individuais e cumulativos das variaveis
testadas e seus efeitos na resposta de tamanho de particula, foram usados
os graficos para melhor visualizagdo. Na Figura 13 sdo apresentados o
grafico da superficie de resposta (A), em um plano tridimensional e o
dos contornos (B), em um plano bidimensional, para o modelo de
regressao dos dados.

Ao avaliar os resultados de acordo com o processo de selegdo da
regido Otima das condigdes de sintese que minimizam o tamanho de
particula, convém ressaltar que muitas amostras apresentaram particulas
largas (> 100 nm), provavelmente devido ao mecanismo de agregacao

distorcendo o valor de Z-médio (SHARMA; RIA; LIN apud
VAIDYANATHAN et al., 2010).

Figura 13 - Grafico de superficie de resposta (A) e contorno (B) para o tamanho
de particula (nm) em fun¢o da concentracdo de citrato (mM) e do tempo de
aquecimento apos sintese (s).

Agitacdo: 1100 rpm
Vazdo em massa: 19,4.10° kg.s!
Temperatura: 100 °C

(wu) epnoped 3p oyurwIEL

Tempo de aquecimento apés sintese (s)

Fonte: do autor.



83

A resposta minima (tamanho de particula = 21,10+1,78 nm)
(Apéndice A) foi obtida com a velocidade de agitagdo de 1100 rpm,
vazdo em massa de 19,4.10"kg.s”, tempo de aquecimento apos a sintese
de 20 s, temperatura de sintese de 100 °C e concentrag¢do de citrato de 3
mM. Medidas complementares foram realizadas para a condigdo
otimizada e estdo apresentadas na Tabela A2 (Apéndice A).

O pH da solugdo de sintese através do método citrato, ¢é
levemente acido (Tabela A2 — Apéndice A), possivelmente um efeito da
hidrdlise do AgNO;, em baixa concentragdo ¢ grande volume, contra um
pequeno volume de citrato em concentragdo maior. Os valores de pH
encontrados na literatura para este método sdo de 6,5 a 6,8 (GARCIA,
2011). Neste estudo, contudo, os valores variaram de 6,72 até 7,93.

De acordo com os resultados obtidos, a partir do processo de
selecdo da regido 6tima dos fatores para a sintese realizada neste estudo,
pode-se observar que somente uma condi¢do experimental apresentou
condi¢gdes ideais de acordo com a literatura, fato relacionado a
ocorréncia de pico na regido em torno de 400-450 nm (Figura 14), que
indica a presenca de nanoparticulas de prata (Ag”) (HORMOZI-
NEZHAD et al., 2012; LIM; LEE, 2008). Considerando o experimento
4, em que utilizou-se a temperatura de 80 °C, observa-se um pequeno
pico (Figura 14), e conforme resultados semelhantes a Lim e Lee
(2008), possivelmente a condicdo experimental de baixa temperatura
pode fazer com que a pequena quantidade de nanoparticula formada seja
instavel. E possivel observar na Figura 14a e 14c a presenca de cristais
de nitrato de prata no sistema, que ndo foram reduzidos pelo citrato de
sodio. Tal comportamento foi observado também por Bober et al.
(2011), em que os cristais de nitrato de prata diminuem com o aumento
e formagdo de nanoparticulas de prata. Na Figura 14b, ha presenca
somente de AgNP, que corresponde ao espectro do experimento 24,
vindo de encontro com o comportamento apresentado pelos espectros
UV-Vis.

A Figura 15 apresenta as distribuigdes de tamanho de particula
das AgNP sintetizadas pelo método do citrato para as amostras que
apresentaram a confirma¢do da banda de absor¢cdo plasmoénica de
superficie (Figura 13). Portanto, pode-se notar que as distribui¢des sdo
largas e bimodais, confirmando a necessidade da utilizagdo de
estabilizantes durante a sintese, pois as condigdes de curvas de
distribuigio largas pode ser o reflexo da agregagio das nanoparticulas. E
possivel observar na microestrutura por TEM que os agregados (A)
confirmam a distribuig¢do larga de tamanho de particula para o
experimento 4. Com relacdo ao experimento 24, pode-se verificar a
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ocorréncia de nanoparticulas com tamanhos extremamente reduzidos na
TEM (B), confirmando as caracteristicas apresentadas pela distribuicdo
de tamanho de particula.

Figura 14 - Espectro de absor¢do UV-visivel e microestruturas TEM das AgNP.
Inserto: Coloracdo das solugdes de nanoparticulas sintetizadas. A) micrografia das AgNP
referente ao experimento 4; B) micrografia das AgNP referente ao experimento 24; ¢)
micrografia das AgNP referente aos demais experimentos.
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Fonte: do autor.
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Figura 15 - Distribuigdes de tamanho de particulas da solugdo coloidal de AgNP
sintetizadas por citrato de sodio
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Fonte: do autor.
4.1.2 Rota de sintese de AgNP com borohidreto de sédio

O planejamento experimental central composto, usando a
metodologia de superficie de resposta foi usado também para elucidar os
principais efeitos e as interagdes entre os fatores estudados: agitacdo,
temperatura de sintese, vazdo em massa e concentragdo de redutor na
sintese de nanoparticulas de prata com borohidreto de soédio. A andlise
de variancia (ANOVA) foi usada para determinar a relagdo entre a
resposta e as variaveis significativas, e estes resultados apresentaram
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que o modelo foi significativo (F=9,63 e p<0,05). O ajuste indicou que o
modelo quadratico (equagdo 10) foi valido para o estudo, através da
analise de regressao (R"=0,9267). Os fatores e respostas experimentais e
preditas referente aos valores de tamanho de particula (nm) obtidos

através do planejamento experimental sdo apresentados no Apéndice B
(Tabela B1).

y=46,8—1,75x, —1,42X, — 592X, — 29X, + 2,19%,X, + 4,98X%, X,
8,85X,X, + 8,56X,X; + 0,8X,X, +5,65X;X, +3,81X] —8,58X; + 0,96X; + 5,45X;

(10)

Os graficos foram usados para descrever os efeitos individuais e
cumulativos das varidveis testadas e seus efeitos na resposta. Nas
Figuras 16 a 18 sdo apresentados os graficos da superficie de resposta
(A) em um plano tridimensional e os contornos (B) em um plano
bidimensional para o modelo de regressao dos dados.

Figura 16 - Relacdo entre concentragdo de redutor (mM) e agitagdo (rpm)
referente ao ponto +1 para o tamanho de particula (nm). (A) superficie de

resposta e (B) superficie de contorno.
Vazdo em massa: 25.6.10° kg.s!

Temperatura: 25 °C

(wu) gynoned 9P oyuewel

Agitagiio (rpm)

10 15 20 25 30 35

40 45 50 ,-20

Concentra¢do de NaBH, (mM)

Fonte: do autor.
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Figura 17 - Relagdo entre temperatura (°C) e concentragdo de redutor (mM)
referente ao ponto central para tamanho de particula (nm). Superficie de
resposta (A) e superficie de contorno (B).

Agitagdo: 1100 rpm
Vazdo em massa: 19.4.10°kg.s!

>

() epnopied ap oyuewe],

Temperatura (°C)

Concentragdo de NaBH, (mM)

Fonte: do autor.

Figura 18 - Relacdo entre temperatura (°C) e concentragao de redutor (mM)
referente ao ponto +1 para tamanho de particula (nm). Superficie de resposta

(A) e superficie de contorno (B).
Agitacdo: 1400 rpm
Vazéo em massa: 25,6.10° kg.s!

(wu) enoped op oyuewe],

Temperatura (°C)

05 10 15 20
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Fonte: do autor.

A resposta minima para

o planejamento experimental
desenvolvido nesta etapa para a sintese de AgNP, usando borohidreto de
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sodio como redutor, foi obtida considerando trés faixas de tamanhos de
particulas em diferentes condi¢des, conforme apresentado na Tabela 6, e
as respectivas regides que minimizam a resposta do modelo empirico
deste planejamento experimental.

Tabela 6 - Caracteristicas de tamanho de particula com as respectivas
condi¢des otimizadas na sintese de AgNP com NaBH,.

Faixa de Fatores experimentais
tamanho Asitacio Vazao Temperatur  Concentragio
de g ngi) (.10'5) a para de borohidreto
particula P (kg.s™) sintese (°C) (mM)
<35nm 1100 19.4 - 3
35-60nm 1400 25,6 > 4
60-90nm 500 31,7 25 :

As determinagdes complementares das nanoparticulas de prata
sdo apresentadas na Tabela B2 (Apéndice B). O pH da solugdo de
sintese através do método de reducdo quimica pelo borohidreto ¢
alcalino, efeito dos produtos da hidrélise do BH4', (BH,(OH),", BOy)
(VAN HYNING; ZUKOSKI, 1998), e se apresentou na faixa de 8,96 a
9,64. A analise de espectroscopia na regido do UV-Visivel foi realizada
e, a partir dos valores de densidade Optica, obtém-se importantes
parametros, tais como, valor maximo de absorcdo Optica (Apx),
comprimento de onda no maximo de absor¢do (Aysx) € largura a meia-
altura (FWHH), conforme SOLOMONS et al. (2007) e SONG et al.
(2009).

Os espectros UV-Visivel das nanoparticulas coloidais de prata
preparadas a partir da redugdo quimica com NaBH,, determinadas pelo
planejamento experimental, sd3o apresentados na Figura 19.



89

Figura 19 - Espectro de absor¢ao UV-Visivel das AgNP sintetizadas com
NaBH,. Inserto: diferentes coloragdes das solugdes de AgNP sintetizadas.
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Portanto, todas as amostras de AgNP apresentaram pico
caracteristico de absor¢do plasmonica de superficie em torno de 400 nm
de comprimento de onda, semelhante aos resultados de SONG et al.
(2009) e LIM; LEE (2008), comportamento este indicativo da formagao
de nanoparticulas.

E possivel observar na Figura 19 que algumas amostras de
nanoparticulas de prata apresentaram maiores valores de absorbancia na
regido caracteristica em torno de 400 nm (em destaque picos 13, 21, 22,
26). Neste caso, os experimentos 7 e 13 apresentaram menor
absorbancia que os experimentos 21, 22 e 26. A redugao da absorbancia
(em destaque pico 25) e o aparecimento de bandas em comprimento de
onda de absor¢ao em regides maiores que 500 nm (em destaque pico 4),
semelhante aos resultados obtidos por CARO et al. (2010), refletem o
comportamento de agregag¢do. Considerando os espectros das
nanoparticulas mais uniformes (experimento 22 e 26), as distribui¢des
de tamanho de particulas desses dois experimentos sdo apresentadas na
Figura 20. As amostras apresentaram tamanhos de particulas bem
distintos, o que pode ser observado também nas microestruturas (TEM).
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As amostras selecionadas e apresentadas na Figura 20 foram submetidas
a analise de SEM-FEG como apresentado na Figura 21, sendo possivel
observar agregados maiores para a amosta sintetizada a 15 °C se
comparada com a amostra sintetizada a 35 °C.

Figura 20 - Distribuigdes de tamanho de particulas e microestruturas (TEM) da
solugdo coloidal de AgNP sintetizadas por borohidreto de soédio. A) 35°C; B)
15°C.
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Figura 21 - Microestruturas por SEM-FEG das solugdes coloidais de AgNP
sintetizadas por borohidreto de sodio. A) sintese a 15°C; b) sintese a 35°C.

SEl 150KV  X8000 WD6Omm  1um

Fonte: do autor.

Tomando como comparagdo as duas rotas de sinteses de
nanoparticulas de prata aqui apresentadas vale ressaltar que:

1) Diante do processo de sele¢do da regido Otima para
minimizar a resposta (tamanho de particula) do planejamento
experimental para sintese de nanoparticulas de prata através do método
de redugdo por citrato, a condi¢do ideal de vazdo em massa é de 13,2.10
*kg.s' e o tempo de aquecimento das solugdes apos a sintese é de 40 s,
com temperatura de sintese de 100 °C, agitagdo de 1100 rpm e
concentracdo de citrato de 3mM.

2) Com relagdo ao processo de selegdo da regido Otima
para nanoparticulas de prata sintetizadas através do método de reducao
por borohidreto, as condigdes ideais foram divididas de acordo com trés
faixas de tamanhos de particula (Tabela 12). Tendo em vista de que o
método sintetiza nanoparticulas em média de 12 nm, escolhendo-se a
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menor faixa de tamanho de particula (< 35 nm) tendo-se, nestas
condicdes, as seguintes caracteristicas de selecdo da regido 6tima desta
sintese: vazdo em massa de 19,4.10°kg.s”, velocidade de agitagdo de
1100 rpm, temperatura de 15 °C e 35 °C e concentragdo de NaBH, de 3
mM.

4.1.3 Nucleacio das nanoparticulas de prata

Antes do estudo de nucleagdo, propriamente dito, das
nanoparticulas de prata se fez necessario acompanhar os espectros de
densidade Optica para as AgNP, considerando as temperaturas
selecionadas de acordo com planejamento experimental prévio (Tabela
B2 — Apéndice B). Tomou-se como base as rotas que apresentaram
tamanhos de particula < 35 nm, nas condi¢des ja apresentadas no item
4.1.2. De acordo com o estudo feito por Solomons et al. (2007), em que
a reducdo quimica das nanoparticulas de prata com borohidreto de so6dio
foi realizada a temperatura de 5 °C, verificou-se a necessidade de
comparacdo entre os sistemas, combinados com a adi¢do de diferentes
quantidade de AgNO; (2 a 10 mL) em termos de caracteristica de regido
de absor¢do plasmoénica de superficie e distribui¢do de tamanho de
particula.

Inicialmente € possivel observar na Figura 22, os espectros de
densidade optica das AgNP sintetizadas a diferentes temperaturas (5, 15
e 35 °C), com as diferentes quantidades de AgNOj; adicionadas ao
sistema.

Na Figura 22A, os valores de comprimento de onda variaram de
376,5 a 398 nm, as larguras a meia altura variaram de 96,17 a 116,24
nm, ¢ a formagdo de pico na regido de absor¢do plasmoénica de
superficie de maior intensidade e a curva mais estreita a meia altura
foram obtidas pela amostra N.S5. Portanto, de acordo com esses
resultados, ndo seria conveniente utilizar uma dosagem menor que 10
mL de AgNO; 1 mM na sintese das AgNP. A Figura 22B apresenta os
espectros das AgNP sintetizadas a 35 °C. Os valores de comprimento de
onda variaram de 383,5 a 393,5 nm, e as larguras a meia altura (FWHM)
de 93,24 a 105,27 nm. As amostras N.8, N.9 e N.10 apresentaram
menores valores para o pardmetro de FWHM. Vale ressaltar que nesta
faixa de temperatura tanto as distribuicdes de tamanho de particula
quanto os espectros de UV-Vis apresentaram comportamento periodico,
0 que é muito interessante em termos de controle de sintese. E
interessante observar que os perfis das amostras N.12, N.13, N.14 ¢
N.15 (Figura 22C) apresentaram ombros acima de 400 nm no espectro
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de UV-Vis, possivelmente pelo efeito de agregacdo acentuado durante
as sinteses, apesar dos valores de comprimento de onda variarem de 374
a 382 nm e os valores de FWHM de 45,60 a 63,01 nm. Na temperatura
de sintese de 5 °C, fendmenos de agregagdo mais acentuados, foram
observados que aqueles de temperaturas de sinteses selecionadas pelo
nosso planejamento experimental (15 e 35 °C), conforme espectros de
densidades Opticas e caracterizacdo por TEM.

Portanto, para avaliar o tipo de comportamento periddico
observado no sistema de sintese a 35 °C, fez-se a relagdo entre o
comprimento de onda e a quantidade de nitrato de prata adicionado aos
sistemas de sinteses de AgNP, a qual ¢ apresentada em valores médios
na Figura 23. Os dados apresentam correlagdo exponencial, onde a
diminui¢do da quantidade de AgNO; conduz a maiores comprimentos
de onda. Comportamento semelhante foi analisado por Smitha et al.
(2008), que avaliaram a adi¢do de diferentes quantidades volumétricas
de citrato de sodio, na redu¢do quimica de nitrato de prata, para a
producdo de nanoparticulas. Aqueles autores encontraram que o
comprimento de onda na regido de absorbancia plasmodnica de superficie
mudou para menores comprimentos de onda, com menor volume
adicionado de citrato, através de uma correlagdo linear. Tal
comportamento, segundo os autores, € caracteristica de diminuicdo no
tamanho de particula.

Na Figura 24 sdo apresentados os espectros que caracterizam o
processo de nucleacdo das AgNP sintetizadas a temperatura de 35 °C.
Pode-se observar que no inicio da adi¢do do agente redutor no sistema
(NaBH,) os picos apresentaram baixa intensidade, o que caracteriza
reduzida formagdo de AgNP no sistema. Com o decorrer do tempo, a
medida que o agente redutor ¢ adicionado, a absorbancia aumentou
gradualmente de intensidade, a qual deve ser determinada ao aumento
consideravel na quantidade de prata reduzida. A intensidade da
densidade optica foi induzida até um ponto maximo, onde a partir de um
dado volume (20 mL e 25 mL de AgNO; em destaque) esta intensidade
diminui e o pico troca de posi¢do para maiores comprimentos de onda.
Segundo Luo (2007), a mudanga do pico de absor¢do plasmoénica de
superficie a altos comprimentos de onda pode ser atribuida ao aumento
de tamanho das particulas de prata. Para esses mesmos autores, com 0
tempo de reagdo decorrido, novos atomos de prata sdo gerados no
sistema, e a nucleagdo ocorre com a concentracdo de atomos de prata
que reagem a uma supersaturacdo critica, resultando na formacdo de
nuclei. O nuclei cresce até AgNP anexando outros atomos de prata livre.
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Figura 23 - Variagdes do comprimento de onda no pico de plasmon com a
quantidade de nitrato de prata a 35°C.
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Fonte: do autor.

Figura 24 - Espectros UV-Vis durante a sintese das AgNP a partir da redugdo do
AgNO; com NaBH, a 35 °C.
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Fonte: do autor.

Para avaliar de maneira mais clara o processo de formagdo das
AgNP em nosso processo de sintese, as medidas de absorbancias e os
picos de absorcdo plasmonica de superficie (SPR) foram plotados em
relacdo ao periodo de tempo da sintese, conforme Figura 25. O
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comportamento do pico de absor¢do plasmonica de superficie (SPR) e
da largura & meia altura (FWHM) apresentado na Figura 25A e B,
respectivamente, representam o processo de formagdo das particulas, as
quais sdo largas no inicio da reagdo e sendo decompostas em particulas
menores com o passar do tempo.

Figura 25 - Nucleacdo de AgNP a 35 °C. A) Curso da absorbancia e SPR e B)

curso da absorbancia e FWHM através do tempo.
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A reducdo de nitrato de prata usando borohidreto de sddio para
formar uma concentragdo critica de ntiicleos de sementes de prata podem
ser explicado pela teoria de nucleacdo (KEATING et al. 2012). Esta
teoria fundamenta o comportamento apresentado na Figura 25, onde é
possivel observar que as nanoparticulas aumentam de tamanho para
formar as sementes ou nuclei, apresentam tamanhos largos, mas ao
serem quebradas sofrem uma redugdo de tamanho. Finalmente, o
crescimento da particula cessa e inicia-se o acréscimo a um momento da
reacdo, sendo que este passa a ser caracterizado como agregagdo. Diante
do exposto, optou-se em realizar a sintese das AgNP até nucleagdo
maxima representada, neste caso, pelo valor maximo de absorbancia
(1,106 u.a.) que ocorre em 288 segundos.

4.1.4 Estabilizacdo das nanoparticulas de prata

Os fatores, relagdo molar entre NaBH4:AgNO; e concentragao de
estabilizante (citrato de sddio, SDS e PVA), que podem influenciar na
polidispersidade das amostras de nanoparticulas de prata foram
analisados através de um planejamento central composto. Os fatores,
juntamente com as respostas experimentais ¢ preditas referente aos

Comprimento de onda (nm)
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valores de polidispersidade obtidos através do planejamento
experimental, sdo apresentados nas Tabela C1, C2 e C3 (Apéndice C),
para os estabilizantes: citrato de sodio, SDS e PVA, respectivamente.

Os valores preditos para a polidispersidade variaram de acordo
com as condigdes experimentais em questdo, e as respostas preditas,
para os trés estabilizantes, se aproximaram dos valores experimentais,
demonstrando que os modelos quadraticos foram aplicaveis para este
estudo (p<0,05).

Os modelos quadraticos foram descritos com a relagdo
matematica entre as varidveis independentes e a resposta nas quagdes
(11), (12) e (13), para o uso dos estabilizantes citrato de sédio, SDS e
PVA, respectivamente.

y = 0,27 — 0,09%, +0,09%, — 0,13X,X, +0,07x> — 0,03x2 (11)
y = 0,22 —0,05x, —0,12X, —0,05%,X, + 0,09x> + 0,062 (12)
y =0,23-0,03%, —0,09x, —0,02%,X, + 0,12X} + 0,04x> (13)

Para descrever os efeitos individuais e cumulativos das varidveis
testadas e seus efeitos na resposta, graficos foram utilizados para a
apresentacdo ¢ analise dos dados. Na Figura 26 sdo apresentados os
graficos da superficie de resposta (A) em um plano tridimensional e os
contornos (B) em um plano bidimensional para o modelo de regressao
dos dados, nas diferentes condi¢des do planejamento experimental.

A resposta minima, para o planejamento experimental
desenvolvido no estudo utilizando citrato de s6dio como estabilizante,
foi obtida em trés condi¢des experimentais como destacado na Figura 26
(A1 e B1), acondicionado aos experimentos 1, 4 e¢ 7 (Tabela 6).
Considerando o planejamento experimental utilizando SDS como
estabilizante, a resposta minima foi obtida correspondente ao
experimento 4 (Tabela 7) e a condi¢do correspondente a relagdo molar
NaBH4:AgNOj; igual a 4 e concentragdo de SDS de 2,2 g/L, regides em
destaque na Figura 26 (A2 e B2). E possivel observar na Figura 26 (A3
e B3) as respostas minimas obtidas na utilizagdo de PVA como
estabilizante. Essas condi¢des correspondem ao experimento &
apresentado na Tabela C3 (Apéndice C), e a condi¢ao correspondente a
fracdo molar NaBH,:AgNO; igual a 3 e concentragdo de PVA de 2,2
g/L.
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Figura 26 - Relagdo entre concentragdo de estabilizantes e relagdo molar
NaBH,4:AgNO; em fungdo da polidispersidade.Superficie de resposta (A) e de
contorno (B). Al e B1) citrato de sddio, A2 e B2) SDS, A3 e B3) PVA.
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Medidas complementares foram realizadas para a condic¢do
otimizada do estudo da estabilizacdo das AgNPs com citrato de sodio,
SDS e PVA, estio apresentadas na Tabela C4 a C6 (Apéndice C).

Referente as AgNP estabilizadas por citrato de soédio, os valores
de pH variaram de 9,60 a 10,06 ¢ a condutividade elétrica das AgNP
variaram de -78,70 a -145,8 mV. Este mesmo experimento, dos trés
experimentos selecionados no planejamento, apresentou o menor valor
de largura a meia-altura referente ao valor maximo de densidade Optica
(Tabela C4 — Apéndice C). As determinacdes referente as AgNP
estabilizadas por SDS sdo apresentadas na Tabela C5 (Apéndice C),
sendo que os valores de pH variaram de 9,12 a 9,66, de condutividade
elétrica de -102,9 a 144,5 mV, do Z-médio de 9,88 a 155 nm. No
pardmetro potencial zeta ocorreu variagdo de -15,0 a -30,5 mV. Na
Tabela C6 (Apéndice C), referente as AgNP estabilizadas por PVA, os
valores de pH variaram de 7,54 a 9,62, e a condutividade elétrica das
AgNP variaram de -21 a -146,8 mV. E interessante considerar a
caracteristica do potencial zeta quando utilizou-se citrato como
estabilizante (Tabela C4), que apresentou valor de -35,8 mV, o qual € o
valor mais negativo obtido dentre todos os experimentos, o que
representa a condi¢do de maior estabilidade obtida no experimento.
Segundo a literatura, a estabilidade de particulas em solucdo podem
ocorrer quando o valor deste parametro ¢ de < -30 mV (ZETA-METER,
2012).

Portanto a utilizagdo do citrato de s6dio como estabilizante parece
ser o mais adequado. Por isso, realizou-se o estudo da estabilidade sob
refrigeragdo para verificagdo da eficiéncia dos estabilizantes aplicados
(citrato de sodio, SDS ¢ PVA). Para tal estudo as solugdes coloidais de
nanoparticulas de prata foram avaliadas durante 45 dias sob
refrigeragdo, e os perfis foram tragados em diferentes periodos por
espectroscopia de UV-Visivel para os trés estabilizantes utilizados
(citrato de s6dio, SDS e PVA).

E possivel observar na Figura 27 a intensidade da banda de
absor¢do plasmonica dos experimentos selecionados pelo planejamento
experimental, e dos estabilizantes das AgNP comparados com a amostra
controle. Inicialmente, deve se observar que a amostra controle ¢
extremamente instavel, pois o pico de absor¢do plasmoénica reduziu-se
gradativamente ao longo do periodo de armazenamento. O comprimento
de onda variou de 386 nm a 395 nm. A redugdo total na densidade
optica, na amostra controle, aos 45 dias de armazenamento, foi de
aproximadamente 62 %, e a largura a meia altura aumentou
aproximadamente em 3%.
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Na Figura 27 - Al, ao compararmos a amostra controle com a
condigdo experimental 1 do planejamento com citrato de sodio, ¢
possivel observar que o valor de densidade optica nao sofreu reducdo
apos 45 dias.Portanto, este comportamento demonstra a eficiéncia do
citrato de sddio em estabilizar as AgNP por este periodo de tempo.
Analisando a Figura 27 (A2 e A3), observou-se que as condi¢cdes de
citrato de sodio utilizadas, se mostraram menos eficientes a estabilidade
das AgNP, levando em consideragdo o aumento na largura da banda a
meia altura, e redugdo da densidade optica, além da presenca de ombros
acima de 400 nm.

Na Figura 27 - B1 ¢ possivel observar o comportamento das
AgNP estabilizadas por SDS nas condi¢des do experimento 1 durante os
45 dias, com redugdo da densidade optica durante o periodo de tempo
analisado. H4 um aumento de aproximadamente 23% na largura a meia
altura da banda de absor¢do plasmdnica nesta condi¢do. Os valores de
comprimento de onda variaram de 394 a 403 nm. Referente a Figura 27
- B2, nas condi¢des do experimento 4, ¢ possivel observar que ao longo
do periodo de armazenamento das AgNP a densidade Optica reduziu
~2,5% e a largura a meia altura aumentou em torno de 5%. Os valores
de comprimento de onda variaram de 393 a 400 nm.

E possivel observar na Figura 27 C as curvas caracteristicas para
as solugdoes de AgNP estabilizadas com PVA, para o experimento &,
selecionado no planejamento experimental, durante o periodo de 45
dias. Em termos de densidade Optica, as amostras apresentaram uma
reducdo de 4% e a largura da banda a meia altura aumentou ~7%.

Diante destas analises a partir da espectroscopia UV-Visivel com
o tempo ¢ possivel afirmar que a utilizacdo do citrato de so6dio, com as
condicdes estabelecidas no experimento 1 do respectivo planejamento
experimental, ¢ a condi¢do mais indicada em termos de estabilidade
durante 45 dias sob refrigeragao.



101

"JOJNE Op :9JU0]

(wu) epuo ap owswdwoD

(wu) epuo ap oawudwod

] 0ss 005 057 00r°% ngg 055 ngs 008 osv ooy 009 0S¢ ogsg 00§ 005 osy 0oy 0se o0g
T T T T T T T
50
o
T2
2
g
2
®
(selp gv) g ensouwre (selp Sp) ¥ eASOwe (e s) T ensowre - .m.
(seIp 5T) b ensowre P ST) T ensowe 8
(seip 2) y ensowre (seip 2) T ensowre
(seip 0) g ensowe (sep 0) ¢ frmim N = i
(seip 5v) sjonuoo 1
(selp 0) 8j01u0d I
) 1 L ) ) ) ) 1 sz

1

(wu) epuo ap owswndwod

0S¥ oov
T

0SS 005 0S¥ L
T T

T

©
=

E)
S
eondo apepisuaq

sel By-dN —
v H
(seip g1) £ ensoure T
(seip ) £ ensoure (setp ) By-dN
(seip 0) 2 ensowe (seip 0) By-dN— dz1
(se1p 5) 81000 (seip o) sjonuod
(selp GT) 8j011U0D 1V
(seIp 2) 9j0nuod T
(seip 0) ajonuod (seip o) sjonuod
1 1 1 1 o7 1 1 1 . T T 1 1 ‘T

3

'g ojuownadxd

VAd (O  oyuownzadxo (g ‘1 oyuownzadxo (1 :SAS (g fgoyuomwrrodxo

(D ‘7 oyuowrodxa (g ‘1 ojuowirddxa ([ :01pos ap 0JenId (Y "SEPRZI[IqeISO JNSV Sep [QAISIA-A ] 08d10Sqe op 0x3oadsy - £z eInd1g



102

A partir disso, realizou-se o estudo da estabilidade das AgNPs
recobertas com citrato de sodio sob diferentes pHs (1 a 13) através da
medida do potencial zeta, ja que a estabilidade das nanoparticulas esta
relacionada a carga superficial. Os ajustes de pHs foram realizados antes
e depois da sintese das nanoparticulas. Os resultados das medidas de
potencial zeta estdo apresentados na Figura 28, e caracterizam que as
AgNPs possuem superficie positiva em pH 2 e superficie negativa na
faixade pH de 3 a 12.

Figura 28 — Potencial zeta das solu¢des das AgNPs recobertas por NaCit.
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Fonte: do autor.

A influéncia do pH no potencial zeta foi estudada por Long, Wu e
Chen (2007) em nanoparticulas de prata estabilizadas por
oligoquitosana, as quais apresentaram uma faixa de 28 mV em pH 2,4 a
-56 mV em pH 11. Sathishkumar e colaboradores (2009) apresentaram
que o valor absoluto do potencial zeta negativo aumenta com o aumento
do pH, fendmeno que pode estar relacionado a instabilidade das
nanoparticulas em pH 4cido.

AgNPs comerciais foram avaliadas por Khan, Mukherjee e
Chandrasekaran (2011), os quais obtiveram medidas de potencial zeta
positivas em pH até 8 e acima deste, o potencial zeta tornou-se negativo.
Prathna, Chandrasekaran e Mukherjee (2011) sintetizaram nanparticulas
de prata com citrato de sédio obtendo valores de potencial zeta de -
13,32 mV em pH 3 a -31,42 mV em pH 10. Tal fendmeno também foi
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estudado por Kim et al. (2007), e, portanto, a carga negativa das
nanoparticulas podem ser atribuida aos ions borato e citrato adsorvidos
na superficie das AgNPs. Valore de -40 mV foram obtidos na faixa de
pH de 2 a 12 para AgNP sintetizadas com citrato no estudo de Romer et
al (2011).

Em pH 9, as AgNPs apresentaram os maiores valores de potencial
zeta. Os ajustes de pH antes e depois da sintese das nanoparticulas ndo
apresentaram diferenga significativa nos valores de potencial zeta, os
quais foram de -28,5 mV e -28,9 mV, respectivamente. E sem ajuste de
pH (pH controle: 9,6+0,4) o valor medido foi de -38,5 mV.

Segundo a literatura, o potencial zeta altamente negativo aumenta
a forga eletrostatica repulsiva entre as particulas, e portanto, aumentando
a estabilidade das AgNPs. Tal comportamento foi estudado a partir de
nanoparticulas de prata recobertas com exopolissacarideos, as quais
apresentaram alta estabilidade exibindo valores de referéncia de
potencial zeta de -30 mV em pH 10 (KHAN, MUKHERJEE E
CHANDRASEKARAN, 2011b). Petica et al (2008) apresentam que
valores de potencial zeta em torno de -18,2 mV indicam uma fraca
estabilidade da solu¢do de AgNPs. Valores em torno de -30,5 mV
indicaram alta estabilidade e valores de -35,4 mV do potencial zeta
caracterizam a presen¢a de uma carga elétrica na superficie das AgNP
muito forte que dificulta a agregacao.

Os resultados sugerem que a maior estabilidade das AgNPs ¢é
alcangada com o pH da sintese completada sem ajustes (pH 9,6). A
relacdo entre estabilidade e altos valores negativos de potencial zeta
também  foram  mencionados na  literatura = (PRATHNA,
CHANDRASEKARAN E MUKHERIJEE, 2011; RAO et al., 2013).

As amostras em ajustadas em pH 9 e o controle foram
armazenadas por 30 dias para estudo da estabilidade da interagdo do
estabilizante com a nanoparticula, como apresentado na Figura 29.
Apesar do potencial zeta diminuir ao longo do tempo, e significando que
as AgNPs perder a estabilidade, ainda assim, as nanoparticulas sem
ajuste de pH apresentam estabilidade acima da faixa de referéncia (-30
mV).
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Figura 29 — Potencial Zeta das AgNPs recobertas por NaCit depois da interacdo
por 30 dias em pH 9,6+0,4.
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Fonte: do autor.

4.2 HIDROFOBIZACAO DAS AgNPs

Os efeitos e interagdes do volume ideal, tanto de acido oléico
quanto de acido fosférico, na transferéncia de fases das AgNP foram
avaliados através de um planejamento experimental central composto.
Um total de 10 experimentos foram realizados e os fatores referentes aos
volumes de acido oléico (0,1 a 4,1 mL) e de acido fosforico a 0,1 M
(0,13 a 0,27 mL) mensurados.

A densidade optica das nanoparticulas de prata foi selecionada
como resposta (Y). Portanto, para estimar a resposta, um modelo
empirico polinomial de segunda ordem foi obtido (equagdo 14).

y=038-0,52X, —0,08X, —0,11X,X, +0,15X > +0,03X (14)

Os coeficientes foram calculados por analise de regressdo e sua
significancia foi verificada usando analise de variancia (ANOVA) com
o software Statistics 7.0. Utilizou-se a analise de regressdo para avaliar a
significAncia estatistica, o qual apresentou R* = 0,9379. Os valores
preditos se aproximaram dos valores experimentais demonstrando que o
modelo foi aplicavel (Tabela D1 — Apéndice D). A auséncia do pico
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caracteristico da absor¢ao plasménica de superficie identifica a auséncia
de transferéncia de AgNP, do meio aquoso ao meio organico.

Na Figura 30 sdo apresentados os graficos de superficie de
resposta (A) e os contornos (B) para o modelo de regressao dos dados,
nas diferentes condi¢des do planejamento experimental, em que ocorreu
a transferéncia de fase das AgNP. A resposta maxima de densidade
optica obtida neste estudo corresponde ao volume de 0,1 mL de acido
oléico e 2,7 mL de H;PO,4 0,1M.

Figura 30 - Relagdo entre os volumes de H;PO,4 0,1M e acido oléico em fungao
da densidade 6ptica. Grafico da superficie de resposta (A) e de contorno (B).
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Fonte: do autor.

A Figura 31 apresenta as AgNP hidrofilicas em solugdo aquosa e
AgNP hidrofébicas em estireno. Em na Figura 31(A) temos as camadas
imisciveis das AgNP em meio aquoso (abaixo) e estireno antes da
agitacdo. E, portanto, na Figura 31(B) as AgNP em estireno e solugdo
aquosa (abaixo) depois da indugdo da transferéncia de fase por
conversagao do acido oléico. A transferéncia das AgNP foi monitorada
pela presenca da banda de absorcdo plasmoénica de superficie por
espectroscopia UV-Vis. Observa-se que a absortividade das AgNP
hidrofobicas € menor quando comparada com as AgNP hidrofilicas. A
posicdo do pico SPR mudou para altos comprimentos de onda apds a
transferéncia das nanoparticulas para o estireno.

A interagdo entre os componentes, possivelmente, esta
relacionada a quando o 4cido fosforico (H;PO,) ¢ adicionado ao sistema,
e, entdo, o grupo carboxilato do acido oléico ¢ convertido a acido
carboxilico o qual recobre a superficie da prata, por meio de ligacdo
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coordenada (ligante monodentado ou quelato) e a 'cauda' hidrofobica
esta diretamente direcionada ao meio do solvente (LI et al., 2002; SEO
et al., 2008). E, portanto, a transferéncia de fase pode ser observada pela
coloragdo amarela da fase organica e a perda de cor da fase aquosa
depois da adigdo de acido fosforico. Observou-se que a absortividade
das NP-Ag hidrofébicas € menor quando comparada com as NP-Ag
hidrofilicas. A posi¢do do pico SPR mudou para altos comprimentos de
onda ap0s a transferéncia das nanoparticulas para o estireno.

A mudanga nos espectros de UV-Vis ap6s hidrofobizacdo das
NP-Ag pode ndo ser uma consequéncia do crescimento das
nanoparticulas depois da incorporagdo no estireno, mas, pode ser
atribuida, através dos pressupostos da teoria de Mie, & mudanga no
indice de refragdo do ambiente e/ou pela interacdo dipolo-dipolo entre
nanoparticulas da vizinhanga ao estireno. Possivelmente, a interagdo
NP-Ag/estireno favoreceu o aumento do tempo livre médio entre as
colisdes entre as particulas, consequentemente diminuindo a densidade
dos elétrons na superficie das particulas (SARKAR et al., 2009), e com
isso, refletindo no aumento dos comprimentos de onda (Figura 30b), de
393 para 415 nm. Portanto, a transferéncia de fase das nanoparticulas,
do meio aquoso para o meio orginico, via monOmero estireno, foi
possivel pela indugdo do acido oleico e acido fosfoérico.

Figura 31 - Espectros e fases do processo de hidrofobizacdo das AgNP. Em (a)
camadas imisciveis das AgNP em meio aquoso (abaixo) e estireno antes da
hidrofobizagdo. (b) NP-Ag em estireno e solugdo aquosa (abaixo) depois da

hidrofobizagdo.
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A Figura 32 apresenta os espectros de infravermelho para as
nanoparticulas de prata em estireno, apds o processo de hidrofobizagdo
(Figura 32), a nivel de comparacdo também sdo apresentados os
espectros do estireno e acido oleico. Observa-se de um modo geral, que
a adicdo das nanoparticulas de prata no monomero estireno provou
mudangas significativas nas bandas 3080 e 3027 cm’, que
correspondem a banda caracteristica do anel aromatico da molécula do
estireno, e nas bandas 2925 e 2853 cm’™, que correspondem aos modos
vibracionais de -CH; e CH, da molécula do acido oleico. As mudangas
observadas nestas regides do espectro das nanoparticulas em estireno diz
respeito a intensidade, que podem estar relacionadas a interagdo entre o
anel aromatico do estireno e a cadeia carbdnica do acido oleico que
recobre as nanoparticulas de prata, indicando a compatibilidade entre
monomero/acido oleico/AgNP.

Figura 32 - Espectro de FT-IR de (a) estireno, (b) nanoparticulas de prata
recobertas por acido oleico e (¢) acido oleico puro.
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Fonte: do autor.

Para identificar o agente de recobrimento nas nanoparticulas, o
espectro de FT-IR das AgNP e do acido oleico puro sdo comparados e
sdo apresentados na Figura 33. O acido oleico puro apresentou as bandas
a 3006, 2925 e 2854 cm'l, caracteristicas dos modos vibracionais de
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=CH, -CHj; e CH, sdo claramente percebidos. Além disso, observando o
espectro do 4cido oleico, o pico a 1711 cm™ determina a vibragio por
estiramento de C-O e -OH, do dimero COOH, o qual esta enfraquecido e
deslocado no espectro das nanoparticulas. Este deslocamento se deu
para a banda a 1640 cm™, o que corresponde 4 banda de estiramento
COQ’, correspondente a carboxilatos insaturados. Este comportamento
confirma a presen¢a de acido oleico na superficie das nanoparticulas,

possivelmente via complexagdo carboxilato-metal (BROMBERG et al.,
2010).

Figura 33 - Espectro de FT-IR de (a) acido oleico puro e (b) nanoparticulas de
prata recobertas por acido oleico.
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4.3 AUMENTO DE ESCALA DAS AgNPs

O aumento de escala das sinteses de AgNPs consiste na
estimativa do comportamento do sistema, otimizado no item 4.1.2, em
escala maior considerando os parametros de Z-médio e Potencial Zeta
como padrdes de resposta a partir dos experimentos em escala de
laboratério. Na Tabela 7 sdo apresentados os experimentos referentes ao
aumento de escala da sintese de AgNP.
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Tabela 7 — Experimentos de aumento de escala da sintese de AgNPs.

Escala de Experimentos de aumento de escala
Componentes laborato- A B C
rio
Concentragao
de AgNO; 1 1 1 1
(mM)
Concentragao
de NaBH,4 3 3 3 3
(mM)
Proporc¢ao
AgNO;3;:NaBH,4 1:3 10:30 15:10 15:8,35
(v/v)
Concentragao
de NasCit (¢/L) 0,12 0,12 0,12 0,12
Temg,ecr;imm 35 35 35 35
Agitacdo (rpm) 1100 700 700 700
Vazio (kg.s") 19,4 19,4 19,4 19,4

Z-médio (nm).  28,8+0,7°  34,5+1.4° 51,8 +1,8° 25,6+0,3"
P"te(rl‘l‘i‘\?;*zeta 28,6504 239+0,5°  -12,5:0,8° -3940
pH 9,9+0,2° 9,8+0,1° 9,7+0,2° 9,5+0,1°

" valores médios + desvio padrdo. Experimentos realizados em triplicata. Medidas
obtidas de ensaios realizados em triplicata. Valores dentro da linha distribuidos com
letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,01) por teste de separagdo de
médias de Tukey.

Para os experimentos de aumento de escala as concentragdes de
AgNO;, NaBH; e Na;Cit foram mantidas conforme experimento
realizado em escala de laboratério. A velocidade de agitagdo nas
condi¢cdes de aumento de escala foi reduzida pois, em 1000 rpm,
conforme escala de laboratério, o agitador mecéanico apresentou
instabilidade de funcionamento. E as trés proporgdes entre
AgNO;:NaBH,; em volume foram estabelecidas através de testes
preliminares, e correspondem a escala 10 vezes aumentada. No
experimento A considerou-se o aumento direto da condi¢do de
laboratério. No Experimento B considerou-se o aumento da quantidade
de precursor em relacdo ao redutor. E no Experimento C reduziu-se a
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quantidade de redutor. Tomando como base os parametros medidos, em
relagdo ao Z-médio e potencial zeta, na escala de laboratorio, os
experimentos A e B no aumento de escala apresentaram diferengas
significativas (p<0,01), segundo teste de Tukey, nesses parametros. No
entanto, o experimento C apresentou-se semelhante estatisticamente
(p<0,01) nos dois parametros e justamente a condi¢do ideal de aumento
de escala foi estabelecida. Com o intuito de compreender a sintese das
AgNPs com as alteragdes nas condigdes de aumento de escala realizou-
se os experimentos de cinética de nucleacdo dos experimentos A, B e C.

Na Figura 34 sdo apresentados os espectros que caracterizam o
processo de nucleacdo da sintese das AgNP em aumento de escala. A
intensidade da densidade optica foi induzida até o ponto maximo que
corresponde a nucleagdo maxima - ponto final da formagdo de nuclei
para a obtencdo das AgNPs. A partir deste ponto o fenomeno de
agregacdo das nanoparticulas se inicia. Tal fendmeno foi fundamentado
por Luo (2007) e Keating et al. (2012) e seguiu a mesma tendéncia na
sintese em escala de laboratorio (Figura 24 e 25). Tanto o Experimento
A quanto o Experimento B apresentaram larguras de bandas maiores e
regides de agregacdo se comparadas com o0s espectros referentes ao
Experimento C. Comprovando que, além do Experimento C apresentar
caracteristicas semelhantes entre Z-médio e Potencial Zeta para o
experimento em escala de laboratorio, a cinética de nucleacdo
complementou a adequacdo desta rota para o aumento de escala da
sintese das AgNPs.

E possivel observar também, na Figura 34 os detalhes da
caracterizagdo de microscopia eletronica de transmissdo dos
experimentos de aumento de escala. A partir das micrografias sdo
notados os fendmenos de agregacdo mais acentuados nos experimentos
A e B do que no Experimento C, neste ultimo foi observado os
tamanhos menores das AgNPs sintetizadas. Pelo fato da velocidade de
agitagdo ser reduzida nos experimentos de aumento de escala, uma nova
condi¢do em relagdo a propor¢do dos reagentes da sintese foram
estudadas, ja que o aumento de escala de laboratorio ficou diferente
significativamente das caracteristicas do Experimento A. A velocidade
de agitacdo da sintese de AgNP foi avaliada por Maestre-Lopez et al.
(2015), e os autores puderam avaliar que a taxa de agitacdo afeta
diretamente a cinética de reagdo e consequentemente no processo de
nucleacdo. No Experimento A, possivelmente a redugdo da velocidade
de agitagdo diminuiu as colisdes das particulas no meio reacional
interferindo negativamente no processo de nucleagdo das AgNPs.
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O excesso de NaBHy, na sintese de AgNPs, ¢é requerido para que
ocorra a estabilizagdo das AgNPs (SOLOMON et al., 2007) ¢ a
concentracdo tanto do precursor (AgNQO;) de prata quanto de redutor
(NaBH,) sdo muito baixas utilizando sinteses aquosas, e portanto, o
processo de redugdo quimica ¢ muito sensivel a proporcao dos reagentes
(MANEERUNG, TOKURA e RUJIRAVANIT, 2008; YU, HUANG e
TANG, 2011; CARDOSO et al, 2014). O valor de R (n° total de mols
de BH,/n° total de mols de Ag") passa a ser um fator importante na
formacdo dos centros de nucleagdo tanto na formagdo quanto no
tamanho final das AgNPs (SOLOMON et al., 2007). O excesso de
redutor foi mantido nos experimentos em aumento de escala, no entanto,
a varia¢do do valor de R possibilitou a obtencdo de melhores condigdes
para o Experimento C que apresentou um valor de R de 5, enquanto o
Experimento A e B apresentaram valores de 9 e 6, respectivamente.

Segundo Zhang e Wu (2010) apud Cardoso et al. (2014), o
aumento da propor¢do de NaBH, estd relacionado ao aumento do
diametro médio da particula devido a liberagdo de elétrons pelo agente
redutor. Pois quando a quantidade de redutor é maior, o niimero de
elétrons livres na solu¢do aumenta e, portanto, diminui o potencial zeta a
favor da agregacdo das AgNPs. Tal fato foi observado pelos resultados
de potencial zeta, os quais confirmaram que os experimentos A e¢ B
estdo abaixo do valor de referéncia < -30 mV que confirma a
estabilidade para as AgNPs. De acordo com Link, Wang e El-Sayer
(1999) o aumento da densidade 6ptica de AgNP esté relacionado com o
aumento do nimero de particulas obtidas. Tal relacdo foi observada
quando utilizou-se menores valores de R no experimento C de aumento
de escala, que correspondem a menores numeros de mols de NaBH4 em
relacdo ao AgNOs. Yu, Huang e Tang (2011) apresentam que valores de
R em torno de 5 s@o favoraveis para que o precursor (ions Ag) possa ser
totalmente consumidos e portanto, impedindo os processos de
agregacao.

Os valores de pH dos experimentos ndo foram diferentes (p<0,01)
estatisticamente ¢ semelhancas nestes resultados foram obtidas por Polte
et al. (2012). Os autores afirmam que aumentos de pH 9 para 11
comprovam a formagao de espécies secundarias (B(OH),') provenientes
do agente redutor, gerando intermediarios BH2(OH),” ¢ BH(OH);', e
que na presenga de prata este fendmeno € acelerado, promovendo a
diminuicdo da estabilidade das AgNPs. Tendo em vista que nossos
experimentos ndo atingiram pH 11 acredita-se que estes fenomenos
secundarios puderam ser controlados.
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4.4 QUANTIFICACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA POR AAS

A Espectrometria de Absor¢do Atomica foi empregada para
quantificar o teor de prata nas solugdes de AgNPs.

A Tabela 8 apresenta os niveis de concentracdo de prata das
solugdes de AgNP sob condigdes experimentais otimizadas usando
como redutores citrato de sodio, borohidreto de sdédio, ambas em escala
de laboratério. Além das condigbes otimizadas no aumento de escala
considerando as concentragdes de 1 ¢ 10 mM de AgNOs.

O teor de prata foi determinado a partir da dilui¢ao das solugdes
de AgNP de 20 vezes. Os dados experimentais foram ajustados a partir
de uma curva de calibragdo com 0,5 a 4 mg.L", a qual apresentou um
coeficiente de correlagdo de 0,9998 (Apéndice G, Tabela Gl). A
equagdo da regressdo linear foi A=0,1519C, +(1,9x107)(n=5) onde

r ~ -1 ’ A :
c,, € a concentragio de Agemmg.L" e A ¢ a absorbancia.

Tabela 8 - Concentragdo de AgNP determinada por espectrometria de absorgio
atOmica.

AgNPs Condicao Concentracio
Sintese com NaCit 22,18 +0,03 mg.L"
Escala de laboratorio 27,18 +0,21 mg.L'l
, Aumento de escala 1
Sintese com (15:8,35)(ImM de AgNO5) 32,06 + 0,02 mg.L
NaBH,

Aumento de escala (10 mM

-1
de AgNOY) 3549 +0,33 mg.L

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS SOLUCOES DE AgNPs

4.5.1 Teste de difusdo

Foram realizados testes preliminares para a verificagdo da
atividade antimicrobiana das AgNPs sintetizadas em aumento de escala
utilizando o teste de difusdo através da formagdo de halos de inibicdo
para as bactérias E. coli e S.aureus. Utilizando-se o precursor nitrato de
prata na concentracdo de 1 mM ndo foi possivel observar atividade
antimicrobiana das AgNPs e portanto, realizou-se os experimentos com
o aumento de concentragdo em série do precursor para avaliar tanto a
formacdo das AgNP quanto sua atividade em relagdo as bactérias
mencionadas. Os resultados e imagens dos halos de inibicdo estdo
apresentados como valores médios na Tabela 9 e Figura 35,
respectivamente.
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Tabela 9 — Valores médios dos halos de inibicdo e desvio padrdo das AgNP
sintetizadas por aumento de escala.

Concentragdo de Halos de inibi¢ao (mm)*
AgNO; (mM) E.coli S. aureus
1 - -
1,5 - -
2 - -
5 - -
10 12,0 £0,2 10,0 +0,1
20 7,340,1 8,3+0,1
307 6,0=0,1 8,7+0,1
407 6,5+0,1 7,5+0,0
50+ 6,340,1 7,840,0
607 6,3£0,0 8,5+0,1
707 5,8+0,0 7,8+0,0
807+ 6,8+0,0 8,0+0,1
90+ 8,0+0,0 8,8+0,1
100t 8,8+0,1 8,8+0,0

* zona de inibigdo corrigida (diametro da area de inibigdo - diametro do poc¢o),
medidas em trriplicata. TOcorréncia da precipitacdo de prata metalica.

Figura 35 — Comparagio dos halos de inibi¢do entre as bactérias E.coli e
S.aureus para as AgNPs em diferentes concentragdes de AgNO;.

I Aumento da concentragdo de AgNO; — 1 a 100 mM> __
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Fonte: do autor.

O crescimento de E.coli e S.aureus ndo foram afetados para as
concentragdes de 1, 1,5, 2 ¢ 5 mM de AgNO3 utilizadas na sintese das
AgNPs, pois o halo de inibicdo ao redor dessas amostras ndo foi
observado. Entretanto, halos de inibi¢do variaram de 5,8 a 12,0 mm para
E.coli e de 7,5 a 10 mm para S.aureus e foram observados claramente
em torno das amostras com concentragdes de AgNO; acima de 10 mM,
mesmo ocorrendo a precipitagdo de prata ionica. De acordo com a
literatura, a propriedade antimicrobiana da prata estd relacionada a
quantidade de prata e a taxa de prata livie (LANSDOWN, 2002;
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CARTELLANO et al., 2007), o que pode justificar que as menores
concentracdes utilizadas de AgNO; (1 a 5 mM) ndo foram ideiais para
que ocorresse a inibi¢do do crescimento bacteriano.

AgNPs sintetizadas com diferentes estabilizantes por Litvin e
Minaev (2013) também apresentaram atividade antimicrobiana, a qual
foi observada pela formagdo de halos de inibi¢do que variaram de
6,3+1,0 a 13,5+0,4 mm para E.coli e halos de 8,2+0,2 a 23,1+0,6 mm
para S.aureus. Mathew e Kuriakose (2013) também observaram que as
AgNPs recobertas como soroalbumina bovina apresentaram atividade
antimicrobiana para E.coli (24 mm de halo), S.aureus (26 mm de halo)
entre outras bactérias, ¢ que a medida dos halos de inibicdo sdo
eficientes indicadores deste parametro.

Segundo a literatura, a atividade antimicrobiana das AgNPs é
resultado da interacdo dos ions prata com trés componentes principais
das células bacterianas: a camada peptideoglucana e membrana
plasmatica, DNA e proteinas bacterianas, particularmente enzimas
(CHALOUPKA, MALAN e SEIFALIAN, 2010). A prata no seu estado
metalico € inerte mas se reage com a umidade de tecido ou fluidos
celulares ela fica ionizada. A prata ionizada ¢ altamente reativa, uma vez
que se liga a proteinas e traz altera¢des estruturais a célula bacteriana no
que se refere a parede celular e membrana celular conduzindo a célula a
deformacdo e morte (LANSDOWN, 2002; CARTELLANO et al.,
2007). O mecanismo da prata estd ligado com sua interagdo com
compostos com grupamentos tidis encontrados nas enzimas
responsaveis pela cadeia transportadora de elétrons das células
bacterianas. A prata liga-se a parede cellular bacteriana e membrane
cellular e inibe os processos de respira¢do (KLASEN, 2000).

Mesmo com a precipitagdo de prata na forma idnica (20 a 100
mM) foi possivel observer a inibicdo do crescimento bacteriano e
segundo a literatura, a atividade antimicrobiana da prata iénica também
¢ possivel. Os autores comentam que o mecanismo de agdo da prata
ibnica ainda ndo estd propriamente entendido mas o efeito pode ser
observado pelas alteragdes estruturais e morfoldgicas das bactérias. E
sugerido que quando moléculas de DNA estdo em estado relaxado a
replicagdo do DNA pode ser facilmente conduzida. Mas quando o DNA
estd na forma condensada ele perde a capacidade de replicacdo. E,
quando a prata idnica penetra na célula bacteriana estd forma
condensada é assumida e portanto ha a morte da célula. E o mecanismo
de que os metais pesados reagem com proteinas atacando os grupos tidis
e as proteinas anativando-as, também ¢ sugerido (LIAU et al., 1997;
FENG et al., 2000).
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A solugdo de AgNP que apresentou maior atividade
antimicrobiana foi a com concentragdo de 10 mM de AgNO; para as
duas bactérias estudadas. E, portanto, esta concentragdo foi a aplicada
para a sequéncia das investigagOes deste estudo. Acima de 10 mM de
AgNO; obteve-se uma precipitagdo de prata i6nica, o que ¢ indesejavel
para a obtencao de nanoparticulas.

4.5.2 Concentragdes minimas inibitoria (CMI) e bactericida (CMB)

A susceptibilidade bacteriana das AgNPs foi avaliada pela
determinacdo da concentrag¢do minima inibitéria (CMI), também
denominada de concentragdo minima bacteriostatica e concentracao
minima bactericida (CMB). Geralmente, o método de concentragdo
minima ¢ utilizado para se quantificar o teor necessario do
antimicrobiano para inibir ou matar um microrganismo. Considera-se
CMI a menor concentracdo de uma substincia capaz de inibir o
crescimento microbiano e CMB, a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano capaz de reduzir a contagem microbiana em 99,9%
(CLSI 2008).

Na Tabela 10 s@o apresentados os resultados das CMI e CMB
para as solucdes de AgNPs. Uma menor CMI corresponde a uma alta
eficiéncia bacteriana. Concentra¢des de AgNPs que variaram de 2 a 20
pgmL"' foram incubadas com as bactérias E.coli, S.aureus e S.
TYPHIMURIUM em meio de cultura Mueller-Hinton (MH).

O crescimento microbiano foi observado através da inspegdo
visual da turbidez do meio de cultura. Esta técnica foi usada também por
Sambhy et al. (2006), e os autores relacionam a falta de turbidez
corresponde a um crescimento bacteriano muito baixo (efeito
bacteriostatico) ou morte bacteriana (efeito bactericida).

Observou-se turbidez a partir da concentracdo de 14 pg.mL™” de
AgNP para E.coli e S. TYPHIMURIUM, ambas Gram-negativas. E, para
S.aureus, que se trata da bactéria Gram-positiva, a turbidez foi
observada na concentra¢do de 7 pg.mL"'. Para estabelecer se as AgNP
possuem efeito bacteriostatico ou bactericida, spots de 10 pL das
solugdes que ndo apresentaram crescimento bacteriano na CMI foram
dispostos em placas com agar MH. O agar MH foi utilizado para as
bactérias Gram-positivas e agar MacConkey para as Gram-negativas. As
placas foram incubadas a 36+l °C por 24 h, e as colonias foram
contadas.



117

Tabela 10 — Comparagdo da atividade antimicribiana (CMI e CMB) das AgNPs.

S.

= E.coli S.aureus S.aureus TYPHIMURIU
T, ATCC 25922 ATCC 02923 ATCC 25923 M ATCC
& 14028
> . ~ ~ ~
S - L% - @72 = m7F - o7
22 290 2 25 2 25 &8 2S5

=) 5 5 5
2+ ND* + ND + ND + ND
3+ ND + ND + ND + ND
5 4+ ND + ND + ND + ND
7+ ND - ND - 6.10° +  >3.10°
9 + ND - ND - 210° + 2.10*
10 + ND - ND - 2107 + 7.10°
12 + ND - ND - 0 + 0
14 - 1.10° - ND - ND - ND
16 - 7.10 - ND - ND - ND
18 - 2 - ND - ND - ND
20 - 0 - ND - ND - ND

(+): Crescimento do microrganismo. (-) Inibi¢do do crescimento do microrganismo.
*ND — Nao determinado. ** valores médios das contagens de seis SpPOtS nas
dilui¢des bacterianas de 10 ¢ 1072,

Como a CMI para S.aureus foi a mesma para ambas cepas
utilizadas (ATCC 02923 e 25923), optou-se por utilizar somente a cepa
ATCC 25923 por questdes de disponibilidade em estoque para
utilizagdo. Segundo Sambhy et al. (2006), colonias bacterianas indicam
a presenca de bactéria viavel nas aliquotas que foram plaqueadas e,
portanto, o efeito € bacteriostatico. Auséncia de crescimento de coldnias
caracteriza o efeito bactericida. A CMB, através da contagem de
coldnias ¢ apresentada tanto na Tabela 9. E a redugdo da quantidade de
colonias com o aumento da concentragdo de AgNP pode ser observado
na Figura 36.

As bactérias Gram-negativas se mostraram mais resistentes a
acdo das AgNPs sintetizadas em nosso estudo, o que apresenta-se em
desacordo com a teoria que considera a estrutura celular de tais
bactérias, por terem a camada peptideoglicano mais fina que as Gram-
positivas, logo as Gram-negativas deveriam apresentar menor
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resisténcia. Nossos resultados demonstram a possibilidade de que outro
mecanismo seja o fator limitante para a acdo das AgNP de maneira mais
eficiente para as Gram-positivas, o qual devera ser melhor avaliado em
trabalhos futuros.

Figura 36 — Ensaios de Concentragdes Minima Inibitoria e Bactericida.
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Fonte: do autor.

Os mecanismos da agdo inibitéria nas AgNPs apresentados por
Sondi e Salopek-Sondi (2004) estdo relacionados com a liberagdo de
ions Ag das nanoparticulas, e esses diminuem a habilidade da replicagédo
do DNA da célula bacteriana e favorecem a perda de proteinas celulares.
Esses Ag™ ligam-se a grupos funcionais de proteinas (tiois), resultando
na desnaturagdo protéica. Morones et al. (2005) e Feng et al. (2000)
estudaram que as nanoparticulas tendem a reagir com proteinas que
contém grupamentos derivados do enxofre no interior das células, assim
como os compostos que contém fosforo tal como DNA. Estes seriam os
sitios preferenciais para as reagdes com as AgNPs. As mudancas na
morfologia apresentadas na membrana da bactéria, € um possivel dano
causado pelas nanoparticulas que reagem como DNA, afetando os
processos respiratorios da bactéria, e divisdo celular, finalmente
causando a morte da célula.

Kim et al. (2011) e Fayaz et al. (2010) afirmam que AgNPs tem
menor efeito antimicrobiano nas bactérias Gram-positivas que nas
bactérias Gram-negativas, pelo fato das diferengas na parede celular
dessas bactérias. Esses autores ainda afirmam a teoria de que pelo fato
das bactérias Gram-positivas possuirem uma camada de peptideoglicano
mais espessa, composta por uma rede tridimensional de peptideos a
estrutura ¢ mais rigida e as AgNPs tem maiores dificuldades de
penetracdo, ainda mais quando se trata de AgNP com superficie
carregada negativamente. Kim et al. (2011) também comprovam que
mudangas na superficie celular bacteriana Gram-negativa acontecem
pelo aumento de permeabilidade da prata nas células, e que nessas
mudancas morfoldgicas, a superficie celular apresenta fragmentos
formados pelos danos causados na membrana. Esses fragmentos,
portanto, podem ser produtos derivados da perda do conteudo
citoplasmético nas células danificadas. Estudos mostraram que a
inibicdo das bactérias Gram-positivas é muito dificultada quando as
AgNPs sdao aplicadas sozinhas tendo superficie carregada
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negativamente, e portanto, é sugerido o uso cooperativo de antibidticos
(FAYAZ et al., 2010).

Em se tratando de cargas superficiais, a literatura relata que a
atracdo eletrostatica entre células bacterianas que posssuem superficie
carregada negativamente e, nanoparticulas que possuem cargas positivas
na superficie, ¢ o fator crucial para a atividade da AgNP como material
bactericida (EL-BADAWY ET AL., 2011; KHAN E TAL. 2011; SOO-
HWAN ET AL., 2011; SILVA ET AL., 2014). A barreira de energia
potencial foi levantada como a hipotese de atuar como um fator
limitante para a atividade antimicrobiana das AgNP (VECITIS et al,,
2010; EL BADAWY et al., 2011). Entre a superficie biologica e AgNP,
tal barreira, necessita ser removida no sentido das particulas poderem
interagir quimicamente com os receptores das moléculas dentro do
envelope celular (parede celular e/ou membrana celular) e/ou com o
contetido celular seguido da permeacdo das nanoparticulas para dentro
da célula (EL BADAWY et al., 2011).

O efeito de adesdo de AgNP na superficie das bactérias depende
de alguns fatores importantes: composicdo da superficie da célula
bacteriana e das AgNPs, além dos fatores do meio como forca i6nica e
pH (ABBASNEZHAD, GRAY E FOGHT, 2008). A carga superficial
negativa das bactérias ¢ originada da ionizagdo de grupos carboxila,
fosfato ou amino grupos e a adsor¢do de ions da solugdo. Além disso,
outras macromoléculas estdo presentes na parede celular e membranas,
por exemplo: proteinas, fosfolipidios, acido teicoico, acido teicurdnico,
acido muramico e lipopolissacarideos também contribuem para a carga
global bacteriana (POORTINGA et al., 2002; KLODZINSKA ET AL.,
2010; EL-BADAWY ET AL., 2011), e de acordo com alguns estudos
essas macromoléculas tem papel significativo na adesdo de compostos
na superficie bacteriana e também ajuda na diferenciagdo dos
microrganismos (TSUNEDA et al., 2004; EBOIGBODIN et al., 2006).
E apresentado, por alguns autores, que a bactéria Gram-negativa tem
carga superficial negativa maior que as bactérias Gram-positivas, essas
diferencas foram detectadas através da medida do potencial zeta
(SONOHARA et al., 1995).

Klodzinska et al. (2010) realizaram as medidas de potencial zeta
para E.coli e S.aureus ¢ encontraram os maiores valores para E.coli e,
consequentemente, os dados de distribuicdo de potencial zeta foram
representados por um unico pico, que representou uma perfil de
distribui¢do de cargas uniformes na superficie da bactéria Gram-
negativa. Uma situagdo oposta foi observada para as espécies de
S.aureus, caracterizadas por um potencial zeta relativamente baixo. Os
autores afirmam que tal observagdo ¢ consistente com a tendéncia
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natural do S.aureus para formagdo de clusters. Estas espécies de
bactérias formam aglomerados instaveis, os quais sdo representados por
varios picos na distribui¢do de potencial zeta. E, portanto, apresentam
um perfil de distribuicdo de cargas ndo uniforme.

Silva et al. (2014) recobriram AgNPs com diferentes substancias,
dentre elas citrato de sddio, o qual confere a carga negativa & AgNP (-
20,08 mV) e a forga de interagdo com a E.coli (-11 mV) foi considerada
baixa. AgNPs positivas (+28,8 mV) apresentoram alta atragdo com a
bactéria ¢ as AgNP recobertas por poli(vinil pirrolidona) (-7,49 mV)
conferiram uma baixa carga negativa na superficie, e assim apresentou
alta repulsdo. Abbaszadegan et al. (2015) sintetizaram trés diferentes
AgNPs por diferentes métodos, promovendo trés diferentes cargas
elétricas de superficie (positiva, neutra e negativa). A atividade
antimicrobiana dessas nanoparticulas foram testadas contra as bactérias
Gram-positivas (S.aureus, S.mutants e S.pyogenes) e Gram-negativas
(E.coli e P.vulgaris). Os autores afirmaram que as AgNPs carregadas
positivamente foram efetivas contra as bactérias estudadas. Em
contraste, para as AgNPs neutras e carregadas negativamente,
apresentaram os menores halos de inibicdo e maiores concentra¢des
minimas inibitérias indicando um potencial antimicrobiano inferior
comparado com as nanoparticulas positivas.

Khan, Mukherjee, Chandrasekaran (2012) sintetizaram AgNPs e
avaliaram a atividade antimicrobiana contra Aeromonas punctata, as
quais exibiram superficie carregada negativamente em pH 9, deste
modo, hd um alto grau de repulsdo entre as AgNP carregadas
negativamente e as células bacterianas, a qual forma uma barreira
eletrostatica que limita as interagdes célula-particula reduzindo a
adsor¢do. Ao reduzir o pH o potencial zeta gradualmente muda para
positivo, a barreira eletrostatica ¢ reduzida a qual aumenta a
possibilidade das interagcdes célula-particula e a favorece a forga
eletrostatica de atracdo das AgNPs na superficie negativa da bactéria.

Uma questdo que necessita ser discutida ¢ a forma de como as
AgNPs atuam como material biocida contra bactérias Gram-negativas,
no caso a E.coli e Gram-positivas, no caso de S.aureus, ja que a
literatura ¢ ambigua nesses mecanismos no que se relaciona a interagao
desses microrganismos com AgNP carregadas negativamente como as
obtidas neste trabalho.

Estudos relatam que a carga positiva presente na superficie das
AgNPs pode representar as pequenas quantidades de ions Ag liberados
da superficie das nanoparticulas (MORONES ET AL., 2005; YEN, HSU
E TSAIL 2009; AHAMED, ALSALHI E SIDDIQUI, 2010; SHAMELI
ET AL. 2012). Neste caso, Magafia et al. (2008) modificaram
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Montmorillonita com prata, ¢ os ions prata carregados positivamente
favoreceram a morte celular da E.coli pela interacdo eletrostatica entre
bactéria e particula. Segundo Maneerung, Tokura e Rujiravanit (2008)
esses ions prata causam o efeito prolongado da atividade antimicrobiana.
Sondi e Salopek-Sondi (2004) afirmam que o efeito antimicrobiano das
AgNP nas bactérias Gram-negativas depende da concentragdo de Ag nas
nanoparticulas. O aumento na concentragdo de AgNP (10, 50 e 100
pg.mL") causaram um atraso no crescimento de E.coli. Tal atraso
também foi relacionado pelos autores a utilizagdo de meio de cultura em
meio liquido. As células bacterianas da E.coli apresentaram mudangas e
grandes danos, os quais foram caracterizados como o aparecimento de
cavidades na parede celular. Soo-Hwan et al. (2011) afirmam que
AgNPs carregadas negativamente acumulam na membrana bacteriana
aumentando a permeabilidade. E, Sondi e Salopek-Sondi (2004)
confirmaram por analise de TEM que as nanoparticulas se acumularam
na membrana celular, enquanto que algumas penetraram com éxito na
célula. Além de que a perda de material intracelular e coagulagdo de
AgNP na superficie da bactéria também foi observada. Este processo ¢é
governado pela interagcdo das nanoparticulas com substancias
intracelulares das células destruidas, causando sua agregacdo das
AgNPs. Amro et al (2000) apresentaram que deplecdo de metal pode
causar a formacdo de cavidades irregulares na membrana externa,
modificando a permeabilidade da membrana, a qual é causada pela
progressiva liberagdo dos lipopolissacarideos e proteinas da membrana.
Yen, Hsu e Tsai (2009) afirmam que o potencial zeta da superficie pode
impactar a extensdo de aglomeracdo das nanoparticulas e a ligagdo
destas com as proteinas celulares bacterianas.

Em relacdo ao efeito antimicrobiano das AgNPs em S.aureus,
bactéria Gram-positiva, Mirzajani et al. (2011) apresentam, através da
analise de TEM, a destrui¢do do peptideoglicano que constitui a parede
celular bacteriana desta Gram-positiva depois do tratamento com
AgNPs. O estudo realizado por esses autores indicou que a por¢ao de
peptideo do peptideoglicano que foi tratado com AgNPs sofreu variagdo
estrutural, no caso dos filamentos de glicano. Esses filamentos de
glicano do peptideoglicano foram destruidos e ocorreu a liberagdo de
acido muranico no meio de cultura (dcido murdmico ¢ um indicador de
biomassa bacteriana). Com tais informagdes fornecidas por esses
autores, as AgNPs puderam fazer a conec¢do com ambos os lados das
por¢des de peptideo e glicano e gerar cavidades na parede celular
bacteriana. As AgNPs atacam a ligacdo -1->4 do N-acetilglucosamina
e filamentos glicano de 4cido N-acetilmuranico, destruindo as ligagdes e
liberando-os para o meio. Os autores concluem que, o fator principal
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para a inibi¢do do crescimento bacteriano, ¢ a formagao de cavidades na
membrana celular da bactéria, permitindo a penetracdo das AgNP nas
células. Acredita-se que tal mecanismo fundamenta a obtengdo dos
nossos resultados no sentido da obtengdo de maior eficiéncia
antimicrobiana das AgNP ocorreu para o S. aureus (Gram-positiva).

Portanto, as AgNP sintetizadas em nosso estudo sdo carregadas
negativamente como caracterizado através da medida do potencial zeta
(-354 mV). Enquanto o mecanismo de interacdo entre essas
nanoparticulas ¢ a interacdo entre Gram-negativas ¢ Gram-negativas nao
esta muito claro, pois ha poucos resultados semelhantes aos nossos na
literatura, mesmo tendo superficie negativamente carregadas, as AgNP
de alguma maneira interagem com os elementos de constituicdo da
membrana bacteriana, causando mudangas estruturais nas células
bacterianas. Esta claro que as bactérias tratadas com AgNP apresentam
mudancas significativas e danos na membrana, as quais s30
reconhecidas pela analise de TEM (Figuras 37-39), e que as AgNP se
acumularam préxima a parede celular. Tal acimulo de AgNP permitiu
maior desestruturagdo da parede celular das bactérias.

Figura 37 — Células bacterianas de E.coli.
(A) Células ndo tratadas com AgNP: (1) parede celular, (2) membrana celular,
(3) citoplasma, (4) espago perisplasmico. (B) e (C) Células tratadas com AgNP:
(1) AgNP na membrana (2) retragdo do citoplasma, (3) agregacdo do
citoplasma, (4) ruptura da membrana.

Fonte: do autor.
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Figura 38 — Células bacterianas de S. TYPHIMURIUM.
(A) Células ndo tratadas com AgNP (B) e (C) Células tratadas com AgNP: (1) e (2)
retragdo ou agregacdo do citoplasma.

Fonte: do autor.
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Figura 39 — Células bacterianas de S. aureus.
(A) Células nao tratadas com AgNP: (1) parede celular, (2) peptideoglicano, (3)
membrana plasmatica, (4) citoplasma. (B) a (E) Células tratadas com AgNP:
(1) membrana filamentosa, (2) AgNP através da membrana, (3) AgNP
agregadas no citoplasma, (4) ruptura da membrana, (5) agregado de AgNP, (6)
ruptura de membrana — lise celular, (7) retragdo e agregagio do citoplasma.
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Fonte: do autor.

Além do que, a perda de substancias intracelulares (Figura 39 D,
por exemplo), retracdo/agregagdo do citoplasma e a agregacdo das
nanoparticulas na superficie e interior da bactéria (Figura 38 C ¢ 39 B)
podem ser observados. Tais mudangas na membrana bacteriana podem
ser reconhecidas como a formagdo de cavidades segundo Sondi e
Salopek-Sondi (2004), que relatam que esta morfologia exibe um
aumento significativo na permeabilidade, fazendo com que as células
bacterianas sejam incapazes de regular corretamente o transporte através
da membrana plasmatica e, finalmente, causando a morte celular.

Como pode-se observar nas imagens de TEM, as AgNP se
acumularam em torno das células bacterianas, e, portanto, pode-se
reconhecer que o dano é mais susceptivel nas Gram-positivas, pois as
CMI foi menor para essas bactérias, ¢ os danos celulares sdo mais
evidentes.
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4.6 OBTENCAO DO NANOCOMPOSITO POLIESTIRENO/AgNP

A etapa de obtengdo do nanocomposito PS/Ag foi dividida em
duas fases: inicialmente realizou-se a etapa da polimerizagdo em massa
para obtencdo de Filmes de PS/Ag compreendendo os testes
preliminares para a verificacdo da eficiéncia da atividade antimicrobiana
das AgNPs ao serem incorporadas no polimero. E, na segunda fase,
foram obtidos os nanocompdsitos EPS/Ag via polimerizacdo em
suspensdo. Em ambas as fases as AgNPs foram incorporadas no
mondmero, via rea¢do de hidrofobizagdo apresentada nos itens 3.3 ¢ 4.2.

4.6.1 Polimeriza¢do em massa — Filmes

Antes da obtencao dos filmes de PS/Ag, a polimerizagdo em
massa foi realizada considerando no sistema somente estireno, AgNPs ¢
acido oleico (AO). Devido a mudangas na viscosidade, pela adicdo do
AO, verificou-se a necessidade de analisar a cinética de polimerizacao a
90 °C a fim de verificar se a influéncia do AO na cinética de
polimerizagdo do estireno.

Ao longo do tempo de polimerizacdo de 6h, todos as amostras
apresentaram-se como fluidos newtonianos, ¢ neste caso a tensdo
cisalhante varia lincarmente com a taxa de cisalhamento, conforme
equacdo (5). Caso haja uma area entre as curvas ascendentes e descentes
de tensdo por taxa de cisalhamento, denomina-se esta area de histerese,
e diz-se que o fluido é dependente do tempo (MALKIN; ISAYEV,
2006). Os valores das viscosidades foram obtidos através da equagdo
(5), pelos dados de tensio de cisalhamento (Pa) versus taxa de
cisalhamento (s"). A Figura 40 apresenta os resultados da evolugdo da
conversdo e viscosidade do meio em fun¢do do tempo de polimerizagao,
para sistemas estirénicos adicionados de AO e AO + AgNP.

N3ao houve diferenca significativa em termos de conversdo global
para os trés sistemas estudados a 90 °C por 6h, mesmo a partir de 280
minutos em que observou-se uma aumento significativo da viscosidade
quando utilizou-se AO e AgNP. E, portanto, analisou-se a influéncia das
AgNPs na reacdo de polimerizacdo em massa do poliestireno através da
realizagdo de reagdes cinéticas. A Figura 41 apresenta a cinética de
conversdo da polimerizagdo em massa obtida através da técnica de
gravimetria para a obten¢do dos filmes de poliestireno com e sem
AgNP, conforme descrito no item 3.9.7 considerando a propor¢do das
AgNP de 1:2 conforme Tabela 5.



127

Figura 40 — Conversédo ¢ Viscosidade do sistema de polimerizagdo em massa
(polimerizagao térmica). (A) Perfil de conversido, (B) Perfil de viscosidade.
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A reagdo de polimerizacdo do estireno ¢ altamente exotérmica e,
como decorrer da reacdo, a viscosidade do meio reacional aumenta
rapidamente, reduzindo o coeficiente de transferéncia de calor. E,
portanto, o aumento na viscosidade também causa o aumento da taxa de
reacdo devido ao efeito gel. A conversdo do mondmero estireno através
da polimerizagdo em massa na presenga de AgNP foi maior quando o
estireno puro foi polimerizado, durante 240 minutos de reagdo. Depois
deste periodo de tempo, que corresponde a partir de 255 minutos com
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85% da conversdo atingida, a adicdo das AgNP ndo causou diferencga
significativa na rea¢do de cinética do poliestireno. A Tabela El
(Apéndice E) apresenta os intervalos de tempo em que as amostras
foram tomadas e a conversdo atingida em cada um dos poliestirenos
obtidos.

Em seguida, procedeu-se com os experimentos para a obtencdo
dos filmes, os quais foram obtidos a partir do procedimento descrito no
item 3.5.2. Os filmes de PS puro foram obtidos com uma espessura de
0,47 = 0,08 mm e os filmes de PS aditivado com AgNP, na propor¢ao
1:2 (Tabela 5), apresentaram espessura de 0,42 + 0,07 mm. A
concentra¢do de prata incorporada tanto no estireno quanto no filme foi
determinada por espectroscopia de absor¢do atdmica, conforme descrito
no item 3.9.13, e obteve-se a concentracao de 5 + 0,07 g de Ag/100g de
estireno e 0,08+0,01 g de Ag/100 g de material polimérico.

Tais filmes foram caracterizados através das analises
termogravimétricas (TGA), calorimetria diferencial de varredura (DSC),
espectroscopia de infravermelho (FTIR) e atividade antimicrobiana. Os
resultados dessas caracteriza¢des sdo descritos a seguir.

As curvas de Termogravimetria e suas derivadas para o PS puro e
com AgNP sdo apresentadas na Figura 42. A degradacgdo térmica dos
filmes ocorreu na faixa de temperatura de 200 a 450 °C. E possivel
observar que na curva de TGA dos filmes de PS/AgNP ha dois
comportamentos de perda de massa. A primeira perda de massa ocorreu
na faixa de temperatura de 200 a 300 °C e a segunda na faixa de 350 a
600 °C. Esta ultima corresponde a temperatura de degradagdo do PS
puro e € correspondente a posicdo dos picos da DTG (413 °C).

No caso do poliestireno no estado sélido, a temperatura ambiente,
cadeias poliméricas individuais ndo podem migrar umas para as outras.
A temperatura de transicdo vitrea (Tg) para o poliestireno ¢ de
aproximadamente 100 °C. Acima desta temperatura, a livre rotagcdo nas
ligacdes da cadeia principal ocorre e o polimero torna-se pléstico. O
movimento completo (translacdo) das cadeias poliméricas individuais
permanece inibido até aproximadamente 250 °C. Este é considerado o
melting point (Tm), na qual as cadeias poliméricas apresentam
propriedades de fluido e o polimero torna-se um liquido viscoso ou melt.
A temperatura de transicdo vitrea (Tg) dos filmes de PS/AgNP foi
medida por calorimetria diferencial de varredura (DSC) conforme
apresentado na Figura 43. A curva de DSC para o filme de PS/AgNP
apresentou duas transi¢des. A primeira transi¢do ocorreu a cerca de 52
°C que possivelmente corresponde a incorporagdo de AgNP modificadas
com 4cido oleico em poliestireno. E a segunda transi¢do ocorreu em
cerca de 106 °C que possivelmente corresponde a Tg do PS.
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Figura 42 — Decomposicao térmica dos filmes de PS e PS/Ag.
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Figura 43 — Termograma de DSC dos filmes de PS/Ag.
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Cai et al (2014), sintetizaram microesferas de poliestireno
sulfonado com nanoparticulas de prata e encontraram uma perda de
massa acentuada do material em temperaturas de 400 e 450 °C. Neves et
al. (2011) ao sintetizar poliestireno com nanoparticulas magnéticas
também observaram duas perdas de massa do material, a primeira na
faixa de 130 a 300 °C e a segunda, em 350 a 750°C. A primeira perda de
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massa sugerem que ¢ o reflexo das moléculas de 4cido oleico adsorvido
na superficie das nanoparticulas. Tal teoria vem de encontro com nossos
resultados, e de acordo com a literatura, menores temperaturas de Tg
obtidas para o filme com AgNP, podem estar relacionadas a
modificacdo da superficie da AgNP por acido oleico o qual causa maior
mobilidade do PS devido a fraca interag@o interfacial entre as AgNP ¢ o
polimero (plastificacdo) (PANDIS et al. 2011). A adicdo de AgNP em
matrizes poliméricas pode diminuir (aumentar a Tg ) , acelerar
(diminui¢do Tg ) ou quase ndo ter impacto na dinamica das cadeias de
polimero, dependendo da for¢a de interagdes (MBHELE et al., 2003).
Nas temperaturas maiores que 415 °C ocorreu a completa decomposicao
da matriz polimérica (Figura 42).

Na Figura 44 sdo apresentados os espectros de FTIR dos filmes
de PS e PS/AgNP, as regides observadas sdo descritas na Tabela 11.

Figura 44 — Espectros de Infravermelho dos filmes de PS e PS/AgNP.
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Tabela 11 - Bandas de absorcdo identificados na Figura 44°.

Frequéncia (cm™) Atribuicio
3100 cm-1 (trés picos) v =C-H aromatico.
3061 e 3027 o axial C-H de anel aromatico

2924 da e 0s de C-H,
1707 v C=0 (acido oleico)
1601 da C=C de anel aromatico

1493, 1452, 756 0 C-H de anel aromatico
1028 6 =C — H aromatico
696 6 C-C do anel fora do plano

v: estiramento, o: deformagdo angular no plano, s: simétrico, a: assimétrico.

O filme de PS/Ag apresentou uma banda em 1707 cm™, que pode
ser atribuido ao estiramento da carbonila do 4cido oleico que foi
utilizando como agente de transferéncia entre as fases, recobrindo a
superficie das nanoparticulas. E a regido a 731 cm™ a vibragio da
ligagdo C-H para o anel monosubstituido no caso do poliestireno, que,
segundo Barbosa (2007), independente do padrdo de substituicdo do
anel, as bandas nesta regido sdo devidas a deformacdo fora do plano do
préprio esqueleto carbonico. Ainda, segundo Barbosa (2007) a regido a
731 cm™, no caso do é4cido oleico refere-se 4 deformagdo angular no
plano do CH,. A interagdo entre a superficie das AgNP e o poliestireno
nessas regides (~1700 e ~755 cm'l) também foram confirmadas nos
estudos de Betancourt-Galindo et al. (2012) e Wang et al. (2008).

A eficiéncia da atividade antimicrobiana dos filmes de
poliestireno com AgNP foram avaliados contra as bactérias E.coli,
S.aureus e S. TYPHIMURIUM e medida pelo método de contagem de
colonias através do teste de contato entre o material polimérico e as
cepas bacterianas como descrito no item 3.9.14.3, e, portanto, os
resultados sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Atividade antimicrobiana dos filmes de PS e PS/AgNP*.

Cepas Unidades formadoras de colénias (UFC.mL™")

Filmes E.coli S.aureus S.
TYPHIMURIUM
PS 3000+£24°  370+12° 200000 +£3,2°
PS/AgNP  230+1,6" 70+1,7° 36700 +2,1°

* valores médios das contagens de seis spots nas diluigdes bacterianas de 107
Valores dentro da coluna distribuidos com letras diferentes sdo significativamente
diferentes (p<0,01) por teste de separacdo de médias de Tukey.
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A reducdo bacteriana foi determinada em fun¢do do numero de
colonias durante o periodo de 24h, tempo de incubagdo. Foi possivel
notar que os filmes de PS aditivados com AgNPs apresentaram uma
reducdo de uma unidade logaritmica em relagdo as trés bactérias
estudadas. A maior redugdo do crescimento bacteriano se deu contra S.
aureus, seguindo a tendéncia da atividade antimicrobiana das soluc¢des
de AgNP apresentadas no item 4.5.2. Tais resultados indicaram que a
baixa concentragdo de AgNP incorporadas no filme foi eficiente para a
reducgdo do crescimento bacteriano.

Zapata et al. (2011) estudaram a incorporacdo de AgNP em
polietileno e observaram que as nanoparticulas em concentragdo de 2%
foram eficientes na redu¢do do numero de colonias de E.coli.
Betancourt-Galindo et al. (2012) estudaram a incorporagdo de AgNP via
polimerizagdo em miniemulsdo em poliestireno, ¢ observaram que as
concentracdes de 0,17 e 1,23 % foram eficientes na reducdo do
crescimento de E.coli e S.aureus.

A partir de tais constatacdes, tanto experimentais quanto da
literatura, a incorporacdo das AgNP em PS foi eficaz na acdo
antimicrobiana a partir das reagdes de polimerizagdo em massa, e,
portanto, deu-se seguimento ao estudo com a incorporacdo das AgNP
em estireno para a elaboragdo de EPS antimicrobiano a partir das
reacOes de polimerizagdo em suspensao.

4.6.2 Polimerizag¢do em suspensdo — PS e EPS

Nesta etapa de obtencdo de poliestireno expansivel e aditivado
com AgNPs via polimerizagdo em suspensdo considerou-se o processo
de incorporagdo das nanoparticulas diretamente no mondmero via
reagdo de hidrofobizagdo conforme item 4.2 considerando
proporcionalmente o aumento de escala em volume (item 4.3). A
incorporagdo das AgNP no mondmero levou em consideragdo as
concentragdes bacteriostatica (14 pg.mL") e bactericida (20 pg.mL™)
obtidas no estudo microbiologico (item 4.5.2).

Para o estudo da influéncia da adicdo das AgNP, tanto nas
concentracdes bacteriostatica quanto bactericida, sobre a cinética de
polimerizagdo em suspensao do estireno foi considerada a hipotese de
que esta se assemelha a da polimerizagdo em massa, e tais experimentos
foram conduzidos conforme item 3.9.8 (Tabela 5). Os dados cinéticos
sdo apresentados na Figura 45 e os intervalos de tempo em que as
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amostras foram tomadas e a conversdo atingida em cada um deles sdo

apresentados no Tabela F1 (Apéndice F).

Figura 45 — Comportamento cinético experimental da polimerizac@o do estireno
com AgNP nas concentragdes bacteriostatica e bactericida.
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Fonte: do autor.

Tendo em vista os resultados da Figura 45, a incorporacdo de
AgNP no sistema de polimerizagdo em suspensdo do estireno alterou a
cinética de polimerizagdo. A taxa de reagdo do PS puro ¢ mais rapida,
visto que atinge a conversdao completa em 270 minutos. A reacdo PS/Ag
demora mais para atingir a conversdo completa, e portanto, a taxa de
polimerizagdo é menor. A conversdo do sistema com a adigdo de AgNP
na concentragdo bacteriostatica atingiu 100% em 540 minutos e
apresentou a etapa do efeito gel foi prolongada. Com a adigdo de AgNP
na concentracdo bactericida, a taxa de polimeriza¢do do estireno
diminuiu ainda mais, de modo que em 6 horas de reagdo, o sistema
atingiu 86% de conversdo. Aplicando a concentra¢do bactericida de
AgNP, ndo foi possivel obter particulas de EPS, pois ha uma forte
desestabilizacdo do sistema de polimerizagdo em suspensdo. Tal
instabilidade pode ser observada na Figura 45C.

A diminui¢do da taxa de polimerizagdo com a adi¢do de AgNP
também foi observada por Yeum, Sun ¢ Deng (2005) durante a
polimerizagdo de poli(vinil acetato). Os autores atribuiram duas
possibilidades para a redu¢éo da taxa de polimeriza¢do quando as AgNP
estdo presentes: a primeira, no sentido de que as AgNP podem adsorver
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nas moléculas de polimero vivo, e entdo reduzindo a taxa de difusdo
deste; ¢ a segunda, que as AgNP podem funcionar como um
sequestrador de iniciador. Soriano-Corral e Morales (2011), observaram
a diminuicdo da taxa de polimerizagdo com a adicdo de AgNP na
concentracdo de 1% (p/p) e afirmam que este comportamento
possivelmente pode ser atribuido a interagdo fisica entre as
nanoparticulas de prata e os radicais livres presentes no meio reacional.
Este comportamento passa a ser indicativo da diminuigdo na
concentracdo de radicais livres no estagio inicial da reacdo, a quais pode
ser diretamente associada com a interagdo entre os radicais livres,
gerados pela decomposicdo do BPO, e as AgNPs, o que tem efeito
significativo na conversio monomérica. Tal fendmeno deve ser
estudado com mais profundidade para melhor entendimento, ja que com
a aplicacdo da concentracdo bactericida de AgNP a estabilidade do
sistema € afetada consideravelmente, havendo necessidade de estudo
dos componentes da formulagdo do sistema de polimerizagdo em
suspensao.

O EPS e EPS/AgNP foram obtidos neste estudo de acordo com o
procedimento apresentado nos itens 3.7 e 3.8, sdo apresentados na
Figura 46 e a concentracdo de AgNP aplicada foi a bacteriostatica. O
produto final foi caracterizado através da quantificacdo de prata
incorporada no material polimérico por espectroscopia de absor¢do
atdmica (AAS), tamanho de particula através de analise granulométrica,
analise de mondmero residual, massa molecular por viscosimetria,
microscopia eletronica de varredura (MEV), termogravimetria (TGA) e
calorimetria diferencial de varredura (DSC), e atividade antimicrobiana
através de teste de contato.

Figura 46 — EPS e EPS/AgNP obtidos via polimerizagdo em suspensdo. A) EPS
puro, B) EPS/AgNP — concentragdo bacteriostatica, C) EPS/AgNP —
concentragdo bactericida.

Fonte: do autor.
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A concentracdo de prata incorporada tanto no mondmero quanto
no EPS foi determinada por espectroscopia de absor¢do atomica,
conforme descrito no item 3.9.13, e obteve-se a concentragdo de 19 +
0,11 g de Ag/100g de estireno e 0,51+0,04 g de Ag/100 g de material
polimérico.

A partir da concentragdo incorporada de prata na matriz
polimérica, observou-se a necessidade de avaliagdo da influéncia das
AgNP na distribuicdo do tamanho de particula do polimero. Este
pardmetro é um fator importante na reagdo de polimerizacdo em
suspensdo, ja que o tamanho das particulas através da andlise
granulométrica fornece os didmetros médios e a distribuicdo de
tamanho, os quais determinam a aplicagdo do material produzido. Como
o produto final ¢ obtido na foma de particulas esféricas com larga faixa
de distribui¢do de tamanhos (50 — 2000 pm), estas devem ser
classificadas em fragdes com dimensdes especificas, conforme aplicagdo
final (GONCALVES, 2003). Para a aplicacdo do poliestireno
expansivel, a faixa de interesse da distribuicdo de tamanho de particula
(DTP) esta entre 700 — 1180 pm. As reagdes de polimerizagdo em
suspensdo foram condiuzidas para o estireno puro ¢ com AgNP na
concentragdo bacteriostatica conforme item 3.9.9.

A Figura 47 apresenta os histogramas de distribuicdo de
tamanhos de particulas do PS puro e aditivado com AgNP na
concentragdo bacteriostatica. A maior fracdo massica tanto para o PS
puro quanto para o PS/AgNP foi obtida no tamanho 1180 um com, 74 %
e 52% de particulas, respectivamente. Com a adi¢do AgNP ao material
polimérico, ocorreu um espalhamento representativo das fragdes
massicas também em 1000 e 710 um e neste caso, 94% do material
polimérico antimicrobiano produzido ficou dentro da faixa desejada.

A avaliacdo do diametro médio de Sauter, que fornece a média
ponderal do didmetro, e da dispersdo das particulas ¢ apresentada na
Tabela 13. A adigdo da AgNP influenciou significativamente a reducéo
do diametro médio das particulas poliméricas, ndo apresentando
alterag@o na dispersao das particulas.

A adi¢do de AgNP no inicio da reagdo faz com que ocorra a
reducdo do diametro e da dispersdo desse diametro das particulas,
possivelmente pela necessidade que se teve em adicionar uma maior
quantidade de estabizante PVP, pois a partir de 50% de conversdo, o
efeito gel ficou acentuado (Figura 44), e para evitar a coalescéncia do
sistema utilizou-se 20 g de PVP em relagdo a massa de dgua do sistema
(Tabela 4).
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Figura 47 — Histogramas de distribui¢cdo do tamanho de particulas do PS puro e
aditivado com AgNP.
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Fonte: do autor.

Tabela 13 — Didmetro médio de Sauter e dispersdo das particulas de PS puro e
aditivado com AgNP*.

n L g Dispersao das
Diametro médio de P

Polimeros particulas
Sautner (jum) (d;p)(adimensional)4a
PS puro 1460 + 0,92° 0,28 £ 0,0 23
PS / AgNP 1256 + 1,03 0,26 0,0

*valores médios de triplicatas. Valores dentro da linha distribuidos com letras
diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,01) por teste de separagdo de
médias de Tukey.

Tendo em vista a obtengdo do PS/AgNP dentro da faixa desejada
comercialmente de tamanho de particula e, que a aplicacdo do material
visa a producdo de embalagem para o acondicionamento de pescados, o
material passou pela caracterizagdo do teor residual de mondmero
(estireno), seguindo a Resolucdo n® 105, de 19 de maio de 1999 da
ANVISA que determina o limite de composi¢do em 0,25 % de estireno
no produto final. Para esta avaliacdo utilizou-se a técnica de
cromatografia gasosa conforme item 3.9.12, a partir de curva de
calibracdo construida a partir das matrizes poliméricas, a qual ¢
apresentada no Apéndice G. Os teores de mondmero residual dos
polimeros estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Teores de mondmero residual no PS e PS/AgNP*.

Polimeros PS puro PS/AgNP
% de estireno 0,17 +0,03* 0,22 +0,08°

* valores médios de triplicatas. Valores dentro da linha distribuidos com letras
diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,01) por teste de separacdo de
médias de Tukey.

A quantidade de mondmero residual determinada, tanto do PS
puro quanto do PS/AgNP, estdo de acordo com a legislagdo vigente,
mostrando a viabilidade da polimerizagdo do estireno aditivado de
AgNP.

Outro pardmetro importante para a aplicacdo comercial do
produto polimério é o valor da massa molecular média, a qual foi
determinada a partir da andlise viscosimétrica conforme item 3.9.10 e
curvas de calibragdo apresentadas no Apéndice G, e, portanto, os valores
das massas moleculares dos produtos obtidos a partir das reacdes de
polimerizagdo em suspensdo sdo apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 — Massas molares viscosimétricas para os materiais poliméricos
obtidos*.

Polimeros PS puro PS/BSNP
Mn (g.mol™) 172874,96 + 1,45° 191964,58 + 1,

* valores médios de triplicatas. Valores dentro da coluna distribuidos com letras
diferentes s@o significativamente diferentes (p<0,01) por teste de separagdo de
médias de Tukey.

Percebe-se que as massas moleculares obtidas para os produtos de
reacdo para a obtengdo do poliestireno situam-se na faixa adotada pela
indastria de EPS, que vai de 150 000 a 250 000 g.mol’ (BISHOP,
1971). Ou seja, a incorporacdo de AgNP na reagdo permite a producao
de polimeros com aplicabilidade comercial.

Os valores de massas molares foram diferentes significativamente
e maior quando adicionadas as AgNP no PS, e o fendmeno apresentado
vem de encontro com o estudo de Yeum, Sun e Deng (2005) na
proposi¢do de que as AgNP podem funcionar como um sequestrador de
iniciador. E neste caso, com menores concentra¢des de iniciador no
meio reacional, a taxa de polimerizagdo € mais lenta e as gotas colidem
mais. Com a adicdo de AgNP no sistema, o efeito gel é mais
pronunciado (Figura 45), tal efeito leva a diminuigdo na taxa de
terminagdo das cadeias em crescimento. Esta limita¢do difusional passa
a ser a responsavel pelo aumento significativo da massa molecular
média do poliestireno aditivado com AgNP.
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As pérolas poliméricas de PS ¢ PS/AgNP foram analisadas
através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) acoplada a
técnica EDX para a identificagdo da prata conforme item 3.9.6 e as
microscopias sdo apresentadas na Figura 48. Na Figura 48 A-C, sdo
apresentadas as pérolas de PS puro obtidas a partir da polimeriza¢do em
suspensdo, apresentaram superficie lisa, tal superficie foi modificada
com a adicdo de AgNP. A Figura 48 E-G, apresenta regides esféricas
vazias ¢ ndo foi possivel visualizar qualquer estrutura de nanoparticulas
na superficie, no entanto, a partir da fratura de uma amostra, Figura 48 I-
J, foi possivel a visualizagdo de tais AgNP. As regides esféricas vazias
também foram observadas no EPS/AgNP (Figura 48, H) quando
comparadas com o EPS puro (Figura 48, D).

As estruturas esféricas vazias podem terem ocorrido devido a
incorporagdo de agua nas particulas de forma mais pronunciada durante
a fase do efeito gel. Tais regides foram observadas também por Neves et
al. (2011) em PS adicionado de nanoparticulas de Fe;O4, ¢ podem ser
formadas devido a encapsulagdo de microgotas de agua durante a reacdo
de polimerizacdo. Diferentes didmetros dessas regides esféricas vazias
estdo relacionados as microgotas de agua encapsuladas que estdo
rodeadas por nanoparticulas superficialmente modificadas por acido
oleico. Na particula polimérica fraturada (Figura 48, 1), foi possivel
observar diferentes didmetros das regides esféricas vazias e que o
material aditivado com AgNP se torna mais poroso, isso pode interferir,
de alguma forma, as propriedades mecanica do material. Tais
caracteriza¢des ndo fazem parte do escopo deste estudo e por isso ndo
foram conduzaidas mas sio necessarias e deverdo ser realizadas
futuramente.

A andlise de EDX realizada na superficie do PS/AgNP, para
idenficar os elementos presentes na amostra, ¢ apresentada na Figura 48,
K e se pode constatar somente a presenga de um composto organico pela
presenca do elemento carbono. Portanto, ndo foi possivel determinar a
presenca da prata no polimero. E provavel que a baixa concentracio das
AgNPs no PS, influenciou negativamente na detec¢do da prata.
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Figura 48 — Micrografias das pérolas de PS (A-C), PS/AgNP (E-G, I-])), EPS
(D) e EPS/AgNP (H) e analise de EDX para PS/AgNP (K).
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Figura 48 — Micrografias das pérolas de PS (A-C), PS/AgNP (E-G, I-]))), EPS
(D) e EPS/AgNP (H) e analise de EDX para PS/AgNP (K) (continuagio).
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Fonte: do autor.

As analises termogravimétricas foram realizadas nos materiais
poliméricos, conforme item 3.9.11 e os resultados estdo apresentados na
Figura 49.

Para o PS puro (Figura 49, A) pode-se observa uma unica perda
de massa significativa, em aproximadamente 404 °C a 444 °C que pode
ser atribuida @ decomposi¢do do material organico polimérico. Para o
polimero aditivado com AgNP na concentragdo bacteriostatica (Figura
49, B) tal perda referente a degradagdo do poliestireno foi observada na
faixa de 409 °C a 450 °C. Tais resultados aproximaram-se do estudo de
Cai et al. (2014) que sintetizaram microesferas de poliestirenos
recobertas por AgNP.

Quando as AgNP sdo adicionadas ao poliestireno na concentracio
bacteriostatica, observou-se dois comportamentos (78 a 110 °C e 205 a
304 °C) de perda de massa em temperaturas menores a 400 °C. De
acordo com Yan et al. (2009) apud Neves et al. (2011) a primeira perda
de massa reflete o acido oleico adsorvido fisicamente na nanoparticula,
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enquanto que a segunda perda pode ser relacionada a degradagdo do
acido oleico adsorvido quimicamente na superficie das nanoparticulas.

Figura 49 — Resultados de TGA. A) PS puro ¢ B) PS/AgNP.
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Fonte: do autor.

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) foi determinada por
calorimetria diferencial de varredura (DSC), conforme o item 3.9.11 e
os resultados estdo apresentados na Figura 49.

Conforme Figura 50, A o PS puro apresentou Tg a 100,30 °C e

para o PS/AgNP (Figura 50, B) a Tg encontrada foi de 103,85 °C. Tais
resultados indicam que a adi¢do de AgNP no poliestireno ndo interferiu
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na formagdo do polimero pois a Tg encontra-se na faixa de temperatura
para tal material polimérico.

Figura 50 — Termogramas obtidos por DSC: A) PS puro; B) PS/AgNP.
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E, finalmente, as propriedades antimicrobianas do poliestireno
expansivel aditivado com AgNP foi avaliado conforme item 3.9.14.3
através de teste de contato com as cepas E.coli, S.aureus e S.
TYPHIMURIUM.

Pelo fato, da aplicacdo das AgNP serem na concentracdo
bacteriostatica, fez-se necessario o acompanhamento da cinética do
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crescimento bacteriano durante 25 h para a verificacdo de qual seria o
tempo necessario de contato entre o microrganismo e o material
antimicrobiano para que ocorresse perda da viabilidade bacteriana.

Os resultados sao apresentados na Figura 51 e é possivel observar
que ocorreu crescimento de coldnias ao longo do tempo quando utilizou-
se o EPS puro. Para o EPS/AgNP foi possivel observar a redugéo no
nimero de colonias formadas durante o tempo para as bactérias
estudadas (Figuras 52 a 54).

Figura 51 — Cinética da atividade bacteriana em contato com o PS puro e
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Figura 52 — Contagem de colonias de S.aureus do teste de contato entre cepas
bacterianas e material polimérico.
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Figura 53 — Contagem de colonias de E. coli do teste de contato entre cepas
bacterianas e material polimérico (continuagio).
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Figura 54 — Contagem de colonias de S. typhi do teste de contato entre cepas
bacterianas e material polimérico (continuagao).
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Para todos os microrganismos testados a total redu¢do de colonias
se deu no periodo de 13 h de contato entre as cepas bacteriana e o
material EPS aditivado com AgNPs.

Portanto, para a aplicacdo industrial do EPS antimicrobiano como
embalagem priméria ou secundéaria, o produto a ser acondicionado
devera permanecer no minimo 13h em contato com a embalagem
antimicrobiana para garantir que nenhuma coldnia bacteriana de E.coli,
S.aureus e S.typhi se desenvolva.






CONCLUSOES

O estudo realizado sobre o desenvolvimento do processo de
sintese de nanoparticulas de prata, de maneira otimizada e a
incorporagdo dessas em poliestireno expansivel permitiu concluir que o
material polimérico antimicrobiano produzido possui aplicagdo
industrial, como uso em embalagens primaria ou secundaria. A obtenc¢do
de poliestireno expansivel antimicrobiano, como uma proposta inédita,
foi possivel de ser realizada. Tal ineditismo consiste na incorporagdo de
nanoparticulas de prata in situ na polimerizagdo em suspensdo do
estireno.

O trabalho desenvolvido permitu explorar rotas otimizadas de
sinteses de nanoparticulas de prata (AgNP), desenvolver o processo de
incorporagdo de AgNP in situ na polimerizagdo em suspensdo do
estireno, estabelecer as condicdes cinéticas de tal polimerizagdo e obter
o poliestireno expansivel antimicrobiano como produto final.

Dentre as rotas de sinteses de nanoparticulas de prata estudadas,
utilizando dois diferentes agentes redutores inorgénicos (citrato de sodio
e borohidreto de sddio), selecionou-se a rota de sintese adequada através
da selecdo da regido otima das condi¢des experimentais e planejamentos
experimentais. E, portanto, a aplicagdo do NaBH, como agente redutor
apresentou maior eficiéncia na sintese para a obtencao de nanoparticulas
de prata com menores tamanhos, apesar de alguns sistemas
apresentarem polidispersidade > 50%. Esta condicdo, de altas
polidispersidades para as AgNP em alguns sistemas, ¢ plausivel no
sentido de que, apesar do NaBH, funcionar como redutor, atua também
como estabilizante, mas com baixa eficiéncia.

A adicdo de um segundo estabilizante se fez necesséario e
portanto, estudou-se, a partir do mecanismo de nucleacdo durante a
sintese de AgNP, a utilizacdo de citrato de s6dio, SDS ¢ PVA como
estabilizantes. E, justamente, o citrato de s6dio demonstrou resultados
positivos ao ser aplicado na sintese de AgNP neste trabalho.
Provavelmente por ser responsavel por uma estabilizacdo eletrostatica, a
qual ¢ de natureza da nucleagdo das AgNP.

A transferéncia das AgNP do meio aquoso para o meio organico
(estireno), foi possivel através da hidrofobizacdo das nanoparticulas,
usando o 4cido oléico como agente de transferéncia via solvente,
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diretamente para o estireno. Entretanto, o d4cido oléico ndo
necessariamente precisa ser o estabilizante das AgNP durante a sintese.
No caso, deste trabalho, o acido oléico apresentou-se efetivo, como
agente de transferéncia de fase das AgNP, apds inducdo em presenca de
acido fosforico 0,1M.

Apds transferir as AgNP diretamente para o estireno, este foi
polimerizado via polimerizagdo em massa e, em suspensdo para a
obtengdo de poliestireno expansivel. A adicdo de AgNP ndo causou
diferenga significativa na reagdo cinética em massa do poliestireno, ja na
polimerizagdo em suspensdo a taxa de reagdo do poliestireno com AgNP
¢ mais lenta para atingir a conversdo completa, e portanto, a taxa de
polimerizagdo é menor.

Estudos em relagdo a atividade antimicrobiana das AgNP foram
realizadas e permitiram estabelecer as concentragdes bacteriostaticas e
bactericidas ideais para a incorporagdo no mondmero contra as bactérias
S. aureus, E. coli e S. TYPHIMURIUM. Ao utilizar a concentragido
bacteriostatica de AgNP na polimerizagdo em suspensdo do estireno, a
conversdo atingiu 100% em 540 minutos e a etapa gel foi prolongada.
Aplicando a concentragdo bactericida da AgNP, a taxa de polimerizagio
foi ainda menor, de modo que o sistema, em 540 minutos, atingiu 86%
de conversdo e neste caso ocorreu forte desestabilizagdo da reagdo, nao
sendo possivel a obtencdo de particulas poliméricas. 94% do material
polimérico antimicrobiano produzido ficou dentro da faixa desejada,
assim como, a massa molecular (191 964,58+1,62 g.mol™) para
aplicagdo industrial. A quantidade de mondmero residual apresentaram-
se de acordo com a legislagdo vigente (0,22+0,08 %), assim como, a
concentracdo de prata incorporada no material polimérico (0,51+0,04 g
de Ag/100g de material polimérico). Portanto, o poliestireno expansivel
antimicrobiano foi obtido com condi¢des dentro dos parametros
industriais de aplicacdo nos pardmetros de distribuicdo de tamanho de
particula, massa molecular e monomero residual e quantidade de prata.

A morfologia do material polimérico obtido, observada através
de microscopia eletronica de varredura, permitiu observar que a adigdo
das AgNPs ao poliestireno causou certa interferéncia na estrutura do
material apresentando regides esféricas vazias, deixando o material mais
poroso. As caracteristicas termogravimétricas e temperatura de transi¢ao
vitrea do material polimérico ndo foram influenciadas,
significativamente, pela adicdo de AgNP, indicando que a concentragéo
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aplicada de AgNP ndo interferiu na degradagdo térmica e formagdo do
polimero.

O processo desenvolvido de incorporacdo de AgNP, na
concentragdo bacteriostatica, in Situ na polimerizagdo de suspensdo do
estireno, assim como o poliestireno expansivel antimicrobiano obtido,
estio aptos a serem aplicados industrialmente. O poliestireno
expansivel antimicrobiano obtido foi eficiente para a reducdo do
crescimento de colbnias bacterianas de E.coli, S. aureus e S.
TYPHIMURIUM a partir de 13 horas de contato.

Adaptacgdes aos processos sdo necessdrias, dessa forma, como
sugestdes para trabalhos futuros ficam a necessidade de estudo das
condi¢des reacionais do sistema de polimerizagdo em suspensdo do
estireno aplicando a concentragdo bactericida de nanoparticulas de prata,
ja& que esta causou a instabilidade do sistema de polimerizagdo. E,
estudos de migragdo de prata da embalagem para o produto armazenado
também se fazem necessarios assim como a caracterizagao das
propriedades fisicas do poliestireno expansivel antimicrobiano, para a
definicao do tipo de aplica¢do da embalagem (primaria e/ou secundaria).
Além do mecanismo de acdo das AgNP nas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas.
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APENDICE E — Cinética de polimerizacio em massa do PS puro e

aditivado com AgNP
Tabela E1 - Cinética da polimerizagdo em massa do poliestireno puro e com
AgNP.

Tempo de reagio Conversio (%)" AgNP

(min) PS puro PS += 1,47
0 0,23 +£0,50 3,72+ 1,94
15 6,59 + 1,23 9,88+ 1,52
30 14,09 +£2,13 18,44+ 1,25
45 19,33 +£2,20 13,42+ 1,35
60 26,00 £ 2,29 28,01+ 1,72
75 26,37+1,11 33,31+ 1,35
90 30,53 +£2,23 39,28+ 1,29
105 36,25 £2,16 41,60+ 1,02
120 41,34 +2,13 50,13+ 2,37
135 52,36 £1,23 58,17+ 2,17
150 55,73 +2,16 61,04+ 2,01
165 56,71 £2,20 65,20+ 2,01
180 63,25+2.21 70,39+ 2,92
195 65,13 £2,20 71,92+ 1,86
210 67,89 + 2,54 74,38+ 1,94
225 72,60 £2,52 78,44+ 1,70
240 78,63 + 2,35 83,04+ 1,76
255 83,66 + 1,30 85,60+ 1,44
270 88,13 +2,28 87,39+ 1,66
285 89,52 + 1,26 90,59+ 1,39
300 90,37 £1,12 90,37+ 1,94
315 92,55+1,23 91,54+ 1,85
330 93,47 +£1,12 96,78+ 2,37
345 98,02 +£2,13 98,03+ 2,18
360 100,01 +2,12 100,02+ 1,38

375 100,04 £ 1,55 100,00

? valores médios + desvio padrio.
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APENDICE F — Cinética de polimeriza¢io em massa do PS puro e
aditivado com AgNP nas concentracdes bacteriostatica e bactericida

Tabela F1 - Cinética da polimerizagdo do poliestireno puro e com AgNP.

Conversio (%)*

Tempo de

reaciio (min) PS puro PS +'Agl,\ll" PS + A.g}\JP
(bacteriostatica) (bactericida)

0 1,83 £0,50 14,00 £ 1,47 47,22 +1,12
15 327+1,23 22,86 + 1,94 48,26 £2,13
30 10,84 £2,13 29,09 £ 1,52 50,20 £2,12
45 21,39+2,19 3497+ 1,25 53,88 £ 1,55
60 26,21 +2,29 36,28 £ 1,35 57,18+ 1,25
75 30,93 £ 1,11 44,58 £1,72 59,98 £2.,35
90 34,87+£223 51,91+ 1,35 64,29 £2,01
105 36,41 £2,16 60,36 = 1,29 67,75+ 1,03
120 43,01 +£2,13 66,25 £ 1,02 69,58 + 1,04
135 47,63 +1,23 67,42 +£2,37 70,38 £2,00
150 53,97 £2,16 70,98 £ 2,17 71,75+£2,01
165 57,27 +£2,19 74,17 £2,01 73,67 £ 1,75
180 60,65 +2,21 78,39 £2,02 74,69 + 1,64
195 67,03 £2,20 81,35+2,92 76,45 £ 1,96
210 70,77 £ 2,54 85,60 + 1,86 77,67 £ 1,95
225 76,91 £2,52 86,33+ 1,94 79,57 £ 0,89
240 82,36 £2,35 88,56 + 1,70 80,27 + 1,00
255 94,90 £ 1,30 89,64 + 1,76 81,54+ 1,25
270 100,05 + 2,28 90,17 + 1,44 81,68 + 1,66
285 100,04 + 1,26 90,38 £+ 1,66 82,05+ 1,48
300 100,08 = 1,12 92,19 +£1,38 82,16 + 1,36
315 100,06 + 1,23 92,42 +1,94 82,41 +1,98
330 100,06 + 1,12 92,46 + 1,84 82,64 +1,97
345 100,04 +2,13 92,94 +2.37 82,86 +2,30
360 100,02 +£2,12 95,25+2,18 83,08 +£2,01
375 100,00 £ 1,55 95,12 +1,38 83,31 +2,12
390 100,00 £ 1,25 95,67 £ 1,75 83,53 +2,54
405 100,01 £2,35 96,19 £ 1,47 83,75+2,35
420 100,02 £ 2,01 96,68 + 1,28 83,98 +2,87
435 100,01 + 1,02 97,15 +£2,47 84,19 +2,34
450 100,01 = 1,02 97,58 £2,02 84,42 +231
465 100,02 £ 2,00 97,99 £1,95 84,64 +1,23
480 100,01 £ 2,01 98,76 £ 2,02 84,87+ 1,65
495 100,01 = 1,75 99,12 £2,98 85,09 +1,25
510 100,09 + 1,64 99,46 +2,92 85,31 +1,25
525 100,09 £ 1,96 99,78 £2,47 85,54 + 1,36
540 100,01 +1,95 100,08 +2,19 85,76 +1,24
555 100,00 + 1,53 100,07 2,18 85,98 +1,59
570 100,00 £ 1,25 100,06 + 1,85 86,21 + 1,36
585 100,00 + 1,30 100,02 + 1,75 86,43 +1,29
600 100,00 + 1,45 100,02 + 1,66 86,65+ 1,29

* valores médios + desvio padrio.
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APENDICE G - Curvas de calibracio

Figura G1 — Curva de calibrag@o das condigdes experimentais otimizadas das

a.)
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Figura G2 — Curva de calibragdo de mondmero estireno.
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190
Figura G3 — Curva de calibragao para a determinagido das massas moleculares

por viscosimetria do PS puro.
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Figura G4 — Curva de calibragao para a determinagdo das massas moleculares
por viscosimetria do PS/AgNP.
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