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RESUMO

A reducdo de residuos quimicos potencialmente tdxicos nos processos
industriais e laboratoriais, é uma preocupacdo crescente atrelada a
necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias e produtos. E
dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar a sintese verde
de nanoparticulas de prata utilizando 6leo essencial como agente redutor
e aplicar em nanofibras poliméricas obtidas por eletrofiacdo. Para isto
foram selecionados cinco 6leos essenciais, sendo eles os 6leos de alecrim,
cravo, erva de touro, orégano e tomilho, que foram avaliados quanto a sua
composicdo quimica e testados para a eficiéncia na reducdo do AgNOs e
formag&o das nanoparticulas (AgNPs). Em um primeiro momento foram
preparadas amostras com os cinco 6leos e avaliadas por espalhamento de
luz dindmico (DLS) e espectrofotometria no UV-Vis, e o 6leo de cravo
mostrou melhor desempenho na formacdo de AgNPs em diferentes pHs
(7, 8, 9 e 10), sendo a maior formacéo observada em pH 8. A imagens
obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) mostraram
variados formatos e tamanhos que ficaram entre 35,5 e 78,0 nm. O dleo
de cravo e o0 seu composto majoritario eugenol foram selecionados para
dar sequéncia ao trabalho e ambos apresentaram desempenho semelhante
na sintese de AgNP que foram estaveis em solucdo por 12 semanas
guando avaliadas por UV-Vis e DLS. As AgNPs também foram
caracterizadas por andlise de espalhamento de Raio X a baixo angulo
(SAXS) onde foi possivel confirmar a predominancia dos formatos
esféricos e obter o tamanho médio na condicdo real das AgNPs em
solucdo, obtendo valores de 18,6 nm e 22,4 nm para as AgNP-cravo e
AgNP-eugenol, respectivamente. As AgNPS também apresentaram
potencial inibitério para Staphylococcus aureus, sendo bactericida
mesmo na concentragdo mais baixa testada (40 pL.mL!) quando obtidas
com o eugenol e 60 pL.mL"* quando obtida com 6leo de cravo. As AgNPs
foram adicionadas em diferentes solucdes de PEO (poli 6xido de etileno)
e zeina em etanol 85 % para obtengdo de nanofibras pelo processo de
eletrofiacdo. Neste processo, foram obtidas fibras cilindricas com
diametros variando de 335,9 a 870,7 nm. A anélise de MET auxiliou na
identificacéo das nanoparticulas de prata nas fibras e com isso foi possivel
confirmar a sua presenca e a obtencdo de nanofibras impregnadas com as
AgNPs.

Palavras-chave: Nanotecnologia, Syzygium aromaticum, eugenol, poli
oOxido de etileno, zeina.






ABSTRACT

In industrial and laboratory processes, the reduction of potentially toxic
chemical residues is an increasing concern linked to the need to develop
new technologies and products. In this context, the goal of the present
work was to accomplish the green synthesis of silver nanoparticles using
essential oil as a reducing agent and application in polymeric nanofibers
obtained by the electrospinning process. There were five essential oils
selected, among them rosemary, clove, bull herb, oregano and thyme oils,
which were evaluated for their chemical composition and tested for
efficiency in reducing AgNO3 and formation of nanoparticles (AgNPs).
The samples prepared with the five oils were evaluated by dynamic light
scattering (DLS) and UV-Vis spectrophotometry, therefore the clove
essential oil showed better performance in the formation of AgNPs at
different pHs (7, 8, 9 and 10), with the highest formation observed at pH
8. The images obtained by transmission electron microscopy (TEM)
presented different shapes and sizes between 35.5 and 78.0 nm. Clove oil
and its major eugenol compound was selected to follow the work and both
showed similar performance in AgNP synthesis that were stable in
solution for 12 weeks when evaluated by UV-Vis and DLS. AgNPs were
also characterized by X-ray scattering at low angle (SAXS) where it was
possible to confirm the predominance of the spherical shapes to obtain
the average size in the real condition of AgNPs in solution, obtaining
values between 18,6 nm and 22, 4 nm for the AgNP-clove and AgNP-
eugenol, respectively. AgNPS also had an inhibitory potential for
Staphylococcus aureus, being bactericidal even at the lowest
concentration tested (40 pL.mL™) when obtained with eugenol and
60 uL.mL* when obtained with clove oil. AgNPs were added in different
solutions of PEO (polyethylene oxide) and zein in 85% of ethanol to
obtain nanofibers by electrospinning process. In this process, cylindrical
fibers with diameters varying from 335.9 to 870.7 nm were obtained.
With the TEM analysis assisted in the identification of silver
nanoparticles in the fibers it was possible to confirm their presence and
the obtaining of nanofibers impregnated with the AgNPs.

Key words: Nanotechnology, Syzygium aromaticum, eugenol,
polyethylene oxide, zein.
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1. INTRODUCAO

A funcdo principal de uma embalagem, em especial uma
embalagem de alimentos, é a protecdo do produto contra fatores como a
luz, umidade, ar, agentes microbianos e outros que possam interferir e
prejudicar a qualidade destes produtos. Porém, a garantia de transporte
seguro, acondicionamento adequado e conveniéncia para o consumidor,
sdo primordiais para o exigente mercado. Dessa forma, cada vez mais 0s
produtos que apresentam beneficios e conveniéncias tanto para a industria
como para 0s consumidores finais, sdo 0s que recebem mais destaque.
Neste contexto, as embalagens ativas apresentam grande crescimento e
destaque com tecnologias que podem reduzir ou até eliminar problemas
relacionados a deterioracdo dos alimentos, como o crescimento de
microrganismos ou alteracdes quimicas causadas pela oxidacdo, e
consequentemente, aumentar a vida de prateleira destes produtos
(MIHINDUKULASURIYA & LIM, 2014; OTONI et al. 2016). O
conceito de embalagem ativa traz tecnologias nas quais o material da
embalagem interage com os alimentos visando beneficios e apresentando
papel ativo no combate a agentes deletérios (OTONI et al. 2016).

Entre as aplicacfes e finalidades das embalagens ativas, estdo
aquelas com atividade antimicrobiana, que inibem ou retardam o
crescimento microbiano aumentando a preservagdo da qualidade do
alimento. As propriedades antimicrobianas da maioria dos materiais de
embalagens estdo baseadas na migracdo de substincias ativas da
embalagem para o alimento e/ou para o headspace, exercendo, entdo, a
sua acdo (NERIN et al. 2016).

Um problema recentemente posto a tona por pesquisadores é a
grande resisténcia a antibiéticos que microrganismos estdo adquirindo
com o uso comum dos mesmos (LIU et al. 2015). Com isto a questdo da
importancia da descoberta e aplicacdo de novos agentes antimicrobianos
¢ destacada ndo sé na area médica, mas em todas as areas, incluindo a de
alimentos. E neste panorama, os nanomateriais podem ser uma alternativa
eficaz para esta questdo. Estes materiais em escala nanométrica
apresentam uma maior area superficial em relacdo ao volume, quando
comparadas a materiais em escala micrométrica ou maior, e propriedades
quimicas e fisicas Unicas que atraem cada vez mais a atencdo da
comunidade cientifica.

As nanoparticulas metalicas, em especial as de metais nobres,
como ouro, cobre e prata sdo aplicadas para uma grande variedade de
areas como medicina, farmacéutica e de alimentos (CASTELLANO et
al., 2007 KOTAKADI et al., 2015). As nanoparticulas de prata recebem
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destaque na aplicacdo como agentes antimicrobianos por agredirem a
parede celular da bactéria impedindo a respiracdo celular e,
consequentemente, a sua replicagdo. Os estudos com as nanoparticulas de
prata sdo amplos e descritos por varios autores (CASTELLANO et al.,
2007; PAL, TAK & SONG, 2007; KOTAKADI et al., 2015). Porém, a
sintese destas particulas se da muitas vezes pelo uso de agentes redutores
como o borohidreto de sédio, a hidrazina e alguns alcoois, que podem
apresentar toxicidade e assim, limitar o uso, por exemplo, em aplicacfes
alimenticias. Contudo, o conceito da chamada quimica “verde”, que pode
ser definida como a criacgdo, o desenvolvimento e a aplicagdo de produtos
e processos que visam reduzir ou eliminar o uso ou a geragao de produtos
guimicos que podem ser nocivos a saude humana e ambiental (CORREA,
2009), pode ser aplicado e a selecdo de materiais biodegradaveis, livres
de solventes e biocompativeis, pode ser uma alternativa para a obtencéo
de nanoparticulas “verdes” e possibilitar sua maior aplicagdo. Assim, o
uso de extratos de plantas, 6leos essenciais e outros produtos capazes de
reduzir os sais de prata em solucao para obten¢do de nanoparticulas pode
ser uma alternativa viavel. Além disso, a combinacéo de tecnologias pode
potencializar a aplicacdo, aliando as propriedades caracteristicas de cada
material para um efeito benéfico sinérgico.

Dentro deste contexto, o intento do presente trabalho foi realizar a
sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando 6leo essencial como
agente redutor e estabilizante e caracterizacdo fisico-quimica e
antimicrobiana dessas nanoparticulas para posteriormente adiciona-las
em solucdes poliméricas para obtengdo de nanofibras pelo processo de
eletrofiacdo.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos geral

Realizar a sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando dleos
essenciais como agentes redutores e aplicar em nanofibras poliméricas
obtidas por eletrofiacéo.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a eficiéncia de diferentes 6leos essenciais na reducéo da
prata para obtencdo de nanoparticulas;

e Caracterizar as nanoparticulas obtidas quanto ao tamanho,
dispersdo de tamanho, estabilidade e morfologia;

e Determinar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de
prata obtidas;

e Produzir nanofibras poliméricas pela técnica de eletrofiacdo e
impregnar com nanoparticulas de prata;

e Caracterizar as nanofibras quanto a distribuicdo de tamanho,
morfologia e propriedades fisico-quimica;
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1. NANOTECNOLOGIA

Nanotecnologia é o termo utilizado para a manipulacdo de
materiais ou estruturas em escala nanométrica, isto €, 10°m = 1 nm.
Geralmente estes materiais devem apresentar dimensdes entre 1 nm e 100
nm (HANDFORD et al., 2014; GALLOCCHIO, BELLUCO & RICCI,
2015). Com o avanco da ciéncia e tecnologia, em particular os avangos
na nanociéncia, tais materiais e sistemas ganham cada vez mais destaque,
interesse e aplicabilidade em diversas &reas da ciéncia dos alimentos
incluindo a agricultura, processamento de alimentos, nutricéo,
biosseguranca alimentar e embalagens (ARAUJO et al. 2013;
AGRAWAL & RATHORE, 2014; ROSSI et al. 2014; CHELLARAM et
al. 2014; HANDFORD et al. 2015; DASGUPTA et al. 2015). Os estudos
com materiais em escala nanométrica passaram a ganhar importancia
significativa nos ultimos anos e todo o campo de conhecimento da
nanociéncia foi fortalecido pelo crescimento das pesquisas acerca da
manipulacéo, aplicacdo, beneficios e maleficios destes materiais. Assim,
muitas questdes vieram a tona e chamaram a atencdo para o grande
numero de possibilidades de aplicacBes destes materiais na melhoria de
produtos e processos na area médica, esportiva, ambiental, farmacéutica,
cosmeética, mecanica, téxtil e de alimentos (HANDFORD et al. 2014).
Nos alimentos, que por séculos sdo consumidos, a presenga de compostos
em escala nanométrica sempre ocorreu de forma natural em produtos de
origem vegetal e animal, como por exemplo, o DNA (2,5 nm), 0s
principais componentes do leite, como as micelas de caseina, proteinas do
soro do leite e a lactose com dimens6es que podem variar de 0,5 nm a 500
nm, estruturas organizadas de musculos em carnes e peixes, entre outros
exemplos. Entretanto, hoje em dia, com a melhoria do conhecimento da
estrutura e fungdo dos nanomateriais, tanto que ocorrem naturalmente
como os que podem ser adicionados aos alimentos, é possivel conduzir
novas aplicacBes para melhorar esses produtos, bem como, desenvolver
produtos totalmente novos (MAGNUSON, JONAITIS & CARD, 2011).
Dentro desta premissa, a nanotecnologia oferece oportunidades para a
indGstria de alimentos e agricola e varias aplicacbes podem ser
encontradas em diferentes fases da cadeia produtiva de alimentos, desde
0 campo até o produto final. De acordo com o estudo publicado pelo
European Food Safety Authority (EFSA) em 2014, a lista de aplicagdes
na agricultura, alimentagdo humana e animal, hoje e futuramente, podem
incluir a agricultura, com nanocépsulas para a liberagdo mais eficiente de
pesticidas, fertilizantes e outros agroquimicos, nanomateriais para
detecgdo de patdgenos em plantas e animais, na alimentacdo humana e
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animal, com nanocdpsulas para melhorar a dispersdo, a
biodisponibilidade e a absorcdo de nutrientes, nanoencapsulados para
intensificar cor e sabor, nanotubos e nanoparticulas como agentes
gelificantes para melhorar a viscosidade, nanoparticulas para ligagéo
seletiva e remocdo de patdgenos da alimentacdo humana e animal, em
embalagens de alimentos com nanoparticulas para detectar
microrganismos patogénicos de alimentos, nanosensores biodegradaveis
para monitorar a temperatura e umidade no armazenamento, nanofilmes
e nanofibras para atuar como materiais de barreira e evitar a deterioracéo
e acdo do oxigénio, nanoparticulas para revestimento de superficies
antimicrobianas e antifdngicas, suplementos alimentares, como
suspensdes de nanoparticulas antimicrobiana, antioxidante e de liberacdo
alvo de nutracéuticos (RIKILT & JRC, 2014).

Saharan e colaboradores (2015) estudaram a eficiéncia da
atividade antifingica de nanoparticulas de quitosana e cobre e a influéncia
no crescimento de tomateiros. O estudo destacou o efeito sobre a
germinacdo das sementes de tomate promovido pelas nanoparticulas,
além da inibicdo de 70,5% e 73,5% do crescimento do micélio e 61,5% e
83,0% do crescimento de esporos dos fungos Alternaria solani e
Fusarium oxysporum, respectivamente, quando aplicado nas plantas uma
solucdo de nanoparticulas na concentragcdo de 0,12% (m/v). O efeito
herbicida e genotoxico de nanoparticulas de policaprolactona (PCL)
carregadas com o herbicida Atrazina, foram avaliados por Pereira e
colaboradores (2014). Neste caso, as nanoparticulas de PCL carregadas
com atrazina mostraram maior eficiéncia no combate da planta alvo
(Brassica sp.) quando aplicadas a uma concentracdo de 2,5 kg/ha
(quilogramas por hectare) em comparacao com o herbicida livre. Também
houve a reducgdo da genotoxicidade do herbicida encapsulado em relagéo
ao herbicida livre o que indica maior seguranca do seu uso na agricultura,
segundo 0S mesmos autores.

Em estudo conduzido por Krivorotova e colaboradores (2016) a
nisina composto que apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas e que frequentemente € utilizado para conservar
alimentos, foi encapsulada com pectina de alta e baixa metoxilagéo afim
de proteger este composto da interagdo com o alimento promovendo
maior estabilidade durante o processamento e armazenamento. Ainda
neste contexto, da Rosa e colaboradores (2015) produziram
nanoparticulas de zeina carregadas com monoterpenos fendlicos (timol e
carvacrol) compostos majoritarios dos 6leos essenciais de tomilho e
orégano. Novamente, as nanoparticulas produzidas mostraram inibi¢do
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contra Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, bactérias Gram-
positivas e estabilidade ao longo de 90 dias de armazenamento a 6 °C e
20 °C.

Em revisdo publicada recentemente por Gomez e colaboradores
(2016) estes abordam a utilizacdo da nanocelulose como agente
estabilizante ou emulsificante em alimentos como molhos para salada,
coberturas para bolos, sopas, sobremesas, entre outros, melhorando as
caracteristicas sensoriais e organolépticas destes produtos, também o uso
como ingrediente funcional como substituto de gordura em alimentos de
baixa caloria, além de ser considerada uma fibra dietética benéfica para o
organismo humano, auxiliando no transito intestinal e podendo reduzir o
risco de cancer dessa natureza e doengas relacionadas. O uso como
material de embalagem para alimentos também é abordado ressaltando a
alta capacidade de barreira da nanocelulose contra o oxigénio, onde
estudo relata que filmes de nanocelulose de 21 + 1um de espessura
apresentaram permeabilidade de 17 + 1 mL m por dia, valor que mostra
competitividade em relacdo a outros polimeros sintéticos como o alcool
vinil etilénico (EVOH) (3 — 5 mL m™ por dia) de aproximadamente a
mesma espessura. As aplicagcdes da nanotecnologia estdo diretamente
ligadas as propriedades Unicas destes materiais, que por sua vez, estdo
relacionadas com as suas dimensdes.

A ampla superficie de contato destes materiais prové alta
reatividade e interacdo, porém, as caracteristicas fisico-quimicas, tais
como forma, composicdo, carga e solubilidade podem mudar o seu
comportamento, assim todos os aspectos devem ser levados em
consideragdo no ambito de aplicagdo (GALLOCCHIO, BELLUCO &
RICCI, 2015). No caso de materiais metélicos nanoparticulados existe um
maior nimero de atomos presentes na superficie e que, por sua vez, estdo
em um ambiente diferente dos 4&tomos presentes no interior. Assim, 0s
atomos da superficie da particula possuem ndmero menor de atomos ao
seu redor, o que diminui a estabilidade deste e os deixam mais
susceptiveis as interacdes quimicas, contribuindo para a reatividade
desses materiais. Dessa forma, as particulas com menor tamanho
apresentam, em alguns casos, maior numero de 4tomos na superficie do
gue no interior e 0 contrario podera ocorrer quando o tamanho da particula
é maior, por exemplo, uma particula esférica de 1nm apresenta mais de
75% de 4tomos na superficie, enquanto que quando esta tem 20 nm de
didmetro esse numero é reduzido para 0,5% dos atomos presentes na
superficie. Podemos observar outros exemplos na Figura 1.
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Figura 1. llustracdo da porcentagem do nimero de &tomos na superficie em
relagdo ao nimero total de &tomos com o aumento do tamanho da nanoparticula

(NP).
Nimero de camadas 1 2
Numero de atomos na NP M, M5 M, 47 Moo Msgq
Numero de atomos na superficie 92% 76% 63% 52% 45%

Fonte: Adaptado de Aiken 111 & Finke, 1999.
2. NANOPARTICULAS METALICAS

Ha& muitos anos que as pesquisas com nanoparticulas metalicas
vém crescendo consideravelmente e o inicio desse crescimento se deu a
partir da pesquisa pioneira de Michael Faraday no século XIX, que
reduziu em solugdo aquosa, um sal de ouro (Au) utilizando fésforo em
dissulfeto de carbono, obtendo uma solucdo aquosa de cor rubi com
nanoparticulas de Au dispersas (BRUST et al. 1994). A partir dessa
pesquisa 0 numero de trabalhos com nanoparticulas metalicas aumentou
de forma significativa. Hoje em dia, uma série de técnicas esta disponivel,
sendo capaz de obter solugBes coloidais com particulas em escala
nanométrica com tamanho e forma controlados e estreita faixa de
distribuicdo de tamanho (AN et al. 2012). A aplicacdo de nanoparticulas
metélicas € ampla e envolve desde a utilizagdo em componentes
eletronicos até o uso como agente antimicrobiano e antioxidante, estando
estas propriedades Unicas atribuidas especialmente ao tamanho reduzido
desses materiais.

Muitos trabalhos recentes avaliaram diferentes sinteses, agentes
redutores, estabilizantes e aplicacGes como, por exemplo, a determinagéo
de tragos de nitrito em conservas utilizando eletrodo nanocompdsito de
nanoparticulas de oOxido de zinco e platina eletrodepositadas em
nanotubos de carbono (ZHANG et al. 2015), ou o uso de nanoparticulas
de cobre com quitosana para promog¢do do crescimento de tomateiros e
acdo antifungica (SAHARAN, et al. 2015).

2.1 Sintese de nanoparticulas metéalicas

A sintese de nanoparticulas metalicas, especialmente de prata e
ouro, ocorre por métodos métodos fisicos, top Down e quimicos, botton
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Up. Métodos fisicos geralmente envolvem a deposicdo do metal, onde
este é evaporado e depositado em um substrato apropriado, também pode
ocorrer por processos mecanicos como a pulverizagdo, em que oS
aglomerados metalicos sdo subdivididos, ou seja, ocorre a decomposicéo
de um aglomerado metélico para a subdivisdo em particulas menores.
Porém, os métodos quimicos sdo 0s mais comuns, e baseiam-se na
reducdo de sais metalicos ou ions metalicos em solucdo aquosa, esta
reacdo forma primeiramente atomos que por seguinte se agregam
formando particulas (nanoparticulas). E uma reacdo relativamente
simples que produz particulas com formato quase esférico em sua grande
maioria (ZHANG & NOGUEZ, 2008). Um dos fatores de principal
importancia na reacdo é a escolha do tipo de agente redutor. Muitos
agentes redutores diferentes sdo utilizados como o hidrogénio (Hy),
lignina, B-D-glicose (monossacarideo), citrato de sodio e o borohidreto de
sodio (NaBH,) (EISING et al. 2011; SHERVANI & YAMAMOTO,
2011; LU & AN, 2015; LEE & OH, 2015; HU & HSIEH, 2016). Porém,
alguns destes compostos podem apresentar grande toxicidade, o que
limita a sua aplicacdo em algumas areas, como na industria de alimentos
ou aplicacBes médicas. Assim, para evitar 0 uso de substancias tdxicas,
novos métodos sdo desenvolvidos utilizando substancias ndo toxicas e
biodegraddveis como agentes de redugdo e estabilizacdo de
nanoparticulas metalicas (CAKIC et al. 2016).

Na sintese quimica o sal metalico é primeiramente reduzido em
solugéo aquosa e os dtomos metalicos formados, insolveis no liquido, se
agregam gradualmente em um processo reversivel, formando os
embribes. Estes, por sua vez, sdo espécies dinamicas envolvidas num
processo de dissociacdo-condensacdo continuo, e como tal, ainda
representam uma solugéo verdadeira. Os embrides de tamanho menor s&o
mais estaveis e assim os de tamanho intermediério dissociam-se ou se
agromeram para atingir este estado favoravel de estabilidade. A medida
gue novos atomos sdo gerados, os embrides atingem tamanho critico e
separam-se da solucdo, processo chamado de nucleacdo. O nlimero e 0
tamanho dos nicleos dependem dos parametros da reagdo de precipitacéo,
tais como a concentracdo de soluto, o potencial redox da reacdo de
reducdo, a temperatura, a natureza e a concentragao do agente tensoativo,
viscosidade do solvente e da tensdo superficial. Em seguida, novos
atomos de metal vdo se adicionando aos ndcleos em um processo
chamado de crescimento, formando particulas maiores e mais estaveis
com tamanho em escala nanométrica. No entanto, apesar de muito mais
estaveis do que os ndcleos, as nanoparticulas metélicas ainda possuem
alta energia superficial e enquanto o processo de difusdo é lento no
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crescimento das particulas primarias, 0 processo de agregacdo pode ser
rapido e o tamanho pode chegar a varios micrometros, o qué formaria um
p6 cristalino insolivel formado por ligagdo metal-metal (GOIA &
MATIJEVIC, 1998). A Figura 2, mostra de forma ilustrativa 0 processo
de formacdo da particula passando pela reducdo, formagédo do embrido,
nucleacdo e crescimento.

Figura 2. Etapas de formacdo da nanoparticula metalica passando pela redugo,
formac&o do embrido, nucleagéo e crescimento.

NANOPARTICULA
NUCLEO § { {};: \\
ATOMO  EMBRIAO /(r . f(, 2 ok
Reducdo y \ (f’ T { 4% \\k*f Z' .
W — | oA X % ¥ AN Pl A
— | _)\t \\& _'\\\ T — ﬁ“‘r \rlk\ \
) idaca > & e L, SO DA I
Oxidacao ) "‘(\\/ \(\ \\ . 0 ¢ )
Nucleagao Crescimento 2L }j

Fonte: O autor.

Nanoparticulas de metais nobres, tal como, ouro, cobre e prata,
apresentam uma interessante caracteristica de atividade éptica que os
respectivos atomos e aglomerados ndo apresentam, e assim, essas
nanoparticulas exibem espectro de absor¢do na regido do visivel. Este
espectro de absorcdo é chamado de banda de ressonancia de plasmon de
superficie, ou banda SPR, do inglés Surface Plasmon Resonance. A sua
origem ¢é atribuida a oscilagdo coletiva dos elétrons de condugéo, quando
estes sdo induzidos por um campo de radiacéo eletromagnética de luz e é
dependente de fatores como tamanho e forma que podem afetar as
propriedades dielétricas do metal e consequentemente, alterar a posicéo
da banda SPR (LINK & EL-SAYED, 1999; SONNICHSEN et al. 2002;
EISING et al. 2011; RAJ et al. 2016).

Com a constante evolucdo da ciéncia e preocupacdo cada vez
maior com o0 meio ambiente e salde, a chamada quimica verde, que visa
processos limpos e ndo poluentes, também ¢é aplicada a sintese de
nanoparticulas metélicas. Os agentes redutores, que por sua vez podem
apresentar grande toxicidade e gerar residuos, sdo substituidos em
diversas pesquisas por compostos naturais, nao toxicos e biodegradaveis.
Entre os diversos compostos utilizados como agentes redutores “limpos”
podemos citar os carboidratos, polimeros naturais, extratos de plantas e
Oleos essenciais. Estes compostos além de serem de origem natural e
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renovavel, ndo agridem o meio ambiente e em alguns casos podem
dispensar o uso de estabilizantes, pois funcionam como agentes redutores
e de estabilizacdo (VILAS, PHILIP & MATHEW, 2014; DAVID et al.
2014; RAJ et al. 2016; JADHAYV et al. 2016).

A pequena distancia entre particulas e as forcas de atracdo de Van
der Waals, fazem com que as particulas formadas se agreguem. Para isso
empregam-se agentes estabilizantes que compensem tais forgas,
limitando ou evitando o crescimento por agregacdo e ocorréncia de
grandes cristais (EISING et al. 2011). A estabilizagdo de particulas
metalicas é importante para que o processo de crescimento seja limitado.
Normalmente trés sdo os mecanismos envolvidos na estabilizacdo dessas
particulas: estabilizacao estérica, eletrostatica e eletrostérica. Em termos
gerais a estabilizacdo pode ser dividida em dois grandes grupos, a
estabilizacdo por carga (eletrostatica) e a estabilizacdo estérica. A
estabilizacdo eletrostérica é uma combinacdo destas duas (eletrostéatica e
estérica). Na estabilizacdo eletrostatica, a adsorcao de cations e anions na
superficie metalica forma uma dupla camada elétrica em torno da
particula, isso resulta em uma repulsdo coulombiana entre as particulas.
Caso o potencial elétrico da dupla camada seja alto o suficiente,
ocasionara a repulsdo eletrostatica evitando que as particulas se
aglomerem. As solucdes coloidais estabilizadas por repulséo eletrostética
sdo muito sensiveis a qualquer fenébmeno capaz de romper a dupla camada
como a forga idnica e 0 movimento térmico (ROUCOUX, SCHULZ &
PATIN, 2002; HANG et al. 2009; HIERREZUELO et al. 2010;
LODEIRO et al. 2016), como mostra a Figura 3a.

A estabilizacdo estérica (Figura 3b) é ocasionada pela adsorcdo de
macromoléculas organicas e polimeros na superficie metalica formando
uma camada protetora, chamada barreira estérica, esta barreira é que ira
impedir a aglomeracdo das particulas em solucdo. Neste caso, as
moléculas no espaco interparticulas e adsorvidas na superficie metalica,
irdo restringir o movimento diminuindo a entropia e aumentando a
energia livre. Outro efeito para este tipo de estabilizacdo é um aumento
local da concentracdo das macromoléculas adsorvidas em que as camadas
protetoras das particulas comegam se interpenetrar. Isto resulta na
repulsdo osmatica, onde o solvente ir4 estabelecer o equilibrio diluindo
as macromoléculas e, portanto, ocasionara a separacdo das particulas.
Quando a estabilizacdo eletrostatica e estérica sdo combinadas, temos a
estabilizacdo eletroestérica (Figura 3c). Este tipo de estabilizacdo €
geralmente fornecido pelo uso de surfactantes ibnicos. Estes compostos
possuem um grupo de cabeca polar capaz de gerar uma dupla camada
elétrica e uma cadeia lateral lipofilica capaz de fornecer repulséo estérica
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(ROUCOUX, SCHULZ & PATIN, 2002; HANG et al. 2009;
HIERREZUELO et al. 2010; LODEIRO et al. 2016).

Figura 3. Mecanismos de estabilizagdo de nanoparticulas metélicas. a)
Estabilizacdo eletrostatica; b) estabilizacdo estérica; c) estabilizagdo
eletroestérica.

Fonte: O autor, adaptado de Roucoux, Schilz & Patin, 2002; Hierrezuelo et al.
2010.
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3. OLEOS ESSENCIAIS COMO AGENTES REDUTORES
DE METAIS

A sintese verde de nanoparticulas de metais tem recebido maior
atencdo e com crescente interesse em relagdo ao meio ambiente e
alteracBes indesejaveis que podem ser ocasionadas por agentes quimicos
sintéticos agressivos. Neste contexto, os fitoquimicos sdo uma alternativa
viavel e renovavel para a substituicdo dos agentes redutores
frequentemente utilizados. Entre essas substincias “amigas do meio
ambiente” podemos citar os oOleos aromaticos ou oleos essenciais
(VILAS, PHILIP & MATHEW, 2014). Uma variedade de plantas e seus
extratos e 6leos essenciais sdo encontrados na literatura sendo utilizados
para reducdo do sal de prata para nanoparticulas de prata. Entre elas a
Myristica fragrans, Ammannia baccifera, Butea monosperma, Tagetes
erecta, Curcuma pseudomontana, Piper betle e até o 6leo de girassol
(VILAS, PHILIP & MATHEW, 2014; THAKORE et al. 2014;
MUNIYAPPAN & NAGARAJAN, 2014; PATRA et al. 2015;
PADALIA, MOTERIYA & CHANDA, 2015; JADHAYV et al. 2016;
ANKAMWAR et al. 2016). Segundo Jadhav e colaboradores, a selecéo
da planta e seus componentes como agentes redutores na sintese verde de
nanoparticulas dependerdo, da presenca de antioxidantes na sua
composicdo. Estes compostos incluem polifendis, fenois, flavonoides,
carboidratos, terpenos, taninos e também de proteinas, alguns deles
presentes em altas concentracfes nos 6leos essenciais obtidos a partir
dessas plantas. Tais compostos sdo capazes de reduzir a prata de Ag* para
Ag° formando assim a prata coloidal em solugéo. No caso dos polifenéis
e fendis esta caracteristica se da pela presenca do grupo hidroxila da
cadeia, onde o OH em solucdo reage com a Ag* reduzindo e
estabilizando-a para Ag® (AN et al. 2012; VILAS, PHILIP & MATHEW,
2014).

Vilas, Philip e Mathew (2014) utilizaram 6leo essencial de noz-
moscada (Myristica fragrans) na sintese de nanoparticulas de prata e
confirmaram a eficacia destes na sintese, pelas analises de
Espectrofotometria no UV-Vis, Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e Difracdo de raio-X, na qual as
particulas apresentaram tamanho entre 12 e 26 nm quando analisadas por
microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Em outro estudo Singh e
colaboradores (2010) atribuiram a presenca do composto majoritario do
cravo, o eugenol, como responsavel pela reducéo do sal de prata e de ouro.
Neste caso, 0 eugenol devido a presenca do grupo —OH, libera um préton
e muda a sua forma idnica e a capacidade de reducéo é potencializada.
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Assim, os autores afirmam que foram capazes de obter nanoparticulas de
prata e de ouro utilizando o extrato de cravo-da-india. Mais tarde
Vijayaraghavan e colaboradores (2012) também utilizaram extrato
aquoso do cravo-da-inda na sintese de particulas metalicas e obtiveram
didmetros entre 20 nm e 149 nm para nanoparticulas de prata de formato
esférico, no qual foi atribuida a presenca de proteinas da composicéo do
cravo (C. zeylanicum) e seus grupos amina livre ou residuo de cisteina, a
capacidade de ligacdo com o metal proporcionando estabilizacdo. Nestes
dois casos 0s extratos apresentam em sua composi¢do o eugenol, que é
responsavel pela reducdo da prata e que é também o principal constituinte
do 6leo essencial do cravo, dessa forma sugerimos a mesma atividade
para o 6leo essencial.

Os 6leos essenciais de plantas apresentam propriedades biolégicas

importantes e que despertam grande interesse da comunidade cientifica
principalmente nas aplica¢des da quimica verde. Entre estas propriedades
pode-se destacar a antioxidante, antinflamatdria, sedativa, uso como
fragrancias e como agente antimicrobiano. Uma variedade imensa de
plantas sdo fontes de 6leos aromaticos em diferentes concentracdes e
presentes em diferentes partes do vegetal como nas folhas, flores,
sementes, caules, cascas e frutos, e cada dleo essencial apresenta uma
composicdo quimica particular (BURTI et al. 2004; BAKKALI et al.
2008). Os compostos majoritarios presentes nos 6leos sdo terpenos,
fenois, alcodis, compostos aromaticos entre outros e normalmente um
composto se destaca na composi¢éo do dleo essencial como, por exemplo,
o timol no tomilho, o carvacrol no orégano, eugenol no cravo, o limoneno
presente no alecrim e na erva de touro e também em citricos como laranja
e limdo (BADI et al. 2004; BAKKALI et al. 2008; OCANA-FUENTES
et al. 2010; MITTAL, CHISTI & BANERJEE, 2013; BAJPAI &
KUMARI, 2015). Esses sdo 0s compostos majoritarios dos dleos
essenciais, sendo que cada 6leo pode apresentar um ou mais desses
compostos em sua composi¢do. As estruturas quimicas apresentadas por
estes compostos podem ser variadas e alguns exemplos sdo mostrados na
Figura 4.
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Figura 4. Estrutura quimica de compostos majoritarios encontrados no tomilho e
orégano (timol e carvacrol), alecrim e erva-de-touro (limoneno), palmarosa
(geraniol) e cravo (eugenol).

CHs3 CH,
OH
OH
HsC CH3 HyC CH,

Timol Carvacrol Limoneno
CH;
A OH H3COI>/\/
| HO
HsC~ “CHs
Geraniol Eugenol

Fonte: O autor, adaptado de Bakkali et al. 2008.

Como esses apresentam muitas vezes atividade antimicrobiana e
antioxidante, como citado anteriormente, em um meio reacional reduzem
a prata formando nanoparticulas nas quais também apresentam atividade
antioxidante e antimicrobiana. Dessa forma é sugerido que em conjunto
é possivel ter acdo sinérgica desses dois agentes (6leo essencial e
nanoparticulas) potencializando a agéo bioldgica, o que justifica as
pesquisas nesta direcéo.

4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIOXIDANTE DE
PARTICULAS METALICAS DE PRATA

Devido a grande incidéncia de doencas infecciosas e o0 surgimento
de bactérias altamente resistentes a antibidticos, as empresas
farmacéuticas e 0s pesquisadores trabalham constantemente a procura de
novos agentes antimicrobianos (RAI, YADAV & GADE, 2009).
Recentemente Liu e colaboradores (2015) publicaram na revista cientifica
The Lancet Infectious Diseases um estudo que identificou em animais e
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pacientes na China, bactérias resistentes a colistina, que é tido como um
dos mais potentes antibidticos. Os cientistas chamam atencédo para o fato
e alertam que esse pode ser o inicio de uma era “pds-antibioticos” ou
ainda chamam de “Apocalipse antibidtico”, pois infec¢cBes comuns
voltariam a causar mortes.

No cenario atual, materiais em escala nanomeétrica surgiram como
novos agentes antimicrobianos devido a sua elevada area superficial em
relacdo ao volume e as propriedades quimicas e fisicas Unicas (RAI,
YADAYV & GADE, 2009). Metais nobres como o cobre, 0 ouro e a prata
sdo aplicados para varios fins, em areas da biomedicina, indistria
farmacéutica e de alimentos e a prata em especial é conhecida por sua
toxicidade para microrganismos. Esta toxicidade depende das condicGes
de preparo, tamanho e forma da particula, pois diferentes propriedades
fisicas e quimicas estdo estreitamente relacionadas com estes fatores
(KOTAKADI et al. 2015). Os ions metalicos presentes na superficie das
nanoparticulas de prata reagem com grupos tiol e sulfidrila presentes na
proteina da membrana celular das bactérias. Essa interacdo reduz a
permeabilidade da membrana celular e causa danos na respiracéo celular
e consequentemente, a morte celular. A prata também se liga ao DNA e
RNA bacteriano, ocasionando a desnhaturacdo e inibindo a replicacdo
(CASTELLANO etal. 2007; KOTAKADI etal. 2015), a Figura 5 a seguir
mostra a acdo de nanoparticulas em células de

Figura 5. Micrografia de uma amostra de Pseudomonas aeruginosa em que; a) é
a célula controle (sem nanoparticulas de prata); b) e ¢) amostras que foram
previamente tratadas com nanoparticulas de prata onde é observado dano na
parede celular quando comparado com o controle

Fonte: Morones et al. 2005

O tamanho das nanoparticulas ira influenciar na area de contato
com as células bacterianas, assim, particulas menores apresentam maior
interacdo do que particulas maiores e, consequentemente, a agdo
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antimicrobiana serd mais elevada. Outro aspecto importante é a forma da
particula e segundo Pal, Tak e Song (2007) particulas com formato
triangular apresentaram inibicdo quase total do crescimento bacteriano
(100 pL de suspensdo de E. coli 10" UFC/mL), sendo necessario 1 pg
para isto, enquanto que para particulas com formato esférico foram
necessarios 12,5 g e para particulas com formato de haste e para AgNO3
foram necessarios 50 pg e 100 ug, respectivamente, mostrando que o
formato pode influenciar diretamente na sua agéo.

Além de atividade antimicrobiana, as AgNPs também apresentam
capacidade antioxidante, ou seja, capacidade de sequestrar radicais livres
como por exemplo o 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). A atividade
antioxidante de nanoparticulas de prata é apresentada em diversos
estudos. Saravanakumar e colaboradores (2015) relataram porcentagem
de inibicdo do radical DPPH de 51% para uma concentracdo de 200
pg/mL de AgNP sintetizada com extrato vegetal de Cassia tora.
Resultado semelhante foi encontrado por Kharat e Mendhulkar (2016) no
qual 200 pg/mL de nanoparticulas de prata, também sintetizadas com
extrato vegetal (Elephantopus Scaber L. ou popular lingua-de-vaca)
foram capazes de inibir 71,23% do radical DPPH.

Vilas, Philip e Mathew (2016) realizaram a sintese verde de
nanoparticulas de prata utilizando 6leo essencial de hortela (Coleus
aromaticus), os pesquisadores avaliaram o potencial antioxidante no qual
encontraram valores inferiores de EC50% (concentracdo efetiva para
inibir 50% do radical) para as AgNPs quando comparado com um
antioxidante padrdo, demonstrando maior potencial antioxidante. No
caso, quando testado o potencial de inibicdo contra o radical peréxido de
hidrogénio (H20:) as particulas apresentaram valores para EC50% de
12,5 pL e 25,78 pL (amostras com diferentes condi¢Bes de sintese),
contra 44,89 uL para o padrdo antioxidante acido ascdrbico. Quando a
capacidade de inibir o radical superéxido foi testada, novamente as
AgNPs mostraram maior efetividade apresentando valores de 31,39 L e
36,49 L para 0 EC50%, enquanto para o padrdo acido ascérbico o valor
foi de 37,20 uL. Estes resultados mostram que as nanoparticulas de prata
também podem exibir potencial antioxidante, o que pode ser um efeito
benéfico em algumas aplicagdes.

A atividade bioldgica das nanoparticulas de prata é bastante
discutida e comprovada entre pesquisadores pelo mundo e novas formas
de obtencdo utilizando agentes ndo agressivos ao meio ambiente ganham
cada vez mais destaque. Além disso, a resisténcia a antibioticos
desenvolvida pelos microrganismos pode ser superada com o uso de
nanoparticulas de prata justificando o grande interesse atual para estas
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aplicacdes, pois 0 dano a membrana celular dos microrganismos exercido
pelas nanoparticulas, seria um dano, além de quimico como ja descrito,
também fisico, pela presenca das mesmas na membrana interferindo na
permeabilidade da mesma e consequentemente, na respiracdo celular,
dificultando ou impossibilitando que estes organismos desenvolvam
mecanismos de defesa (RAI et al. 2015).

5. NANOFIBRAS OBTIDAS POR ELETROFIAGCAO

As nanofibras, assim como o grande campo da nanotecnologia,
atualmente despertam grande interesse por apresentarem caracteristicas
como excelente porosidade, grande superficie de contato e processo
relativamente simples de obtencdo. Além disso, as nanofibras apresentam
capacidade de incorporagcdo de farmacos, compostos bioativos e
particulas metalicas, desta forma a combinacdo das nanofibras com estes
compostos, por exemplo, nanoparticulas de prata, pode viabilizar a
aplicacdo como material com propriedades antimicrobianas (LIU et al.
2015). Um grande nimero de aplicacGes é encontrado atualmente e inclui
areas como a biomedicina, farmacéutica, tratamento de agua, ambiental,
engenharia téxtil, materiais antimicrobianos, antifingicos entre outros.
(RANJBAR-MOHAMMADI & BAHRAMI, 2016; HAMORI et al.
2016; WANJALE et al. 2016; VERAS et al. 2016; CHAUQUE et al.
2016).

Um dos processos mais comuns de obtengéo das nanofibras é por
Eletrofiacdo (Electrospinning, do inglés), conhecido por sua relativa
simplicidade e facilidade para obter fibras continuas e com didmetro em
escala nanométrica utilizando polimeros biodegradaveis, biocompativeis
e que podem ser aplicados para sistemas de entrega e liberacdo
controlada, encapsulagdo, compostos para embalagens ativas e também
podem introduzir diferentes texturas e notas sensoriais aos alimentos
(OKUTAN, TERZI & ALTAY, 2014; GHORANI & TUCKER, 2015).
Basicamente o processo de eletrofiacdo consiste no preparo de uma
solucdo do polimero no qual pode ser adicionado o composto ativo de
interesse, esta solucdo é injetada com auxilio de uma seringa por um
sistema de injecdo controlado no qual uma alta tenséo é aplicada na ponta
da agulha injetora ocasionando a formagao de um jato que por sua vez €
projetado por influéncia do campo elétrico até um coletor aterrado. Isto
ocorre quando o campo elétrico aplicado atinge um valor critico e as
forgas repulsivas elétricas sdo maiores do que a tensdo superficial da
solucdo polimérica (BHARDWAJ & KUNDU, 2010). O esquema
simplificado para a eletrofiacdo pode ser visto na Figura 6.
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Figura 6. Esquema simplificado do aparato para eletrofiacéo
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Fonte: Adaptado de Bhardv;aj & Kundu, 2010.

Quando a gota da solugdo polimérica na ponta da agulha é
submetida a um aumento do potencial elétrico aplicado ocorre um
estiramento da mesma até que subitamente esta assume o formato
aproximado de um cone, este entdo é chamado de cone de Taylor, isto foi
observado e descrito primeiramente por Taylor em 1969 (TAYLOR,
1969; COSTA et al. 2012). A partir do cone de Taylor é observada uma
zona de transigdo, uma regido linear ou ainda segmento linear e
posteriormente a regido de espalhamento das fibras como pode ser
observado na Figura 7.

Figura 7. Formacdo do cone de Taylor, regido de transicdo e regido de
espalhamento para o processo de eletrofiacéo.
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Fonte: Adaptado de Costa e colaboradores, 2012.

Na Figura 7 observa-se uma regido de transicdo onde o fluido apresenta
um jato com didmetro inicial (2ap) superior ao da regido seguinte devido
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a baixa tensdo de estiramento, no segmento linear o jato se encontra pré-
estirado e ocorre a diminuigdo do seu didmetro (2a) devido a um
significativo estiramento. A elevada tensdo longitudinal na qual a solucéo
polimérica é submetida leva a alteragfes na geometria do jato gerando
assim uma regido de instabilidade devida a flexdo, esta regido é
representada na figura acima pela regido de espalhamento (FENG, 2002;
COSTA et al., 2002).

Muitos fatores podem influenciar no processo de eletrofiacdo e nas
caracteristicas das fibras obtidas e, consequentemente, na aplicacdo das
mesmas. Entre esses fatores estdo incluidos os parametros da solucéo
como, por exemplo, a concentracéo, viscosidade, condutividade elétrica,
a tensdo superficial, e propriedades dielétricas, estes fatores estdo
associados as propriedades fisico-quimicas do polimero e interacéo
solvente/polimero. Os pardmetros do processo, no qual se enquadram a
distancia de trabalho, que se refere a distancia entre a ponta da agulha e o
coletor, velocidade ou fluxo de injecdo, voltagem aplicada e também a
natureza do coletor. E por fim os pardmetros ambientais que estdo
relacionados a temperatura e umidade relativa do ar (BHARDWAJ &
KUNDU, 2010; COSTA et al. 2012; OKUTAN, TERZI & ALTAY,
2014).

Nos parametros da solucdo a concentragdo do polimero, que esta
associada a viscosidade, é de importancia fundamental no processo de
eletrofiacdo. A concentracdo sera determinante para que a solugéo seja ou
ndo eletrofiada, ao passo que, uma concentracdo 6tima (maxima) é
fundamental para obtencdo de fibras regulares, lisas e sem contas
(grénulos) enquanto que um minimo de concentracdo é necessario para a
formacéo das fibras, de forma geral com o aumento da concentracdo da
solucdo polimérica também aumenta o didmetro das fibras (BHARDWAJ
& KUNDU, 2010; OKUTAN, TERZI & ALTAY, 2014). Quando a
concentracdo da solucdo é muito baixa o grau de emaranhamento das
fibras também € baixo o que ocasionard formagdo de spray por
espalhamento eletrostatico, ao invés de eletofiar. Neste caso gotas
esféricas sdo observadas ou mesmo fibras com grande nimero de contas
(COSTA etal. 2012).

A tensdo superficial, por sua vez, estd associada a formacéo do
cone de Taylor, pois quando as forcas eletrostaticas conseguem
ultrapassar a tensdo superficial ocorre a formagdo do mesmo e o processo
de eletrofiacdo é iniciado. Assim, as forcas de coesdo entre as moléculas
do liquido sdo as responsaveis pela tensdo superficial, que empurram
estas moléculas para dentro do liquido resultando na diminuigdo da
superficie de contato na interface liquido/ar. Esta forca geralmente ¢é
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medida como forca por unidade de comprimento (N/m) (GARG &
BOWLIN, 2011). Se as forcas de coesdo, e consequentemente a tensdo
superficial, forem muito altas, a formacdo do cone de Taylor sera
dificultada podendo causar descontinuidade e instabilidade do jato e
aumentando a possibilidade de aparecimento de fibras com bolhas e
contas. Porém a tenséo superficial muito baixa também nao é favoravel e
neste caso pode resultar em aumento do diametro da fibra (COSTA et al.
2012; BHARDWAJ & KUNDU, 2010). Em relacdo a condutividade
elétrica da solucdo, esta deve ser minima para que o processo de
eletrofiacdo acontega, pois se a solugdo ndo apresentar condutividade o
processo de eletrofiagdo ndo acontecera, uma vez que a eletrofiacdo
requer transferéncia de carga da ponta da agulha metalica para a gota
(HAIDER, HAIDER & KANG, 2015). A condutividade elétrica em geral
pode ser aumentada com a adi¢do de um sal, o que resulta em maior
mobilidade dos ions em solucéo. Assim, essas cargas sao orientadas com
aplicacdo do campo elétrico externo e a gota sofre maior alongamento,
reduzindo o didmetro das fibras. O processo também é favorecido pela
adicdo de nanoparticulas metalicas ou nanotubo de carbono a solucéo
produzindo nanofibras sem contas e mais uniformes pelo aumento da
condutividade elétrica proporcionada (COSTA et al. 2012).

O controle dos parametros do processo também é muito importante
para a morfologia e didmetro desejados. Entre estes parametros estdo a
distdncia de trabalho, voltagem aplicada, velocidade da injecdo da
solucdo e velocidade de rotacdo do coletor (quando aplicavel). A distancia
de trabalho se refere a distancia entre a ponta do eletrodo (agulha) e a
superficie do coletor. Esta distancia deve ser minima o suficiente para que
ocorra a evaporacao do solvente da solucdo e assim evite que as fibras
coalesgam com a presenca do solvente liquido. Também é importante que
seja uma distancia maxima para que o cone de Taylor seja estabilizado
pelo campo elétrico aplicado e assim as nanofibras sejam formadas,
porém deve ser ideal, pois em distdncias muito grandes existe uma
tendéncia para formar contas nas fibras (COSTA et al. 2012;
TRIPATANASUWAN, ZHONG & RENEKER, 2007; BUCHKO et al.
1999). Outro parametro critico do processo de eletrofiacéo é a voltagem
aplicada. Pois a migracdo das cargas para a superficie do jato afeta a
uniformidade e diametro das fibras e é promovida pela voltagem que é
aplicada. Esta voltagem pode tanto diminuir o didmetro das fibras como
também aumentar o didmetro das fibras em dadas condicdes, ou seja, de
modo geral, com 0 aumento da voltagem ocorre diminui¢do do didmetro
das fibras por favorecer o alongamento da solucéo, todavia se esta for
muito alta desestabiliza o cone de Taylor ocasionando aumento no



50

diametro das fibras e formacdo de contas, assim a voltagem critica ira
variar de polimero para polimero (HAIDER, HAIDER & KANG, 2015;
COSTA et al. 2012; BHARDWAJ & KUNDU, 2010;
TRIPATANASUWAN, ZHONG & RENEKER, 2007). A Figura 8
mostra a influéncia de diversas forcas na formacdo do cone de Taylor.

Figura 8. Influéncia da tensdo superficial, viscosidade, estresse elétrico
tangencial e forca da gravidade.
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Fonte: Adaptado de Wu, Oleschuk & Cann, 2012.

Os trés estagios de deformacdo de uma gota de polivinilpirrolidona
(PVP) sob a influéncia do aumento do campo elétrico sdo mostrados na
Figura 9.

A quantidade de solucdo polimérica disponivel para a eletrofiacdo
é determinada sobre tudo pela velocidade de injecdo. E neste caso, com o
aumento da velocidade de injecdo, hd um aumento na quantidade de
solucéo disponivel, e consequentemente, formacdo de fibras de diametro
maior. Porém, para cada voltagem aplicada, solvente utilizado ou solucéo
polimérica, existe uma velocidade de injecdo ideal para manter o cone de
Taylor estavel e também para a solucdo ndo secar na ponta da agulha
obstruindo a mesma. Uma velocidade menor também favorece a
evaporacdo do solvente e formacéo de fibras sem contas e ainda impede
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gue as mesmas se fundam, uma vez que um volume menor de solucéo
estara disponivel em um mesmo espaco de tempo para que a secagem do
solvente ocorra (BHARDWAJ & KUNDU, 2010; YUAN et al. 2004).

Figura 9. A, B e C, mostram os trés estagios de deformagdo de uma gota de
polivinilpirrolidona (PVP) com o aumento do campo elétrico. D, E e F mostram
0 mecanismo de efeito das cargas sobre a gota polimérica.
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Fonte: Adaptado de Haider, Haider e Kang, 2015.

Os parametros ambientais relacionados a umidade e temperatura
também sédo estudados e mostram potencial influéncia no processo de
eletrofiagdo. A viscosidade e também a tensdo superficial estdo
relacionadas com a temperatura e de forma geral o aumento da
temperatura favorece a formacéo de fibras. Mit-uppatham, Nithitanakul
& Supaphol (2004) investigaram a producao de fibras de poliamida-6 em
diferentes temperaturas, variando de 25 a 60° C, e verificaram um
aumento do rendimento e diminuicdo do didmetro das fibras com o
aumento da temperatura, fato atribuido a redugdo da viscosidade da
solugdo em temperaturas mais elevadas. Também com a elevacdo da
temperatura seria mais facil de evaporar o solvente. Em contrapartida, o
aumento da umidade relativa pode dificultar a evaporagéo do solvente e
ocasionar o aparecimento de poros na superficie das fibras ou até mesmo
ocorrer a coalescéncia das mesmas. Por outro lado, a umidade relativa
muito baixa pode ocasionar a rapida evaporacdo do solvente gerando
entupimento da agulha por endurecimento do polimero na ponta da



52

mesma (OKUTAN, TERZI & ALTAY, 2014; BHARDWAJ & KUNDU,
2010; MIT-UPPATHAM, NITHITANAKUL & SUPAPHOL, 2004).
Assim muitos fatores sdo importantes na produgdo de nanofibras por
eletrofiacdo e devem ser cuidadosamente avaliados.

6. EMBALAGENS PARA ALIMENTOS

A industria de embalagens esta em constante evolugao em resposta
ao avango da tecnologia e também da maior exigéncia do mercado por
parte dos consumidores. As embalagens ndo s6 devem garantir condi¢des
para um armazenamento e transporte seguro de alimentos e outros
produtos, como também devem facilitar a conveniéncia de uso destes
produtos (MIHINDUKULASURIYA & LIM, 2014). Segundo a
Resolugdo RDC n° 91 de 11 de maio de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) embalagem para alimentos é definida
como o artigo que estd em contato direto com alimentos, destinado a
conté-los, desde a sua fabricacdo até a sua entrega ao consumidor, com a
finalidade de protegé-los de agentes externos, de alteracbes e de
contaminag@es, assim como de adulteragbes (ANVISA, 2001). Dentro
deste contexto as embalagens que apresentam propriedades que vao além
das essenciais passam a ter destaque e refletem o termo embalagem ativa.

As tecnologias para as embalagens ativas sobressaem como
tecnologias emergentes nas quais o material da embalagem interage com
o0 alimento de forma desejavel e deixa de ter um papel passivo na protecéo
do mesmo. Assim, diferentes conceitos de embalagens ativas séo
encontrados e incluem eliminadores de oxigénio, absorventes de
umidade, barreiras contra a luz e radiacdo ultravioleta, mecanismos de
liberagdo de compostos antioxidantes, aromatizantes e/ou
antimicrobianos (MIHINDUKULASURIYA & LIM, 2014; OTONI et al.
2016).

Embalagens com propriedades antimicrobianas em particular,
interagem com o alimento embalado ou nos espacos entre
embalagem/alimento (headspace) a fim de retardar, reduzir ou até mesmo
inibir o crescimento de micro-organismos patogénicos ou deteriorantes
preservando assim o alimento e possibilitando maior vida de prateleira
para o produto (OTONI et al. 2016; NERIN et al. 2016; WEN et al. 2016).
Esses compostos ativos podem ser utilizados diretamente dispersos na
matriz polimérica revestindo a superficie da embalagem ou até mesmo
imobilizados em sachés (OTONI et al. 2016). Para tanto, diferentes
técnicas sdo utilizadas para obtengdo de embalagens ativas, entre elas a
eletrofiacdo pode ser uma opcdo, principalmente por suas propriedades
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de incorporacdo de compostos ativo e grande superficie de contato devido
ao tamanho reduzido das fibras obtidas, fatores que podem ser favoraveis
para este uso (LIU et al. 2015). Entre os compostos que apresentam
propriedades que permitem aplicacdo como compostos ativos podemos
listar os Gleos essenciais e extratos de plantas, 0os metais e particulas
metalicas, enzimas, bactericidas e compostos quimicos (MAURIELLO,
2016).

Diferentes materiais sao utilizados para a producdo de embalagens
para alimentos incluindo materiais sintéticos e naturais. A escolha do
material utilizado na embalagem vai depender de fatores que vdo desde
qual sera o alimento embalado, a propriedades fisico-quimicas, condi¢bes
de armazenamento e transporte, temperatura, migracdo dos compostos da
embalagem para o alimento, conveniéncia para o consumidor final, até
guestdes ambientais como a biodegradabilidade desses materiais em
aterros ou possibilidade de reciclagem (SIRACUSA, 2016). Atualmente,
a busca por materiais biodegradaveis, biocompativeis e que ndo agridem
a salde humana e 0 meio ambiente sdo o foco de muitas pesquisas nesta
area.

6.1 Poli (6xido de etileno) (PEO)

O poli(éxido de etileno) (PEO) é um polimero hidrossollvel,
linear, ndo ibnico, biodegradavel e biocompativel muito utilizado em
aplicacdes farmacéuticas e médicas, como matriz de liberacdo controlada
de farmacos. Apresenta-se disponivel em varias massas molares que
podem chegar até 5.000 kDa. Sua formula geral é representada por
(OCH2CHo>), onde, n representa o numero de repeticbes do mondmero
oOxido etileno. A sua estrutura quimica é apresentada na Figura 10.

Figura 10. Estrutura quimica geral do PEO

Ao

Fonte: Sigma Aldrich, 2016.

Quanto as suas propriedades fisicas 0 PEO geralmente é um pé
branco ou granular com leve odor amoniacal com ponto de fusdo entre
62-67 °C e temperatura de autoignicdo entre 280-330 °C e decomposigédo
térmica entre 423-425 °C. N&o sdo toxicos ou irritantes e apresentam boa
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estabilidade para o trabalho. O PEO é completamente sollvel em agua e
também em alguns solventes organicos (DHAWAN, VARMA & SINHA,
2005). Sua aplicacdo como polimero modelo em estudos dos parametros
de eletrofiagdo é bastante avaliada e varios trabalhos sdo encontrados
utilizando o PEO sozinho ou associado com outros polimeros (DEITZEL,
et al. 2001; PAKRAVANA, HEUZEYA & AJJl, 2011; RIEGER &
SCHIFFMAN, 2014; CHEN et al. 2016).

6.2 Zeina

A zeina é a proteina que representa cerca de 50% do total de
proteinas do grdo de milho. E uma prolamina heterogénea que apresenta
fracBes polipeptidicas em sua composi¢do, com massa molar que varia de
19.000 a 25.000 Dalton apresentada em p6 de cor amarela. Em relacéo a
solubilidade, a zeina é insollvel em &agua e solivel em etanol. Sua
hidrofobicidade, boa biocompatibilidade e biodegradabilidade, excelente
capacidade para formar filme e obtencdo a partir de fonte natural e
renovavel, atrae interesses para aplicacbes como encapsulacdo de
compostos ativos, formacdo de nanofibras, filmes biodegradaveis,
microparticulas e nanoparticulas (SGARBIERI, 1996; SHUKLA &
CHERYAN, 2001; XU et al. 2008; QUISPE-CONDORI, SALDANA &
TEMELLLI, 2011).

Recentemente aumentou o interesse da zeina para produgdo de
nanofibras por eletrofiaco, estes estudos geralmente s&o relacionados a
otimizagdo dos parametros da eletrofiacdo, reticulacdo das nanofibras de
zeina ou mistura de outros polimeros & zeina (KAYACI & UYAR, 2012).
Uma vez que a zeina é altamente hidrofobica devido a sua sequéncia de
aminoAacidos, € bastante utilizada na cobertura de alguns alimentos como
doces e frutas secas e estas propriedades sédo de interesse para um material
na producdo de embalagens. Aliada a outro polimero termoplastico, a
zeina pode alterar ou melhorar tais propriedades e que podem atuar como
barreira para oxigénio e umidade, por exemplo (TORRES-GINER,
GIMENEZ & LAGARON, 2008).

6.3 Uso de nanoparticulas de prata em embalagens para
alimentos

As nanoparticulas de prata estdo entre 0s nanomateriais mais
utilizados e suas aplicacbes estdo crescendo na medicina, cosméticos,
agricultura e embalagens para alimentos. Dentro do setor de embalagens
para alimentos as nanoparticulas de prata sdo utilizadas principalmente
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como agentes antimicrobianos e para prolongar a vida de prateleira dos
produtos (RAMOS et al. 2016). Alguns exemplos de aplicacBes sdo
expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Exemplos de aplica¢des de nanoparticulas metélicas em sistemas para
embalagens testados contra microrganismos in vitro

Nanoparticula Matriz Microrganismos Referéncia
Polimérica
o Polietileno - .
Dioxido de Escherichia coli
Titanio e Oxido | ereftalato (PET) Staphylococcus Threepopnatkul
. e polibutileno et al. (2014)
de Zinco - aureus
succinato
Cloreto de Escherichia coli

Oxido de Zinco

polivinila (PVC)

e Staphylococcus
aureus

Li et al. (2010)

Bactérias Gram-

Quitosana e . Travan et al
Prata alginato negatlvas__ e (2009)
Gram-positivas
Escherichia coli,
Staphylococcus
Prata Quitosana aureus e Pintoetal. (2012)
Klebsiella
pneumoniae
Escherichia coli,
5 . Staphylococcus Ghosh et al
Prata Agar-agar aureus e Candida  (2010)
albicans
Prata Aci_do B r?jg(;:teirxllzz GramE-} Bardajee et al.
poliacrilico (2012)

Gram-positivas

Oxido de Zinco

Alginato de
calcio

Escherichia coli

Bajpai et al
(2012)

O interesse por estes compostos inorganicos como a prata, o cobre,
0 zinco e o ouro, aumentou com o desenvolvimento da nanotecnologia e
trouxe grandes oportunidades para o desenvolvimento de novos materiais
para embalagens ativas. Estas nanoparticulas vém sendo utilizadas
incorporadas em filmes e matrizes poliméricas para embalagens e testadas
contra microrganismos de origem alimentar ou mesmo diretamente
utilizados para embalar frutas e legumes, carnes e produtos lacteos
(COSTA et al. 2016). Os nanocompdsitos mais comuns utilizados para
embalagens de produtos alimentares sdo com base na prata, bem
conhecida pela sua alta estabilidade e a sua forte toxicidade para uma
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vasta gama de microrganismos (ECHEGOYEN & NERIN, 2013).
Diferentes polimeros e biopolimeros foram testados com nanoparticulas
de prata, tais como amido, quitosana e agar-agar tentando beneficiar-se
da acdo antibacteriana da prata para embalagens ativas para alimentos. A
eficiéncia desta acdo antibacteriana depende de vérios fatores como o
tamanho das particulas, a distribuicdo do tamanho, o grau de
aglomeracdo, o teor de prata na matriz e a interacdo da prata com o
polimero (COSTA et al. 2016).

Mahdi, Vadood e Nourdahr (2012) testaram a a¢do antimicrobiana
de bandejas revestidas com nanoparticulas de prata para armazenar carne
fresca a temperatura 3 = 1 °C. Foi observado que na carne picada em
pedacos menores (1 cm de espessura) os resultados foram mais
significativos para agdo antimicrobiana do que nos pedagos maiores (1,5
cm de espessura). As amostras foram armazenadas e o crescimento de S.
aureus e E. coli foi monitorado em 1, 3, 7, 10 e 14 dias e o tratamento
com as nanoparticulas de prata aumentou o prazo de validade de 2 dias
para 7 dias, em comparacdo com o controle sem o tratamento. An e
colaboradores (2008) testaram aspargos revestidos com filme de
polivinilpirrolidona (PVP) e nanoparticulas de prata. Os aspargos frescos
foram primeiramente higienizados com solucéo de hipoclorito de sédio e
posteriormente revestidos com PVP-AgNP e armazenados em 2 °C ou 10
°C por 25 dias, parametros como perda de peso, cor verde, maciez e
crescimento microbiano foram avaliados. O crescimento microbiano,
neste caso, foi significativamente reduzido pelo revestimento e a vida de
prateleira foi aumentada por cerca de 10 dias em relagdo ao controle sem
revestimento. Costa e colaboradores (2012) verificaram a preservagdo de
cenouras revestidas com alginato de célcio e com alginato de calcio e
AgNp-montmorilonita na qual as amostras revestidas com a mistura,
alginato de calcio e AgNP-montmorilonita, apresentaram melhores
caracteristicas sensoriais e menor crescimento bacteriano prolongando o
shelf life para mais de dois meses.

O uso da prata como agente antimicrobiano é relativamente novo
e por isso ainda pouco elucidado os aspectos relacionados a sua seguranca
ou risco para o ambiente e saude humana. Desta forma o tema é
diferentemente tratado por diversos 6rgdos regulamentadores na Europa,
Estados Unidos, Japdo e Austrdlia, tornando-se até contraditério em
alguns casos. Na éarea de alimentos o FDA (Food and Drugs
Administration) regulamenta apenas o nitrato de prata para aplicagfes em
produtos alimenticios, sendo o limite maximo de 0,017mg/kg de produto
ou 0,1mg/kg para &gua potavel. No que se diz respeito a nanoparticulas
de prata, nos Estados Unidos as soluces coloidais sdo aceitas e
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comercializadas como suplementos nutricionais capazes de fortalecer o
sistema imunoldgico e combater patégenos, como por exemplo, 0
Mesosilver (w.w.w.mesosilver.com). A EFSA (European Food Safety
Authority) aceita a utilizacdo de prata em materiais de contato com
alimentos, como embalagens, com um maximo de 5%. A migracdo é
restrita a um maximo de 0,05 mg/kg em alimentos (EFSA, 2006). Apesar
das solucdes coloidais de prata ndo estarem incluidas na lista de aditivos
alimentares permitidos pela EFSA, "por da falta de informacdo adequada
sobre a biodisponibilidade da prata" (EFSA, 2008), paralelamente na
Directiva 94/36/CE da Comunidade Europeia, ainda em vigor, a prata é
considerada um agente corante usado em produtos de confeitaria, sem
quaisquer limites de restricdo (CASTRO-MAYORGA et al. 2016).

No Brasil a legislacdo prevé limite de migracao especifica (LME)
da prata a partir de embalagens, este limite segundo a RDC 52 de 26 de
novembro de 2010, que dispbe sobre corantes em embalagens e
equipamentos plasticos destinados a estar em contato com alimentos, ¢ de
0,05 mg/kg de produto. Esta é a Unica legislagdo que trata sobre o uso de
prata em alimentos no Brasil. Com isto podemos concluir que ainda ha
muito o qué progredir nas pesquisas a cerca do assunto no Brasil e mesmo
no mundo e até entdo as nanoparticulas de prata sdo um promissor agente
antimicrobiano a ser estudado.
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CAPITULO 2: SELEGAO DE OLEOS ESSENCIAIS COMO AGENTES
REDUTORES NA SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

Parte deste capitulo foi publicado no periédico Open Journal of Applied
Sciences.

MACIEL, M. V.de O.B.; ALMEIDA, A.daR.; MACHADO, M. H.; DE
MELO, A. P. Z.; DA ROSA, C. G.; DE FREITAS, D. Z.; NORONHA,
C. M,; TEIXEIRA, G. L.; DE ARMAS, R. D.; BARRETO, P. L. M.
Syzygium aromaticum L. (Clove) Essential Oil as a Reducing Agent for
the Green Synthesis of Silver Nanoparticles. Open Journal of Applied
Sciences, v. 9, p. 45-54, 2019. https://doi.org/10.4236/0japps.2019.92005
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RESUMO

Os oOleos essenciais sdo produtos obtidos de plantas com grandes
funcionalidades devido principalmente a presenca dos seus compostos
majoritarios, que muitas vezes conferem a estes dleos capacidade
antioxidante e antimicrobiana. Estas caracteristicas, principalmente
antioxidante, fazem com que estes sejam candidatos a agentes redutores
para a sintese verde de nanoparticulas de prata. O presente capitulo teve
por objetivo a avaliagdo da capacidade de sintese de nanoparticulas de
prata utilizando 6leos essenciais, bem como a selecdo do melhor éleo
essencial entre os testados, para dar continuidade aos estudos de
caracterizacdo. Os 6leos essenciais de alecrim, orégano, tomilho, cravo e
erva de touro foram selecionados. Inicialmente todos os éleos passaram
por caracterizagdo quimica por cromatografia gasosa (CG) para
identificar os principais compostos presentes. Entre eles os que se
destacaram foram o 6leo de cravo, orégano e tomilho, pois apresentaram
compostos com potencial redutor como sendo 0s compostos majoritarios.
Nos testes para a sintese, os 6leos foram diluidos em acetona para que
ocorresse a melhor homogeneizacdo na solucdo de nitrato de prata. A
sintese ocorreu a 100 °C por 30 minutos e diferentes condi¢des de pH
foram estudadas (pH 7, 8, 9 e 10) onde a formacéo da cor amarela indicou
guando houve a producdo de nanoparticulas. A formagdo de
nanoparticulas foi avaliada por espectrofotometria no UV-Vis e as bandas
de SPR caracteristicas foram utilizadas para isto. Bandas com picos com
valores por volta de 450 nm foram encontrados para as amostras e a
amostra sintetizada com 6leo de cravo em pH 8 foi a que se destacou com
maior formacéo. Na andlise de microscopia eletronica de transmisséo, as
nanoparticulas sintetizadas com cravo apresentaram formas variadas nos
diferentes pH e o tamanho médio variou entre 35,5 e 78 nm. As amostras
também permaneceram estaveis em solucdo por 60 dias, demonstrando
gue além de atuar como agente redutor na sintese, o dleo essencial de
cravo também atuou como agente estabilizante.

Palavras-chave:  Cravo-da-india, orégano, tomilho, alecrim,
erva-de-touro, sintese verde.
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1. INTRODUCAO

A sintese de nanoparticulas de prata (AgNP) é uma atividade
bastante promissora devido a ampla aplicabilidade das AgNPs,
principalmente no uso como agentes antimicrobianos alternativos aos
tradicionais. Isso se deve principalmente a grande area superficial das
nanoparticulas, que geralmente apresentam tamanho médio entre 1 e
100 nm, o que resulta em maior interacdo entre as nanoparticulas e as
células dos microrganismos, inibindo seu crescimento mesmo em
concentracBes muito baixas no meio (CASTELLANO et al., 2007;
KOTAKADI etal., 2015; PALANISAMY et al., 2017). Por essa razao as
nanoparticulas podem ser aplicadas como um agente para controlar o
crescimento de microrganismos em diferentes matrizes, incluindo
alimentos, como queijo, salada de frutas, arroz e embalagens
biodegradaveis para alimentos (INCORONATO et al., 2011; COSTA et
al., 2011; CARBONE et al., 2016; LI et al., 2017).

Apesar de apresentar muitas caracteristicas positivas, um dos
fatores limitantes na aplicacdo de AgNPs é o uso de agentes quimicos
potencialmente toxicos para a sua sintese, como por exemplo o
borohidreto de soédio (EISING et al.,, 2011). Neste contexto, uma
alternativa a sintese convencional ¢ uma abordagem baseada na quimica
verde, que emprega agentes redutores obtidos de matrizes vegetais, como
extratos vegetais e 6leos essenciais. A utilizacdo dessas para a sintese de
AgNPs tem ganhado destaque, principalmente porque evita a utilizacéo
de reagentes quimicos reduzindo a producdo de residuos, sendo
considerada uma sintese ambientalmente correta (MASHWANI et al.,
2016; ZHANG et al., 2016). Essas matrizes sdo ricas em compostos
fendlicos, terpenos, flavonodides e outros compostos, que possuem
propriedades como a capacidade antioxidante, importante na redugdo da
Ag* para AgP, produzindo assim as nanoparticulas de prata (AN et al.,
2012; VILAS et al., 2014).

Os bleos essenciais constituem uma importante fonte de compostos
bioativos. Varias plantas sdo relatadas por seus extratos e dleos essenciais
gue exibem propriedades antimicrobianas, antifingicas, anti-
inflamatoérias e antioxidantes, como Origanum vulgare (BEDOYA-
SERNA et al., 2018), Myristica fragrans (VILAS et al., 2014), Thymus
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vulgaris (DA ROSA et al., 2015), Gracilaria birdiae (DE ARAGAO et
al., 2016) Calliandra haematocephala (RAJA et al., 2017), Rosmarinus
officinalis L. (AMARAL et al., 2018), Syzygium aromaticum L.
(RADUNZ et al., 2019), Cestrum nocturnum (KESHARI et al. 2017),
Lippia alba (NUNES et al., 2018) e Poiretia latifolia (PAIM et al., 2018).
No entanto, a insolubilidade destes 6leos essenciais em agua pode ser um
fator limitante para a producdo de nanoparticulas, uma vez que
normalmente a sintese ocorre em meio aquoso, a partir de precursores
com o nitrato de prata (HONGFANG et al., 2017). Assim, o estudo da
utilizacdo de 6leos essenciais na sintese e estabilizacdo de nanoparticulas
de prata é importante para o conhecimento das principais caracteristicas
para produzir particulas estaveis.

Desta forma, o presente capitulo apresenta uma proposta para a
sintese verde de nanoparticulas de prata, utilizando diferentes 6leos
essenciais, com o objetivo de caracterizar os 0leos e aplica-los para a
sintese verde, avaliando o desempenho dos mesmo através de analises
como a Espectroscopia no UV-Vis, Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET), Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e verificacéo
da estabilidade destas particulas em solucéo ao longo do tempo também
por DLS, para definicdo do melhor 6leo essencial, entre os estudados,
para dar sequéncia ao trabalho com caracterizagbes mais aprofundadas e
avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanoaparticulas.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Nitrato de prata (AgNOs), acetona P.A. e todos os reagentes
quimicos utilizados foram de grau analitico. Os 0leos essenciais de
orégano (Origanum vulgare), tomilho (Thymus wvulgaris), alecrim
(Rosmarinus officinalis) e cravo (Syzygium aromaticum) foram
adquiridos no comércio local da cidade de Floriandpolis/SC. O 6leo
essencial de erva-de-touro (Poiretia latifolia) foi obtido por extragéo por
Clevenger da planta colhida na regido de Lages/SC (coordenadas
geogréficas da localizagdo 27° 55'14.5 'S 50° 41'21.2" W).

2.2 Extracéo e selegdo dos 06leos essenciais

Inicialmente foram escolhidos, com base em estudos ja realizados
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Reologia e Polimeros Naturais
da UFSC, cinco dleos essenciais para a sintese das nanoparticulas de
prata, doravante chamdas de AgNP. Os cinco 6leos essenciais foram os
6leos de tomilho, orégano, alecrim, cravo e erva-de-touro, todos com uma
vasta variedade de estudos publicados comprovando suas atividades
bioldgicas (KOCIC-TANACKOV et al. 2012; ROTA et al. 2008;
TURASAN, SAHIN e SUMNU, 2015; AGUILAR-GONZALEZ,
PALOU e LOPEZ-MALO, 2015), com exce¢do do 6leo essencial da
erva-de-touro, planta nativa da regido serrana do estado de Santa Catarina
colhida na zona rural da cidade de Lages. A extracdo do 6leo essencial foi
realizada por arraste de vapor de agua utilizando as folhas da planta
fresca. A massa correspondente de planta foi submetida ao arraste de
vapor de agua em um aparelho de Clevenger por 3 horas para obtencéao
do 6leo essencial. Todos as amostras foram mantidas armazenadas em
temperatura de refrigeracéo de 8 °C.

2.3 Sintese de nanoparticulas de prata utilizando 6leo essencial

A sintese das nanoparticulas de prata foi realizada de acordo com
Vilas, Philip e Mathew (2014). A solugdo de nitrato de prata (AgNQOs) na
concentragdo de 0,31 mmol.L* foi preparada pela dissolugdo da massa
correspondente do sal de prata em agua deionizada. A solucdo foi
preparada no momento da sua utilizacéo e quando necessario foi mantida
armazenada ao abrigo da luz. Os 6leos essenciais de orégano, tomilho,
cravo, alecrim e erva-de-touro foram diluidos em acetona P.A numa
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proporcao de 1 parte de 6leo para 170 de acetona (1:170). Para a sintese
0 pH da solucdo de AgNOs foi ajustado para 7, 8, 9 e 10 com solucéo de
hidréxido de sédio (NaOH 0,1 mol.L!). Para cada condicéo testada, 30
mL da solugdo de AgNOs com o respectivo pH corrigido, foi aquecida até
100 °C em chapa de aquecimento e com rigorosa agitagdo magnética.
Com a solucdo na temperatura adequada o 6leo diluido foi gotejado
respeitando o volume de 1 ou 2 mL, permanecendo em constante agitagdo
e aguecimento por 30 minutos. O surgimento da coloracdo amarela até
marrom, foi indicativa da formacdo das nanoparticulas de prata em
solucdo.

2.4 Caracterizacdo dos Oleos essenciais para a sintese de
nanoparticulas de prata

Os 6leos essenciais foram analisados por cromatografia em fase
gasosa em um cromatografo a gas modelo GC-2010 Shimadzu® (Tokyo,
Japdo) acoplado com detector de espectrometria de massas (CG/EM)
modelo GCMS — QP2010 da Shimadzu® na estacdo experimental da
Epagri em Itajai SC. Para a corrida cromatografica foi utilizada uma
coluna capilar ZB-5MS, 30 m x 0,25 mm x filme 0,25 um, a uma
temperatura de injecdo de 250 °C e fluxo do gas de arraste (gas hélio) de
1,0 mL/min. O forno permaneceu em modo isotérmico por 4 minutos a
60 °C. Apo6s a rampa de aquecimento ocorreu a uma taxa de 6 °C/min até
atingir 210 °C. Logo em seguida, permaneceu em isoterma por 6 minutos,
totalizando 35 minutos de corrida cromatografica. Para isso, as amostras
foram diluidas 200 vezes em hexano de grau cromatografico para
posteriormente serem injetadas no CG/EM. Cada componente foi
determinado pela normalizacéo das areas (%) dos picos no cromatograma
de ions totais (TIC, total ions chromatogram), sendo a area total a
somatoria de todas as areas dos picos eluidos (100%).

Para a identificacdo, os espectros de massas obtidos foram
comparados com bibliotecas de dados NIST do CG/MS, e também pela
comparagdo dos indices de retencdo calculados com os encontrados na
literatura (bases de dados — WebNIST, GMD). Os indices de retencdo
foram calculados de acordo com Van den Dool & Kratz (1963) utilizando
padrGes de n-alcanos (C7-C30). Isso aumenta a confiabilidade dos
resultados e contribui para a identificacdo e caracterizacdo dos
componentes da amostra.
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2.5 Espectroscopia UV-Vis

A andlise de espectroscopia no UV-Vis foi utilizada para a
verificacdo da formacdo das nanoparticulas de prata através de um
aparelho espectrofotdmetro HITACHI, U-1800 (Tokyo, Japdo) em modo
de varredura, num intervalo de comprimento de onda de 300 a 800 nm e
uma taxa de 800 nm/minuto. A andlise foi realizada no Laborat6rio de
Frutas e Hortalicas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFSC.

Logo, para a escolha do 6leo essencial utilizado na sintese das
nanoparticulas de prata, foram realizados testes preliminares com cinco
6leos essenciais diferentes, sendo eles 6leo essencial de orégano, tomilho,
alecrim, cravo e de erva-de-touro. Apoés a sintese (item 2.2) as solucfes
contendo as nanoparticulas foram analisadas em espectrofotdmetro
UV-Visivel para obtencdo da banda de ressonédncia de plasmon de
superficie (SPR, do inglés Surface Plasmon Resonance), que indica a
formacédo de nanoparticulas de prata, como mostra a Equacédo 1 (EISING
etal, 2011; SANTOS et al, 2012).

_ Amax
¥ = AmaxFWHH @

Onde, a resposta em fungdo dos pardmetros de formacdo das
AgNPs ¢é representada pela letra grega W (psi). Esta equacdo possibilita a
avaliacdo da formacéo de nanoparticulas de prata, através da absorbancia
maxima (Amax) € 0 tamanho da particula é representado pelo lamda
méaximo ou comprimento de onda na maxima absorcdo (Amax), j& a
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas é refletida na largura da banda
a meia altura (FWHH do inglés: full width at half-height). Todos estes
parametros sao retirados da banda SPR das nanoparticulas como mostra
a Figura 11. A formacéo de particulas foi critério de escolha para o 6leo
essencial utilizado no decorrer do trabalho.
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Figura 11. Representacdo da banda de SPR para uma nanoparticula de prata obtida
por espectrofotometria de UV-Vis. Os parametros de formacéao das nanoparticulas sdo
representados pelas linhas azul, vermelha e verde, que representam respectivamente,
absorbancia méaxima (Amax), largura da banda a meia altura (FWHH) e comprimento
de onda de maxima absorgao (Amax).

1 A

max

— FWHH —

Absorbancia (Abs)

max

A (nm)

Fonte: Adaptada de Eising et al. 2011.
2.6 Delineamento experimental

Apos a escolha de qual dos cinco 6leos essenciais apresentou maior
formacéo de particulas pela banda SPR obtida pela espectrofotometria, o
delineamento experimental foi realizado para definir as melhores
condi¢des entre as estudadas na sintese das AgNPs. Foi avaliado o volume
de dleo essencial diluido, no qual foram testados 1 e 2 mL, o pH do meio
reacional e a influéncia destes fatores nos parametros do potencial zeta
(€), tamanho de particula (Z-ave), indice de polidisperséo (IP) e formacéo
de particula. Os experimentos foram realizados em triplicata de acordo
com o planejamento apresentado na Tabela 2, com a temperatura e tempo
de reacdo fixos em 100 °C por 30 minutos.
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Tabela 2. Matriz experimental com as varidveis utilizadas para otimizar os
pardmetros de sintese da nanoparticulas de prata

Experimento Oleo essencial Volume de 6leo pH da solucao
1 Cravo 1mL 7
2 Cravo 2mL 7
3 Cravo 1mL 8
4 Cravo 2mL 8
5 Cravo 1mL 9
6 Cravo 2mL 9
7 Cravo 1mL 10
8 Cravo 2mL 10

2.7 Determinacdo do tamanho de particula (Z-ave), indice de
polidisperséo (IP) e potencial zeta ()

As andlises de tamanho de particula (Z-ave), indice de
polidispersdo (IP) e potencial zeta () das nanoparticulas de prata foram
realizadas no Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina por Espalhamento de Luz Dindmico (DLS), em um
equipamento  Zetasizer Nano  Series (Malvern  Instruments,
Worcestershire, UK). As solucdes contendo nanoparticulas de prata
foram colocadas em célula de eletroforese e as leituras foram realizadas
em angulo fixo de 173° e temperatura 25 °C. Estes parametros também
foram avaliados ao longo do tempo para verificar a estabilidade das
nanoparticulas em solucéo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composicao dos 6leos essenciais

Inicialmente os 6leos essenciais foram submetidos a analise de
composicdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM) (ltem 2.3.1). Os resultados para 0s compostos
majoritarios encontrados em cada 6leo essencial sdo mostrados na Tabela
3.

Tabela 3. Compostos majoritarios dos 6leos essenciais de cravo, tomilho,
orégano, alecrim e erva-de-touro, obtidos por Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas (CG/MS)

% do composto

Oleo essencial Composto NUmero CAS (m/m)
Cravo Eu_ge_nol 97-53-0 80,15
Cariofileno 87-44-5 14,03

p-cimeno 99-87-6 23,80

. y-terpineno 99-85-4 5,10
Tomilho Timol 89-83-8 48,89
Carvacrol 3228-02-2 4,16

p-cimeno 99-87-6 12,94

Orégano y-ter_pineno 99-85-4 4,47
Timol 89-83-8 0,53

Carvacrol 499-75-2 66,85

(-)-a-pineno 7785-26-4 20,67

Canfeno 79-92-5 9,94

p-cimeno 527-84-4 3,16

Alecrim Eucaliptol 470-82-6 20,02
Céanfora 76-22-2 22,08

Bornel 507-70-0 3,63

a-terpineol 98-55-5 3,33

B-pineno 127-91-3 6,74

B-mirceno 123-35-3 2,50

Erva de Touro D-limoneno 5989-27-5 46,96
D-diidrocarvona 7764-50-3 24,48

Carvona 99-49-0 19,32

Estes resultados serviram para verificar se os 6leos comerciais
utilizados apresentam compostos condizentes com os relatados na
literatura. Indicando assim, além dos compostos majoritarios, a
autenticidade dos mesmos.
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Para o 6leo essencial de cravo o composto majoritario encontrado foi o
eugenol e em menor quantidade o cariofileno. Este resultado é semelhante
ao encontrado por Radiinz et al. (2019) no qual encontraram 0s mesmos
compostos como principais do dleo de cravo. Hasheminejad, Khodaiyan
& Safari (2019) relatam a presenca de 77,2% de eugenol, 8,31% de
acetato de eugenil e 7,19% de P-cariofileno. Resultados semelhantes
também sdo encontrados por Sebaaly et al. (2015), onde 93,5% da
composicado do 6leo essencial de cravo foi do composto eugenol, seguido
por 2,43% de acetato de eugenil e 2,29% de B-cariofileno.

Os dleos essenciais de tomilho e de orégano apresentam
similaridades entre si, apresentando 0s mesmos compostos em suas
composicdes. A principal diferenca observada é na concentracdo do
composto timol, mais presente no 6leo essencial de tomilho e do
carvacrol, mais presente no 6leo de orégano. Pavela et al. (2018) relatam
concentracdes de 53,1% a 62,7% de timol no éleo essencial de tomilho.
Goncalves et al. (2017) encontraram 53,6% de timol e 6,9% de carvacrol.
Ja os pesquisadores Karami-Osboo, Khodaverdi & Ali-Akbari (2010)
encontraram 49,5% de timol e 4,8% de carvacrol. Em relagdo ao 6leo
essencial de orégano, Morshedloo et al. (2018) encontraram 46,8% de
carvacrol. Dutra et al. (2019) relataram 69,5% de carvacrol. Maiores
quantidades foram encontradas por Jan et al. (2018), que avaliaram
espécies diferentes de orégano e relataram de 79,9 a 84,5% de carvacrol
e para o composto timol, encontraram de 0,04 a 1,53%, resultado que se
assemelha ao encontrado no presente trabalho.

Os compostos a-pineno, eucaliptol e cAnfora foram os compostos
com maior concentragdo encontrados no 6leo essencial de alecrim. O
mesmo foi relatado por Mezza et al. (2018) que encontraram 15,8% de
a-pineno, 29,2% de eucaliptol (1,8-cineol) e 20,3% de cénfora. Borges et
al. (2019) trazem em sua revisdo, que 0s compostos majoritarios do
alecrim sdo variaveis, porém, predominam o o-pineno, 1,8-cineol e
canfora, que também definem os quimiotipos de acordo com 0 composto
gue apresenta maior concentracdo na planta, 0 mesmo é relatado por
outros autores (HERNANDEZ et al. 2016; RIZZO et al. 2018).

A erva-de-touro, nativa da regido sul do Brasil, principalmente
do estado de Santa Catarina, apresentou em sua COmposicdo como
composto majoritario o D-limoneno, seguido da D-diidrocarvona e
Carvona. Paim et al. (2018) analisando o 6leo essencial da erva-de-touro
encontraram 21 compostos, nos quais os principais foram a
trans-diidrocarvona com 51,2%, carvona com 39,0% e o limoneno com
29,4%. Os mesmos autores destacam que a concentracdo destes
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compostos podem variar bastante a depender da parte da planta, estagio
de maturacdo, entre outros fatores.

De forma geral, 0os compostos encontrados nos 6leos essenciais
estudados foram similares aos encontrados por outros autores e a maior
parte destes compostos apresentam atividades biol6gicas, como atividade
antimicrobiana e antioxidante (KHODAVERDI & ALI-AKBARI, 2010;
SEBAALY et al. 2015; HERNANDEZ et al. 2016; GONCALVES et al.
2017; RADUNZ et al. 2019; HASHEMINEJAD, KHODAIYAN &
SAFARI, 2019; PAVELA et al. 2018; KARAMI-OSBOO,
MORSHEDLOO et al. 2018; JAN et al. 2018; MEZZA et al. 2018;
BORGES et al. 2019; RIZZO et al. 2018; PAIM et al. 2018). Desta forma,
apos a verificacdo da composicdo de cada 6leo essencial, todos foram
selecionados para a avaliagdo do desempenho como agentes redutores
para a sintese das AgNPs.

3.2 Sintese das nanoparticulas de prata utilizando dleo essencial

Para a realizacdo da sintese das AgNPs foi utilizada a metodologia
descrita por Vilas, Philip e Mathew (2014) com pequenas modificacdes,
como descrito no item 2.2. E para avaliar a formacéo das AgNPs com os
diferentes 6leos e em diferentes condi¢des de pH do meio reacional, as
amostras foram avaliadas por UV-Vis para a obtencéo das bandas de SPR
caracteristicas de nanoparticulas. Os resultados sdo expostos na Figura
12.

Com as bandas de SPR obtidas por UV-Vis foi possivel verificar a
formacéo das AgNP para os cinco 6leos essenciais testados em diferentes
condi¢des de pH, mantendo fixos o tempo de reacdo (30 minutos),
temperatura (100 °C) e o volume de dleo diluido (2 mL). E observado de
forma geral, uma maior intensidade da banda de SPR para as AgNP
obtidas com 6leo essencial de cravo. Sendo que, para esta amostra, a
maior intensidade foi em pH 8 (Figura 12a), porém, nas demais amostras
pode ser notado um aumento da intensidade da banda e,
consequentemente, de formacdo de AgNP, com o aumento do pH, o
mesmo é encontrado em outros estudos (VILAS, PHILIP E MATHEW,
2014; RAJ et al. 2016). Mesmo com a indicacao visual da formag&o das
AgNPs atravées da banda de SPR e a observacdo de melhores resultados
para a amostra obtida com éleo de cravo, também podemos notar boa
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intensidade da banda para as amostras obtidas com 6leo de tomilho e

orégano em pH 10 (Fig

uras 12b e 12c).

Figura 12. Representacdo das Bandas de SPR obtidas para as AgNP sintetizadas
com diferentes dleos essenciais. a) Cravo; b) Tomilho; c) Orégano; d) Alecrim;

e) Erva de Touro, em diferentes pHs.
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Ja para as amostras obtidas com 6leo de alecrim e de erva-de-touro
a formacéo de particulas foi bastante reduzida em todas as condi¢des de
pHs testadas (Figura 12d e 12e) e a coloragéo da solugédo praticamente
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ndo alterou. Este fato se da principalmente pela composicao destes 6leos,
no caso da erva-de-touro e do alecrim que ndo apresentam compostos
fendlicos doadores de hidrogénio como majoritarios e por sua vez nao
apresentam potencial redutor da prata em solucdo. Desta forma a reacdo
ndo ocorre e a coloracdo da solucdo nao é alterada. J& para os demais 6leos
essenciais testados 0s compostos majoritarios identificados sdo fenélicos
e apresentam potencial redutor e a formacdo das nanoparticulas é mais
pronunciada.

Com a analise de espectroscopia no UV-Vis foi possivel definir
qual dos 6leos seria utilizado no desenvolvimento do presente trabalho. E
apesar das AgNPs sintetizadas utilizando 6leo essencial de orégano terem
apresentado um pico de absor¢do maxima maior do que as sintetizadas
com Oleo essencial de cravo (2553 u.a e 2420 u.a, respectivamente),
indicando maior formagdo de AgNPs, para o orégano isto ocorreu em pH
10, enquanto que para o cravo este valor foi conseguido em pH 8, o que
é mais proximo do pH dos sistemas bioldgicos (pH 7,4). Além disso, o
6leo de cravo mostrou-se mais eficaz em praticamente todas as condicoes
testadas, tendo rapida reducdo do sal de prata e obtencdo de
nanoparticulas. Desta forma, o 6leo essencial de cravo foi o escolhido
para a sintese verde das nanoparticulas de prata no decorrer do trabalho.

3.3 Otimizacéo das condicdes da sintese de AgNP utilizando 6leo
essencial de cravo

Apos a definicdo do 6leo essencial a ser utilizado na sintese verde
das AgNPs (6leo essencial de cravo), as nanoparticulas foram analisadas
por Espalhamento de Luz Dindmico (DLS), em um equipamento
Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) para
obtencdo do tamanho de particula (Z-ave), indice de polidispersao (IP) e
potencial zeta (), que foram analisados para verificar a influéncia do pH
(7, 8,9¢e 10) e do volume de 6leo diluido (1 e 2 mL). Para isso as amostras
foram produzidas seguindo a Tabela 2 e as médias dos resultados das
leituras de trés repeticdes foram analisadas pela andlise de variancia
ANOVA e por teste de comparacao de média (Teste de Tukey) utilizando
0 Software Statistica 7.0 com nivel de confianca de 95 %. Os resultados
para o teste de Tukey sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados do teste de comparagao de médias (Teste de Tukey) para a
AgNP Cravo. Letras iguais na mesma coluna indica que ndo existe diferenca
significativa ao nivel de confianca de 95%.

Oleo Volume de Tamanho Indice de Potencial Zeta
essencial pH o6leo diluido (nm) polidispersao (mV)
(mL) (IP)

7 1 64,32+10,6° 0,44+0,15% 32,943,7°
7 2 71,94+14,5°  0,27+0,04 31,9+8,5
8 1 58,65+11,3° 0,33+0,09 25,1+3,8"

Oleode 8 2 55,41+4,1°  0,40+0,03%® 34,8+3,6"

Cravo 9 1 69,16+3,3"  0,24+0,01° 29,5+1,6°
9 2 74,82+25"  0,23+0,01° 30,1+0,7°
10 1 29,00£2,6°  0,58+0,06 57,3+11,42
10 2 31,43+5,8¢  0,54+0,00° 50,8+0,8°

Cada uma das respostas (tamanho, indice de polidispersdo e
potencial zeta) foi analisada individualmente para todas as condigdes
testadas. O volume de 6leo diluido ndo apresentou diferenca significativa
para 0 mesmo valor de pH, em todas as amostras. Ja 0 pH mostrou maior
influéncia, porém, para o tamanho médio da AgNP a diferenca
significativa ocorreu apenas para as amostras sintetizadas em pH 10, ndo
havendo diferenca significativa entre as outras amostras (p>0,05).
Segundo Gorup (2010), as espécies reativas de fitoquimicos e suas
concentracdes sdo influenciadas pelo pH do meio reacional, sendo assim,
isso pode influenciar diretamente na formacdo das nanoparticulas de
prata, uma vez que, o poder redutor destes fitoquimicos sobre a prata pode
ser maior ou menor em diferentes condicdes de pH.

Para o0 potencial zeta, novamente, somente em pH 10 as amostras
apresentaram diferenca significativa em relacdo as outras. Por outro lado,
o indice de polidispersdo (IP) das amostras sintetizadas em pH 10,
obtiveram valores mais elevados (0,58 e 0,54) indicando maior
heterogeneidade dos tamanhos. Assim, combinando os resultados da
andlise no UV-Vis e por DLS, podemos afirmar que a melhor condicéo
entre as estudadas para sintese verde das nanoparticulas de prata € em
pH 8 com 2 mL de 6leo de cravo diluido. Pois mesmo que apenas as
amostras sintetizadas em pH 10 tenham apresentado diferenca
significativa, o que poderia indicar ser a melhor condicdo, estas mesmas
amostras ndo apresentaram boa formac&o de particulas e a banda de SPR
apresentou largura superior a das outras e deslocamento do pico de
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absorcao o que reflete grande diversidade de tamanho de particulas, sendo
assim, uma amostra polidispersa. Fato este, que pode ser confirmado
pelos maiores valores do indice de polidispersdo encontrados que
sugerem maior dispersdo dos tamanhos das particulas em soluco. Pois,
IP menor que 0,4 indicam populag¢bes com distribuicdo de tamanho mais
estreita (JADHAYV et al. 2016). Como nédo houve diferenca significativa
nos parametros avaliados por DLS, quando testamos a variacdo do
volume de dleo diluido, as bandas de SPR também foram verificadas a
fim de identificar alguma possivel diferenca na formacdo de particulas.
Para isso, a sintese foi realizada em todos os pHs testados (pH 7, 8, 9 e
10) utilizando 1 e 2 mL de dleo diluido (Figura 13).

Figura 13. Representagdo da Banda de SPR obtida por UV-Vis para as AgNP
sintetizadas com 1 mL (A) e 2 mL (B) de 6leo essencial de cravo diluido (1:170)
em acetona.
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O pico de absor¢do maxima encontrado foi de 1821 u.a e 2420 u.a
para 1 e 2 mL, respectivamente, em pH 8. Desta forma, podemos afirmar
que houve maior formacéo de particulas nesta condi¢do (pH 8 e 2 mL),
sendo assim a condicdo de pH 8 e 2 mL foi adotada para dar sequéncia
aos estudos. E possivel observar a banda de SPR (Figura 13) mais
definida para a amostra sintetizada com cravo em pH 8 e utilizando 2 mL
do 6leo diluido. As amostras também foram avaliadas por microscopia
eletrénica de transmiss&o.
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3.4 Microscopia Eletrdnica de transmissdo (MET)

A morfologia das AgNPs sintetizadas com 6leo essencial de cravo
em diferentes pHs foi analisada pelas imagens obtidas por microscopia
eletrénica de transmissdo. Com isso também foi possivel obter o tamanho
médio das particulas e distribuicdo de tamanho. Particulas densas e de
formatos variados foram observadas para cada condicdo testada. Foi
possivel visualizar uma camada organica envolvendo as particulas. Esta
camada possivelmente esta associada a ligacdo dos fitoquimicos do 6leo
com a prata coloidal. Estes compostos incluem terpenos, fenois e
moléculas tensoativas (JADHAV et al. 2016; VIDYA, SWAMY &
SCHELL, 2015; RAGHUNANDAN et al. 2011; GORUP, 2010). Na
sintese verde proposta no presente trabalho, o 6leo essencial e 0s
compostos fitoquimicos presentes em sua composicao, Sdo responsaveis
pela reducdo e da Ag* e também pela estabilizacdo destas particulas. As
diferentes formas de particulas encontradas podem ser atribuidas a
influéncia do meio reacional em diferentes pHs sobre a reducéo e
estabilizacdo destas particulas (XU et al., 2016; SONG et al. 2011).

Foi observado nas nanoparticulas sintetizadas em pH 7 uma
tendéncia a formatos triangulares, quadrangulares, hexagonos e algumas
esféricas (Figura 14A). Ja para as AgNPs em pH 8 os formatos de
pentagono, hexagono e, na sua maioria, esferas, foram os observados
(Figura 14B), com pouco aparecimento de formatos triangulares. Em pH
9 o formato esférico predominou (Figura 14C), porém, € notavel a maior
aglomeracdo para as particulas desta amostra, 0 que neste caso, pode
colaborar para a coalescéncia das mesmas em solugéo. A maior variedade
de formatos foi observada na amostra sintetizada em pH 10 (Figura 14D)
a qual apresentou formatos de hexagono, quadrados, esféricos e de bastao
ou agulha.
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Figura 14. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) para as

AgNP sintetizadas com 6leo essencial de cravo em diferentes condicdes de pH.

A:pH7,B:pH8, C:pH 9, D: pH 10.
v g

Também, na leitura da amostra de AgNP em pH 10 no MET, a
localizagéo de regifes com presenca de nanoparticulas nos grids foi mais
dificil, refletindo a menor formagéo de particulas observada para esta
amostra na banda SPR. Para as demais particulas (pH 7, 8 e 9) foram
encontrados formatos semelhantes com prevaléncia maior de esferas e
envolvimento por uma camada organica indicando um pequeno
distanciamento entre as particulas devido o impedimento estérico.
Resultados semelhantes a estes foram observados por outros autores
(VILAS, PHILIP & MATHEW, 2014; CAKIC et al. 2016; XU et al.
2016).
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As micrografias do MET foram analisadas com auxilio do software
Quantikov Image Analyser e ImageJ e as medidas dos diametros das
particulas foram utilizadas para a construcdo dos histogramas de
distribuicdo de tamanho para cada uma das amostras. Quando o tamanho
das particulas foi analisado pelas imagens do MET o didametro encontrado
foi diferente do encontrado na andlise de DLS para todas as amostras, este
fato pode ser explicado uma vez que a medida de tamanho hidrodindmico
encontrada pelo zeta (analise por DLS) ndo corresponde ao tamanho real
da particula, mas sim a soma do didmetro real da particula mais a camada
organica que reveste as particulas, assim o diametro efetivo é obtido por
MET (JADHAV et al. 2016). Outro fator é o grau de aglomeragdo
encontrado em algumas amostras que quando analisadas por DLS pode
influenciar na obtencdo de um maior tamanho. Os valores para as médias
obtidas pela medida das particulas por TEM séo expostos na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados para o tamanho médio de particula obtido por analise
das imagens do MET e por DLS

Amostra Tamanho médio + desvio padrao
MET DLS
AgNP Cravo pH 7 78,0£16,3 nm 71,9+14,5 nm
AgNP Cravo pH 8 35,5+8,5 nm 55,441 nm
AgNP Cravo pH 9 44,0+£18,9 nm 74,8£2,5 nm
AgNP Cravo pH 10 37,9+18,7 nm 31,4+5,8 nm

A amostra AgNP Cravo pH 7 foi a que apresentou maior tamanho
médio de particula entre todas as amostras quando observada por MET.
Ja aamostra AgNP Cravo pH 10 apresentou tamanho médio reduzido nas
duas analises. Porém, é notavel a grande variedade de formas encontradas
para esta amostra e 0 pequeno volume de particulas formado, o que as
imagens do MET e bandas SPR confirmam. Para a amostra AgNP Cravo
pH 8 foi encontrado 0 menor tamanho médio de particula quando
analisado por MET. Para a AgNP Cravo pH 9 os valores obtidos por
andlise das imagens do MET apresentaram valores menores do que 0s
obtido por DLS, fato que pode ser pela grande aglomeracéo das particulas
nesta amostra, o que pode mascarar o resultado por DLS, como explicado
anteriomente. Assim, os histogramas de distribuicdo de tamanho foram
contruidos e sdo apresentados na Figura 15.



81

Figura 15. Histogramas para distribui¢do de tamanho das AgNP sintetizadas em
diferentes pH e imagens do MET. A: AgNP Cravo pH 7. B: AgNP Cravo pH 8.
C: AgNP Cravo pH 9. D: AgNP Cravo pH 10.
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Observando a Figura 15 podemos notar que, exceto para a amostra em pH
7, todas tiveram maior concentracao de frequéncia na ordem de tamanho
entre 20 e 40 nm, porém, claramente conseguimos notar a diferenca entre
estas amostras pelas figuras do MET. Sendo uma maior aglomeracéo para
as particulas em pH 9 e aglomeracdo com grande variedade de formatos
para a amostra em pH 10, sendo os resultados para a amostra em pH 8
mais favoravel quanto ao tamanho e apresentando menos aglomerados de
particulas.
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3.5 Estudo da estabilidade das AgNP

Como citado anteriormente, 0 6leo essencial de cravo utilizado na
sintese das AgNPs, atua como agente redutor da Ag* e também como
estabilizante. Acreditamos que 0 mecanismo de estabilizacdo das
nanoparticulas seja por passivacao ou estabilizagdo estérica, que consiste
na coordenacdo de moléculas no atomo de superficie por ligacdes
covalente (SONG, et al. 2011). Neste tipo de estabilizagdo, as moléculas
estdo fortemente aderidas na superficie das particulas de prata cessando o
crescimento controlado pela difusdo, a maturacdo de Ostwald
(PIWONSKI et al. 2016; SONG et al. 2011). A estabilidade das AgNPs
ao longo do tempo foi verificada através dos parametros de tamanho
médio, indice de polidispersdo e potencial zeta. Para isso as amostras
foram armazenadas em frasco ambar em geladeira (+ 8°C) por até 60 dias
e os resultados destas leituras s&o mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores do tamanho médio (Z-ave), indice de polidispersao (IP) e
potencial zeta ({) das AgNP sintetizadas com 0leo essencial de cravo, para
verificar a estabilidade ao longo do tempo. Leituras em 0, 30 e 60 dias.

Parémetro pH 0 dias 30 dias 60 dias
7 71,9+145%A  109,8+43,2A  142,6+33,28A
Tamanho 8 55,444,134 61,545,1%8 63,648,428
(nm) 9 74,8+2,5% 81,647,348 80,6+3,2248
10 31,445,88 30,245,3% 30,8+6,3%
0,269+0,04°C  0,221+0,069%®  0,16620,0928
indice de 0,400+0,038  0,289+0,015"  0,291+0,010®
Polidispersao 9 0,232+0,01°°  0,233+0,031%®  0,193+0,0272®
10 0,543+0,004  0,500+0,00%  0,547+0,042%
-31,9+8,5% -23,5+3,0%® -18,2+3,0%8
34,8436  -285+4,7%8 .26 3+39%
Zeta (mV)
-30,1+0,7%8  -26,3+2,248 .23 4+] 8B
10 -50,8+0,8% -35,1+0,4%A -34,1+2,8%

Para valores seguidos de letras mintsculas iguais, na mesma linha, indicam que
ndo ha diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca.
Para valores seguidos de letras maiusculas iguais, na mesma coluna, indicam que
ndo ha diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca.
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Os valores apresentados na Tabela 6 indicam que apesar de ocorrer
uma pequena alteracdo nos valores das leituras do tamanho médio da
particula, nos tempos de armazenamento de 30 e 60 dias, esta diferenca
ndo é significativa ao nivel de 95% de confianca. Porém, observando os
valores obtidos para a amostra em pH 7 notamos um aumento de 71,9 nm
para 142,6 nm de zero para 60 dias, respectivamente. Esta grande
diferenca ndo foi significativa no teste de Tukey provavelmente pelo alto
valor de desvio padréo desta amostra. J& para o indice de polidispersdo a
amostra em pH 8 apresentou um decréscimo de tempo zero para a leitura
apos 30 dias, permanecendo estavel em 60 dias. Esta diminuicéo do indice
de polidispersdo pode ser resultado da absorcdo de particulas muito
pequenas pelas particulas maiores, ou aglomeracdo destas particulas
resultando em maior uniformidade de tamanhos. Nas leituras do potencial
zeta nota-se uma pequena mudanga nos valores para as amostras em pH
9 e 10. Estes valores indicam uma possivel perda de estabilidade, ja que
uma boa estabilidade é considerada para valores acima de 30 mV em
modulo. As demais particulas permaneceram estaveis. Dessa forma
podemos afirmar que as AgNPs permaneceram estaveis durante o tempo
de armazenamento de 60 dias a temperatura de ~8 °C em geladeira. O
aumento no tamanho e diminuicdo do indice de polidispersao, apesar de
n&o significativo ao nivel de 95% de confianga, pode indicar o inicio da
maturacdo de Ostwald, onde o crescimento ocorre por difusdo das
particulas menores pelas maiores, resultando em maior homogeneidade
dos tamanhos e consequentemente, na reducdo do IP (AN et al. 2012;
ANDERSON et al. 2014; LEE & OH, 2015; PIWONSKI et al. 2016).



84



85

4. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, pudemos confirmar que a sintese verde
de nanoparticulas de prata utilizando 6leo essencial é possivel e vidvel.
Estes resultados também nos mostraram melhor desempenho do éleo
essencial de cravo, rico em eugenol, composto fendlico e majoritario
presente neste Gleo e que é o principal agente redutor e estabilizante das
nanoparticulas de prata obtidas pela sintese verde. Pela avaliacdo das
bandas SPR foi possivel verificar a formacdo de particulas, utilizando o
oleo essencial de cravo, em diferentes condigdes de pH e também volume
de dleo empregado. As nanoparticulas de prata obtidas se mostraram
estaveis em solucdo em temperatura de refrigeracdo pelo periodo
estudado, além de apresentarem formatos variados quando observadas
por microscopia eletrénica de transmissdo. Os formatos esféricos,
triangulares, quadrangulares e hexagonais foram os formatos
predominantes para as particulas sintetizada, o que pode contribuir para a
acdo antimicrobiana. Outro fator evidenciado foi a presenca de uma
camada envolvendo as nanoparticulas e que pode possivelmente ser
atribuida a presenca de fitoquimicos do Oleo responsaveis pela
estabilizacdo das particulas em solucgdo. Particulas com tamanho médio
entre 35,5 nm e 78,0 nm foram obtidas, sendo o menor tamanho
encontrado nas particulas sintetizadas em pH 8. Dessa forma a condi¢do
escolhida para a sequéncia do trabalho foi em pH 8, com 2 mL de 6leo
diluido e o éleo essencial de cravo foi o escolhido.
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CAPITULO 3: SINTESE E CARACTERIZACAO DE
NANOPARTICULAS DE PRATA UTILIZANDO OLEO ESSENCIAL
DE CRAVO E EUGENOL COMO AGENTES REDUTORES E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Parte deste capitulo foi publicado no periédico Open Journal of Applied
Sciences.

MACIEL, M. V.de O.B.; ALMEIDA, A.daR.; MACHADO, M. H.; DE
MELDO, A. P. Z.; DA ROSA, C. G.; DE FREITAS, D. Z.; NORONHA,
C. M.; TEIXEIRA, G. L.; DE ARMAS, R. D.; BARRETO, P. L. M.
Syzygium aromaticum L. (Clove) Essential Oil as a Reducing Agent for
the Green Synthesis of Silver Nanoparticles. Open Journal of Applied
Sciences, v. 9, p. 45-54, 2019. https://doi.org/10.4236/0japps.2019.92005
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RESUMO

A presente investigacdo detalha uma sintese verde de
nanoparticulas de prata (AgNP) utilizando o 6leo essencial de Syzygium
aromaticum L. (cravo) como agente redutor, que é uma matriz que
apresentou 80% de eugenol na sua composi¢do quando estudado por
cromatografia gasosa e € um composto importante para a a¢do redutora
do nitrato de prata. Este estudo destaca a viabilidade do 6leo essencial de
cravo como alternativa para a sintese de nanoparticulas de prata por um
método simples e ecologicamente correto. Na avaliacdo da sintese tanto
0 0leo essencial de cravo como o seu composto eugenol, apresentaram
boa formacdo de particulas e a microscopia revelou formatos
predominantemente esféricos, o que foi confirmado com a técnica de
espalhamento de raio X a baixo angulo (SAXS) que também revelou
tamanho médio de 18,6 nm (AgNP-cravo) e 22,4 nm (AgNP-eugenol).
Verificou-se também a acdo antimicrobiana das AgNPs contra
Staphylococcus aureus em diferentes concentracdes (40-100 puL.mL™* de
AgNP), apresentando também Concentracdo Inibitéria Minima de 40
uL.mL?, sendo considerado um agente bactericida. Este estudo revelou
gue o AgNP-Cravo apresenta caracteristicas similares ao AgNP-Eugenol,
revelando o primeiro como uma matriz alternativa mais barata e confiavel
para a obtencdo de nanoparticulas de prata. Além disso, as AgNPs
também mostraram-se estaveis em solucdo por 12 semanas nos testes de
DLS e UV-Vis, o que pode ser importante para a facilidade de aplicagédo
do meio liquido.

Palavras-chave: Syzygium aromaticum, Eugenol, nanoparticulas de
prata, atividade antimicrobiana.
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1. INTRODUCAO

Diferentes métodos sdo aplicados para obter nanoparticulas
metalicas, sejam elas fisicas, quimicas ou bioldgicas. Os métodos
bioldgicos sdo aqueles que usam microrganismos ou plantas para a
biossintese de nanoparticulas (PASUPULETI et al., 2013; RAJ et al.,
2016; EISING et al., 2011). O uso de plantas ou derivados de plantas para
a sintese de nanoparticulas € amplamente utilizado hoje em dia e estes
compostos muitas vezes possuem importantes funcionalidades bioldgicas
gue podem atuar sinergicamente com as nanoparticulas para diversas
aplicacBes nas mais variadas &reas da industria alimenticia, indUstria
farmacéutica e area médica. A preocupacdo com a ndo degradacdo do
meio ambiente é hoje evidente, 0 que ressalta a importancia de métodos
capazes de propor alternativas para a reducdo de residuos quimicos
nocivos (VILAS, PHILIP & MATHEW, 2014; HONGFANG, HUI &
CHUANG, 2017; RAJA, RAMESH & THIVAHARAN, 2017).

Dentro deste contexto, as nanoparticulas de prata (AgNP) sédo
proeminentes na aplicacdo como agentes antimicrobianos capazes de
controlar e inibir o crescimento de microrganismos pela interacdo com as
células destes, impedindo a respiracdo celular e, assim, impedindo sua
replicacdo (KESHARI et al., 2018). Normalmente as nanoparticulas ndo
sdo consideradas toxicas para as células eucarioticas, especialmente nas
concentracBes normalmente utilizadas. No entanto, a sintese usando
produtos quimicos conhecidamente toxicos pode limitar a sua aplicagéo
em algumas areas. Dessa forma, a busca por agentes capazes de reduzir
0s sais de prata para a formacdo de nanoparticulas, sem causar riscos a
salde ou ao meio ambiente, é um importante papel da ciéncia
(ALIZADEH, GHOSHAL & COMEAU, 2019).

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) é uma planta
cultivada em diversos paises, incluindo o Brasil, e o0 seu 6leo essencial é
amplamente utilizado por sua agdo antimicrobiana, antiflngica e
antioxidante, além dos efeitos anestésicos e analgésicos. Essas
caracteristicas sdo fortemente atribuidas ao seu principal composto, o
eugenol, presente no 6leo em concentracdes que podem chegar a 90%
(HONGFANG, HUI & CHUANG, 2017; RADUNZ et al., 2019). Esta
caracteristica faz com que o 6leo essencial de cravo seja, teoricamente,
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um excelente agente redutor de prata para a sintese de nanoparticulas,
utilizando baixas concentragcbes de 6leo. O provavel mecanismo de
reducdo é dado pela doagdo de prétons da estrutura do eugenol, reduzindo
0 Ag* para Ag° e, assim, formando as nanoparticulas. Além disso, os
fitoquimicos presentes no 6leo também podem interagir na superficie das
nanoparticulas, promovendo protecao e estabilizacdo
(VIJAYARAGHAVAN et al., 2012; MASHWANI et al., 2016).

Desta forma, o principal objetivo do presente capitulo foi a sintese
de nanoparticulas de prata utilizando o 6leo essencial de Syzygium
aromaticum L. (cravo), bem como do seu composto majoritario eugenol,
como agente redutor e estabilizante. Assim como, a caracterizagao dessas
particulas por microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) e
espectrofotometria no UV-Visivel, Espalhamento de raios-X a baixo
angulo (Small-angle X-ray scattering - SAXS), avaliacdo da capacidade
antioxidante do 6leo e do eugenol, além da avaliacdo a atividade
antimicrobiana das nanoparticulas de prata sintetizadas em condices pré
definidas no capitulo 2.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Para os experimento do presente capitulo foram utilizados nitrato
de prata (AgNO:s), acetona P.A e eugenol, obtidos da Sigma Aldrich.
Além do 6leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum L.) adquirido no
comércio local de Florian6polis/SC. Todos os demais reagentes por hora
utilizados eram de grau analitico.

2.2 Atividade Antioxidante

Para avaliar a possivel associacdo do potencial antioxidante e,
consequentemente, da capacidade redutora do 6leo essencial de cravo e
do seu composto majoritario eugenol, importante para um bom
desempenho na sintese das nanoparticulas, foram realizados os ensaios de
inibicdo dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazila e &cido 2,2’ azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico pelas metodologias descritas a
sequir.

2.2.1  Ensaios de Inibi¢do do Radical DPPH

A atividade antioxidante pelo método de inibicdo do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) foi realizada conforme descrito por
Afoulous e colaboradores (2013). Foram preparadas dilui¢des seriadas
das amostras em metanol, nas concentragdes de 1,5 a 25,0 pg.mL* para
0 6leo essencial de cravo e para o eugenol. Logo ap6s, uma aliquota de 1,5
mL da amostra é transferida para tubos de ensaio, seguida da adi¢do de
1,5 mL do reagente DPPH na concentragdo de 0,2 mmol.L!. Para cada
ensaio foi preparado um branco, empregando agua destilada no lugar da
amostra. As amostras foram incubadas ao abrigo da luz por 30 minutos e
em seguida foram determinadas as absorbancias a 520 nm em um
aparelho espectrofotdmetro HITACHI, U-1800 (Tokyo, Japao). O ensaio
foi realizado em triplicata e os resultados obtidos pelo célculo da média e
desvio padrdo. A porcentagem de atividade antioxidante (AA%) foi
calculada seguindo a Equacdo 1.
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AA% == 100 — (Absamost‘ra_Absbrancu)X100] (l)

AbScontrole

Onde AA(%) representa atividade antioxidante, AbSamostra, absorbancia da
amostra, AbSpranco, absorbancia do controle em branco e AbScontrole,
absorbancia do controle negativo. Os resultados sdo expressos como
valores de ECso (concentracdo efetiva para inibir 50% do radical),
calculados por regressdo linear, onde o eixo X representa as
concentracBes dos dleos testados e 0 eixo Y representa a percentagem de
atividade antioxidante.

2.2.2  Ensaios de inibigdo do radical ABTS**

Para os ensaios de inibicdo do radical &cido 2,2’-azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS**) a metodologia utilizada
foi a descrita segundo Thaipong e colaboradores (2006). Para tal, a
solucdo do radical ABTS** foi preparada pela reacdo das solugdes de
ABTS*" na concentragdo de 7,4 mmol.L! e persulfato de potassio na
concentracdo de 2,6 mmol.L, ambas em agua destilada. A mistura das
solucbes na propor¢do de 1:1 foi incubada ao abrigo da luz em
temperatura ambiente, por 12 a 16 horas. Ap6s o tempo de incubagao a
solucéo foi diluida pela mistura de 1 mL da solugdo de ABTS** com 60
mL de metanol, para obter uma absorbancia de 1,1 em 734 nm. A partir
das amostras de dleo essencial e eugenol, foram preparadas as dilui¢fes
entre 15 e 70 pug.mL* em triplicata. Em ambiente escuro, um volume de
2,85 mL da solucéo do radical ABTS** foi acrescentado a 150 pL de cada
diluicdo das amostras. E ap6s 1 hora incubadas ao abrigo da luz, as
absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro a 734 nm. Para o controle
negativo foi utilizada 4gua destilada no lugar da amostra. As absorbancias
foram convertidas em porcentagem de atividade antioxidante (%AA)
utilizando a mesma equacdo dos ensaios de inibi¢do do radical DPPH
(Equacgdo 2). E os valores também foram expressos pelo calculo do ECso,

2.3 Sintese de AgNP utilizando 6leo essencial de cravo e eugenol

A sintese de AgNPs foi realizada de acordo com Vilas, Philip e
Mathew (2014), seguindo os parametros ja definidos no capitulo 2. Uma
solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNOs) na concentracdo de 0,31
mmol.L? foi preparada no momento da sintese em ambiente escuro. O
6leo essencial de cravo, bem como o eugenol, foram diluidos em acetona
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P.A numa proporc¢éo de 1 parte de 6leo, ou eugenol, para 170 de acetona
(1:170).

Na sequéncia a solucdo de AgNO; teve o seu pH ajustado para 8
utilizando NaOH 0,1 mol.L%. 30 mL da solucéo de AgNO3 com pH 8 foi
aquecida até 100 °C em chapa de aquecimento com rigorosa agitacao
magnética. Ap0s atingir a temperatura de sintese, 2 mL do éleo ou do
eugenol, foram gotejados na solugdo de AgNO3z permanecendo em
constante agitacdo e aquecimento por 30 minutos. Durante este periodo
foi observado o surgimento da coloracdo amarela, indicativa da formacao
das nanoparticulas de prata em solugéo.

2.4 Formagcao de AgNP e estabilidade

Para avaliar a formagdo de AgNPs sintetizadas utilizando 6leo
essencial de cravo e eugenol foi utilizada a analise por espectroscopia no
UV-Vis também utilizando um espectrofotdmetro HITACHI, U-1800
(Tokyo, Japdo) em modo de varredura, num intervalo de comprimento de
onda de 300 a 800 nm e uma taxa de 800 nm/minuto, no qual as amostras
foram acondicionadas diretamente em uma cubeta de quartzo e a leitura
foi realizada diretamente no aparelho. Neste caso, as AgNP também
foram monitoradas ao longo do tempo para verificar a estabilidade destas
em solucdo, pelos mesmo parametros obtidos com as leituras da
absorbancia no espectrofotbmetro com a metodologia supracitada
(EISING et al, 2011; SANTOS et al, 2012). As amostras foram
monitoradas por 12 semanas e com 0s resultados das leituras foram
contruidas as bandas SPR para cada amostra em cada tempo, afim de
verificar possiveis alteracdes na intensidade das bandas, resultantes de
agregacdo e coalescéncia das particulas.

2.5 Analise de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

O método de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) foi utilizado
para a verificacdo do tamanho médio de particula (Z-ave) pelo raio
hidrodindmico, indice de polidispersdo (IP) e potencial zeta (£) das
nanoparticulas de prata. Esta analise foi realizada no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina em um equipamento
Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Para
a analise as solucdes de AgNPs foram colocadas em célula de eletroforese
e as leituras foram realizadas em angulo fixo de 173° e temperatura 25 °C.
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Os resultados foram obtidos por meio do célculo da média e desvio padréo
das leituras.

2.6 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Para conhecer a morfologia das AgNPs a técnica de Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET) foi utilizada. A andlise foi realizada
por deposicdo das amostras em grids de cobre recobertas com carbono
(mesh 200) e ap6s a secagem foram observadas no microscopio JEOL
modelo JEM -1011 (Tdquio, Japdo) operando a uma tensdo de fluxo de
80 kV em diferentes magnificacbes, no Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica da Universidade Federal de Santa Catarina
(LCME-UFSC). Apo6s a observacdo, as imagens foram analizadas no
software Quantikov Image Analyser para a contagem e medida das
particulas. Para isto, pelo menos 150 particulas forma contadas e os
histogramas de distribuicdo de tamanho foram construidos no software
Origin 8.

2.7 Espalhamento de Raio-X a Baixo Angulo (SAXS)

O experimento de Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo
(SAXS) foi realizado no Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS
- Campinas, SP) usando a linha de luz SAXS1, onde cada solugéo de
AgNP obtida foi acondicionada em uma célula sob vacuo e temperatura
controlada, composta por duas janelas de mica separadas por 1 mm,
normais ao feixe (ELIAS et al. 2014). No experimento, o feixe de raios X
colimado (1,55 A) passa sobre a amostra e é espalhado em um detector
bidimensional Pilatus 300K (DECTRIS). O tempo de exposi¢do foi de
120 segundos e os padrdes de espalhamento 2D foram coletados apos esse
periodo. Para cobrir o intervalo g desejado (de 0,15 a 3,5 nm™), onde n é
cerca de 1 para raios X, a distancia entre a amostra e o detector foi
estabelecida em 500 e 3000 mm. Em todos os casos, as imagens 2D foram
isotrépicas e normalizadas por transmissdo de amostras usando o software
FIT2D desenvolvido pela Hammersley. As curvas de dispersdo
resultantes | (q) vs. (q) foram corrigidas por subtraccdo da dispersdo do
solvente puro e depois colocadas numa escala absoluta utilizando agua
como padrdo. O perfil de espalhamento | (q) vs. (q) das AgNPs foi
ajustado usando o fator de formacdo de esferas. Os procedimentos de
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ajuste e outras analises foram realizados utilizando o ajuste de minimos
quadrados pelo software livre SASTfit (ELIAS et al. 2014). O esquema
simplificado é mostrado na Figura 16.

Figura 16. Esquema simplificado para a analise de SAXS
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2.8 Ensaios de determinacéo da atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados através
dos testes de microdiluicdo em caldo para determinar a Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM), segundo a metodologia M7-A9 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (NCCLS, 2012). A microdilui¢do
foi realizada em placa de plastico estéril com 96 pocos, especifica para a
microdilui¢do. Inicialmente, as amostras de AgNPs foram diluidas em
agua destilada para concentracGes de 40, 60 e 80 % (v/v). O nitrato de
prata utilizado para a sintese também foi testado. Em cada um dos pogos
deveria conter 100 pL. Assim, foi adicionado em cada pogo 90 pL de
caldo Muller-Hinton e 10 uL de AgNPs nas diferentes concentragdes, em
triplicata. Dessa forma, a concentragéo final de AgNP nos pogos foi de
40, 60, 80 e 100 pL.mL1, respectivamente paras solugdes iniciais de 40,
60, 80 e 100 % (AgNP pura). Para os microrganismos testados, os
in6culos foram preparados em concentragdo de 107 UFC.mL™* utilizando
a escala de McFarland para comparacao da turbidez. Foi adicionado na
placa 5 pL do indculo, chegando a uma concentracdo final no poco de 10°
UFC.mL. Os microrganismos testados foram Escherichia coli (ATCC
8739) (gram negativa), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (gram
positiva) e Bacillus cereus (ATCC 10987) (gram positiva e esporulante).
Essas bactérias foram selecionadas por serem importantes e comuns em
processos de deterioracdo de alimentos. Foram preparados pogos de
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controle negativo (somente o caldo, sem in6culo) e de controle positivo
(caldo e indculo, sem AgNP) para comparacao da turbidez formada pelo
crescimento do microrganismo. Apo6s, as placas foram incubadas em
estufa de crescimento por 16 a 20 horas a 35 °C. As leituras da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram realizadas a olho nu através
da turbidez em comparagdo com o controle negativo. A menor
concentracdo na qual ndo houve crescimento bacteriano foi determinada
como a CIM.

Apos a leitura das amostras, os meios contidos nos pogos em que
ndo foi observada turbidez caracteristica de crescimento bacteriano,
foram repicados para placas contendo agar nutriente, pela técnica de
esgotamento. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e 0
crescimento bacteriano foi observado. Quando néo houve crescimento na
placa a concentragdo testada foi considerada bactericida. Ao passo que,
se houve crescimento bacteriano na placa, a concentracdo testada foi
considerada bacteriostatica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Ensaios de inibi¢ao dos radicais DPPH e ABTS**

Os resultados obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) para o 6leo essencial de cravo
(Capitulo 2), revelaram que o 6leo de cravo apresentou dois compostos
principais somando 94,18 % do 6leo essencial de cravo (OEC). Estes
compostos foram o cariofileno (14,03 % m/v) e o eugenol (80,15 % m/v),
0 que condiz com a literatura disponivel (SEBAALY et al., 2017; CHEN
etal., 2017). A partir desses resultados, o 6leo de cravo e 0 seu composto
majoritario foram selecionados para a continuidade do trabalho. E a
primeira etapa foi a verificacdo da atividade antioxidante do OEC e do
eugenol, uma vez que esta é uma propriedade importante para a reducéo
de Ag* e obtencédo de nanoparticulas.

Os valores de ECsp obtidos pelo método de inibi¢do do radical ABTS
foram de 32,7 £ 1,5 ug.mL™* e 29,8 + 0,2 pg.mL™* para OEC e para o
eugenol, respectivamente. Ja nos ensaio de inibicdo do DPPH, os
resultados foram de 65 + 0,7 pgmL?* e 13,3 + 0,1 pg.mL?,
respectivamente, para 0 OEC e o eugenol. Estes valores sdo semelhantes
aos encontrados por Scherer et al. (2009), que relataram valores de ECsg
de 7,8 £ 0,65 pg.mL* para o OEC o que foi préximo aos obtidos pelos
mesmos autores para 0 BHA, considerado um padrdo antioxidante e que
obteve valores de ECso de 8,2 + 0,41 pg.mL 2.

A amostra do OEC apresentou maior atividade antioxidante quando
comparada ao eugenol, pelo método de DPPH. No entanto, 0 oposto
ocorreu para o teste inibi¢do do radical ABTS. Isso pode estar relacionado
aos diferentes compostos presentes no OEC além do eugenol. Estes
resultados também destacam a capacidade antioxidante do 6leo essencial
de cravo e do eugenol. Gilgin et al. (2012) avaliaram a atividade
antioxidante do 6leo essencial de cravo-da-india e observaram a inibicéo
efetiva dos radicais DPPH e ABTS, além da eliminacdo de radicais
anionicos, como superdxido e da depuragdo de perdxido de hidrogénio.
Além disso, quando comparados ao BHA, BHT, a-tocoferol e Trolox
como compostos antioxidantes de referéncia, o OEC mostrou um
desempenho semelhante em relacdo a eliminagao de radicais livres. Logo,
0s resultados encontrados sdo condizentes com a literatura e reforcam o
potencial do OEC e do eugenol como agente redutor para a sintese de
AgNP.
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3.2 Sintese de AgNP utilizando 6leo essencial de cravo e eugenol

A formacao das AgNPs foi avaliada por espectroscopia UV-Vis na

faixa de 300
Superficie (SP

a 800 nm e as bandas de Ressonancia de Plasmon de
R) sdo apresentadas na Figura 17.

Figura 17. Bandas de SPR obtidas por espectrometria no UV-Vis
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Na comparacdo das bandas de SPR para as AgNPs obtidas com
cravo e com eugenol, as duas apresentam perfis bastante semelhantes,
com a intensidade de absorcdo méaxima para 0 AgNP-Cravo de 460 nm e
para AgNP-Eugenol de 450 nm. O que indica uma boa formagdo de
particulas para os dois agentes redutores. Isso mostra a relagdo da
formacdo de particulas com a alta concentracdo de eugenol no OEC.

Mostrando-se

suficiente para a maxima eficiéncia na sintese, pois o

resultado é muito semelhante ao obtido com o composto puro, eugenol.
Como mencionado anteriormente, este composto apresenta estruturas
hidroxiladas, que sdo essenciais para a reducdo da prata e formacéo das
nanoparticulas. Os resultados observados nos ensaios demonstraram que
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0 6leo essencial de cravo foi eficaz nas condicBes testadas, com rapida
reducdo do sal de prata e obtencdo das nanoparticulas.

O perfil da banda de SPR depende das propriedades da prata
coloidal, como a forma e o tamanho das nanoparticulas metalicas, a
concentracdo de ions metalicos e a quantidade de extrato e o tipo de
compostos orgénicos presentes na matriz vegetal. Geralmente, as
nanoparticulas esféricas de prata exibem um pico de SPR a cerca de
436 nm (DONG et al. 2017). Os mesmos autores relatam absorbancia ao
redor de 425 nm para AgNP com tamanho médio de 5 a 40 nm e formatos
esféricos. J& Khamhaengpol & Siri, 2017 encontraram picos de SPR por
volta de 428 nm para AgNP com tamanho médio de 67,4 nm. Raja et al.
2017, em sua sintese de AgNPs utilizando extrato de Calliandra
haematocephala obteve bandas SPR com picos em 414 nm. Estes
resultados reforcam a evidéncia de formagdo de AgNPs utilizando OEC
e eugenol.

Utilizando a mesma técnica de absor¢do no UV-Vis as amostras
foram avaliadas ao longo de 12 semanas. A amostra de AgNP-Eugenol
(Figura 18b) apresentou pouca variagdo na faixa de SPR durante as 12
semanas de avaliacdo, representando boa estabilidade frente a
aglomeracdo das particulas sem deslocamento do pico de maxima
absorcao. Para a AgNP-Cravo (Figura 18a) apesar de ainda apresentar a
banda SPR definida, a amostra mostrou um declinio na intensidade da
banda, notavel principalmente na 12% semana, possivelmente uma
indicagdo de aglomeracdo e coalescéncia das particulas. Porém, da
mesma forma que a AgNP-Eugenol, ndo ocorreu deslocamento do pico
de maxima absorbancia. O mecanismo de estabilizacdo assumido para as
nanoparticulas é por passivagdo ou estabilizacdo estérica, que segundo
Song et al. 2011, ocorre pela coordenacdo de moléculas na superficie da
nanoparticulas por ligacdes covalentes. Com estes resultados pode-se
afirmar que ambas as amostras permaneceram estaveis nas 12 semanas do
estudo, apesar do decréscimo na intensidade da banda observada para a
amostra AgNP-Cravo.
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Figura 18. Avaliacéo da estabilidade em solugdo das AgNP obtidas com cravo
(a) e com eugenol (b) ao longo de 12 semanas
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3.3 Andlise de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)

A caracterizag8o do raio hidrodindmico para as AgNPs foi obtida pela
técnica de espalhamento luz dindmico (DLS) e apresentou tamanho
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médio de 554 = 4,1 nm para AgNP-Cravo e 57,4 £ 0,2 nm para
AgNP-Eugenol. J& para o indice de polidispersdao (IP) os valores
encontrados foram 0,4 + 0,034 para AgNP-Cravo e de 0,366 = 0,040.
Segundo Jadhav et al. 2016, valores de IP menores do que 0,4
correspontem a populagbes de particulas com tendéncia a
monodispersividade, ou seja, distribuicdo de tamanho mais estreita.
Enquanto que para o potencial zeta, os valores encontrados foram
de -34,8 £ 3,6 ¢ -14,3 £ 1,0, respectivamente para AgNP-Cravo e
AgNP-Eugenol. Neste caso, valores mais elevados (em modulo) séo
indicativos de maior estabilidade por impedimento eletrostatico, devido a
repulsdo das cargas superficiais das AgNP. Porém, a ligagdo de
fitoquimicos do 6leo na superficie das nanoparticulas também podera
promover a estabilizacdo estérica, e assim, somando a ligacdo dos
fitoquimicos com a carga observada no zeta, pode-se prever estabilizacéo
por impedimento eletrostérico (ROUCOUX, SCHILZ & PATIN, 2002;
HIERREZUELO et al. 2010; DE ARAGAO, 2016). As amostras foram
paralelamente acompanhadas ao longo do tempo pelas leituras dos
pardmetros de DLS. A Tabela 7 traz os resultados para o tamanho médio,
IP e potencial zeta obtido por DLS com leituras em 1, 6 e 12 semanas, 0
mesmo tempo de monitoramento por UV-Vis.

Tabela 7. Resultados da anélise de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) ao
longo de 12 semanas para AgNP-Cravo e AgNP-Eugenol

Semana AgNP-Cravo
Tamanho (nm) indice de Polidispersdo Zeta (mV)
1 55,4+4,18 0,400£0,034° -34,8£3,6°
6 61,5+5,1° 0,289+0,015% -28,5+4,72
12 63,6+8,42 0,291+0,010? -26,3£3,9°
Semana AgNP-Eugenol
Tamanho (nm) indice de Polidispersio Zeta (mV)
1 57,4+0,28 0,366+0,040° -14,3+1,0
6 59,2+3,5% 0,234+0,0262 -11,6+1,28
12 61,4+4,82 0,231+0,0232 -11,7+1 48

Letras mindsculas iguais na mesma coluna, indicam que ndo houve diferenca
significativa ao nivel de 95% de confiancga (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Para os valores do potencial zeta, é possivel observar uma diminuicao
principalmente da 1* para a 6% semana para a AgNP-Cravo e a
estabilizacdo deste pardmetro para AgNP-Eugenol da 6% para a 122
semana. Apesar do decréscimo do valor de potencial zeta, estes ainda
apresentaram valores que ndo diferem significativamente para ambas as
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amostras. O mesmo pode ser observado para a leitura do tamanho, que
ndo apresentou diferenca significativa ao longo das 12 semanas. A Unica
diferenca significativa encontrada para as amostras dentro dos parametros
monitorados, foi o IP, que diminuiu da 12 para a 6% semana e depois
permaneceu estavel na leitura de 12 semanas. Isto pode ser atribuido pelo
possivel processo de difusdo das particulas menores pelas maiores,
deixando a distribuicdo de tamanho relativamente menor. Estes resultados
reforcam o que foi observado por UV-Vis e demonstram a estabilidade
das AgNPs ao longo do periodo estudado.

3.4 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

A forma e distribuicdo de tamanho das AgNPs foi determinada
pela técnica de MET com o auxilio do software Quantikov Image
Analyzer. Nos valores obtidos para o didmetro médio determinado por
MET pode-se notar uma similaridade entre as duas amostras. Sendo estes,
valores médios para o tamanho das AgNPs de 456 + 6,1 nm e
40,4 + 5,3 nm para a amostra de AgNP-Cravo (a) e AgNP-Eugenol (b),
respectivamente. Em geral, a forma das AgNPs produzidas foi esférica,
confirmando os valores obtidos no Capitulo 2.

Em ambas as amostras foi observada alguma dispersividade de
tamanhos e uma camada menos densa ao redor das nanoparticulas. Esta
camada possivelmente se refere a ligagdo de compostos fitoquimicos na
superficie das nanoparticulas, o que pode contribuir para a estabilizacdo
da solucdo coloidal de NPs em &gua. Sendo condizente com o relatado
anteriormente. Estes compostos podem ser representados na camada
organica observada na superficie das particulas. Isto pode contribuir para
cessar ou retardar o crescimento controlado pela difusdo, a chamada
maturacao de Ostwald (SONG et al. 2011; PIWONSKI et al., 2016). As
imagens das micrografias obtidas por MET, bem como os histogramas de
distribuicdo de tamanho das AgNPs sdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19. Micrografias obtidas por Microscopia Eletrdnica de Transmiséo e 0s
histogramas de distribuicdo de tamanho
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3.5 Espalhamento de Raio-X a Baixo Angulo (SAXS)

A caracterizacdo por SAXS fornece informacGes sobre o diametro
(D) das AgNPs e ¢ (relacionado a disperséo das nanoparticulas) levando
a valores de D = 18,6 nm e ¢ = 0,46 para AgNP-Cravo e D = 22,4 nm e
o = 0,33 para AgNP-Eugenol (Figura 20). Esses valores diferem daqueles
obtidos por MET, e neste caso, a etapa de secagem da amostra para a
observacdo no MET pode causar a aglomeracdo das particulas e
alteracdes fisicas durante a preparacao dos grids. J& para o DLS, como ja
mencionado, a medida é do raio hidrodindmico, que por sua vez, tende
ser maior do que o valor real da particula. Dessa forma, como a anélise
de SAXS é realizada em uma condicdo real das particulas em solucéo, as
caracteristicas das AgNPs sdo preservadas e assim, ela fornece um
resultado mais confidvel do formato e do tamanho médio das mesmas,
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sendo considerada uma técnica superior quando comparada ac MET e
DLS (GOERTZ et al., 2009; LI, SENESI & LEE, 2016). Poréem, ambas
as técnicas sdo complementares umas as outras, reforgcando e confirmando
0s seus resultados e observagdes.

Figura 20. Dados obtidos por SAXS (esferas) e curva de ajustes
correspondentes (linha) para AgNP-Cravo (a) e AgNP-Eugenol (b)
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Apesar das vantagens apresentadas para a analise por SAXS, esta
também pode apresentar algumas limitagcdes quanto ao estudo do formato
das particulas, uma vez que os valores séo ajustados para 0 modelo de
esferas. Desta forma, os diferentes formatos observados nas micrografias
obtidas por MET, podem n&o ser detectados pelo SAXS, uma vez que séo
ajustados a um modelo especifico. Também ocorre o limite de deteccdo
da técnica, que é de 2 nm, o que impede a identificacdo de particulas
menores, quando estas sao relatadas.
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3.6 Ensaios de determinacéo da atividade antimicrobiana

Tanto o AgNP-Cravo quanto o AgNP-Eugenol foram efetivos no
controle do S. aureus apresentando uma CIM de 40 uL.mL* contra essa
bactéria gram-positiva, revelando que apresentam atividade inibitdria
mesmo na concentragdo minima testada. Para a E. coli e B. cereus
nenhuma das concentracGes foi capaz de inibir o crescimento. Assim,
sugere-se que maiores concentra¢des deste AGNP podem ser estudadas.

Embora 0 AgNP-Cravo na concentragdo de 40 uL / mL apresente
acdo bacteriostatica, todas as demais concentracfes (60-100 uL / mL)
para AgNP-Cravo e AgNP-Eugenol foram bactericidas, uma vez que
inibiram o crescimento da bactéria. Estes resultados mostram uma
excelente eficiéncia no controle do crescimento de S. aureus (bactéria
gram-positiva).

A acdo antibacteriana das AgNPs pode ser atribuida aos ions
metalicos presentes em sua superficie e que reagem com grupos tiol e
sulfidrila presentes na proteina da membrana celular bacteriana. Essa
interacdo reduz a permeabilidade da membrana celular e causa danos a
respiracdo celular e, conseqlientemente, a morte celular. A prata também
pode se ligar ao DNA e ao RNA bacteriano, causando deshaturacdo e
inibindo a replicacdo (CASTELLANO et al. 2007; KOTAKADI et al.
2015).

O tamanho nanomeétrico das particulas aumenta a area de contato
com as células bacterianas. Entdo, particulas menores tém maior interacdo
do que as maiores, e a acdo antimicrobiana é conseqientemente alta.
Além disso, a forma da particula desempenha um papel importante nesse
processo. Segundo Pal et al. (2007), particulas com formato triangular
apresentam maior efetividade na inibicdo do crescimento bacteriano em
relacdo ao formato esférico. Assim, esta pode ser uma das razfes para 0s
resultados negativos em relacdo a acdo antimicrobiana contra alguns
microrganismos aqui estudados, uma vez que as AgNPs avaliadas
possuem uma forma predominantemente esférica. As concentragdes que
mostraram inibicdo foram testadas quanto a sua acdo bactericida ou
bacteriostatica e os resultados sdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21. Ensaio de atividade bactericida e bacteriostatica para AgNP-Cravo
e AgNP-Eugenol contra S. aureus
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4. CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente capitulo demostraram uma
sintese verde viavel de nanoparticulas de prata utilizando o 6leo essencial
de cravo e 0 seu composto majoritario eugenol. Os testes experimentais,
juntamente com a composicao quimica do 6leo essencial, mostraram que
a concentragdo dos principais compostos, bem como a estrutura desses
compostos, tém influéncia significativa na eficiéncia da sintese e
explicam o bom desempenho do 6leo essencial de cravo (OEC). Além
disso, o alto teor de eugenol presente no OEC pode desempenhar o papel
de reducdo do nitrato de prata para formar AgNP. As nanoparticulas
obtidas com OEC apresentaram resultados semelhantes quando
comparadas as obtidas com eugenol, revelando o primeiro como uma
matriz alternativa, mais barata ao composto puro para obtencdo de
nanoparticulas de prata. Os resultados também mostraram que as duas
nanoparticulas desenvolvidas apresentaram atividade antimicrobiana,
sendo efetivas contra S. aureus, mostrando também estabilidade em
solucdo durante um periodo de 12 semanas. A forma predominantemente
encontrada, foi de esferas e o tamanho médio, obtido por diferentes
técnicas, apresenta-se na escala nanométrica chegando a 18,6 nm e 22,4
nm quando a técnica experimental de SAXS foi aplicada, respectivamente
para a AgNP-Cravo e AgNP-Eugenol. A analise po SAXS também
apresentou resultados mais precisos quanto ao tamanho e forma das
AgNPs, obtendo os valores a partir das solug6es coloidais, ou seja, no seu
estado nativo. Isso também justifica os resultados encontrados pela
andlise de MET e DLS, bem como a analise de espectroscopia no UV-Vis
onde houve a evidencia da formacdo de nanoparticulas em consonancia
com outros estudos encontrados na literatura. Assim, a sintese e
caracterizacdo das AgNP foi essencial para o conhecimento desta matriz
como agente redutor, bem como para conhecer as caracteristicas das
particulas obtidas, importante para a continuidade dos estudos nesta area.
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CAPITULO 4: PRODUGCAO DE NANOFIBRAS IMPREGNADAS COM
NANOPARTICULAS DE PRATA
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RESUMO

No presente capitulo as nanoparticulas de prata obtidas utilizando
Oleo de cravo como agente redutor foram adicionadas as solugdes
poliméricas no intento de obter nanofibras pelo processo de eletrofiacao.
Inicialmente foram preparadas solucBes poliméricas utilizando poli
(6xido de etileno) (PEO) e zeina em diferentes concentragdes. As AgNPs
foram adicionadas as solucdes na concentragdo de 2% (m/m). Os
parametros das solu¢cdes foram avaliados e mostraram que um aumento
da massa molar do polimero fez elevar o valor do indice de consisténcia
e que todas as solucdes apresentaram comportamento de fluido
pseudoplastico. Além disso, a presenca de AgNP e principalmente de
zeina, conferiu maior condutividade elétrica para as solucfes. Os
pardmetros do equipamento foram ajustados para realizar a eletrofiagdo
com cada solucéo. Para o processo foram aplicadas voltagens de 7,33 a
9,5 kV, onde, de forma geral, menores voltagens foram necessarias para
eletrofiar as solugdes contendo PEO de massa molar 1000 kDa. As
nanofibras obtidas apresentaram aspecto uniforme, lisas, quando obtidas
somente com PEO ou PEO e AgNP, e para essas nanofibras os diametros
médios, obtidos por andlise de microscopia eletrbnica de varredura
(MEV), variaram de 335,9+1,7 a 843,1+6,1 nm e formato cilindrico. Na
presenca da zeina as nanofibras obtidas apresentaram-se mais irregulares
e em nenhum dos casos foi possivel notar alguma interferéncia da
presenga das AgNPs. Para confirmar a presenga das AgNPs nas
nanofibras, bem como observar a sua distribuicdo ao longo das
nanofibras, foi realizada a analise de microscopia eletronica de
transmissdo (MET), onde foi possivel observar que apesar da
homogeneizacdo das solucdes poliméricas com as AgNPs por 24 horas,
as AgNPs apresentaram-se aglomerada, concentradas em algumas partes
ao longo das fibras. Com os resultados obtidos foi possivel verificar a
producdo de nanofibras impregnadas com AgNPs, com grande érea
superficial e potencial de aplicabilidade como material de composigéo de
embalagens ativas, pela acdo antimicrobiana das nanoparticulas.

Palavras-chave: Poli (6xido de etileno), zeina, nanofibras, eletrofiacao,
nanoparticulas, prata.



114



115

1. INTRODUCAO

A técnica de eletrofiagdo é o processo pelo qual obtém-se fibras
em escala micro ou nanométricas pelo emprego de solucdes poliméricas.
Para este processo diversos polimeros sdo utilizados, entre os quais poli
(6xido de etileno) (PEO), alcool polivinilico (PVA), zeina, caseina,
policaprolactona (PCL) e goma arabica, entre outros (KAYACI &
UYAR, 2012; KYSELICA et al., 2018; ACEVEDO et al., 2018; AADIL,
MUSSATTO & JHA, 2018; LIN et al., 2018). Estes polimeros sdo
solubilizados em variados solventes, como dimetilformamida,
dimetilacetamida, etanol, acetona, tolueno, acetonitrila, cloroférmio, etc.
E para o processo geralmente sdo aplicadas voltagens entre 10 e 25 kV.
Esta voltagem deve ser suficiente para romper a tensdo superficial e
outras forgas contrarias a formacdo das fibras. Estas fibras normalmente
possuem propriedades Unicas, como grande area superficial e elevada
porosidade, além de apresentar diametros controlaveis, ampliando o seu
espectro de aplicagdes (AADIL, MUSSATTO & JHA, 2018).

Devido as propriedades ja mencionadas das fibras obtidas por
eletrofiacdo, muitos pesquisadores demonstram interesse na pesquisa
desses materiais para as mais diversas aplicagdes, como na agricultura e
na industria de alimentos, principalmente pela facilidade de incorporar
compostos ativos as fibras, que incluem fungicidas, antimicrobianos,
antioxidantes, entre outros, que podem auxiliar na preservacdo de
alimentos (ASMATULU & KHAN, 2019).

O acondicionamento de alimentos cada vez mais precisa ser
prolongado, aumentando a disponibilidade e conveniéncia dos mesmos.
Dessa forma, um maior prazo de validade é importante, porém, deve estar
aliado a qualidade e seguranca deste produto em todas as etapas do
processo, desde a fabricacdo, transporte, armazenamento e consumo. E
uma das alternativas, ou ferramentas para auxiliar neste aspecto sdo as
embalagens ativas, nas quais as nanofibras podem ser parte deste material,
ajudando na manutencdo de propriedades de alimentos e bebidas,
incluindo sabor, cor, textura, consisténcia, bem como propriedades de
barreira, mecéanicas e antimicrobianas, durante o transporte e
armazenamento. Assim, novos estudos concentraram-se nessas
funcionalidades das nanofibras para aplicagdo em embalagens ativas
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(BABITHA et al., 2017; ASMATULU & KHAN, 2019). Neste aspecto,
as embalagens ativas contendo agentes antimicrobianos, como as
nanoparticulas de prata e o eugenol, entre outros agentes, combinados
com as nanofibras, podem ser uma opgéo viavel e eficiente para o controle
de microrganismos, aumentando a conveniéncia e seguranca para 0
consumidor (BABITHA et al., 2017; AADIL, MUSSATTO & JHA,
2018; ASMATULU & KHAN, 2019).

Neste contexto, o intento do presente trabalho é produzir
nanofibras de PEO e zeina pelo processo de eletrofiacdo, bem como
utiliza-las como suporte para nanoparticulas de prata na intencdo de
apresentar uma possivel alternativa de material de embalagem ativa.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Para o presente capitulo os seguintes reagentes foram utilizados,
nitrato de prata (AgNO3), acetona P.A, zeina, Poli (6xido de etileno)
(PEO) de 100, 1000 e 5000 kDa, e 0 composto eugenol, obtidos da Sigma
Aldrich. Além do 6leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum) que foi
adquirido em farmécia de manipulacdo do comércio local de
Floriandpolis/SC. Todos os demais reagentes utilizados foram de grau
analitico.

2.2 Preparo das solugdes poliméricas

Com a metodologia de sintese das nanoparticulas definida
(Capitulos 2 e 3), foram iniciados os testes para a producdo das nanofibras
poliméricas adicionadas de AgNPs. Para tanto, primeiramente foram
definidos os polimeros utilizados e as concentracdes das solugdes
poliméricas, bem como a proporcdo da mistura das solugbes (quando
aplicavel). Os polimeros utilizados foram o poli (6xido de etileno) (PEO)
com massa molar de 1000 kDa e de 5000 kDa e a proteina zeina, uma
prolamina extraida do milho. Com base na literatura e também em testes
de tentativa e erro, foram selecionadas algumas concentracGes para as
solucbes poliméricas, bem como, para a mistura das solugdes que
posteriormente foram submetidas a adi¢do das nanoparticulas de prata. O
solvente utilizado para ambas as solucdes poliméricas foi o etanol 85 %
(v/v), no qual ambos os polimeros sdo sollveis.

2.3 Preparo das nanofibras por eletrofiacéo

Para a eletrofiacdo das solucdes poliméricas com e sem adicdo de
AgNPs, foi utilizado o equipamento Professional Electrospinner da
Y flow® Nanotechnology Solutions (Malaga, Espanha) modelo 2.0S-500,
com sistema de injecdo por seringa plastica com didmetro interno de
11,99 mm, localizado no Laboratério de Polimeros e Surfactantes em
Solugdo (Polissol) da Universidade Federal de Santa Catarina. O aparelho
é equipado com uma camera CCD (charge-coupled device) com sensor
de imagem 1/3” color sharp high sensitivity CCD - 0,1 Lux, equipada
com lente de 40 mm e de 20 mm. Com a imagem gerada pela cadmera ¢é
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possivel visualizar o cone de Taylor formado na ponta do injetor. A
Figura 22 mostra a imagem do equipamento utilizado no presente estudo.

Figura 22. Imagem do Professional Electrospinner da Yflow® Nanotechnology
Solutions utilizado para obtencéo das nanofibras

Fonte: O autor.

A voltagem aplicada para o processo é controlada e o equipamento
permite variacdo de 0 a 30 kV no injetor e de 0 & -30 kV no coletor. A
vazdo da bomba também é ajustavel e é controlada automaticamente de
acordo com o fluxo desejado. Ja a regulagem da distancia entre a ponta
da agulha e o coletor é regulada manualmente, pela regulagem da posicédo
da agulha em relag&o ao coletor.

A deposicao das fibras foi feita sobre uma folha de papel aluminio
colocada sobre a placa coletora para possibilitar a retirada das fibras e
acondicionamento no proéprio aluminio, evitando a possivel danificacéo
das nanofibras. De acordo com as caracteristicas de cada solucdo ou
mistura de solucfes poliméricas, todos os pardmetros necessarios foram
ajustados no equipamento afim de conseguir a eletrofiagdo. Dessa forma,
cada solucdo precisou de um ajuste especifico.
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2.4 Caracterizacéo das solugfes poliméricas
2.4.1  Pardmetros reol6gicos

As solucbes foram caracterizadas quanto a sua viscosidade, tensdo
superficial e condutividade elétrica. As solugdes de PEO e PEO/Zeina,
adicionadas ou ndo com AgNP foram submetidas a analise em um
Rebmetro da marca Brookfield, modelo RVDV-IIICP, modelo de spindle
do tipo SSA, SC4-27, acoplado a um banho termoestatizado para controle
da temperatura. Todos os dados obtidos foram analisados com o Software
Rheocalc 32. As leituras foram realizadas em temperatura fixa de 25 °C.
As amostras inicialmente foram mantidas em repouso por 10 minutos no
porta-amostras para equilibrar a temperatura de trabalho. O fluxo em
estado estacionario foi medido para cada amostra por um periodo de 20
minutos. Com as leituras os parametros reoldgicos como indice de
consisténcia e indice de fluxo foram obtidos a partir do software Rheocalc
32.

2.4.2  Tensdo superficial

As leituras da tensdo superficial foram realizadas pela
metodologia de gota pendente utilizando um equipamento Gonidmetro
modelo OCA 15EC (Filderstadt, Alemanha), acoplado a um sistema
processador de imagem de alta resolugdo Data Physics Instruments. As
amostras foram colocadas em uma seringa de 1 mL e acopladas ao
equipamento. Através de sistema automatizado, a solucdo é dispensada
até que o limite para o desprendimento da gota na ponta da agulha seja
alcangado. A imagem € registrada e a medida da &rea e volume da gota
pendente na ponta da agulha é utilizada pelo software para determinar a
tensdo superficial. Pois, uma maior tensdo superficial resultard em um
maior volume de liquido suportado, consequentemente, o volume
decresce com a diminuicdo da tensdo superficial. O equipamento é
calibrado inicialmente com agua destilada e as leituras feitas em 10 gotas
e 0s resultados séo expressos em média e desvio padrdo para cada uma
das solucdes.

2.4.3  Conditividade elétrica das solucdes poliméricas

A condutividade elétrica das solu¢bes poliméricas foi medida
diretamente nas amostras, utilizando um condutivimetro de bancada



120

modelo TEC-4MP (Tecnal, Piracicaba-SP), usando uma célula de vidro
de K=1,0 na temperatura de 25 °C.

2.5 Caracterizacdo das nanofibras

2.5.1 Morfologia e distribuicdo de tamanho das
nanofibras

Para avaliar a morfologia das fibras obtidas e a distribuicdo de
tamanho das mesmas, foi realizada a Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) em um microscépio eletronico JEOL modelo JSM-
6390LV (Tdquio, Japdo) no Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica da Universidade Federal de Santa Catarina. As fibras foram
fixadas em um suporte metalico de cobre (stub) com auxilio de uma fita
dupla-face de carbono. Para isto a fita dupla-face foi fixada no stub que
em seguida foi pressionado levemente sobre as fibras que ap6s fixadas
foram recobertas com uma fina camada de ouro em uma recobridora a
vacuo Leica EM SCD500 (Leica, EUA).

Os aumentos para a visualizagdo no MEV variaram de 500 a 8000
vezes, com uma voltagem de excitacdo de 10 kV. As imagens obtidas por
MEV também foram utilizadas para verificar a distribui¢cdo de tamanho
das fibras e para isto o software Quantikov Image Analyser foi utilizado
para a medida e contagem das fibras e logo apds, com os dados obtidos,
foi possivel obter a distribuicéo de frequéncia do tamanho.

2.5.2  Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET)

A analise de MET foi utilizada para a verificacdo da presenca das
AgNPs nas nanofibras obtidas por eletrofiagdo. Para tal, as nanofibras
impregnadas com as nanoparticulas foram fixadas em grids de cobre
(mesh 200) e observadas em um microscopio JEOL modelo JEM -1011
(Téquio, Japdo) operando a uma tenséo de fluxo de 80 kV em diferentes
magnificacbes. As andlises de microscopia foram realizadas no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal
de Santa Catarina (LCME-UFSC).
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2.5.3  Anadlises estatisticas

Todos os resultados sdo expressos em médias e desvio padrdo de
pelo menos trés repeticdes. Quando aplicavel, o teste de analise de
variancia ANOVA e teste de comparacdo de médias de Tukey sdo
realizados através do software STATISTICA 7.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Testes preliminares para producéo das nanofibras

Na producao das nanofibras poliméricas obtidas por eletrofiacéo e
carregadas com as AgNPs, os primeiros testes para adequacdo das
metodologias foram desenvolvidos no Laboratério de Polimeros e
Surfactantes em Solugdo (Polissol) do Departamento de Quimica da
UFSC. Primeiramente foram testados os polimeros a serem utilizados,
sem adicdo das nanoparticulas. Os polimeros foram a zeina de milho e o
poli (6xido de etileno) (PEO).

3.1.1  Preparo das solucdes poliméricas

Algumas concentracBes das solucfes poliméricas foram testadas
para avaliar o desempenho na eletrofiagdo. A concentracdo da solucéo é
determinante para o sucesso da eletrofiacdo e estd associada a
viscosidade, que sdo fundamentais na obtengdo de fibras lisas e sem
contas. O solvente escolhido foi o etanol 85 % (v/v), solvente no qual o
PEO e a zeina apresentam boa solubilidade e dessa forma foi utilizado
para ambos os polimeros. Assim, com base na literatura e também em
testes preliminares, foram definidas algumas concentracdes a partir da
zeina e do PEO, este Gltimo com diferentes massas molares (100 kDa,
1000 kDa e 5000 kDa). As concentrages testadas sdo descritas na Tabela
8.

Tabela 8. Concentragdes testadas para as solugdes poliméricas no processo
de eletrofiacéo utilizando solvente etanol 85 % (v/v)

Polimero Concentracdo (m/m)
PEO 100 kDa 10%
PEO 1000 kDa 4%
PEO 5000 kDa 2%
Zeina 10%
Zeina 20%
Zeina 30%

Para a preparacdo das solucdes as massas correspondentes dos
polimeros foram pesadas e adicionadas ao solvente sendo entdo mantidas
em agitacdo magnética por 24 horas.
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3.1.2  Parametros das solugdes poliméricas

As solugdes poliméricas foram avaliadas quanto aos parametros
reoldgicos, indice de consisténcia (k) e indice de comportamento de fluxo
(n), além disso, foram analisadas a tensdo superficial e condutividade
elétrica das mesmas. Os resultados destas analises constam na Tabela 9,
a sequir.

Tabela 9. Indice de Consisténcia, indice de comportamento, tenséo superficial e
condutividade elétrica das diferentes solu¢Bes poliméricas formadoras de fibras

Tenséo Condutividade

Solugéo k (mPa.s") n superficial elétrica
(mN/m) (uS.cm™)

PEO1000 18235+82f 0,55+0,00°  46,8+8,9¢ 10,59
PEO1000/AgNP 2045545354 0,53+0,01¢  29,645,2 21,45
PEO5000 28328+89¢ 0,28+0,01°  32,4+5,8° 9,64
PEO5000/AgNP 29486,5+11,5¢ 0,270,018  21,2+3,42 19,06
PEO1000/Z 4751,5+103,52  0,67+0,01¢ 25,5+4,9%¢ 1517
PEO1000/Z/AgNP 4968,5+3,5? 0,66+0,00¢  31,7+3,8° 188,3
PEO5000/Z 11286,5+441,5°  0,35+0,02° 23,3%5,8% 198,6
PEO5000/Z/AgNP 10975+161° 0,34+0,01°>  22,7+4,7% 256,4

Valores apresentados como a média + desvio padréo. n: indice de comportamento
de fluxo; k: indice de consisténcia. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de Tukey.

Para o indice de consisténcia (k) foi possivel observar menores
valores para a solucdo de PEO 1000 em relacéo a solugdo de PEO 5000,
mostrando uma relagcdo do aumento da massa molar do PEO e aumento
do k. Tanto para as solu¢bes de PEO 1000, quanto para as soluc@es de
PEO 5000, a presenca da zeina fez o valor de k diminuir, indicando menor
consisténcia. O que também foi observado em algumas amostras quando
estas foram adicionadas de AgNP, porém, neste caso, ndo houve diferenca
significativas entre elas.

O indice de comportamento de fluxo (n) mostrou uma relacdo da
massa molar do PEO, ou seja, um aumento da massa molar resultou na
diminuicdo do n. O contrario foi observado, quando comparadas as
solucbes com PEO de mesma massa molar com a adicdo de zeina. Ou
seja, quando a zeina estava presente ocorreu um aumento do indice de
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comportamento de fluxo. Ainda, todas as solugdes apresentaram valores
de n menores do que 1, isto é caracteristico de fluido ndo newtoniano,
pseudoplastico, em que ocorre a diminuicdo da viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento (CUI et al, 2015).

Para a tensdo superficial uma diferenca significativa ocorreu
entre as solugdes de PEO 1000 e PEO 5000 puras, sendo este parametro
maior para a solugdo de PEO 1000. Também observou-se que, de modo
geral, a presenca de zeina e AgNP, fizeram reduzir a tensdo superficial,
mostrando diferenca significativa entre o polimero puro e o adicionado
de zeina, AgNP ou ambos, para uma solucdo de PEO com a mesma massa
molar. A tensdo superficial € um importante parametro a ser levado em
consideracdo para a formacdo do cone de Taylor, sendo que, menores
valores de tensdo superficial indicam menor forca de coesdo entre as
moléculas da solucdo. Assim, teoricamente, é necessaria menor forca
eletrostatica para romper a forca de coeséo e formar o cone de Taylor para
iniciar a eletrofiacdo (GARG & BOWLIN, 2011). Assim, se a tensdo
superficial da solu¢do for muito elevada ocorre dificuldade para a
formacdo do cone de Taylor, o que podera resultar em descontinuidade
do jato e obtengéo de fibras irregulares, ou até mesmo, particulas ao invés
de fibras. E ao passo que, se a tensdo superficial for muito baixa ocorre o
escoamento mais facil da solucdo através da ponta da agulha, resultando
em fibras de didmetros maiores (COSTA et al. 2012; BHARDWAJ &
KUNDU, 2010).

Os resultados das leituras da condutividade elétrica das solugdes
revelaram que, a presenca das AgNPs proporcionaram um aumento na
condutividade, o que j& era esperado, dada a condutividade do metal.
Porém, maiores valores foram observados com a adi¢éo de zeina, sendo
estes valores cerca de 10 vezes maiores do que os apresentados para as
solugBes sem zeina. Isto mostra que a presenca de cargas na zeina
influencia positivamente neste parametro, sendo mais significativo do que
o efeito da presenca das AgNPs. Rad, Mokhtari e Abbasi (2018) relataram
0 aumento da condutividade elétrica de solugdes poliméricas para a
producdo de nanofibras com o aumento da concentragdo de zeina e goma
arébica. Os autores atribuem esse fato a presenga, em maior quantidade,
de grupos como —NH,, —-OH e —COOH presentes nestes compostos, no
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caso do presente trabalho, proveniente da zeina. Estes grupos em solugéo
apresentam-se ionizados, contribuindo como aumento de carga.

3.1.3  Eletrofiagédo

Os testes de eletrofiacdo foram iniciados com as solucdes
preparadas para avaliar o desempenho das mesmas no processo. Assim,
cada uma das solucdes foi testada alterando os pardmetros de fluxo de
alimentacdo, voltagem aplicada e distancia entre o eletr6do e o coletor no
equipamento, a resposta foi observacional em relacdo & formacdo de
fibras e ndo spray, uniformidade da deposic¢éo das nanofibras no coletor
e aspecto Umido das mesmas. Num primeiro momento néo foi possivel
obter fibras a partir das solugdes de zeina em nenhuma das concentracoes
testadas. Foi observada para as solugdes de zeina a formacao de spray e,
consequentemente, de particulas e nao fibras. Este fato pode ser atribuido
a baixa viscosidade da solugdo nas concentragOes testadas. O mesmo é
relatado por outros autores quando testadas solucOes de zeina entre 5 e
12 % (m/m) de concentracdo (TORRES-GINER, GIMENEZ &
LAGARON, 2008) e também em concentracdes de 40 % (m/m)
(KAYACI & UYAR, 2012) e é atribuido a baixa viscosidade das solugdes
em funcdo da concentragdo. Para a solugdo de PEO 100 kDa 0 mesmo
ocorreu e ndo foi possivel obter fibras. Ja para as solucdes de PEO 1000
kDa e 5000 kDa foi possivel obter nanofibras. E neste caso a distancia
entre o eletrédo e o coletor para a solu¢do de PEO 1000 kDa foi regulada
para 12 cm com um fluxo de alimentacdo de 1 mL/hora e voltagem de
6,27 kV, condicOes estas que possibilitaram a obtencdo das nanofibras
com deposicdo regular por 30 minutos (Figura 23a). Estes pardmetros
foram resultados de testes de tentativa e erro, no qual também foram
aplicados para a solugdo de PEO 5000 kDa. Porém, neste caso, quando a
distancia aplicada foi de 12 cm a deposi¢do ndo foi homogénea, formando
um “disco” com area central sem deposicdo. Isto ocorreu mesmo com a
variacdo de voltagem (6,0; 7,0; 7,5 e 8,0 kV) e também com alteracdes no
fluxo (0,5; 0,7; 0,9; 1,0 e 1,2 mL/h). Quando a distancia foi aumentada
para 16 cm em voltagens menores (7 — 9 kV) o mesmo foi observado,
com deposicdo irregular formando espaco central sem a presenca de
fibras, porém, com o aumento para 9,5 kV na distancia de 16 cm a
deposicdo passou a ser homogénea sem a presenca de espacos vazios na
area de deposicdo da manta (Figura 23b).
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Figura 23. Deposicdo das nanofibras em papel aluminio a partir da solucéo de
PEO 1000 kDa (A) e PEO 5000 kDa (B)

»

Ap6s 0s primeiros testes, novas solucBes foram preparadas
utilizando PEO 1000 e 5000 kDa nas concentracfes de 4 e 2 % (m/m),
respectivamente, e a mistura destas solugdes com solugdo de zeina na
concentracdo de 10 % (m/m). A proporcdo de solugdo de PEO para
solucdo de zeina foi fixada em 2:1. Também foi testada a adicdo das
AgNP nas solugdes e para isso também foi fixada a porcentagem de
nanoparticulas em 2 % (m/m) para todas as solucgdes testadas. Assim, oito
solucdes foram preparadas para 0s experimentos subsequentes e sdo
apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10. Solugdes poliméricas testadas para a eletrofiagao

Solugdo Caodigo PEO (kDa)  Zeina10% (1:2)  AgNP 2%
1 PEO1 1000 Néo Néo
2 PEO1/AgNP 1000 Nao Sim
3 PEO1/Z 1000 Sim Néo
4 PEO1/Z/AgNP 1000 Sim Sim
5 PEO5 5000 Néo Néo
6 PEO5/AgNP 5000 Nao Sim
7 PEO5/Z 5000 Sim Néo
8 PEO5/Z/AgNP 5000 Sim Sim
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Com as solugdes preparadas os testes prosseguiram. Para a
solucdo 1, foi aplicado um fluxo de 1 mL/h e neste caso, quando
aplicamos fluxo menor (0,7 mL/h) ndo havia constancia e o tempo de véo
era elevado gerando instabilidade na deposicao, a distancia foi de 12 cm
e a voltagem aplicada foi 7,33 kV. O fluxo de alimentagdo precisou ser
aumentado para 1,3 mL/h para a solucdo 2 pois, com o fluxo em 1 mL/h
ocorria 0 secamento da solucdo e entupimento da agulha, ndo formando
fibras. Para ambas as solugdes (1 e 2) a voltagem foi de 7,33 kV e a
distancia de 12 cm. Para a Solucdo 3, quando aplicado um fluxo de 1
mL/h e uma voltagem de 7,33 kV e distancia de 12 cm, as fibras foram
formadas, mas uma tendéncia de aglomeracdo no centro da area de
deposicdo foi observada. Estes grumos formados ocorreram
provavelmente pela ineficiéncia da secagem do solvente que pode ser
influenciada tanto pela distancia quanto pelo fluxo de alimentacéo e pela
voltagem. Assim, primeiramene o fluxo de alimentagéo foi reduzido de 1
para 0,7 mL/h novamente, e o problema foi corrigido, sendo que a
voltagem de 7,33 kV foi suficiente para obter fibras aparentemente
uniformes e finas. Quanto a Solugdo 4, a presenca das AgNPs ndo
interferiu nas condigdes de obtencdo e visualmente ndo houve alteragdo
do aspecto das fibras quando comparados com as da solugdo 3. Assim, 0s
pardmetros foram mantidos iguais. Para as solucfes 5 e 6 a distancia
precisou ser aumentada para 14 cm e a voltagem aplicada foi de 8,52 kV
pois quando aplicada uma voltagem menor, o tempo de vdo era alto e as
fibras tendiam a se espalhar. O fluxo para estas duas solugdes foi de 1
mL/h. Para a Solucéo 7 o fluxo de alimenta¢do mantido em 1 mL/h, pois
qguando em 0,7 mL/h ocorria o entupimento da agulha devido a secagem
da solugdo. A distancia foi alterada novamente para 12 cm, porém foi
necesséria uma voltagem de 9,5 kV para obter as fibras. Na Solucéo 8 foi
necessario alterar a distancia de 12 para 14 cm mantendo o fluxo 1 mL/h
e uma voltagem de 7,33 kV, neste caso a presenca das AgNPs interferiu
no processo, sendo necessaria algumas alteragGes para obter as fibras.
Assim os parametros obtidos para cada uma das solugdes sdo mostrados
na Tabela 11.
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Tabela 11. Resultados dos testes para os parametros aplicados na eletrofiacéo
das diferentes solucdes

Solugéo Cadigo Voltagem Fluxo (mL/h) Distancia
(kV) (cm)
1 PEO1 7,33 1 12
2 PEO1/AgNP 7,33 1,3 12
3 PEO1/Z 7,33 0,7 12
4 PEO1/Z/AgNP 7,33 0,7 12
5 PEO5 8,52 1 14
6 PEO5/AgNP 8,52 1 14
7 PEO5/Z 9,5 1 12
8 PEO5/Z/AgNP 7,33 1 14

Em geral foi observado que a voltagem aplicada para as solucgdes
de PEO 5000 kDa precisaram ser um pouco maiores e que 0 mesmo
ocorreu para a distancia e fluxo. A presenca das nanoparticulas em alguns
casos influenciou e em outros ndo, ndo mostrando uma concluséo sobre a
influéncia deste fator na obtencgéo das nanofibras por eletrofiagcdo. Assim,
0s resultados ndo sdo conclusivos, mas servem para nortear proximos
estudos, e revelam grande influéncia de fatores diversos, o que dificulta a
padronizagdo dos parametros de obtencdo de nanofibras sem um controle
apurado de fatores como temperatura ambiente e umidade relativa, para
minimizar as interferéncias destes no processo.

3.1.4 Morfologia das nanofibras

A Figura 24 mostra a membrana de nanofibras obtida. A aparéncia
macroscépica de ambas as amostras obtidas, ndo apresentaram diferencas
a olho nu, porém, as nanofibras obtidas com PEO 5000 foram mais
“quebradigas,” dificultando o manuseio das mesmas, caracteristica essa
gue ndo foi observada nas nanofibras obtidas a partir de PEO 1000, tanto
na presenca quando auséncia da zeina e das AgNP.
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Figura 24. Membrana de nanofibra obtida por eletrofiagdo de solucdes de Poli
(6xido de etileno) (PEO) 1000 kDa (a) e 5000 kDa (b)

)] W

Fonte: O autor, 2019.

As nanofibras obtidas foram analisadas quanto a sua morfologia e
distribuicao de tamanho. Para tanto, a microscopia eletrénica de varredura
(MEV) foi utilizada. Alguns autores atribuem a incidéncia de contas a
umidade relativa do ar alta. Tripatanasuwan, Zhong & Reneker (2007)
mostraram o aumento da formag&o de contas com o aumento da umidade
relativa do ar, no trabalho os autores avaliaram umidades relativas entre
5,1 e 63,5 % e 0 maior nimero de contas foi observado acima de 57 % de
umidade relativa. Os autores descrevem que com 0 excesso de solvente,
referente a alta umidade, o polimero tende a se acumular ocasionando as
contas. Para o presente trabalho o equipamento electrospinner, que foi
utilizado, estd em um ambiente com desumidificador de ar que mantém a
umidade relativa em 50 £ 5 %. As fibras obtidas somente com PEO (1000
ou 5000 kDa) com ou sem adicdo de AgNP, apresentaram morfologia
cilindrica e aspecto liso sem incidéncia de fuséo e contas (Figura 25).
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Figura 25. Imagens das nanofibras por microscoscopia eletrdnica de varredura
(MEV) para as amostras utilizando PEO 1000 kDa e zeina com ou sem adigdo de

AgNP. Solucbes 1,2,3e 4
| 1- PEO1 [

' \mlgi X3,000._[5um }-\/faa‘e-wsc-’
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Figura 26. Imagens das nanofibras por microscoscopia eletrdnica de varredura
(MEV) para as amostras utilizando PEO 5000 kDa e zeiha com ou sem adigéo de
AgNP. Solugdes 5, 6, 7 e 8

A0V 1X4,000

6 — PEO5/AgNP

7-PEOS/Z ot

%= X s

L LTS / A N
0KV /|| X4,000 _ 10K X3,000 . 5m

8 - PEO5/Z/AgNP |
S P € AN B

10KV/= 7X1,000-10pm ACMEUESC |



133

Visualmente ndo é perceptivel nenhuma alteragdo na aparéncia
entre a amostra obtida a partir da solucdo 1 (PEO 1000 kDa a 4 %) e a
amostra obtida a partir da solugéo 2 (PEO 1000 kDa a 4 % com adicdo de
AgNP), 0 que mostra que para estas amostras a adigdo das AgNPs na
concentracdo de 2 % ndo influenciou no processo (Figura 25). Quanto a
presenca da zeina a 10 % (m/m) foi observado formagdo de
irregularidades ao longo da extencdo das fibras. Estes pequenos “grumos”
formados apresentam pequeno ou nenhum espacamento entre si e nao
interferem na aparéncia macroscopica das fibras. Porém, quando foi
adicionado AgNP a mistura, este aspecto ndo foi observado (Figura 25 (1)
e (2)). Acredita-se que a presenca das AgNPs auxilia no elongamento das
fibras permitindo a boa evaporacdo do solvente e obtencdo de aspecto
liso. Entretanto, a situacdo inversa foi observada quando utilizado PEO
5000 kDa e zeina. Neste caso, quando as AgNPs ndo estavam presente o
aspecto liso foi obtido (Figura 26 (7 e 8)). Kayaci & Uyar (2012)
encontraram fibras uniformes de zeina em dimetilformamida (DMF)
guando eletrofiaram solugdes com concetracfes acima de 50% e
relataram a presenca de contas e formacdo de spray em concentracoes
mais baixas. Porém, a incorporacdo de ciclodextrinas auxiliou na
obtencdo de nanofibras mais uniformes em concentragdes menores de
zeina. No nosso caso, a mistura da zeina e do PEO possibilitou obter fibras
mais uniformes utilizando concentracGes de 10 % de zeina.

3.1.5 Distribuicdo de tamanho das nanofibras

Para o estudo da distribui¢do de tamanho das nanofibras foram
utilizadas as imagens do MEV e o software ImageJ por meio do plugin
DiameterJ. Para isto as imagens do MEV foram submetidas a analise no
software e os diametros foram medidos sem levar em consideragdo o
comprimento das fibras. A Tabela 12 mostra os resultados obtidos para
os diametros médios * desvio padréo.
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Tabela 12. Resultados para os didmetros médios das nanofibras e seus pardmetros
de eletrofiacdo

T Diametrotdesv Voltagem Fluxo Distancia
. Padrdo (nm) (kV) (mL/h) (cm)
1 PEO1 745,446,4 7,33 1,0 12
2  PEO1/AgNP 843,1+6,1 7,33 1,3 12
3 PEO1/Z 765,5+7,6 7,33 0,7 12
4 PEO1/Z/AgNP 688,1+7,1 7,33 0,7 12
5 PEO5 570,8+14,5 8,52 1,0 14
6  PEOS5/AgNP 335,9+1,7 8,52 1,0 14
7 PEO5/Z 870,7+19,2 9,50 1,0 12
8 PEOS5/Z/AgNP 822,8+9,6 7,33 1,0 14

As fibras apresentaram didmetros que variaram de 335,9 nm a
870,7 nm e desta forma podem ser classificadas como nanofibras, pois
pelo menos uma das suas dimensfes esta em escala nanométrica. A
distribuicdo de tamanho foi obtida e os histogramas foram contruidos para
cada uma das amostras (Figura 27).

Foi possivel observar que a distribuigdo de tamanho para todas as
amostras testadas apresentou comportamento unimodal, ou seja, a grande
maioria das nanofibras estd concentrada em uma estreita faixa de
tamanho. Porém, apesar de pouca variagdo de tamanho para nanofibras
de uma mesma amostra, foi possivel identificar variacdo entre as
diferentes amostras, 0 que ja era esperado pelas diferencas de concetracéo
e massa molar do polimero, além das diferentes condigdes do processo.

N&o foi possivel estabelecer uma relagdo clara da influéncia da
adicdo das AgNPs na morfologia das nanofibras. Dessa forma, foi
realizada a anaalise por microscopia eletrénica de transmissao, afim de
verificar a presenga das nanoparticulas de prata.
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bras obtidas por

Figura 27. Histogramas de distribui¢cdo de tamanho das nanof
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3.1.6  Avaliacdo da presenca das AgNP nas nanofibras

Para verificar a presenca das nanoparticulas nas nanofibras, as
mesmas foram observadas por microscopia eletrénica de transmissdo
(MET). Em ambas as amostras foi possivel observar a presenca das
nanoparticulas. E possivel notar as nanoparticulas muitas vezes
aglomeradas nas fibras, o que é bastante semelhante ao encontrado por
Selvaraj, Thangam & Fathima (2018) em nanofibras de PEO e caseina
obtidas por eletrofiacdo e impregnadas com nanoparticulas de prata. Este
fato pode ter sido ocasionado pela etapa de homogeneizagéo, que no caso
foi realizada por agitacdo magnética por 24 horas. O que pode ndo ter sido
suficiente para a total distribuicdo das nanoparticulas pelas solucdes
poliméricas. As imagens obtidas por MET para cada uma das amostras de
nanofibras impregnadas com AgNP sdo mostradas a seguir.

Figura 28. Imagem obtida por microscopia eletrénica de transmissdo para
nanofibras obtidas com PEO 1000 kDa e impregnadas com AgNP 2%

(a) PEO 1000/AgNP2%
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Figura 29. Imagem obtida por microscopia eletrnica de transmissdo para

nanofibras obtidas com PEO 1000 kDa, zeina 10% e impregnadas com AgNP
0,

2 A) - r 4 L

(b) PEO 1000/Zeina/AgNP2%

Figura 30. Imagem obtida por microscopia eletrdnica de transmissdo para
nanofibras obtidas com PEO 5000 kDa e impregnadas com AgNP 2%
- L k

(C) PEO 5000/AgNP2%




138

Figura 31. Imagem obtida por microscopia eletrbnica de transmissdo para
nanofibras obtidas com PEO 5000 kDa, zeina 10% e impregnadas com AgNP
2%

N
(d) PEO 5000/Zeina/AgNP2%
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos na producédo das nanofibras de PEO, PEO e
zeina e ambas adicionadas de nanoparticulas de prata pelo processo de
eletrofiacdo, mostraram que tal intento é vidvel e atingiu os objetivos
inicialmente propostos. O estudo do processo de eletrofiagdo mostrou que
todas as varidveis envolvidas sdo importantes para a padronizacdo do
processo e repeticdo dos resultados. O controle de parametros como
umidade relativa do ar, temperatura, concentracdo dos polimeros,
solvente a ser aplicado e as caracteristicas de condutividade, viscosidade,
tensdo superficial e entre outros, sdo de extrema importancia para a
obtencdo de fibras uniformes, sem a presenga de contas e com estreita
distribuicdo de tamanho. A homogeneidade de distribuicdo das
nanoparticulas pela extensdo das nanofibras também é um fator a ser
estudado, pois as nanoparticulas apresentaram-se aglomeradas nas fibras,
0 que pode prejudicar a sua acdo em uma possivel aplicagdo como
material de composicdo de embalagem antimicrobiana. Ao passo que
este, também é um aspecto importante a ser estudado, uma vez que a
grande area superficial das nanofibras, aliada a uma boa homogeneidade
das AgNPs em sua estrutura, podera potencializar a acdo antimicrobiana,
possibilitando a utilizacdo como um material alternativo para embalagem
ativa.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que os 6leos essenciais podem ser
bons agentes redutores para a sintese de nanoparticulas de prata,
apresentando altas concentragdes de compostos capazes de reduzir a prata
para a formacéo das nanoparticulas. Também foi possivel verificar uma
relagdo direta com a concentragdo e a formacao de particulas, em especial
guando estes compostos eram doadores de hidrogénio como o eugenol,
timol e o carvacrol.

Também foi possivel verificar a viabilidade da sintese utilizando o
6leo essencial de cravo, rico no composto eugenol. E os testes de
comparagdo mostraram boa semelhanca entre o Oleo essencial e o
composto puro na sintese das AgNPs, mesmo em concentracdes baixas,
demonstrando boa capacidade redutora nos testes da atividade
antioxidante, fator determinante para um bom agente mediador da sintese
de AgNPs.

As nanoparticulas apresentaram formato geralmente esférico, o
que foi comprovado por TEM e por SAXS. O tamanho médio obtido por
todas as técnicas revelou particulas nanométricas e com estreita
distribuicdo de tamanho. Estas particulas permaneceram estaveis em
solugdo por 12 semanas, 0 que pbde ser comprovado tanto por
espectrofotometria no UV-Vis quanto pela analise de DLS.

Ao verificar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata
obtidas com o 6leo essencial de cravo e com o eugenol, foi possivel
revelar a capacidade inibitéria das nanoparticulas frente Staphylococcus
aureus, apresentando atividade bactericida em concentragdes de 40 e
60 pL.mL™2,

Para a producdo das nanofibras foi possivel a eletrofiacdo de
solugBes poliméricas de PEO e de zeina e obtengdo de nanofibras
cilindricas com grande area superficial. A adicdo das nanoparticulas de
prata as solucbes poliméricas possibilitou a obtencdo de nanofibras
impregnadas com AgNP e isto foi evidenciado pela andlise de MET. Este
fato comprova que é possivel a producdo de nanofibras poliméricas com
AgNPs para aplicacdo como possivel material de embalagem ativa,
aliando a grande &rea superficial deste material a atividade antimicrobiana
das nanoparticulas de prata.
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