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Resumo

Duarte, Viviane Coelho. Desenvolvimento de nanocompdédsitos de matriz
polimérica biodegradavel a base de agar reforgcados com nanofillers de diéxido
de titanio ou hidroxiapatita. 2013. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de POs
Graduacao em Ciéncia e Engenharia de Materiais. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

As tendéncias mundiais para o avanco cientifico no desenvolvimento de novos
materiais destacam a importancia da utilizagdo de fontes renovaveis como matéria-
prima. No presente trabalho o objetivo foi desenvolver nanocompdsitos de matriz
biodegradavel a base de agar, reforcados com diferentes concentracbes de
nanofillers de TiO, e HA, encontrando composi¢cdes que apresentem propriedades
mecanicas e biologicas que possibilitem a aplicagdo biotecnoldgica destes materiais.
Resinas precursoras previamente sintetizadas a base do céation Ti foram preparadas
por intermédio do método dos precursores poliméricos (baseado na modificacdo do
método Pechini). De forma anéloga foi obtida a resina precursora de HA, que
posteriormente foram depositadas sobre membranas microporosas (diametro de
poro 0,2 um), por intermédio de uma técnica de Spin Coating. Em seguida o material
foi submetido a tratamento térmico por duas horas a 600 °C para o TiO, e 800 °C
para HA. O material resultante apos tratamento térmico teve sua superficie
modificada adicionando-se alcool etilico, TEOS e acido acético, que posteriormente
foram evaporados em estufa (processo de silanizacdo). As particulas obtidas foram
dispersas num volume de agua destilada equivalente para dissolugéo total do agar,
em aparelho de ultrassom, e utilizando concentractes de 0,5 %, 1 % e 2 % de
particula de cada material para obtencdo dos diferentes nanocompdsitos. Ao
material disperso foi adicionado o agar, permanecendo sob agitacdo e aquecimento
até 100 °C, entdo se acrescentou o sorbitol e glutaraldeido, agentes plastificantes e
reticulante, respectivamente. O material resultante foi vertido sobre a placa molde,
permanecendo em temperatura ambiente até completa evaporacdo do solvente. Os
nanocompositos resultantes, bem como o material polimérico e os nanofillers foram
caracterizados por MEV e espectroscopia Ramam, as quais confirmam a presenca
das estruturas formadas pelo TiO, e HA na matriz polimérica, bem como suas
dimensBes nanométricas. Os nanocompoésitos, bem como os nanofillers, foram
submetidos a ensaios de citotoxidade, onde se constatou que 0sS materiais néo
promovem a inibicdo do crescimento celular, ndo manifestando citotoxidade quando
comparados ao grupo controle composto pelo meio de crescimento celular. A
atividade antimicrobiana dos filmes foi avaliada através do teste de difusdo em agar
e difusédo ao longo do tempo por 2 e 5 dias, apontando atividade antimicrobiana para
0 nanocomposito com nanofillers de HA. Ensaios mecanicos demonstraram aumento
significativo no médulo de elasticidade dos materiais compdsitos em relacao a matriz
controle formada pelo filme de agar. Os dados obtidos nos diferentes ensaios foram
submetidos a analise estatistica através de two-way ANOVA e teste de Tukey; t test,
ANOVA e teste complementar de Student-Newman-Keuls e one-way ANOVA,
seguido pelo teste de Tukey, onde p < 0,05 em todos 0s casos, respectivamente.

Palavras chave: Nanocompdsito. Matriz polimérica biodegradavel. agar. Nanofiller.



Abstract

Duarte, Viviane Coelho. Development of biodegradable polymeric matrix
nanocomposites agar based reinforced with nanofillers of titanium dioxide or
hydroxyapatite. 2013. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds Graduacdo em
Ciéncia e Engenharia de Materiais. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Global trends to scientific advance in the development of new materials highlight the
importance of using renewable a raw materials. In this study the objective was to
develop a biodegradable matrix nanocomposites agar based reinforced with different
concentrations of TiO, and HA nandfillers, finding compositions that present
mechanical and biological properties that allow the biotechnological application of
these materials. Resins precursors previously synthesized with Ti cation were
prepared through the polymeric precursor method (based on the modification of the
Pechini method). Analogously resin precursor was obtained HA were subsequently
deposited onto microporous membranes (pore diameter 0.2 um) by means of a spin
coating technigue. Then, the material was subjected to heat treatment for two hours
at 600 ° C to TiO, and 800 ° C to HA. The resulting material after heat treatment had
its surface modified by adding ethyl alcohol, tetraethoxysilane and acetic acid, which
were subsequently evaporated in the oven (silanization process). The particles
obtained were dispersed in an equal volume of distilled water to complete dissolution
of the agar in ultrasound device and using concentrations of % 0.5, 1 and 2 of each
material particle for obtaining the various nanocomposites. Dispersed material was
added to the agar, remaining under stirring and heating to 100 ° C. Then it was
added the sorbitol and glutaraldehyde crosslinking agents and plasticizers,
respectively. The resulting material was poured onto the mold plate, remaining at
room temperature until complete evaporation of the solvent. The resulting
nanocomposites, as well as the polymeric material and the nanofillers were
characterized by SEM and Ramam spectroscopy, which confirm the presence of the
structures formed by the HA and TiO; in the polymer matrix, as well as their
nanometric dimensions. The nanocomposites as well as the nanofillers were tested
for cytotoxicity, which demonstrated that the materials do not promote cell growth
inhibition, not manifesting cytotoxicity when compared with a control group by means
of cell growth. The antimicrobial activity of the films was evaluated by the agar
diffusion test and diffusion over time for 2 and 5 days, pointing to the antimicrobial
activity of HA nanocomposites with nanofillers. Mechanical testing demonstrated a
significant increase in the modulus of elasticity of the composite material over the
array control film formed by the agar. The data obtained in different experiments
were statistically analyzed by two-way ANOVA and Tukey test, t test, ANOVA and
supplementary Student-Newman-Keuls test and one-way ANOVA followed by Tukey
test, where p < 0.05 in all cases, respectively.

Keywords: Nanocomposite. Biodegradable polymeric matrix. Agar. Nanofiller.
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1 Introducéo

A poluicdo ambiental causada pelos polimeros sintéticos assumiu
propor¢cdes gigantescas, com isso, tentativas para resolver estes problemas tém sido
feitas, o que inclui a biodegradabilidade em polimeros por meio de pequenas
modificacdes de suas estruturas (CHANDRA; RUSTIGI, 1998). Uma das alternativas
destas modificacbes pode ser a incorporacdo de Oxidos. Estudos sugerem a
degradagédo do polietiieno de alta densidade com a incorporacdo de aditivos
prodegradantes que levam a fragmentacéo e perda de propriedades mecanicas em
niveis satisfatorios (DALMOLIN; OJEDA; CAMARGO, 2006).

Entretanto, sabe-se que 0s polimeros sintéticos sdo muito resistentes a
degradacdo natural, dai seu acumulo cada vez mais crescente no meio ambiente
(FU, 2001). Alem disso, sabe-se que muitos materiais plasticos necessitam de mais
de 100 anos para degradacéo total, tendo em vista a sua alta massa molar média,
maior estabilidade e hidrofobicidade, que dificultam a agcdo dos microrganismos e de
enzimas (PETERLIN, 1975; LEPOITTEVIN et al., 2001).

Em geral, polimeros sintéticos produzidos a partir de produtos petroquimicos
tém baixas taxas de reciclagem, do total de plasticos produzidos no Brasil, somente
sao reciclados 15%. Esses materiais plasticos derivados do petroleo também nédo
séo facilmente degradados no ambiente (AMBIENTE BRASIL, 2012).

A preocupacdo com o meio ambiente e a eminéncia da extincdo das
reservas de petréleo, alavancaram nas ultimas décadas o interesse pelo estudo de
polimeros biodegradaveis, os quais podem ser usados como recursos renovaveis,
se adequando a sistemas sustentaveis e desta forma, reduzindo o volume de
residuos poliméricos sintéticos (YU; DEAN; LI, 2006).

Por outro lado, com o avanco no desenvolvimento dos nanomateriais,
nanocompositos de matriz polimérica vém sendo estudados para que se encontrem
alternativas que melhorem as propriedades dos materiais tradicionais. Além disso,
as tendéncias mundiais para o avanco cientifico no desenvolvimento de novos
materiais destacam a importancia da utilizacdo de fontes renovaveis como matéria-
prima.

A formacdo de nanocompdsitos visa a mudanca nas propriedades dando

origem a novos materiais e consequentemente novas aplicagdes. Os
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nanocompositos sdo obtidos pela incorporacdo de nanocargas (nanofillers), tais
como argila, silica, nanotubos de carbono, entre outras, de dimensdes nanométricas
na matriz polimérica. Uma das vantagens dos nanocompdésitos poliméricos em
relacdo aos compadsitos convencionais € que 0s hanocompdésitos podem apresentar
propriedades mecanicas e térmicas similares ou superiores aos compositos
convencionais, utilizando-se uma quantidade muito pequena de carga (nanofiller ou
nanoparticula).

Com a evolucdo da tecnologia nos processos de fabricagcdo de novos
materiais houve o surgimento de diferentes tipos de nanocargas empregadas na
area de polimeros. Estas proporcionam caracteristicas Unicas a matriz em funcéo de
seu grau de dispersao, orientagdo na matriz, adeséao interfacial matriz-reforco, entre
outras (TZONG-MING; CHENG-YANG, 2006).

Conforme a aplicacdo pretendida, podem ser usados diversos tipos de
cargas que diferem entre si, por exemplo, nas caracteristicas morfolégicas ou em
propriedades tais como a resisténcia térmica, ou reatividade quimica. Entre as
cargas mais comuns em nanocompg@sitos de matriz polimérica, encontram-se 0s
carbonatos, os sulfatos, os alumino-silicatos e os 6xidos metalicos (ORIAKHI, 2000).

Um dos compostos mais utilizados na odontologia é o diéxido de titanio
(TiO2) (AKIBA et al., 2005; SHIBATA et al., 2007). Também no ambito da aplicacédo
biologica, o material é utilizado como camada antioxidante e biocompativel em
implantes 6sseos de titanio metalico (FILIP et al., 2001). O TiO,, libera radicais livres
quando ativado por luz ultravioleta, decompondo material organico e bactérias
presentes em sua superficie. E um material inorganico, de custo baixo, n&o tdxico,
que apresenta estabilidade fisica e quimica (GALVEZ et al., 2001).

A hidroxiapatita € uma das bioceramicas mais frequientemente utilizadas
para reconstrucdo 6ssea e dentaria (RODRIGUES et al.,, 2003). Tem excelente
compatibilidade com tecido 0sseo e alta osteocondutividade (SUCHANEK;
YOSHIMURA, 1998). E considerada um material bioativo que permite a
osseointegracdo, pois forma um elo quimico direto com 0 0sso subjacente sem a
formacao de tecido fibroso (TEIXEIRA; VIDAL; SANTOS, 2000).

Recentemente, com relacdo as aplicacdes ambientais, sélidos inorganicos
combinados com polimeros biodegradaveis tém sido utilizados como agentes

reforcadores. Estudos demonstraram que a adigcdo de nanoparticulas de 6xido de
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tithnio em uma matriz polimérica exibe uma melhora significativa na estabilidade
dimensional e térmica, especialmente quando séo adicionados tamanhos menores
de particulas. (ZAN et al., 2006; YANG et al., 2007; LAACHACHI et al., 2008).

Como se pode constatar, as aplicacbes da hidroxiapatita e do TiO, ndo se
restringem somente a uma determinada area cientifica. Esses materiais tém grande
potencialidade tecnoldgica e por isso sua obtencdo, com qualidade aprimorada e
baixo custo, bem como sua incorporagdo em outros materiais se faz tdo necessaria
e é abordada em diversos estudos cientificos.

Estes compoésitos representam ndo sO uma alternativa criativa para se
pesquisar novos materiais, como também permitem o desenvolvimento de
aplicacdes industriais inovadoras. As aplicacdes potenciais para esses materiais
hibridos orgéanico-inorganico, ou seja, para nanocompositos combinando nanofillres
e polimeros incluem: membranas inteligentes, dispositivos fotovoltaicos, células
combustiveis, fotocatélise, biosensores, dispositivos microeletrénicos inteligentes,
microoptica, novos cosmeéticos, liberacdo controlada de farmacos, liberacédo
controlada de moléculas ativas, etc.

Estes materiais, denominados nanocompdésitos “verdes”, sdo uma alternativa
atrativa para substituir derivados de petrdleo na producdo de plasticos (Ray;
BOUSMINA, 2005). Esta é uma area que se encontra em crescente
desenvolvimento e que busca melhorar cada vez mais os métodos de sintese para
se obter nanocompadsitos com uma distribuicdo uniforme das cargas inorganicas na
matriz polimérica e uma boa adesédo na interface dos dois componentes.

Embora nanocompdésitos, com particulas bem dispersas em diversas
matrizes poliméricas tenham sido produzidos com graus varidveis de sucesso, as
aplicacdoes desses materiais ainda precisam ser melhor exploradas e algumas das
guestbes fundamentais que envolvem a tecnologia dos nanocompésitos ainda
precisam ser respondidas, a fim de que as propriedades e o comportamento desses
materiais possam ser melhores controlados (MITTAL, 2009).

Na proxima sessdo sdo apresentados o objetivo geral e o0s objetivos
especificos do presente trabalho. A seguir, é apresentada a revisao de literatura que
deu embasamento tedrico para o desenvolvimento desse trabalho, dividida em:
Nanotecnologia, Ceramicas Porosas, Materiais Compoésitos e Biopolimeros. Na

sequéncia, sdo detalhados os materiais e os métodos utilizados na obtencédo e na
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caracterizacdo dos nanofillers, do polimero a base de Agar e dos nanocompositos
de matriz polimérica. Na sessao seguinte, sdo apresentados os resultados obtidos e,
posteriormente, a conclusao do trabalho.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver nanocompadsitos de matriz polimérica biodegradavel a base de
Agar refor¢cados com diferentes concentracdes de nanofillers de dioxido de titdnio ou
hidroxiapatita, encontrando composi¢des que apresentem propriedades mecanicas e

biolégicas que possibilitem a aplicagédo biotecnoldgica destes materiais.

2.2 Objetivos Especificos

a) Obter os nanofillers de diéxido de titanio e hidroxiapatita pela adapta¢do dos
métodos da réplica e template, o filme polimérico a base de Agar e o0s
nanocompositos de matriz polimérica a base de Agar incorporando diferentes
concentracfes dos nanofillers em sua matriz;

b) Caracterizar os nanofillers obtidos, o filme polimérico a base de Agar e os
nanocompoésitos através de Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) e
Espectroscopia Raman;

C) Analisar a resisténcia mecéanica do filme polimérico a base de Agar, bem
como dos nanocompasitos desenvolvidos;

d) Analisar a citotoxidade dos nandfillers, do polimero e dos nanocompasitos;
e) Realizar ensaios microbiolégicos com o material polimérico e com o0s

nanocompaositos.
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3 Revisado de Literatura

3.1 Nanotecnologia

Apesar da nanotecnologia estar presente na natureza ha milhares de anos,
foi na década de 1950 que o fisico americano Richard Feynman, em conferéncia na
Reunido da Sociedade Americana de Fisica, sugeriu a construcdo e a manipulacgéo,
atomo a atomo, de objetos em escala nanométrica. Intitulada “Ha mais espagos la
embaixo”, a conferéncia de Feynman representou uma nova concepgao em
nanociéncia e nanotecnologia. Somente mais tarde, na década de 80, com a
descoberta dos fulerenos, por Kroto e, posteriormente, a sintese dos nanotubos de
carbono por lijima, os temas em nanociéncia e nanotecnologia, antes vistos como
ficcdo, passaram a ser tratados com maior seriedade (KROTO et al., 1985; 11JIMA,
1991).

A nanociéncia e a nanotecnologia referem-se ao estudo e as aplicacdes
tecnologicas dos materiais que tenham ao menos uma de suas dimensdes fisicas
menores que, ou da ordem de, algumas dezenas de nanémetros. A alteracdo das
propriedades de um material ao atingir a escala hanométrica se deve a combinac¢ao
de dois fatores: i) as pequenas dimensdes fazem os efeitos quanticos se
manifestarem de maneira forte e, ii) os efeitos de superficie tornam-se pronunciados
pelo aumento da razdo entre area/volume (MELO; PIMENTA, 2004).

Por definicdo, os materiais nanoestruturados apresentam, pelo menos, uma
de suas dimensdes em tamanho nanométrico, ou seja, em escala 1/1.000.000.000,
ou um bilionésimo do metro (1 nm = 10 m). Nessa escala de tamanho, os materiais
apresentam novas propriedades, antes ndo observadas quando em tamanho micro
ou macroscopico, por exemplo, a tolerancia a temperatura, a variedade de cores, as
alteracbes da reatividade quimica e a condutividade elétrica (GALEMBECK;
RIPPEL, 2006).

Devido ao aumento da razdo entre a area e o volume do nanomaterial, 0s
efeitos de superficie se tornam mais importantes conferindo a esses materiais

caracteristicas especificas para determinadas aplica¢des; por exemplo, um material
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magnético tal como o ferro pode ndo se comportar como um ima ao ser preparado
sob a forma de nanoparticulas, com tamanho da ordem de 10 nm. Por outro lado, as
nanoparticulas esféricas de silica presentes em um material, apesar de incolores, ao
assumirem arranjos cristalinos bem empacotados podem difratar a luz visivel
tornando-se um material colorido (TANSIL; GAO, 2006; TOMA, 2009).

Neste sentido, enquanto a nanociéncia busca entender a razdo para essa
sutii mudanca de comportamento dos materiais, a nanotecnologia busca se
aproveitar destas novas propriedades que surgem na escala nanométrica para
desenvolver produtos e dispositivos para diferentes tipos de aplicagdes tecnologicas
(MELO; PIMENTA, 2004).

Assim, a grande motivacéo para o desenvolvimento de objetos e dispositivos
nanomeétricos reside no fato de que novas e intrigantes propriedades fisicas e
guimicas - ausentes para o mesmo material quando de tamanho microscopico ou
macroscopico - sdo observadas nessa nova escala (MELO; PIMENTA, 2004).

A nanotecnologia consiste essencialmente na habilidade de se trabalhar em
nivel atbmico, molecular e macromolecular a fim de criar materiais, dispositivos e
sistemas com propriedades e aplicacbes fundamentalmente novas. Os blocos de
construcdo sdo o0s atomos e moléculas, ou um conjunto deles tais como
nanoparticulas, nanocamadas, nanofios ou nanotubos.

A funcionalidade, uma das caracteristicas mais importantes dos
nanomateriais que permite sua extensa faixa de aplicacdes, é a sua capacidade de
executar funcbes especificas. O termo funcionalizacdo, comum em nanotecnologia,
refere-se a execucdo de algumas func¢des quimicas ou biologicas, através da
projecdo e manipulacdo desses materiais, de forma controlada e pré-determinada
(TOMA, 2009). A funcionalizacdo de nanoparticulas de ouro com biopolimeros, por
exemplo, é empregada na construcdo de biossensores para a deteccdo de acidos
nucléicos e proteinas (DANIEL; ASTRUC, 2004).

Os materiais funcionalizados como 0s nanocristais, as nanoparticulas, os
nanofios, as nanofitas, os nanotubos e 0os nanocompd@sitos possuem potencial de
aplicacdo em catdlise, na sintese de coléides, em processos fotoquimicos, no
desenvolvimento de sensores e dispositivos eletronicos, em aplicagbes médicas, na

obtencédo de novos farmacos e no controle ambiental (TANSIL; GAO, 2006).
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Do ponto de vista tecnolégico, os nanomateriais podem ser preparados
segundo uma abordagem bottom-up (“de baixo para cima”), construindo os materiais
a partir de atomos ou moléculas individuais ou através do procedimento top-down
(“de cima para baixo”), por meio da ruptura de uma por¢cdo maior do material em
nanoparticulas, fazendo-se uso das técnicas de litografia (MIZUTA; ODA, 2008).

Na abordagem top-down um material nanométrico pode ser obtido a partir da
técnica de evaporacdo-condensacdo do material de interesse sobre uma superficie
por véarias etapas de corrosdo quimica seletiva. Um exemplo é a evaporacao de ouro
e paladio sobre mica (RAABE et al., 2007).

No procedimento bottom-up, os a&tomos podem ser depositados sobre uma
superficie regular e se auto-agruparem sobre a superficie, formando estruturas
nanométricas com tamanho e caracteristicas bem definidos.

O controle rigoroso de variaveis, tais como do meio reacional, temperatura
de calcinacdo e a dispersdo das espécies quimicas de interesse, € considerado
critico, especialmente quando se considera o controle do tamanho de particula
(CORDENTE et al., 2001).

Os métodos mais empregados na preparacdo de nanoparticulas metélicas
sdo o processo sol-gel, o método de deposicao-precipitacdo, o método de co-
precipitacdo, o0 método de impregnacdo e o método de deposi¢do quimica a vapor.
O método sol-gel é baseado na hidrélise e condensacdo de precursores
moleculares, tais como alcéxidos e ions hidroxilatos metalicos em solu¢do aquosa.
Esse processo constitui um importante meio de preparacdo de materiais baseados
em Oxidos nanoestruturados, ceramicas nanoporosas e materiais hibridos (BOYD et
al., 2005).

Dessa forma, sdo obtidas nanoparticulas com tamanho e dispersao
adequados em funcdo das diferentes estruturas, funcionalidade e reatividade do
precursor utilizado (AKOLEKAR et al., 2005).
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3.1.1 Nanoparticulas

Uma analise mais detalhada revela que tanto os diferentes metais quanto as
ceramicas sdo constituidos por um ajuntamento estrutural especifico de grédos de
tamanhos microscopicos e nanoscopicos. As propriedades mecanicas desses
materiais sao fortemente dependentes do tamanho e da disposicado espacial desses
gréos; como regra geral, quanto menor o tamanho dos gréos, maior pode ser a
dureza do material correspondente (MELO; PIMENTA, 2004).

O desenho e a sintese de materiais nanoestruturados, com propriedades
funcionais moduladas, passam pelo controle de trés parametros: tamanho,
morfologia e estruturacdo (SHRIVASTAVA, 2002; BURDA et al., 2005; ALAYOGLU
et al., 2008).

O parametro tamanho das nanoparticulas acarreta em elevada razéo
area/volume e efeitos de confinamento quantico devido a restricdo de movimento
dos elétrons condicionado pelo confinamento espacial. Com relacdo a area
superficial, quando uma particula diminui em tamanho, uma maior por¢cao de seus
atomos é encontrada na superficie. Desta forma, nanoparticulas apresentam uma
razao de aspecto muito maior se comparado ao sélido estendido, podendo alterar as
propriedades que dependem da superficie (TRINDADE; O'BRIEN; PICKETT, 2001).

O processo de obtencdo de nanomateriais consta na literatura desde 1857,
guando Faraday relatou a sintese do ouro coloidal. A partir desta época, e até os
dias atuais, varios métodos de preparacao de nanoparticulas metalicas empregadas,
como catalisadores, vém sendo desenvolvidos (KECSKES et al., 2007). Em geral,
eles sdo métodos quimicos, em especial, aqueles baseados em fendbmenos de auto-
montagem e auto-organizacao, e consideram aspectos como a qualidade, a rapidez
e 0 custo da preparacao.

O controle rigoroso de variaveis, tais como pH do meio reacional,
temperatura de calcinacdo e a dispersdo das espécies quimicas de interesse, é
considerado critico, especialmente quando se considera o controle do tamanho de
particula (CORDENTE et al., 2001).

Portanto, esforcos tém sido despendidos no intuito de se desenvolver
meétodos de sintese que possibilitem a obtencdo de nanoparticulas na fase cristalina

desejada, com tamanho e morfologia controlados. Os principais métodos
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encontrados na literatura sé@o: sol-gel, método hidrotermal, método Pechini e reacdo
de combustdo (PECHINI, 1967; YANG et al.,2006; COSTA et al., 2006; FREITAS,
2008; HUSSAIN et al., 2010).

3.1.2 Métodos de Sintese de Materiais Nanoparticulados

Nas ultimas décadas, a procura por um melhor desempenho em materiais
com propriedades especiais, como por exemplo, materiais magnéticos e
luminescentes, tém favorecido a utilizacdo de métodos que possibilitem a formacéo
de materiais nanoparticulados, tais como, microemulsdo agua em 6leo (CHRISTY;
VESTA; ZHANG, 2004), microondas (BENSEBAA et al., 2004), moagem mecanica
(DING et al., 2000), micela reversa (PILENE, 1998), sonoquimico (HAMDAOUI et
al.,2003), combustdo (JIU et al., 2002), hidrolise forcada (HANH et al., 2003),
coprecipitacdo (KIM, Y.; KIM, D.; LEE, 2003), sintese hidrotérmica (COTE et al.,
2003), método complexiométrico (THANG; RIJNDERS; BLANK, 2005), pirélise (LIU
et al., 2005), método Pechini (HERNANDEZ; GONZALEZ, 2002), sol-gel (MOLCHAN
et al., 2002), entre outros. Estes métodos possibilitam maior controle de alguns
parametros, como cristalinidade, morfologia, tamanho e forma dos cristais,
uniformidade granulométrica, graus de aglomeracdo e porosidade, etc., que podem

influenciar muito as propriedades fisicas e quimicas das particulas.

3.1.3 Precursor Polimérico - Método Pechini

Também conhecido como método do precursor polimérico, o método Pechini
permite obter grande quantidade de 6xidos metéalicos na forma de p6 com controle
estequiométrico, permitindo que o produto sintetizado apresente uma 6tima
reprodutibilidade. Esta técnica também tem sido bastante utilizada devido ao seu
baixo custo e versatilidade. Dentre as vantagens deste método esta a possibilidade
de preparar composi¢cdes complexas (6xidos mistos), com boa homogeneidade, em
temperatura relativamente baixa, através da mistura dos reagentes em nivel
molecular em solucédo (SERRA; CICILLINI; ISHIKI, 2000; ZOU; GE; SHEN, 2003).
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Dos diversos métodos de sintese quimica existentes, o Pechini se destaca,
por ser uma sintese que possibilita utilizar diferentes temperaturas, diferentes
propor¢cdes de &cido citrico e céations metalicos, permitir um controle na
estequiometria, morfologia das particulas e/ou aglomerados, produtos monofasico e
nanometricos (PECHINI, 1967).

E um método de polimerizacdo de organicos “in situ”, que nada mais é que
um processo combinado de formacdo de complexo-metal (organo-metélico) e
polimerizacdo de organicos. A idéia basica do método é reduzir as individualidades
dos diferentes ions metalicos, que podem ser obtidos cercando o complexo-metal,
gue € estavel, com o crescimento de redes poliméricas. A imobilizacdo do complexo-
metal em tal rede rigida de polimero organico pode reduzir a segregacao do metal
particular, desta maneira assegurando a homogeneidade composicional (PECHINI,
1967).

Basicamente, o método consiste na formacdo de uma resina polimérica
obtida pela reacédo entre um &cido a-hidroxicarboxilico, sendo o acido citrico 0 mais
utilizado, com diversos precursores cationicos para formar um complexo (Fig. 1). Na
presenca de um acido polihidroxilico (etilenoglicol - EG), os quelatos reagem para
formar ésteres organicos e agua como produtos (LABERTY-ROBERT et al., 2001;
KODAIRA; BRITO; FELINTO, 2003). Quando a mistura € aquecida, ocorre a
poliesterificagdo, conduzindo a uma solucdo homogénea, onde o0s ions metalicos
estdo uniformemente distribuidos na matriz organica. A solucédo é aquecida para a
eliminacdo do excesso de solvente, formando uma resina soélida intermediaria. O
oxido de estequiometria desejada é obtido apds secagem e calcinacdo da resina

sélida em temperaturas relativamente baixas.
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Figura 1 - Reac¢Bes quimicas envolvidas na obtenc&o do precursor polimérico —
Método Pechini

Desde a década de 1970 algumas modificagcbes vém sendo incorporadas ao
meétodo proposto por Pechini, como a variagdo na proporcdo dos materiais organicos
utilizados na sintese (acido citrico : etilenoglicol), na relacdo entre os componentes
organicos e os cations envolvidos na sintese (CHO; JOHNSON; CONDRETE SR,
1990) e no pH inicial da solucéo (TAI; LESSING, 1992).

3.1.4 Di6éxido de Titanio - TiO,

Entre os 6xidos semicondutores, o TiO, é o mais amplamente estudado
devido principalmente a sua nao toxidade, fotoestabilidade, estabilidade quimica em
uma ampla faixa de pH e a sua viabilidade de custo. Somam-se ainda propriedades
especiais, como alta constante dielétrica, excelente transmitancia Gtica, alto indice
de refracéo e energia de banda proibida de 3,2 eV, permitindo absor¢éo de radiacéo
até 385nm. Tais propriedades tornam o TiO, adequado para as mais diversas
aplicacdes Oticas, elétricas e eletroquimicas, destacando seu emprego como
capacitor dielétrico (DING; LIU, 1998), em células solares (DIAMANT et al., 2004),
sensoriamento de gases e umidade (SCHEIBAUM et al., 1991) e aplicacdo em um
grande numero de processos cataliticos (NOGUEIRA; JARDIM, 1998).
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Dentre as diversas aplica¢cdes relacionadas ao semicondutor TiO,, tem-se a
fotocatalise heterogénea, a qual tem se mostrado como uma boa opgdo para
descontaminacao de aguas residuérias, dependendo de caracteristicas como tipo de
poluente, carga organica e sua concentracdo (GALVEZ et al., 2001). Além da
possibilidade de fotodegracdo de moléculas persistentes no ambiente, como por
exemplo, os organoclorados, o que chama atencéo na fotocatalise heterogénea € o
fato da mesma ser considerada uma tecnologia solar (emergente) e, portanto, uma
tecnologia ambientalmente sustentavel (economia de energia), pelo fato de se poder
utilizar a luz solar como fonte de fétons para ativar o catalisador (ROBERT,;
MALATO, 2002). Muitos trabalhos tém demonstrado ser possivel a completa
degradagcdo de contaminantes organicos como fenol, hidrocarbonetos clorados,
clorofendis, inseticidas, corantes e outros na presenca de TiO; iluminado com luz
solar (MATTHEWS, 1991).

Como visto anteriormente, a maioria das aplicagdes do TiO, envolve reacdes
assistidas por luz solar, a qual € capaz de promover a criagdo de par elétron-buraco
que sdo separados e transportados para a superficie, onde participam de reacdes de
transferéncia de carga. Este processo € limitado pela recombinacdo dos portadores
de carga em sitios na superficie ou no bulk da nanoparticula. Diminuindo os centros
de recombinacdo a eficiéncia do processo aumenta e, consequentemente, a
degradacdo de espécies do ambiente. Aplicacbes como estas vao desde a
descontaminacdo da agua de poluentes organicos a esterilizacdo de utensilios
hospitalares como agente anti-bactericida (MANESS; SMOLINSKI; JACOBY, 1999;
MILLS et al., 2003) e na terapia fotodindmica, na qual pela aplicacdo de diéxido de
titAnio em tumores sob exposicao de luz ultravioleta é possivel controlar alguns tipos
de cancer (SAKAI et al., 1995). Também no ambito da aplicacéo bioldgica o material
€ utilizado como camada antioxidante e biocompativel em implantes 6sseos de
tithnio metalico (FILIP et al., 2001). Entre outras aplicagcdes do TiO, podemos
encontrar aplicacbes como aditivos na industria de alimentos (FROST,;
DIJKSTERHUIS; MARTENS, 2001), em produtos cosméticos e farmacéuticos, com
destaque para a aplicacdo em cremes solares para a absor¢do dos raios UV
(SALVADOR et al., 2000) e em tintas e papéis, que utilizam o TiO, como pigmento

branco usando o seu alto indice de refracao.
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As propriedades elétricas e oticas do TiO, podem mudar dependendo das
condi¢cdes atmosféricas do ambiente. Desta forma, este material, como também
outros metaléxidos, tais como ZnO, CuO, dentre outros, estdo sendo empregados
como sensores de gas. O dioxido de titanio tem sido pesquisado como sensor de
oxigénio, hidrogénio, monoxido de carbono e metano (SCHIERBAUM et al., 1991). O
gas interage com defeitos na superficie do material alterando a conducéo elétrica do
mesmo.

O semicondutor TiO, pode se apresentar em diversas estruturas cristalinas,
sendo que as mais conhecidas sao: anatasio, rutilo e bruquita. As fases anatasio e
bruquita sdo metaestaveis, e podem se converter em rutilo, a forma
termodinamicamente mais estavel a altas temperaturas (SHIN et al., 2005; YU et al.,
2005). Entretanto, as formas cristalinas anatase e rutilo sdo as mais estudadas e
utilizadas nas inumeras aplicacdes desse semicondutor.

A transicdo de anatase para rutilo é irreversivel pois trata-se da transicdo de
uma fase termodinamicamente metaestavel para uma fase estavel. Esta transicédo
de fase ocorre pelos mecanismos de nucleagdo e crescimento. Em estruturas
nanocristalinas a transicdo de anatase para rutilo € favorecida pela energia de
superficie que favorece a nucleagcdo e crescimento, diminuindo a temperatura de
transicdo de anatase para rutilo (DIEBOLD, 2002; ALMEIDA et al., 2003; REICHEL,
2005).

Entretanto, trabalhando com diferentes técnicas de deposicao de filmes de
TiO,, Zhang (1998, p. 2073-2076) chamou a atencdo para uma relacdo entre o
tamanho das particulas (formadas durante o processo de formacdo do filme) e a
fase de TiO, formada. Em seu trabalho, observou que particulas pequenas da ordem
de 14nm aproximadamente formam preferencialmente estrutura anatase, enquanto
gue em particulas maiores do que 14nm a fase rutilo tende a predominar (ZHANG,;
BANFIELD, 1998). Estes resultados podem ser compreendidos levando em
consideracdo principios termodinamicos, onde ocorre a contribuicdo da energia
superficial na energia total de formagdo da estrutura cristalogréfica. Resultados
apontam que a fase anatase tem menor energia superficial de formacdo do que a
fase rutilo, pois estruturas com particulas pequenas apresentam uma maior

concentracdo da fase anatase em relacdo a rutilo, com isso, a contribuicdo da
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energia superficial ao total de energia de formacdo seria maior, tornando a fase
anatase mais estavel do que a rutilo (DIEBOLD, 2002; ZHANG; BANFIELD, 1998).

3.1.5 Hidroxiapatita - [Caig(PO4)s(OH)2]

A hidroxiapatita € uma das bioceramicas mais frequentemente utilizadas
para reconstrucdo 0ssea e dentaria (RODRIGUES et al., 2003). Tem excelente
compatibilidade com tecido 6sseo e alta osteocondutividade (SUCHANEK et al.,
1998). E considerada um material bioativo que permite a osseointegracio, pois
forma um elo quimico direto com o o0sso subjacente sem a formacdo de tecido
fibroso (TEIXEIRA et al., 2000).

A hidroxiapatita é o constituinte mineral natural encontrado no 0sso,
representando de 30 a 70 % da massa dos 0ssos e dentes. A HA sintética possui
propriedades de biocompatibilidade e osteointegracdo, o que a torna substituta do
osso humano em implantes e proteses, dai o grande interesse em sua producao
(EANES, 1980). Estas propriedades somadas a sua alta capacidade de adsorver
e/ou absorver moléculas fazem da hidroxiapatita um excelente suporte para acéo
prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de tumores 0sseos, e
também eficiente no tratamento de remocédo de metais pesados em aguas e solos
poluidos (MAVROPOULOS, 1999).

Dois tipos de HA devem ser considerados: as sintetizadas em altas
temperaturas e que apresentam boa cristalinidade e tamanho de cristais grandes, e
as hidroxiapatitas sintetizadas em baixas temperaturas que apresentam baixa
cristalinidade e tamanho de cristais pequenos. A HA precipitada por via Umida
possui caracteristicas similares as do tecido 6sseo e dentario, diferentemente da HA
sintetizada a altas temperaturas (FULMER; MARTIN; BROW, 1992).

Os cristalinos de HA no corpo humano sao tdo pequenos que sao
considerados materiais nanoestruturados (RAJABI-ZAMANI et al.,, 2008). As
primeiras pesquisas feitas com a HA estavam focadas principalmente no controle da
estequiometria da HA sintética produzida (GOPI et al., 2008).

Alguns experimentos de proliferacdo celular tém demonstrado que

nanoparticulas esféricas de HA sdo mais biocompativeis do que a hidroxiapatita
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disponivel comercialmente, e que usualmente apresenta uma forma irregular (FU et
al., 2008).

Como um biomaterial, materiais nanocristalizados tém-se provado de grande
eficacia do ponto de vista biologico (LI; CHEANG; KHOR, 2004). Stupp e Ciegler
(1992) mencionam que € esperado que a HA nanométrica tenha uma melhor
bioatividade do que a HA em sua forma padréo.

Considerando revestimentos de HA, estes apresentam uma auséncia de
resisténcia mecanica e durabilidade para seu uso em aplicacbes em locais de
elevada solicitacdo mecanica. Assim, o uso de particulas nanométricas pode
minimizar este problema, devido as propriedades mecéanicas superiores (XU et al.,
2004).

Comparada com as ceramicas convencionais, as caracteristicas da HA de
fase nano, como tamanho do grdo, tamanho do poro e molhabilidade, podem
controlar a interacdo com proteinas (adsorcao, configuracdo e bioatividade), além de
modular uma adesé&o aperfeicoada de osteoblastos e funcionalidade em longo prazo.
Estas funcdes aperfeicoadas dos osteoblastos sédo proliferacao, sintese de fosfatase
alcalina e deposi¢ao mineral de calcio (FERRAZ; MONTEIRO; MANUEL, 2004).

A hidroxiapatita € amplamente usada na medicina e na odontologia para a
reparacado de perdas de tecidos 0sseos devido a sua alta biocompatibilidade com
estes tecidos, entretanto, suas aplicacdes ndo se restringem a estas duas areas.

Dentre suas aplicacfes, na linha de controle ambiental, a HA vem sendo
estudada como catalisador na decomposicdo de compostos organicos clorados
poluentes provenientes da industria metallrgica e da incineracéo do lixo industrial. E
um catalisador efetivo para desidratacdo e desidrogenacéo de alcoois primarios para
aldeidos e cetonas, a altas temperaturas (PARRIS; ARMOR. 1991).

Ainda na area ambiental, a HA apresenta uma alta capacidade em remover
metais pesados, ndo s6 de aguas e solos contaminados, como também de dejetos
industriais (MA; TRAINA; LOGAN, 1995).
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3.2 Ceramicas Porosas

Materiais ceramicos apresentam propriedades e caracteristicas que 0s
capacitam a serem utilizados em aplicacées nas quais outras classes de materiais
(metais e polimeros) ndo podem ser utilizadas ou apresentam, de um modo geral,
um desempenho abaixo do necessario. Dentre estas propriedades podemos citar a
elevada resisténcia mecéanica, alta dureza, resisténcia ao desgaste, baixo coeficiente
de expansdo térmica e de condutividade térmica, resisténcia a oxidacdo e a
corrosédo e elevada refratariedade. Apesar da maioria destas aplicacdes tecnolégicas
envolverem ceramicas densas, ha um crescente niumero de aplicacbes para as
quais se utilizam ceramicas porosas (SHEPPARD, 1992; NETTLESHIP, 1996; RICE,
1998; GUZMAN, 2003; KELLY, 2006; STUDART et al., 2006; COLOMBO, 2006).

Ceramicas porosas sao materiais frageis de elevada porosidade que
apresentam estrutura celular com poros fechados, abertos ou interconectados
(ZESCHKY et al., 2003). O crescente interesse nessa classe de materiais tem sido
associado principalmente a suas propriedades especificas, como baixa densidade,
baixa condutividade térmica e/ou alta permeabilidade. Estas propriedades fazem das
ceramicas porosas, materiais viaveis para diversas aplicacdes tecnoldgicas
(SAGGIO-WOYANKY; SCOTT,; MINNEAR, 1992; SEPULVEDA, 1997;
MONTANARO et al., 1998).

As aplicacbes mais conhecidas para as ceramicas porosas sao: isolantes
térmicos, catalisadores e suportes de catalisadores, filtros e membranas para
filtracAo e separacdo de particulas, gases e liquidos (incluindo metais fundidos),
queimadores de gases e difusores. Porém, o campo de aplicacdo de ceramicas
porosas experimenta uma recente e continua expansao para novos setores
estratégicos, como o de biomateriais, farmacéutico, alimenticio, aeroespacial,
petroquimico e de engenharia ambiental. (SHEPPARD, 1992; NETTLESHIP, 1996;
RICE, 1998; GUZMAN, 2003; KELLY, 2006; STUDART et al., 2006; COLOMBO,
2006).
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3.2.1 Métodos de Producédo de Ceramicas Porosas

Ceramicas porosas podem ser obtidas por diferentes métodos, os quais
interferem significativamente nas caracteristicas e propriedades dos produtos
obtidos, sendo que alguns destes sdo adaptacdes de métodos classicos de
conformacdo de materiais ceramicos densos (SHEPPARD, 1992; NETTLESHIP,
1996; RICE, 1998; GUZMAN, 2003; KELLY, 2006; STUDART et al.,, 2006;
COLOMBO, 2006). A escolha do método mais adequado estd diretamente

relacionada as caracteristicas de estrutura dos poros que se deseja.

3.2.2 Método da Réplica

O método da réplica € baseado na impregnacéo de substratos de estruturas
celulares com uma suspensao ceramica ou solugdo precursora ceramica, de
maneira a produzir uma estrutura porosa similar a do substrato. Muitas estruturas
celulares sintéticas e naturais podem ser usadas como substratos, sendo que o
exemplo mais comum € o de espumas poliméricas. As ceramicas obtidas pelo
método da réplica podem apresentar porosidade entre 40 % e 95 %, com uma
estrutura reticulada e altamente interconectada, com o tamanho médio de poros
variando de 200 um a 3 mm (RICHARDSON; PENG; REMUE, 2000; ZHU; JIANG;
TAN, 2001; ZHU et al., 2001; PU et al., 2004; STUDART et al., 2006; RAMBO;
SIEBER; GENOVA, 2008; RAMBO et al., 2008).

A otimizacdo das etapas do processo (escolha do substrato, preparacao da
suspensao ceramica, impregnacdo, secagem e tratamento térmico) permite o
desenvolvimento de materiais com caracteristicas desejaveis para aplicacdes
especificas (STUDART et al., 2006).

A técnica tornou-se popular para produzir ceramicas macroporosas e hoje é
largamente utilizada na industria de preparacgéo de filtros ceramicos para filtracdo de
metal fundido. Este sucesso é atribuido principalmente a simplicidade e flexibilidade
do método (STUDART et al., 2006).

Um dos problemas que pode ocorrer com a utilizacdo desse método € o

surgimento de trincas nos filamentos durante a pirélise da matéria organica, o que
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pode comprometer as propriedades ceramicas do material. Visando evitar esse
problema foram propostas algumas solugbes, como melhorar a molhabilidade da
suspensao no substrato a ser impregnado, fazer mais de uma impregnagéo para o
preenchimento das trincas dos filamentos, adicdo de fibras na suspensao ceramica,
desgaseificacdo da mesma, etc. (RICHARDSON; PENG; REMUE, 2000; ZHU;
JIANG; TAN, 2001; ZHU et al., 2001; PU et al., 2004; STUDART et al., 2006;
RAMBO; SIEBER; GENOVA, 2008; RAMBO et al., 2008).

Quando se utiliza como base uma estrutura natural, as propriedades
mecanicas sdo comumente melhores, pois a estrutura mantém a sua forma original e
é transformada por meio de processos fisico-quimicos em um material ceramico,
gerando uma estrutura sem falhas e sem vazios dentro dos filetes (STUDART et al.,
2006; RAMBO et al., 2008).

3.2.3 Método Template

O método ‘template”, comumente usado para obtencdo de nanoparticulas,
consiste na sintese quimica ou eletroquimica de estruturas de um material desejado
diretamente nos poros de uma membrana de ultra-filtragdo (“template”) (MENON;
MARTIN, 1995). Estas membranas sdo confeccionadas a partir de polimeros com
alta densidade, tais como policarbonato, poliéster, dentre outros.

Dentre os métodos existentes para confec¢cao de nanoparticulas, destacam-
se agueles baseados na utilizagcdo de membranas de ultra-filtracdo, caracterizadas
por apresentarem nanoporos cilindricos de diametro uniforme, a serem usadas como
hospedeiras para infiltracdo e preenchimento de seus canais (MENON; MARTIN,
1995; BROW; FOX; NATAN, 1996; UGO et al., 1996).

3.3 Materiais Compaésitos

A grande maioria dos materiais compdsitos € composta por apenas duas

fases; uma é chamada de matriz, que € continua e envolve a outra fase, chamada
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frequentemente de fase dispersa. As propriedades dos compdsitos sdo uma funcéo
das propriedades das fases constituintes, das suas quantidades relativas e da
geometria da fase dispersa. Nesse contexto, por “geometria da fase dispersa’,
subentende-se a forma das particulas, seu tamanho, sua distribuicdo e sua
orientacdo (BENTHIEN, 2012).

Os nanocompésitos podem ser definidos por materiais que contém um ou
mais componentes nanoestruturados dispersos em um polimero, vidro ou suporte
ceramico (ZIOLO et al., 1992; CHANEAC; TRONC; JOLIVET, 1996; CHAKRABARTI
et al., 2003). Estes sistemas exibem propriedades funcionais Unicas com uma
grande variedade de aplicacGes tecnoldgicas. Tal como acontece nos compositos
tradicionais, um dos componentes serve de matriz, na qual as nanoparticulas do
segundo material encontram-se dispersas. Os componentes de um nanocompdsito
podem ser de natureza inorganical/inorganica; organica/inorganica e

organica/organica.

3.3.1 Compositos de Matriz Polimérica

Sistemas poliméricos sdo amplamente utilizados nos setores aeroespacial,
automotivo, de artigos esportivos e ortopédicos em virtude de sua processabilidade
e leveza. Os polimeros, entretanto, geralmente exibem propriedades mecéanicas
pouco atrativas, como baixo modulo de elasticidade e resisténcia mecanica
reduzida, quando comparados aos metais e ceramicas. Uma das formas de
melhorar as propriedades dos sistemas poliméricos € a incorporacdo de particulas
de alta rigidez. A introducdo de particulas com dimens@es micrométricas a resina
tem sido uma pratica utilizada pela industria dos polimeros, ha décadas. Para
impactar as propriedades mecéanicas, térmicas e elétricas do material, a fracédo
volumétrica de reforgo requerida é elevada, cerca de 40 a 60 % em peso. Entretanto,
isso pode afetar negativamente algumas das propriedades da matriz polimérica,
como a processabilidade e densidade (YASMIN; DANIEL, 2004; JORDAN et al.,
2005). Recentemente, as pesquisas em nanomateriais tornaram possivel o

processamento de materiais compdsitos, de alto desempenho, e com reduzida
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concentracdo de reforco, geralmente inferiores a 5 % (TIDJANI; WILKIE, 2001). S&o
os chamados "nanocompasitos poliméricos”.

Nanocompdsitos poliméricos sdo materiais nos quais particulas, com pelo
menos uma de suas dimensdes em escala hanométrica, encontram-se dispersas em
uma matriz polimérica termofixa, termoplastica ou elastomérica (VELMURUGAN;
MOHAN, 2009). A interacdo entre as cadeias poliméricas e as nanoparticulas
confere aos nanocompdsitos propriedades superiores aquelas apresentadas pelos
polimeros convencionais. A combinacdo da matriz polimérica com reforgos
inorganicos com pelo menos uma dimensdo em escala nanométrica pode néo so
melhorar as propriedades mecéanicas do material, tais como rigidez, resisténcia
mecanica, resisténcia ao impacto e tenacidade, mantendo a processabilidade e
baixa densidade da resina, como também permitir uma combinacéo de propriedades
adicionais, como reducdo do coeficiente de expansdo térmica, melhoria da
condutividade elétrica e reducéo da permeabilidade a gases. Este fendmeno em que
h& combinacédo de propriedades é denominado multifuncionalidade (KOO, 2006).

Conforme a aplicacdo pretendida, podem ser usados diversos tipos de
cargas que diferem entre si, por exemplo, nas propriedades morfoldégicas ou em
propriedades como a resisténcia térmica ou reatividade quimica. Entre as cargas
mais comuns em nhanocompoésitos de matriz polimérica, encontram-se 0s
carbonatos, os sulfatos, os alumino-silicatos e os 6xidos metélicos (Al.O3, Fe,0s3,
ZnO) (ORIAKHI, 2000). Alguns dos exemplos mais citados na literatura séo
nanoparticulas de TiO, na preparacao de compadsitos com aplicacéo na industria de
revestimentos e tintas (SEYMOUR, 1990; WALT; FLEMING; MANDAL, 2001,
SERTCHOOK; AVNIR, 2003), e nanoparticulas de SiO,, que podem conferir maior
resisténcia mecanica ou caracteristicas retardadoras de chama aos hanocompésitos
(OU; YANG; YU, 1998; GILMAN et al., 2000; HSIUE; LIU; LIAO, 2001).

As particulas tendo dimensBes nanomeétricas apresentam uma area de
superficie elevada, promovendo uma melhor dispersdo na matriz polimérica e
consequentemente uma melhoria nas propriedades fisicas do compdsito, que
dependem da homogeneidade do material. Para obtengdo do compdsito com uma
distribuicdo uniforme e boa adeséo na interface entre os componentes, usualmente
utiliza-se um dos seguintes métodos (ESTEVES; BARROS-TIMONS; TRINDADE,
2004):
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- Polimerizagao “in situ”: as nanocargas sao adicionadas ao mondémero liquido e
posteriormente inicia-se a polimerizacdo através do uso do calor, iniciador ou
catalisador.

- Intercalacdo em solucdo: um solvente é utilizado para promover a dispersao das
cargas e solubilizacdo do polimero, posteriormente este solvente é evaporado e 0
nanocomposito é formado.

- Intercalacd@o no estado fundido: Consiste em misturar polimero e nanocarga huma
temperatura superior ao ponto de fusdo do polimero.

A afinidade quimica reduzida entre as cargas inorganicas (natureza
hidrofilica) e o polimero (predominantemente hidrofébico) é um aspecto importante a
se considerar na prepara¢do de nanocompositos. A compatibilidade das cargas com
a matriz polimérica pode ser melhorada através da modificacdo quimica superficial
das particulas dos componentes. Para o efeito, € normalmente utilizado um agente
de derivatizacdo, que promove a compatibilizacdo quimica entre os componentes
por intermédio de pontes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas ou por ligacdes
covalentes na interface inorganica/organica (PHILIPSE; VRIJ, 1989; NASSAR;
MESSADDEQ; RIBEIRO, 2002; BOURGEAT-LAMI, 2002).

Pesquisas realizadas nos dltimos 10 anos demonstraram que
nanocompaositos deste tipo, contendo apenas uma pequena quantidade de silicato
inorganico (2% em volume), duplicaram o modulo elastico e a forga, sem sacrificar
sua resisténcia ao impacto. A incorporacao de nanoparticulas de silicatos lamelares
em matrizes poliméricas cria uma forma de labirinto dentro da estrutura, que retarda
fisicamente a passagem de moléculas de gas (FISHER, 2003, p. 763).

As excelentes propriedades de barreira contra gas e transmissao de vapor
destes nanocompdsitos resultam em aplicacdes principalmente nas industrias
alimenticias, no empacotamento de comida e bebida (YANO; USUKI; OKADA,
1997).

Recentemente, com relacdo as aplicacbes ambientais, solidos inorganicos
combinados com polimeros biodegradaveis tém sido utilizados como agentes
reforcadores. Estes materiais, denominados nanocompositos “verdes”, sdo uma
alternativa atrativa para substituir derivados de petréleo na producdo de plasticos
(RAY; BOUSMINA, 2005). Esta é uma éarea que se encontra em crescente

desenvolvimento e que busca melhorar cada vez mais os métodos de sintese para
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se obter nanocompa@sitos com uma distribuicdo uniforme das cargas inorganicas na

matriz polimérica e uma boa adesé&o na interface dos dois componentes.

3.4 Biopolimeros

Até pouco tempo atrds era importante descobrir materiais cada vez mais
duraveis para utilizacao diaria no mercado e dentre estes estavam os plasticos, com
grande variedade de aplicacfes, devido a suas propriedades, versatilidade de uso e
preco (HUANG, 1995). Como o uso dos plasticos vem aumentando muito no mundo
todo (mais de 100 milhdes de t/ano de plasticos produzidos) (REDDY et al., 2003), é
grande a quantidade de residuos plasticos descartados no meio ambiente, isto €, 20
% do volume total (HUANG; EDELMAN, 1995; AGNELLI, 1996). Os plasticos
sintéticos, materiais formados de macromoléculas, denominados polimeros (do
grego: poli=muitos, meros=partes, unidades), sdo muito resistentes a degradacéo
natural, quando descartados no meio ambiente, isto €, em aterros ou lixdes
municipais, dai seu acumulo cada vez mais crescente (KIRBAS, 1999; TORIKAI,
HASEGAWA, 1999).

Os plasticos mais utilizados na vida diaria, desde 1940, tém sido polietileno
(PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), poli(tereftalato de etileno) (PET) e
poli(cloreto de vinila) (PVC) que, apesar do avan¢o no processamento e fabricacao,
geram dois grandes problemas: o uso de fonte ndo-renovavel (como o petréleo) para
obtencdo de sua matéria- prima e a grande quantidade de residuos gerada para
descarte (AMASS, W.; AMASS, A.; TIGHE, 1998).

As tendéncias mundiais para o avanco cientifico no desenvolvimento de
novos materiais destacam a importancia da utilizacdo de fontes renovaveis, como
matéria-prima, além dos residuos industriais e agro-industriais nos processos de
producgédo. A utilizacdo de residuos minimiza os problemas ambientais ligados ao seu
acumulo. A utilizacdo de fontes renovaveis é de grande interesse, principalmente
aguelas obtidas de plantas de rapido crescimento (MUNRO et al., 1998).

Filmes e recobrimentos comestiveis e/ou biodegradaveis podem ser

formados a partir de polimeros naturais, de origem animal ou vegetal, como
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polissacarideos, lipidios e proteinas, sendo perfeitamente biodegradaveis, ou seja,
seguros ao meio ambiente (YANG; PAULSON, 2000).

Nos ultimos anos tem se dado especial atencdo a obtencdo de materiais
poliméricos derivados de polissacarideos e proteinas, hdo somente visando suas
aplicacdes na industria alimenticia e farmacéutica, como também, para a industria
eletrbnica. Estdo sendo estudadas as alteracbes das propriedades fisicas e
quimicas dos polimeros naturais e melhoria das suas caracteristicas funcionais, seja
por processos fisicos, como a plastificagdo ou por meio de reac¢des quimicas, tais
como, esterificacdo, enxertia e reacdes de reticulacdo (DRAGUNSKI; PAWLICKA,
2002). O objetivo € encontrar composi¢cdes que permitam a confeccdo de
membranas com boas propriedades Opticas, mecéanicas, bem como a adesao as
superficies de vidro e metal. Além das modificagcdes por reagbes quimicas também
tém sido feitas pesquisas sobre o preparo de blendas a base de polissacarideos, tais
como celulose e seus derivados (REGIANI, 2000; DANCZUK; FUENTES;
RETUERT; GONZALEZ, 2007; VIEIRA; AVELLANEDA; PAWLICKA, 2007;
PAWLICKA et al., 2008;), quitosana (DANCZUK, 2007; FUENTES; RETUERT;
GONZALEZ, 2007; PAWLICKA et al., 2008), amido (DRAGUNSKI; PAWLICKA,
2002) ou gelatina (VIEIRA; AVELLANEDA; PAWLICKA, 2007; VIEIRA;
AVELLANEDA; PAWLICKA, 2008; VIEIRA; PAWLICKA, 2010).

O processo de producéo dos biofilmes a partir de uma solucéo filme-
formadora envolve uma primeira etapa de solubilizacdo da macromolécula em um
solvente (adgua, etanol, solucdo de acido acético, etc.) ao qual podem ser
incorporados diversos aditivos (plastificantes, agentes reticulantes, etc.); na segunda
etapa, a solucdo formadora do filme é vertida sobre um suporte e, usualmente,
submetida a secagem até uma condicdo que permita um facil desprendimento do
molde (CUQ; GONTARD; GUILBERT, 1995).

A degradacdo desses polimeros resulta primariamente da acao de
microrganismos, tais como fungos, bactérias e algas de ocorréncia natural, gerando
CO,, CH4, componentes celulares e outros produtos, segundo estabelecido pela
“‘American Standard for Testing and Methods” (ASTM-D-833) (RAGHAVAN, 1995;
LEE; CHOI, 1998).

A biodegradabilidade do polimero ndo depende apenas de sua origem mas,

principalmente, de sua estrutura quimica, como a presen¢ca de heterodtomos
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susceptiveis a quebra hidrolitica, a cristalinidade do polimero e sua massa molar,
sendo mais facilmente degradados os polimeros hidrofilicos, amorfos e de menor
massa molar (VERT et al., 1992; MULLER; KLEEBERG; DECKWER, 2001; LENZ;
MARCHESSAULT, 2005; JIANG; WOLCOTT; ZHANG, 2006).

As vantagens dos filmes biodegradaveis podem ser justificadas com base na
funcionalidade das mesmas: controle da migracdo de agua; permeabilidade ao
oxigénio e ao diéxido de carbono e migracao lipidica em um sistema alimenticio
multifasico (KESTER; FENNEMA, 1986). Além disso, filmes biodegradaveis
oferecem uma possivel alternativa aos materiais tradicionais quando a reciclagem
nao é possivel ou é economicamente inviavel ou quando o impacto ambiental deve
ser minimizado (BASTIOLI, 2001).

3.4.1 Agar

O agar € um hidrocoldide extraido de algas marinhas, que é amplamente
utilizado na industria de alimentos e farmacéutica. Entre as suas propriedades
destacam-se 0 seu alto poder geleificante em baixas concentragfes, baixa
viscosidade em solucdo, alta transparéncia, € um gel termo-reversivel com
temperaturas de fuséo/geleificacdo bem definidas.

Em seu estado natural ocorre como carboidrato da parede celular de algas
agardfitas, existindo na forma de sais de calcio ou uma mistura de sais de célcio e
magnésio. E um complexo arranjo de polissacarideos composto por duas fracées
principais: a agarose, um polimero neutro, que é a fracdo geleificante, e a
agaropectina, um polimero com carga sulfatada (BASTIOLE, 2000).

Em agua fria, o agar é insolluvel, porém se expande consideravelmente
absorvendo agua numa quantidade que pode atingir até vinte vezes o seu préprio
peso. Em agua quente, porém, a dissolucéo é rapida formando um gel firme.

Existem varios biopolimeros extraidos de algas marinhas que sédo cada vez
mais aplicados a biotecnologia. Dentre eles o agar, é o mais utilizado (MURANO et
al.,, 1990). Apesar de suas inumeras aplicacdes, sdo poucos o0s estudos

relacionados a sua utilizacdo para a preparacao de filmes (SOUSA, 2008).
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3.4.2 Plastificante e Agente Reticulante

A formacdo de filmes depende da solubilizagdo da macromolécula no
solvente (agua, etanol, acido acético, outros), da adicdo de plastificante e/ou adi¢céo
de agente reticulante ou outro aditivo que se deseja, para a obtencdo de um gel.
Esse gel envolve ligacdes inter e intramoleculares cruzadas entre cadeias de
polimeros, formando uma matriz tridimensional semi-rigida que envolve e imobiliza o
solvente utilizado (KESTER; FENNEMA, 1986).

O gel submetido a posterior secagem para a formacdo de um filme
biodegradavel apresenta uma coesividade que esta diretamente ligada a estrutura
do polimero, processo e parametros de fabricacdo (temperatura, tipo de solvente
utilizado, técnica de aplicacdo e evaporacdo, entre outros), e da presenca de
agentes plastificantes (GUILBERT, 1986). Com a secagem do gel, o filme esta
formado e sua flexibilidade sera tanto maior ou menor em funcado da interacao entre
as cadeias do polimero. Filmes mais rigidos sdo aqueles que apresentam mais
fortes interacdes e, como consequéncia disso, S80 menos permeaveis a gases,
vapor de agua e liquidos (KESTER; FENNEMA, 1986). Para atenuar a alta rigidez é
necessario adicionar ao filme um plastificante, a fim de torna-lo mais manuseavel,
menos quebradico e mais flexivel.

Os plastificantes sao definidos como substancias com alto ponto de fuséao e
baixa volatilidade que quando adicionados a outro material provocam mudancas nas
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas dos mesmos (McHUGH; KROCHTA,
1994). Além disso, em sua maioria apresentam carater hidrofilico, e por serem
normalmente moléculas pequenas, sao facilmente acoplados entre as cadeias
poliméricas devido a sua habilidade de reduzir a formacéo de pontes de hidrogénio
entre elas, diminuindo as forcas de atracdo intermoleculares, causando um aumento
do volume livre ou da mobilidade molecular do polimero (BODMEIER,;
PAERATAKUL, 1997).

A escolha do plastificante a ser adicionado aos filmes depende da
compatibilidade deste com o polimero e o solvente utilizados, isto é, deve ser
miscivel no polimero e no solvente, de forma a evitar a separacao prematura no
decorrer do processo de secagem, causando uma diminuicdo na flexibilidade do

filme. A concentragéo de plastificante usado na elaboragéo de filmes geralmente
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varia de 10 a 60g/100g de matéria seca de polimero, dependendo da flexibilidade
desejavel no filme (GUILBERT, 1986).

Um problema encontrado em polimeros naturais é que eles frequentemente
levam muito tempo para degradar. Isto pode ser resolvido adicionando-se grupos
polares as cadeias que, por serem mais labeis, podem diminuir o tempo de
degradacdo. Por exemplo, para melhorar as propriedades funcionais de polimero a
base de gelatina, por exemplo, agentes de reticulacgdo como formaldeido,
glutaraldeido ou glioxal sé@o utilizados (CARVALHO; GROSSO, 2004; BERGO;
SOBRAL, 2007).

O glutaraldeido € uma molécula bifuncional que interage muito fortemente
com cOompostos que possuem grupos amino na sua estrutura e com menor
intensidade com o grupo tiol. Inicialmente, o glutaraldeido foi muito utilizado como
fixador na histoquimica e na microscopia eletrénica, s6 depois ele foi utilizado como
reagente bifuncional no estudo estrutural de proteinas simples e macromoléculas
agregantes (HADJU; FRIEDRICH, 1975).

O glutaraldeido age normalmente como um agente formador de ligacbes
cruzadas (crosslinking). A interacao ocorre entre 0s grupos aldeidos do glutaraldeido
e 0s grupos aminas livres dos compostos (HADJU; FRIEDRICH, 1975). Acredita-se
que nessa interacdo seja muito provavel que haja envolvimento de formacgédo de
duplas ligacdes etilénicas conjugadas, fato que ganha muito apoio pela estabilidade
dessa interacao, irreversivel e bastante resistente a variacdes de pH e temperatura
(MONSAN; PUZO; MAZARGUIL, 1975; NAVARRO; MONSAN, 1976; KENNEDY,
1987).

O glutaraldeido € uma substancia hidrofilica, passivel de biodegradacao
rapida, ndo bioacumulativa e com limitada persisténcia no ar, solo e agua, razao
pela qual apresenta baixo potencial de risco ao compartimento terrestre e aquatico.
Tem potente agao biocida, bactericida, fungicida, virucida e esporicida. Sua atividade
€ devida a alquilacdo de grupos sulfidrila, hidroxila, carbonila e amino dos
microorganismos alterando os acidos nucleicos (RNA e DNA) e sintese de proteinas
(RESOLUCAO SS - 27, de 28 de fevereiro de 2007, SP).

Sua aplicacéo se estende a areas que incluem técnicas de imobilizacdo de
enzimas (CHIBATA, 1978) e a estabilizacdo de matrizes colagénicas para varios

tipos de aplicacdes, tais como a confecgdo de valvulas cardiacas (IONESCU et al.,
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1974) ou géis de colageno injetaveis (ROSENBLATT; DEVEREUX; WALLACE,
1994). Entretanto sua utilizacdo tem sido associada a processos de calcificacdo e
citotoxicidade (MCPHERSON; SAWAMURA; ARMSTRONG, 1986).

O glutaraldeido, utilizado na odontologia desde 1972, € um agente fixador e
bactericida eficaz na terapia pulpar de dentes deciduos, que oferece as
caracteristicas positivas do formocresol sem induzir efeitos colaterais indesejaveis,
além de nado ocorrer penetrabilidade nos tecidos minerais do dente. Por causa da
sua estrutura quimica, esse farmaco apresenta uma difusdo lenta e limitada no local
de contato, fixando proteinas encontradas na superficie do remanescente pulpar.
Essa propriedade provoca reacdes inflamatérias moderadas e, consequentemente,
menor indice de necrose (Pereira Junior e Avelar, 1996).

Entretanto, pesquisas mais conclusivas a respeito do suposto efeito
mutagénico e carcinogénico do glutaraldeido sdo necessarias. Enquanto, alguns
pesquisadores em estudo realizado em hamsters demonstram que, topicamente,
sobre a mucosa bucal, o formocresol e o glutaraldeido, nas concentra¢cdes utilizadas
clinicamente, apenas induziram alteracdes morfoldgicas tipicas de displasia epitelial.
outros pesquisadores afirmam que tanto o formocresol como o glutaraldeido foram
considerados citotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos em laboratorio e animais de
experimentacdo, e mutacfes foram observadas em células linfoblastéides humanas
(SALLES et al., 1994; SCAVUZZI et al., 1998).
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4 Material e Métodos

4.1 Sintese dos Nanofillers - Ceramicas Porosas

A fig. 2 ilustra esquematicamente o processo de sintese das resinas

precursoras e, obtencéo dos nanofillers.

Etapa 2: Deposicéo das resinas Etapa 3: Tratamento térmico para obtencéo dos
sobre membrana porosa de nitrato nanofillers de TiO: (600°C) e HA (800°C) através
de celulose pelo método Spin de adaptacdo dos métodos remplate e réplica

Etapa 1: Preparo das reinas de
HA e TiO: pelo método dos
precursores poliméricos

/

Crescimento das ceramicas
porosas sobre o substrato

@

Tt

g
HEn l

Figura 2 - Esquema do processo aplicado na sintese dos nanofillers (ceramicas
porosas).

4.1.1 Obtencao das Resinas Precursoras

Preparo da Resina de Hidroxiapatita Pelo Método dos Precursores Poliméricos
(Pechini)

A sintese da resina de hidroxiapatita foi feita a partir do método Pechini, que
corresponde, como visto anteriormente na revisdo bibliografica, ao método dos
precursores poliméricos. Este método foi selecionado por permitir a variagdo na

proporcdo dos componentes utilizados na sintese e por possibilitar o controle na
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estequiometria e morfologia das particulas, utilizando temperaturas relativamente

baixas.

Inicialmente foi feita a estequiometria da quantidade de &cido citrico
utilizado, levando em conta a razdo molar de quatro moles de &cido citrico para um
mole do metal (razdo 4:1). Posteriormente, foram pesados 0s reagentes para a

formacéo da solucéo.

Os reagentes utilizados na sintese da resina de hidroxiapatita, bem como
suas formulas moleculares, fabricante, pureza e quantidades utilizadas estéo

descritas na Tab. 1.

Tabela 1 - Reagentes utilizados na obtencéo da resina de hidroxiapatita.

i ) Quantidade
Reagente Formula molecular Fabricante Pureza .
utilizada
Nitrato de calcio [Ca(NO3),4H,0] Synth 99% 11,8075g
Fosfato de  aménio
o [(NH4)2HPO,)] Synth 99% 3,9618¢g
bibasico
Acido citrico anidro CeHsO4 Synth 99,50 61,4835¢g
Etilenoglicol C,H4(OH), Synth 99,69 36,75mL

Preparo da solucédo de acido citrico:

Em um bequer de 250 mL, contendo 80 mL de &gua destilada, verteu-se
61,4835 g de &cido citrico. A solucdo formada foi homogeneizada em agitador

magnético durante 15 minutos com aquecimento a 80 °C.
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Preparo da hidroxiapatita em solucgéo:

Adicionou-se 11,8075 g de nitrato de calcio e 3,9618 g de fosfato de amonio
bifasico em um béquer de 100 mL contendo 20 mL de agua destilada. A solucao
formada foi homogeneizada em agitador magnético durante 15 minutos com

aguecimento a 80 °C.

Preparo da solucdo de hidroxiapatita com &cido citrico:

As solugBes formadas anteriormente foram misturadas, formando uma Unica
solugdo a qual foram adicionados 36,75 mL de etilenoglicol, obedecendo a relagéo

de 60 % de acido citrico: para 40 % de etilenoglicol.

Preparo da Resina de Diéxido de Titanio Pelo Método dos Precursores

Poliméricos (Pechini)

A sintese da resina do TiO, foi feita a partir do método Pechini, que
corresponde, como visto na revisdo bibliografica, ao método dos precursores
poliméricos. Na verdade, o método dos precursores poliméricos nada mais € do que
um aperfeicoamento do método Pechini. A grande diferenca esta no controle mais

rigoroso das etapas de sintese dos compostos de interesse (ZAMPIERI, 2009).

Inicialmente foi feita a estequiometria da quantidade de &cido citrico
utilizado, levando em conta a razdo molar de trés moles de acido citrico para um
mole do metal (razdo 3:1). Posteriormente, foram pesados o0s reagentes para a

formacao da resina.

Os reagentes utilizados na sintese da resina de TiO,, bem como suas
férmulas moleculares, fabricante, pureza e quantidades utilizadas estao descritas na
Tab. 2.
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Tabela 2 - Reagentes utilizados na obtencéo da resina de didxido de titanio.

i ) Pureza Quantidade
Reagente Férmula molecular Fabricante .
(%) utilizada
Isopropoxido de titénio TI[OCH(CH3),]4 Acrés 98% 10mL
Acido citrico anidro CeHgO4 Synth 99,50 19,39
Etilenoglicol C,H4(OH)» Synth 99,69 11,6mL

A resina de TiO, foi obtida com a adi¢do do acido citrico ao isopropoxido de
titnio, na proporcdo 3:1, sendo acrescentada agua destilada a essa mistura para
gue ocorresse a dissolucdo dos reagentes, mediante aquecimento (150°C) e
agitacdo, até que o sal do metal estivesse completamente dissolvido. Inicialmente
foram acrescidos 50 mL de 4gua destilada adicionando-se mais 4gua aos poucos, a

medida que a 4gua evaporava, a fim de manter a baixa viscosidade da mistura.

A solucéo formada foi acrescentado o agente polimerizante etilenoglicol, na
proporcéo indicada anteriormente, mantendo o aquecimento e a agitagdo. Tendo em
vista a obtencdo de uma resina liquida e pouco viscosa, esperou-se apenas o tempo

necessario para que houvesse a homogeneizacao da solucéao.

4.1.2 Impregnacéo do Substrato Poroso

Como substrato poroso para obtencdo das nhanoestruturas ceramicas
porosas pela metodologia adaptada dos métodos “template” e da réplica, utilizou-se
membrana porosa de nitrato de celulose regenerada, produzida pela Sartorius
Stedim Biotech S. A., modelo 18407-13-K com 0,2 um de diametro de poro. Este
meétodo foi escolhido, principalmente, por formar estruturas ceramicas com
porosidade entre 40% e 95%, sem falhas e vazios dentro dos filetes, e com alta
resisténcia mecéanica (STUDART et al., 2006; RAMBO et al., 2008).
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A deposicdo das resinas sintetizadas (HA e TiO) no substrato € realizada
por meio da técnica “spin coating” (cobertura por rotacdo) com o auxilio de uma
micropipeta (0,5 pL — 10 pL), em equipamento Spin-coater da marca Chemat
Technology Inc., modelo KW-4A.

Microgoticulas das resinas sintetizadas sado depositadas sobre o substrato
poroso, 0 vacuo do equipamento é entdo acionado e o sistema € rotacionado em
dois estagios: 300 rpm’s por 12 segundos e, no segundo estagio 4000 rpm’s por 40
segundos. O uso do sistema de “spin coating” foi escolhido devido a possibilidade do
controle de parametros ajustaveis, como a velocidade, a aceleracdo rotacional e o
tempo do procedimento e devido a uniformidade na deposicdo da resina sobre o
substrato.

A fig. 3 ilustra esquematicamente o processo de impregnacao do substrato
poroso (membrana de ultra filtracdo de nitrato de celulose) utilizando a técnica de

Spin coating.

Resina precursora
“ - #— Membrana porosa ™

E;2:_-_- - — (:}

Figura 3 - Demonstracdo esquematica do processo de impregnac¢do do substrato
poroso utilizando a técnica de Spin coating.

4.1.3 Tratamento Térmico

Apés a impregnacdo do substrato poroso com as resinas sintetizadas,
procede-se a secagem do material em chapa de aquecimento. Em seguida, realiza-
se o tratamento térmico, o qual ocorre em forno tipo mufla da marca Maitec/INTI,

modelo FL-1300, mediante o aquecimento em atmosfera de ar com programacao
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para uma queima a 600 ° C durante duas horas, com taxa de aquecimento de
4°C/min para obtencdo das ceramicas porosas de TiO, e 800 ° C durante duas
horas, com taxa de aquecimento de 4 © C / min para obtencdo das ceramicas

porosas de HA. Posteriormente o material foi resfriado até a temperatura ambiente.

O tratamento térmico nestas condi¢cdes visa, além da pirélise da matéria
organica, o crescimento das nanoestruturas ceramicas, como esquematizado na fig.
4.

Crescimento
das ceramicas
porosas sobre o
substrato

Figura 4 - Demonstracdo esquematica do crescimento das estruturas porosas sobre o
substrato durante tratamento térmico.

4.2. Sintese do Polimero a Base de agar

A fig. 5 ilustra esquematicamente o processo de sintese do polimero a base

de agar.
Estagio 1: solubilizacéo do Agar sob Estagio 3: solucéo resultante vertida em refratario
agitacéo e aquecimento até 100°C permanecendo sob temperatura ambiente até

evaporacédo do solvente

3

n
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Estagio 2: adicdo dos agentes /Y\

plastificante e reticulante
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Figura 5 - Esquema do processo aplicado na sintese do polimero a base de agar.
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Para obtencédo do filme, o agar foi pesado e colocado em béquer com o
volume de &gua destilada necesséario para cobrir o fundo do recipiente utilizado
como molde. Neste caso, utilizamos um prato refratario com dimensdes internas de
15 cm x 27 cm, para o qual se estabeleceu um volume de 180 mL de agua destilada.
O béquer contendo agar e agua foi colocado sob agitacdo e aquecimento a
temperatura de 100 °C, até total dissolucdo do agar.

Nesta etapa, foram testadas diferentes concentragbes do agente
plastificante e do agente reticulante utilizados, sendo que as quantidades
apresentadas na Tab. 3 foram as que apresentaram melhor resultado, ou seja,
houve formacao de um filme homogéneo.

Tanto o agente plastificante quanto o agente reticulante foram adicionados a
mistura ainda sob aquecimento e agitacao até completa homogeneizacao.

Os reagentes utilizados na obtencdo do polimero, bem como suas formulas

moleculares, fabricante, pureza e quantidades utilizadas estdo descritas na Tab.3.

Tabela 3 - Reagentes utilizados na obtencao do polimero a base de agar.

i ) Pureza Quantidade
Reagente Férmula molecular Fabricante
(%) utilizada”™

Sigma-

Agar ) - 3,009
(C12H1800)n Aldrich

Sorbitol CeH1406 Synth 70% 3,0mL

Glutaraldeido CsHgO» Vetec 50% 300uL

* Quantidade de reagentes estabelecida para um volume de 180mL de agua

destilada.

A solucédo formada foi vertida ainda quente (100 °C) em prato refratario que
serviu de molde para o filme. O material permaneceu a temperatura ambiente, em
local plano e sob temperatura ambiente até completa evaporacdo do solvente e
obtencdo de um filme homogéneo de massa constante, como ilustrado na fig. 6. A

secagem completa levou de 10 a 15 dias, dependendo da temperatura e umidade
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locais. A secagem em estufa ndo é recomendada, pois uma taxa de evaporacao

elevada torna o filme quebradico.

Figura 6 - Filme a base de agar apds evaporac¢éo do solvente.

Todos o0s materiais poliméricos obtidos eram transparentes e sem
descontinuidades, com espessura de aproximadamente 0,1 mm. As peliculas foram
armazenadas em condi¢cBes secas até serem testadas, para manter estabilidade
(LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2010a, 2010b, 2011).

4.3 Sintese dos Nanocompositos de Matriz Polimérica a Base de agar

A fig. 7 ilustra esquematicamente o processo de sintese do nanocompaosito

de matriz polimérica a base de agar.
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Estagio 1: Dispersdo das particulas
de TiO:z ou HA em aparelho de
ultrassom

Estagio 2: Solubilizag&o do Agar, na Estagio 4: Solugéo resultante vertida em
solucdo do estagio anterior, sob. refratario permanecendo sob temperatura
agitagéo e aquecimento até 100°C ambiente até evaporacéo do solvente

. Estagio 3: Adi¢do dos agente \
- | plastificante e reticulante \ 0, 75 \\

1 ~ r\' — 3 \
5\

\ |
1\

st

L S S A

Figura 7 - Esquema do processo aplicado na sintese dos nanocompdsitos de matriz
polimérica a base de Agar.

Os nanofillers obtidos apos o tratamento térmico foram pesados e colocados
em copo béquer contendo 10 mL de Alcool Etilico Absoluto e 10 % em peso deste
volume de TEOS (tratamento da superficie das particulas - silanizacédo). Procedeu-
se a evaporacdo deste material em estufa a 70 °C. Ap0s, mais 10 mL de Alcool
Etilico PA foram adicionados e o meio foi levemente acidificado (até pH 5,0), com
acido acético glacial. O material passou por nova evaporacao em estufa a 70 °C. O
tratamento de superficie nesta etapa tem por finalidade melhorar a compatibilidade
quimica das particulas com a matriz através da formacédo de pontes de hidrogénio.
Os reagentes utilizados nesta etapa, bem como, suas quantidades, fabricante e

pureza encontram-se na Tab. 4.
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Tabela 4 - Reagentes utilizados na obtencdo do nanocompadsito a base de agar.

i ) Pureza Quantidade
Reagente Férmula molecular Fabricante . .
(%) utilizada
Sigma-
Agar ] - 3,009
(C12H1800)n Aldrich
Sorbitol CsH14056 Synth 70% 3,0mL
Glutaraldeido CsHgO» Vetec 50% 300uL
Alcool Etilico Absoluto CH3CH,0OH Synth 99,5 10mL
. ) Sigma-
Tetraethyl orthosilicato CgH500,Si ) 98% ImL
Aldrich

Ao po resultante do tratamento térmico da etapa anterior foi adicionada agua
destilada para se proceder a dispersdo das nanoparticulas em aparelho de
ultrassom Sonics Vibra cells pelo periodo de 30 minutos a uma hora, dependendo da
concentracdo de nanoparticula a ser dispersa. Para concentracao de 0,5 % e 1 % de
nanofillers em relacdo a massa de Agar utilizada para obtencdo do polimero,
utilizou-se um tempo de dispersdo de 30 minutos, para a concentracdo de 2 %,

utilizou-se um tempo de dispersao de uma hora.

Apbs dispersao das nanoparticulas no volume de agua destilada que sera
utilizado para obter o polimero, procedeu-se a pesagem do Agar e adicdo deste a
mistura, sob agitacdo e aquecimento até temperatura de 100 °C. Entao,
acrescentou-se 0 agente plastificante e reticulante, nas concentracdes ja

demonstradas no item anterior.

A metodologia aplicada nesta etapa corresponde ao procedimento descrito
como ‘“intercalagdo em solucdo”, onde um solvente é utilizado pra promover a
dispersdo das particulas e solubilizagcdo do polimero, posteriormente o solvente &
evaporado e 0 nanocompodsito € formado (ESTEVES; BARROS-TIMONS;
TRINDADE, 2004).
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A solucéo formada foi vertida ainda quente (100 °C) em prato refratario, com
dimensdes internas de 15 cm x 27 cm, que serviu de molde para o compdésito. O
material permaneceu a temperatura ambiente, em local plano e ao ar livre até

completa evaporacédo do solvente.

Todos os nanocompdsitos poliméricos obtidos eram transparentes e sem
descontinuidades, com espessura de 0,1 mm. As peliculas foram armazenadas em
condicbes secas até serem testados, para manter sua estabilidade (LOPEZ-DE-
DICASTILLO et al., 2010a, 2010b, 2011).

4.4. Técnicas de Caracterizacao

4.4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

O microscépio eletrénico de varredura (Scanning Electronic Microscope —
SEM) é geralmente utilizado para observacfes de amostras espessas, ou seja,
basicamente ndo transparentes ao feixe de elétrons. A razdo principal de sua
utilizacdo estd associada a alta resolucdo e a grande profundidade de foco,
resultando em imagens com aparéncia tridimensional (KESTENBCH; FILHO, 1994).

A interpretacdo da imagem na microscopia eletronica de varredura € direta,
pois geralmente é possivel associar a imagem observada as -caracteristicas
superficiais da amostra.

A microestrutura (superficial e interna) das nanoparticulas ceramicas, do
polimero a base de agar e dos nanocompdsitos foram analisadas empregando-se
um Microscépio Eletrénico de Varredura (SEM), modelo Quanta 200 (FEI).

Amostras das particulas foram depositadas em porta-amostra de aluminio e
recobertas com 30nm de ouro para facilitar a descarga de elétrons. Amostras do
polimero a base de agar e dos nanocompdsitos, com dimensdo de 1 cm de diametro
cada, foram depositadas em porta-amostras e recobertas com ouro.

As imagens foram obtidas no Nano-Electronics Centre, Advanced

Technology Institute (ATI), da Universidade de Surrey, Guildford, Reino Unido.
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4.4.2 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman faz a leitura das variacbes de energia entre 0s
fétons difundidos, quando os primeiros atingem uma por¢cdo da matéria. Este
fenbmeno é explicado pelos principios da mecéanica quéantica que demonstra que o
efeito fotoelétrico ocorre devido a luz ser constituida de fétons cuja energia pode ser
transferida para um elétron, quando aqueles colidem com uma superficie. A teoria
também revela que um elétron, ao receber esta quantidade de energia, podera
passar de um nivel de menor energia para um de maior energia, retornando em
seguida ao estado de energia anterior, 0 que implicara na emissao de um foton.

Especificamente, a Espectroscopia Raman permite ler a diferenca de
energia entre os fétons incidentes e a energia dos fotons emitidos pela parcela de
elétrons que ndo retornam exatamente para o0 mesmo nivel.

A luz Raman espalhada € coletada por um espectrébmetro, onde sua
intensidade é mostrada em funcdo de sua mudanca de frequéncia (deslocamento
Raman). Este deslocamento é frequentemente medido em ndmero de onda (cm™),
uma unidade conveniente para relacionar a mudanca da frequéncia de luz
espalhada em relacéo a frequéncia da luz incidente.

E uma técnica muito utilizada no estudo da estrutura de sistemas
moleculares. Ndo é um processo destrutivo, pode ser realizado na presenca de ar,
para amostras sélidas, liquidas e gasosas, sem exigéncia prévia de preparacado de
amostras, sdo as principais vantagens deste método.

Amostras dos nanofillers obtidos, do polimero a base de agar e dos
nanocompaositos foram analisadas em sistema de 2.000 micro Renishaw Raman com
laser a 782 nm, no Nano-Electronics Centre, Advanced Technology Institute (ATI),

da Universidade de Surrey, Guildford, Reino Unido.

4.4.3 Resisténcia Mecéanica

Métodos classicos para a avaliacdo da resisténcia mecéanica de filmes

sintéticos podem ser utilizados em filmes comestiveis e/ou biodegradaveis. Os
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mesmos, entretanto, sdo extremamente sensiveis as condicbes ambientais. Entre o0s
métodos classicos utilizados na avaliagdo mecéanica, os testes de tracdo sao
amplamente utilizados. A tensé@o na ruptura € definida como sendo a maxima forca
gue um material pode sustentar (ROBERTSON, 1993).

As propriedades mecanicas dos materiais determinam as respostas destes
as influéncias mecanicas externas, estando associadas a capacidade de
desenvolver deformacdes reversiveis e irreversiveis e de apresentar resisténcia a
fratura. O teste mais utilizado para medir resisténcia mecéanica € o teste de tracao,
onde podem ser derivadas as propriedades de resisténcia a tracdo, elongacéao, forca
resultante e médulo de elasticidade.

As propriedades de tracdo sdo Uteis para identificacdo e caracterizacao de
filmes flexiveis e expressam a resisténcia do material ao alongamento e mesmo ao
rompimento, quando submetido a tracdo. (OLIVEIRA et al., 1996)

A resisténcia a tracdo é medida pela forca maxima de tracdo que o filme
pode sustentar. A elongacao € geralmente tirada do ponto de quebra e € expressa
como porcentagem de aumento do comprimento original da amostra. Forca
resultante é a forca de tracdo na qual ocorre o primeiro sinal de deformacédo néo
elastica. O médulo de elasticidade ou modulo de Young mede também a resisténcia
do filme (BARRETO, 2003).

Nos diferentes testes, as amostras sao submetidas a ensaios padronizados,
com os corpos de provas tendo dimensbes especificadas por normas, e as
condicBes de teste sendo padronizadas (MANO, 1991; CANEVAROLO, 2002).

O ensaio de determinacdo das propriedades de tracdo de uma estrutura
flexivel envolve a separacdo, a uma velocidade constante, de duas garras que
prendem as extremidades de um corpo-de-prova, registrando-se ao longo do ensaio
a forca ou a resisténcia que o material oferece a deformacédo (alongamento).
Inicialmente, o material oferece resisténcia crescente a solicitagdo de tracao, a qual
provoca seu alongamento. A partir de certo ponto, 0 aumento de resisténcia passa a
ser menor para um mesmo aumento de deformagéo até o ponto de escoamento, a
partir do qual é possivel alongar o filme sem que este responda com um aumento de
resisténcia. Continuando o alongamento, o0 material resiste até que ocorra sua
ruptura (SARANTOPOULOS et al., 2002)
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Os ensaios de tracdo foram realizados na maquina universal de ensaios
Instron, modelo E3000, com velocidade de tracdo de 10mm/min e carga de 50 N,
conforme norma ASTM D 638 (1989) e ISO 527-1 (1993), sob condi¢cées normais de
temperatura e pressao.

Os corpos de prova para 0os ensaios de tracdo foram confeccionados
conforme a norma ASTM D 638 (fig. 8 e fig. 9), sendo os testes realizados apos

secagem completa do polimero e dos hanocompdésitos.
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Figura 8 - Corpo de prova conforme estabelecido nas normas ASTM D 638 e ISO 527-1.
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Figura 9 - Corte do corpo de prova em molde confeccionado de acordo com as
normas ASTM D 638 e ISO 527-1 e ensaio de tracéo.

4.4.4 Atividade Antimicrobiana

Os testes para avaliar as propriedades antibacterianas podem ser
gualitativos (como o teste de difusdo em &gar) ou quantitativos (contagem de
coloénias bacterianas). As espécies bacterianas Escherichia coli (Gram-negativa),
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) sédo utilizadas na maioria dos métodos de
ensaio. Entretanto, nenhum dos métodos utilizados para determinar a resisténcia
dos materiais poliméricos ao crescimento microbiano permitem avaliacdes
gquantitativas do agente antimicrobiano incorporado a esses materiais.

Os agentes antimicrobianos normalmente requerem contato com a célula
microbiana para a atividade maxima. Quando suspensdes do inéculo bacteriano séo
aplicadas sobre um material plastico tratado, ou outro material hidr6fobo, a tenséo
superficial do polimero, muitas vezes faz com que a suspenséo de indculo forme
uma cupula, ou seja, bactérias dentro das gotas de inoculo podem ndo contactar
com a superficie tratada.
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Este teste-padrdo envolve uma suspensdo de inoGculo em agar que
proporciona um contato relativamente uniforme dos inoculos com as superficies
antimicrobianas.

O teste estabelecido pela ASTM E 2180 (2001) é desenhado para avaliar a
eficacia antimicrobiana dos agentes incorporados ou ligados dentro ou sobre
superficies essencialmente planas (bidimensionais) ou superficies poliméricas
hidrofébicas. O método concentra-se principalmente na avaliacdo atividade
antibacteriana, no entanto, outros microrganismos, tais como leveduras e conidios
podem ser testados utilizando este método.

O veiculo para o inoculo € uma suspenséo de agar que reduz a tensdo de
superficie da solucéo salina e do inéculo portador, permitindo a formagcdo de um
"pseudo-biofilme", oferecendo ainda mais contato do inéculo com a superficie de
teste.

Este método pode confirmar a presenca de atividade antimicrobiana em
plastico ou em superficies hidrofébicas e permite a determinacédo de diferencas na

atividade antimicrobiana entre plasticos ou polimeros néo tratados.

Esterilizacdo do material

O calor nas formas de agua quente, ar quente, vapor e radiacdes €
empregado na remocdo de microrganismos aderidos a superficies (ANDRADE e
MACEDO, 1996). Como exemplo de radiacdo nédo-ionizante tem-se a radiacao
ultravioleta, que ¢é amplamente empregada na industria de alimentos para
descontaminacdo de embalagens e de algumas superficies de equipamentos,
ambientes e agua.

A radiacdo UV €é um agente sanificante que elimina inameros
microorganismos. Na industria de alimentos, a utilizacdo de radiacdo ultravioleta
apresenta varias vantagens quando comparada com a desinfec¢cdo quimica, visto
que esta radiacdo ndo deixa residuos nas superficies, € um processo a seco, que
nao necessita de aquecimento, apresenta simples emprego e o sistema € de
pequeno custo efetivo para a esterilizacdo de pequenas areas, ndo apresentando
restricdo legal, como é o caso de alguns agentes quimicos e de radiacdo de alta
energia (BACHMANN, 1975; WONG et al., 1998).
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Para que nao ocorresse a interferéncia de possiveis contaminacdes do
material desenvolvido durante a realizacdo dos ensaios microbiolégicos, foi testada
a eficiéncia da radiacdo UV como método de esterilizacdo. Cinco amostras de cada
material polimérico desenvolvido neste trabalho (TiO, 0,5%, TiO, 1%, TiO, 2%, HA
0,5%, HA 1%, HA 2% e filme de agar), com massa aproximada de 0,01g e com
dimensdes de 1,0 cm x 0,5 cm, e 0,1 mm de espessura cada, foram esterilizadas por
quatro horas, sendo duas horas de exposicdo ao UV para cada face do material, em
capela de fluxo laminar. O material esterilizado foi colocado em tubos contendo 5,0
mL de meio TSB, totalizando trés repeticdes para cada material.

O material permaneceu em estufa a 37 ° C por 72 horas. Apés este periodo

0 material foi avaliado.

Teste do Halo de Inibicao/Difusdo em agar

Crescimento das bactérias Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Staphylococcus

aureus

Para o crescimento bacteriano, as bactérias foram cultivadas em meio de
cultura sintético, que fornece nutrientes essenciais ao desenvolvimento celular.
Essas exigéncias nutritivas estao relacionadas a fonte organica de energia, carbono,
nitrogénio e ions organicos.

As cepas bacterianas utilizadas foram Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis (Gram-positivas) e Escherichia coli (Gram-negativa). As cepas
foram repicadas para meio TSA estéril, e cultivadas por um periodo de 24 horas em

ambiente de aerobiose a 37 °C.

Padronizacdo do In6culo

Ao atingir a fase estacionaria de crescimento, o inGculo das trés cepas
bacterianas foi colocado em meio TSB e padronizado de acordo com a turbidez do
inéculo do tubo 0,5 da escala nefelométrica de MCfarland, contendo 1,5 x 10°
bactérias / mL. Em seguida, cada tubo foi agitado vigorosamente para distribuir

uniformemente as bactérias. Uma aliquota de 1,6 mL de cada suspenséo de in6culo
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padronizado foi colocada em trés tubos contendo 80 mL de meio TSA liquido,

previamente esterilizado, para posterior utilizagdo no ensaio de difusdo em agar.

Teste de difusdo em agar

O ensaio foi desenvolvido de acordo com a norma ISO 20645(2004)
(Determinacdo da atividade anti-bacteriana - teste da placa de difusdo em &gar),
esquematizada nas figuras 10 e 11, onde o material alvo do teste é depositado em
placas de duas camadas de agar. A camada inferior € constituida por meio de
cultura livre de bactérias e a camada superior composta pelo meio inoculado com as
bactérias de teste, individualmente. Para a camada inferior 25 mL de meio TSA foi
vertido em placas de petri que foram esterilizadas em autoclave. Apds a
esterilizacdo das 24 placas contendo a camada inferior de meio, corpos de prova de
cada material polimérico, com 2,0 cm de diametro e 0,1 mm de espessura,
previamente esterilizados por luz UV, durante 4 horas, em capela de fluxo laminar
marca IVECO modelo BIOSEG 12, foram depositados sobre a camada de meio
ainda liquido, conforme fig. 10 e 11. Posteriormente, 12,5 mL do meio contendo o
in6culo padronizado de cada bactéria foram vertidos sobre o material polimérico
depositado sobre o meio TSA solidificado. As placas de petri foram incubadas em
estufa com temperatura de 37°C por um periodo de 24 e 48 horas. Apos, esse
periodo, as placas foram removidas da estufa e a area coberta pelas colénias
bacterianas foi avaliada. O nivel de atividade antibacteriana foi avaliado examinando
a extensao do crescimento bacteriano na zona de contato entre o0 agar e a amostra
de teste. Se uma zona de inibicao foi observada proximo ao polimero (comprimento
> 1 mm), o efeito antibacteriano é classificado como satisfatério. Se a amostra é
totalmente coberta pelas colbnias de bactérias, ndo houve efeito antimicrobiano ou

este ndo foi suficiente.
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Escherichia coli, Enterococcus
faecalis e Staphylococcus aureus
cultivadas por 24 horas a 37°C em Agar

. ) As amostras sdo colocadas
Adi¢do do TSA nas placas de Petri ‘ sobre o TSA
12,5 mL de suspenséo h \‘é
c bacteriana séo adicionados

Incubagéo por 24 e 48 horas q Avaliacao da capacidade

antimicrobiana

Figura 10 - Esquema do método experimental para avaliacdo da atividade
antibacteriana pelo teste de difusdo em agar.

Manocompdsito a base de Agar com
0,5% de nanofillers de HA ou TiOz

O Y Nanocompésito a base de

Filme de Agar - ) Agar com 1% de nanofillers
QJ de HA ou TiOz2

Nanocompdsito a base de Agar com
2% de nanofillers de HA ou TiOz2

T B

Figura 11 - Demonstracdo esquematica da disposicdo dos corpos de prova no teste
de difusdo em agar, onde o polimero de agar foi considerado como controle.



62

Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos polimeros ao longo do tempo
através de contagem bacteriana

Como visto no experimento anterior, a taxa de difusédo de materiais sdlidos e
hidrofébicos é baixa em meios sélidos e, também a tenséo superficial oferecida por
estes materiais podem mascarar o resultado dos testes que envolvem a formacgéo de
halos de inibicdo, portanto, este experimento foi realizado com o intuito de
determinar o efeito do tempo de imersdo dos polimeros, e conseqientemente a
difusdo de material destes no meio de crescimento, sobre a atividade microbiana
dos mesmaos.

O ensaio ao longo do tempo estad baseado na metodologia descrita por
GAVARA et al. (2012). Em resumo, os materiais foram divididos em 7 grupos (n=3);
sendo trés grupos com TiO, nas concentracdes de; 0,5%, 1%, 2%, outros 3 grupos
com hidroxiapatita nas mesmas concentracdes de 0,5%, 1%, 2% e um ultimo grupo
controle o polimero a base de agar, todos os materiais testados tiveram dimensdes
de 0,5 cm x 1,0 cm e massa aproximada de 0,01 g, as mesmas foram esterilizadas e
depositadas individualmente em tubos rosqueados contendo 4 mL de meio TSB. As
amostras permaneceram incubadas em estufa a temperatura de 37° C sendo
avaliadas em dois periodos de tempo, dois dias (48 horas) e 5 dias (120 horas).

Apos os periodos de incubacdo os polimeros foram retirados do meio e
acrescentou-se em cada tubo uma aliquota de 40 uL de inoculo da bactéria E. coli,
(padronizado em espectofotdmetro, em fase exponencial 10’ bactérias). Os
materiais foram incubados a 37° C por 24 horas. Em solucéo salina foram realizadas
7 diluicbes seriadas, seguidamente 20 pl de cada diluicdo foram plagueadas em
meio TSA e incubadas em estufa por 24 h, ap0s este periodo foi realizada a

contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (ufc/cm?).
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4.45 Citotoxidade do Material

Cultura de Células

As células NIH/3T3 foram obtidos a partir do Banco de Células do Rio de
Janeiro (PABCAM da Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As células
foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS), adquirido a partir de Vitrocell Embriolife
(Campinas, SP, Brasil) e Gibco (Grand Island, NY, EUA), respectivamente. As
células foram cultivadas a 37 °© C numa atmosfera de 95% de ar humidificado e CO,
a 5%, como descrito anteriormente (HENN et al., 2011; SANTANA et al., 2012;
NEDEL et al.,, 2012a). As experiéncias foram realizadas com células em fase

logaritmica de crescimento.

Determinacao da citotoxidade das particulas (Nanofillers)

As células foram semeadas a uma densidade de 2 x 10* células por poco,
num volume de 100 pL em placas de 96 pocos e cultivadas a 37 ° C numa atmosfera
humidificada de 5% de CO,/95% de ar durante 24 horas antes de serem utilizados
no ensaio na WST-1. Nanofillers silanizados de TiO, e Hidroxiapatita foram
dispersos em agua destilada, sendo entdo misturadas em meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de FBS, ajustando-se a concentracdo da solugcéo a 2%. As
células foram incubadas com as particulas de ambos 0s materiais por 24h e 48 h.
Apods este periodo, 20 mL de WST-1 (Roche, Mannheim, Alemanha) foi adicionado
ao meio de cada poco e as placas foram incubadas durante 2 h. Em seguida,
aliquotas de 100 uL foram retirados de cada poco e a densidade 6ptica a 450 nm foi
determinada num leitor de microplacas (Thermo Placa TP-Reader, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA), como descrito anteriormente (NEDEL et al. 2012b) .
Todas as observacbes foram validadas por pelo menos duas experiéncias

independentes para cada e as analises foram realizadas em triplicata.
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Determinacao da citotoxidade dos filmes

Amostras dos hanocompadsitos poliméricos com diferentes concentracdes de
nanofillers de TiO, ou Hidroxiapatita (0,5 %, 1 % e 2 %), foram preparados em uma
proporcdo de 91,6 mm? de area superficial por mL de meio de cultura celular
seguindo as recomendagfes da norma ISO 10993-12 (KRIFKA et al. 2012). As
amostras foram entao esterilizadas por exposi¢cao a luz UV (ultra-violeta) germicida
durante 40 minutos, para cada face do filme, e pré-incubados em meio de cultura
DMEM suplementado com 10 % de FBS a 37 °C e pH 7,2, durante 24 h, sob
condicdes estéticas, como descrito anteriormente (HENN et al 2011; SANTANA et al
2012). As células foram semeadas a uma densidade de 2 x 10* células por poco
num volume de 100 pL em placas de 96 pocos e cultivadas a 37 °C numa atmosfera
humidificada de 5 % de C0O,/95% de ar durante 24 h. Os corpos de prova de cada
material polimérico mantidos no meio por 24 h foram removidos e aliquotas de 200 pl
dos meios foram extraidas e incubou-se durante 24 h e 72 h. ApoOs este periodo, 20
mL de WST-1 (Roche, Mannheim, Alemanha) foi adicionada ao meio de cada poco e
as placas foram incubadas durante 2 h. Em seguida, aliquotas de 100 mL foram
retiradas de cada poco e a densidade 6ptica a 450 nm foi determinada num leitor de
microplacas (Thermo Placa TP-Reader, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA). A percentagem de inibicdo do crescimento das células foi determinada como
se segue: taxa de inibicdo = (1 - AbSagatreated cells/ ADSa92control cells) X 100 (NEDEL et al
2012b.). Todas as observacdes foram validadas por pelo menos duas experiéncias

independentes e as analises foram realizadas em triplicata.

4.4.6 Andlise dos Dados

Para os ensaios mecéanicos 0s conjuntos de dados foram analisados através
de one-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey para comparagfes multiplas. A
significancia considerada foi de p <0,05 em todas as andlises. Os dados foram

expressos em meédias £ SEM.
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Para atividade microbiolégica os dados obtidos foram analizados usando a t-
test, ANOVA e teste complementar de Student Newman Keuls para comparagcdes
multiplas. A significancia considerada foi de p <0,05 em todas as anélises. Os dados
estdo expressos como meédias + SEM.

Para os ensaios de citotoxidade os conjuntos de dados foram analisados
usando uma two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparacdes
multiplas.A significancia considerada foi de p <0,05 em todas as analises. Os dados
estdo expressos como meédias + SEM.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacao por Microscopia Eletronica de Varredura

Na analise por SEM dos nanofillers (fig. 12) além de observarmos as
estruturas formadas pelos “grédos” de TiO, e HA, ficam evidentes suas dimensdes
nanomeétricas, bem como a porosidade existente no material obtido.

A analise por SEM (fig. 13) dos filmes demonstra que a incorporacao de
nanoparticulas de TiO, resulta no desenvolvimento de caracteristicas de superficie
nos polimeros, que se tornam mais pronunciadas a medida que a concentracdo de
nanoparticulas aumenta de 0,5 a 2 %. Comparado a isto, ndo hd nenhuma mudanca
observavel na superficie do agar mediante a incorporacéo de hidroxiapatita (fig. 13).
Isto pode ser atribuido as tensdes interfaciais entre as nanoparticulas e o polimero,
assim como, a relacdo com o processo de silanizacdo das nanofibras e interface de
integragcdo (BRZOSKA; AZOUZ; RONDELEZ, 1994). Esta etapa de limitacdo de
modificacdo de substratos soélidos (nanoparticulas) por revestimento de
monocamadas organicas pode ser modificada usando alquilsilano (DENG et al.,
2010).
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Figura 12 - Micrografias por SEM de nanofillers (a) dioxido de titanio e (b) HA.
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AgarTI0, 2%

Agar Ti0, 1% |

Formagio de bolhas de ar

Agar TiO, 0.5%

Figura 13 - Micrografias por SEM do polimero a base de &gar e dos
nanocompoésitos com 2%, 1% e 0,5 de nanofillers de TiO, e HA,
respectivamente.
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5.2 Espectroscopia Raman

A figura 14 mostra o espectro Raman dos nanofillers silanizados de TiO, e
HA. O espectro Raman do TiO, mostra quatro picos associados a anatase, modos
de vibracdo 637, 523, 390 e 144 cm™, indicando a sintese bem-sucedida do TiO, na
fase anatase (ZHANG et al., 2000). O espectro Raman das amostras de
hidroxiapatita tem picos a 445, 612, 970, e 1.044 cm™, incluindo os modos
vibracionais de fosfato e carbonato (NATHANAEL et al.,, 2013). Um sinal amorfo

significativo também foi detectado, o que € atribuido a presenca de silano na

amostra.
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Figura 14 - Espetros Raman dos nanofillers de TiO, e HA, respectivamente.

5.3 Resisténcia Mecanica

As propriedades mecéanicas de tracdo sao Uteis para identificacdo e
caracterizacao de filmes, pois expressam a resisténcia do material ao alongamento e
ao rompimento quando submetido & tracdo. Para manter a integridade e a
propriedade de barreira, os filmes devem ser habeis e resistir ao estresse normal
encontrado durante sua aplicacdo subsequente. Normalmente, uma alta resisténcia
€ requerida, mas os valores de deformacéo devem ser ajustados de acordo com a
aplicacao. (HENRIQUE, 2002).
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A incorporacdo de cargas aos materiais poliméricos visa melhorar, entre
outras, as propriedades mecanicas (resisténcia a tracdo e modulo de elasticidade)
destes materiais. Ha relatos de incremento de 35 % no médulo de Young e 25 % na
forca de tracdo pela adicdo de nanoparticulas de HA em matriz polimérica (PLGA).
(BUCZYNSKA; PAMULA; BLAZEWICZ, 2011). Chan e colaboradores observaram
gque compositos de matriz polimérica exibem melhores resultados de resisténcia
mecanica com a incorporagao de nanoparticulas de éxidos (CHAN et al., 2002).

No presente trabalho, como pode ser observado na fig. 15, em uma anélise
comparativa entre os compoésitos de agar, a incorporacao de nanoparticulas de TiO,
e também HA resulta em uma melhoria das caracteristicas mecéanicas, evidenciada
pelo aumento da resisténcia mecéanica demonstrada pelo ensaio de tracdo, onde o
moddulo de tracdo de todos os compdsitos foram superiores a matriz de controle a
base de agar (p < 0001).

A Tabela 5 mostra os resultados do teste de tracdo, em valores meédios
absolutos, sobre a matriz de controle a base de agar e os nanocompositos a base de
agar contendo 0,5%, 1% e 2% de nanofillers de TiO, e HA, onde se observa que
todos os filmes apresentaram comportamento semelhante quanto a tenacidade,
carga até ruptura e tensdo na ruptura, respectivamente. Entretanto, com relacéo ao
moddulo de Young observa-se que houve um incremento de até 61% dos valores
observados em todos 0os nanocompd@sitos com relacdo a matriz de controle, ou seja,
o filme formado apenas por &gar, o que demonstra que a adicao dos nanofillers nas
proporcdes utilizadas foram adequadas para melhorar a resisténcia mecanicas dos
filmes desenvolvidos, além de serem superiores aos valores de incremento relatados
na literatura, como visto anteriormente.

Ensaios mecanicos realizados por Sousa (2008) em filmes de agar da
Gracilaria e agar comercial registraram caracteristicas mecéanicas semelhantes entre
si. O modulo de elasticidade para ambos os filmes neste estudo foi igual a 48,7 MPa
e para o agar comercial 48,5 MPa. (SOUSA, 2008). Comparativamente, mesmo sem
a adicao de nanofillers o polimero obtido apresenta médulo de elasticidade muito
superior, 0 que se deve, muito provavelmente, a rede formada pelo agar com os
agentes plastificante e reticulante.

Estes resultados podem ser explicados pela literatura, que relata que

polissacarideos possuem alta resisténcia a tracdo e pouca elongagcdo, o que é
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justificado pela conformacdo da cadeia polimérica, que no caso dos polissacarideos
é linear (CHEN, 1995).
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Figura 15 - Analise estatistica dos diferentes grupos de materiais, revisada a
igualdade de variancia e a distribuicdo normal, sendo os dados transformados em
logip. Valores identificados por letras mindsculas semelhantes ndo foram
significativamente diferentes (p> 0,05).
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Tabela 5 - Ensaio de tracdo em polimero a base de agar e compdésitos a base de
agar com 0,5%, 1% e 2% de nandfillers de TiO2 e HA — Valores médios absolutos.

Modulus Tenacity at Yield (Zero Load at Yield Tensile stress at Yield
(MPa) slope) (gf/tex) (Zero Slope) (N) (Zero Slope) (MPa)
Agar 271.6867 14.95001 14.66095 23.29716
Agar +
0,5% HA  541.4162 19.59888 19.21993 29.56913
Agar + 1%
HA 485.0067 17.13585 16.80453 25.85313
Agar + 2%
HA 712.4272 21.91751 21.49373 33.06728
Agar +
0,5% TiO, 511.3212 18.78428 18.42108 28.34013
Agar + 1%
TiO, 562.5244 22.85154 22.40971 34.47647
Agar + 2%
TiO, 532.4774 18.59151 18.23205 23.37442

5.4 Atividade Antimicrobiana

5.4.1 Eficiéncia da esterilizacdo do material

A eficiéncia antimicrobiana da radiacdo UV é varidvel, aspectos como
intensidade de radiacdo, tempo de exposicao, distancia da fonte de radiacdo UV a
superficie, vida atil das lampadas germicidas comerciais e acdo sobre os diversos
microrganismos podem interferir na eficiéncia do processo de esterilizacdo. Neste
caso, a inativacdo dos microrganismos (K) é resultado da exposicdo a radiacao
ultravioleta, sendo expressa como um produto da intensidade da energia germicida e
do tempo (BACHMANN, 1975; SHECHMEISTER, 1991; FLUCKIGER, 1995). Em
condicbes praticas, o tempo de exposicdo é diferente para cada situacao
(SHECHMEISTER, 1991). Por exemplo, observa-se na pratica que o tempo usado
para reducdo da microbiota em polietileno, para embalagem de leite tipo C, é de
aproximadamente dois segundos.

Apos a permanéncia do material em estufa a 37°C por 72 horas foi

observado que nenhuma alteracdo ocorreu no meio, o que confirma a eficiéncia da
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técnica utilizada para esterilizar o material. Um processo de esterilizacao eficiente foi
necessario porque o material obtido permaneceu armazenado em dessecador, mas
mesmo assim, sujeito a contaminagdes, o0 que poderia interferir nos resultados dos

ensaios microbioldgicos.

5.4.2 Teste de Difusdo em Agar

No teste de difusdo em agar foram encontradas amostras com crescimento
bacteriano, e nenhuma delas apresentou formacdo de halo de inibicéo,
independentemente dos grupos testados apos 24 e 48 horas (fig. 16). Isso pode ser
explicado pela norma ISO 20645, que relata que se nédo houver zona de inibicéo e
ao mesmo tempo ndo houver crescimento bacteriano sobre as amostras, se
considera que o resultado foi positivo, ou seja, que o tratamento foi eficaz. Por
apresentar propriedades antibacterianas, tanto a presenca do TiO,, quanto da
Hidroxiapatita, poderiam inibir o a proliferagdo bacteriana, no entanto, fatores como
a baixa difusdo do material incorporado no polimero e a tensdo superficial do
polimero podem ter contribuido para um resultado de inibicdo insuficiente. Além
disso, no caso dos nanocompoésitos de TiO, a ndo utilizacdo de luz ultra violeta
durante o periodo em que o material permaneceu em contato com 0 meio,
provavelmente ndo ativou a liberagdo dos radicais, 0 que ndo provocou a morte das
bactérias presentes em sua superficie (SHIBATA et al., 2007; AKIBA et al., 2005).
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Figura 16 - Amostras dos nanocompdésitos de TiO, e HA submetidos ao teste de
difusdo em agar.

5.4.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos polimeros ao longo do tempo
por contagem microbiana

A fig. 17 mostra as diluicdes realizadas bem como a formacéo das colonias
bacterianas que foram alvo da contagem para avaliacdo estatistica dos resultados
obtidos.

Apos 48 horas (fig. 18), o grupo HA 1% foi estatisticamente diferente ao
grupo controle (C), HA 2% e TIO, 1%, no entanto, foi estatisticamente similar aos
demais grupos testados (p=0,004).

Apés 120 horas (fig. 19), observa-se que o grupo HA 0,5% foi
estatisticamente diferente ao grupo HA 2%, no entanto, foi estatisticamente similar
aos demais grupos testados (p=0,028).

Também, foi analisado cada grupo ao longo do tempo. Na fig. 20 observa-se
que quando comparados os grupos de HA 1% e HA 2% houve uma diferenca
estatistica significativa ao longo do tempo, ja no grupo HA 0,5% n&o houve diferenca
ao longo do tempo (p=0, 252).

Nos grupos que continham TIO, observa-se na fig. 21 que os grupos TiO;
0,5% e TiO, 2% tiveram diferenca estatistica significativa ao longo do tempo, ja no
grupo TIO, 1% néo houve diferenca estatistica (p=0,169).

Estes resultados demonstram que houve atividade antimicrobiana ao longo
do tempo no grupo Hidroxiapatita, 0 que confirma a propriedade antimicrobiana
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relatada na literatura (SHIBATA et al.,, 2007). Estes autores sugerem que uma
concentracdo de 5% do composto TiO,-Apatita exerce efeito antifingico sobre
Candida albicans.

Entretanto, verifica-se que ap6s 120 horas houve maior proliferacdo
bacteriana neste mesmo grupo, o que pode se justificar pela possivel degradacéo do
material. Também, fatores como o grupo bacteriano utilizado, podem justificar o
resultado obtido, visto que organismos gram-negativos tém um maior sistema de
defesa e sdo menos suscetiveis a acdo de agentes antibacterianos, uma vez que
possuem uma membrana exterior em torno da parede da célula de difusdo que
restringe a acdo destes compostos (VAARA, 1992). Esta maior resisténcia das
bactérias gram-negativas foram observados com outros compostos antimicrobianos
(CANILLAC MOUREY, 2001; DELAQUIS et al, 2002;. HARPAZ et al, 2003).

No caso dos nanocompdsitos de TiO,, como ocorreu no teste de difusédo, a
nao utilizacdo de luz ultra violeta durante o periodo em que o material permaneceu
em contato com o meio, provavelmente nao ativou a liberacdo dos radicais, o que
ndo provocou a decomposicao das bactérias (SHIBATA et al., 2007; AKIBA et al.,
2005).
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Figura 17 - Placas de diluicdo seriada, apos incubacéo durante 24 h a 37 °C para a
contagem de coldnias bacterianas.
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Figura 18 - Comparacao entre os dois grupos apos 48 h de exposicdo (n = 9) pela

média da contagem de bactérias E. coli viaveis (ufc/cm?). Valores que foram
identificados por letras iguais, ndo foram significativamente diferentes (p> 0,05).
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Figura 19 - Comparacao entre os dois grupos apés a exposicao a 120 h (n = 9) pela
média da contagem de bactérias E. coli viaveis (ufc/cm?). Valores que foram
identificados por letras iguais, ndao foram significativamente diferentes (p> 0,05).
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Figura 20 - Analise comparativa do grupo HA ap0s a exposi¢cédo ao longo do tempo
de 48 e 120 horas (n = 9) pelas médias da contagem de bactérias E. coli viaveis
(ufc/cm?). Valores que foram identificados por letras iguais, ndo foram
significativamente diferentes (p> 0,05).
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Figura 21 - Analise comparativa do grupo TiO, apds a exposi¢ado ao longo do tempo
de 48 e 120 horas (n = 9) pelas médias das contagens de bactérias E. coli. viaveis
(ufc/cm?). Valores que foram identificados por letras iguais, ndo foram
significativamente diferentes (p> 0,05).

5.5 Citotoxidade do Material

5.5.1 Citotoxidade dos Nanofillers

As propriedades citotoxicas das nanoparticulas foram avaliadas por meio de
um ensaio de WST-1. Este ensaio baseia-se na reducdo de WST-1 por superoéxidos,
que estdo presentes no ambiente extracelular ou associados a membrana
plasmatica (NEDEL et al.,, 2011). Os resultados, representados na fig. 22,
demonstram um aumento na viabilidade celular, em todos os trés grupos (TiO,, HA e
controle), relacionadas com o periodo de tempo de exposicédo das células (24 a 48
h). Além disso, tanto o TiO, e HA ndo apresentaram diferencas significativas para a
viabilidade da célula, quando comparados com o grupo de controle, em ambos os

periodos de tempo.
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Estudos prévios envolvendo HA e TiO, tém mostrado que estes materiais
sdo altamente biocompativeis, e sdo aplicados em escala macro na ortopedia e
odontologia (KUMAR et al., 2011). Entretanto, nanoestruturas de HA e TiO, quando
implantadas séo capazes de atravessar membranas celulares e entrar em organelas
tais como as mitocondrias e nucleos, podendo levar a lesdo e inibir o crescimento
celular (MOTSKIN et al., 2009; GHOSH; CHAKRABORTY; MUKHERJEE, 2013).
Outros estudos sugerem que nanoparticulas de TiO, tem um baixo efeito genotoxico
e citotdxico e que certos tipos de nanoparticulas HA podem até mesmo melhorar a
viabilidade celular e ajudar na proliferacdo celular. Esta controvérsia pode ser
parcialmente explicada pelas diferencas nas propriedades fisico-quimicas de
nanoparticulas de TiO, e HA, particularmente, o seu tamanho, forma e carga de
superficie (CHEN et al., 2011; ZHU, EATON; LI, 2012).
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Figura 22 - Efeito de particulas de TiO, e HA na inibicdo da linhagem celular
NIH/3T3 exposto a 24 e 48 h. Os dados estdo expressos como médias + SEM.
Letras mailsculas indicam diferencas significativas entre o tipo de particulas e letras
minusculas indicam diferencas significativas no periodo de tempo testado. Teste de
Tukey (p <0,05).
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5.5.2 Determinagéo da citotoxidade dos filmes

A fig. 23 mostra a citotoxidade de nanocompdsitos contendo diferentes
concentragfes de nanoparticulas de TiO, e HA. Embora possa ser visto que nao
existe diferenca significativa entre a taxa inibidora dos dois tipos de nanoparticulas
testadas (TiO, e HA e Agar), observa-se que o0 aumento de concentracdo de
qualquer nanoparticula além de 0,5% resulta numa reducdo significativa da
citotoxidade, o que poderia ser explicado por uma provavel degradacdo, em maior
nivel, para os nanocompodsitos com menor % de particulas, entretanto tal hipotese
devera ser investigada em ensaios de degradacdo e biodegradacdo. Além disso,
estudos também tém relatado que estruturas nanométricas de HA possuem uma
significativa capacidade de diminuir a morte celular por apoptose e, por conseguinte
melhorar a proliferacao celular e a atividade das células 6sseas (CAl et al., 2007; LI
et al., 2008). A proliferacdo e diferenciacdo celular melhorada podem ser devido as
propriedades de superficie superiores em nanoparticulas, na verdade materias
nanométricos tem maior area e rugosidade de superficie, o que resulta em melhores
adesdo celular e interacdo célula-matriz (WEBSTER et al., 2001; CAI et al., 2007,
WANG,; LIU; GUO, 2010).
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Figura 23 - Efeito de nanocompdsitos de TiO, e HA na inibicdo da linhagem celular
NIH/3T3 apos a exposicdo do material a meio de crescimento de células durante 24
h e 72 h. Os dados estdo expressos como médias + SEM. Letras mailsculas
indicam diferencas significativas entre o tipo de particulas e letras minasculas
indicam diferencas significativas nas concentracdes utilizadas. Teste de Tukey (p
<0,05).
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6 Conclusodes

1. A adicdo de nanoparticulas de TiO, ou HA nas concentracdes usadas neste
estudo conduziu a melhorias nas propriedades mecanicas dos filmes de Agar,
tornando os materiais mais rigidos, o que fica bastante evidente quando
observamos o incremento do modulo de elasticidade dos nanocompadsitos em
relacdo ao polimero de Agar.

2. O material ndo apresentou atividade antibacteriana significativa, entretanto os
materiais baseados em HA, independentemente do tempo estimado,
apresentaram atividade antibacteriana, 0 que parece ser uma alternativa
viavel a ser pesquisada, visto que a HA vém sendo explorada com éxito em
diversas aplicacdes em diferentes areas.

3. Os materiais ndo demonstram toxicidade celular, o0 que demonstra que a
metodologia pode produzir um material com caracteristicas promissoras para
varias aplicacfes, incluindo a engenharia de tecidos.

4. O bom desempenho das propriedades mecéanicas dos nanocompositos
aumenta as areas potenciais para estudo e aplicacdes em campos que
exigem mais mecanicamente.

5. As aplicacdes de HA e TiO, ndo estdo restritas a uma determinada area da
ciéncia, tais materiais ttm um grande potencial para material de enchimento
reforcado e introducdo de hibridos melhorando as propriedades fisico-
quimicas da matriz de polimeros, como também, baixo custo e possibilidade
de sua incorporagdo em outros materiais.

6. Embora as caracterizacbes realizadas tenham demonstrado resultados
positivos e promissores, por tratar-se de um material novo, mais técnicas de
caracterizacdo deverdo ser empregadas para que se possa melhor
compreender o comportamento e as propriedades deste material, a fim de

que se determine mais claramente suas possiveis aplicacoes.
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7 Fontes de Financiamento

A execucdo do presente trabalho conta com o apoio financeiro da CAPES,
FINEP e do CNPQ.



8 Cronograma de execucao
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Periodo
Atividades (Semestral)

10 20 30 40
Revisdo bibliogréfica ok
Definicdo dos materiais que serdo utilizados ok ok
Definicdo das particulas e do polimero que serdo explorados. ok
Definicdo da metodologia de obtencéo das nanoparticulas ok
Obtencgé&o das nanoparticulas ok
Caracterizacao das particulas por MEV e RAMAN ok
Definicdo da metodologia de elaboracéo do filme e nanocompésito | ok
Sintese do filme e nanocompdésito ok
Ensaios mecanicos no polimero e nanocompaosito ok
Qualificacao do projeto ok
Caracterizacdo do polimero e nanocompadsito por MEV e RAMAN ok
Ensaios de citotoxicidade ok
Ensaios microbiolégicos ok
Apresentacgao de trabalho em Congressos ok ok ok
Publicacéo de trabalho em revista ok
Envio da dissertacdo para banca ok
Defesa da dissertagao ok
Correcdes necessérias, publicagdo e divulgacdo dos resultados e ok

possivel producao de patentes
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