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Preparagdo e caracterizagdo de Matrizes Nanoparticuladas na Base de Oxido de Zinco e
Polimeros Biodegradaveis para a Libera¢ao Controlada de Antimicrobianos

Resumo

No presente trabalho foram desenvolvidos trés sistemas de liberagdao controlada de
antimicrobianos de interesse agricola, como nanoparticulas de o6xido de zinco (ZnO)
carregando doxiciclina, nanoparticulas de alginato-quitosana carregando curcumina e
nanofibras poliméricas de policaprolactona-alginato e gelatina carregando curcumina. A
atividade antimicrobiana e as cinéticas de liberacdo foram avaliadas em cada um dos sistemas
estudados.

Foram sintetizadas e caracterizadas nanoparticulas de 6xido de Zinco (ZnO) pelos métodos
sol-gel, hidrotérmico e hidrotérmico assistido por microondas. Os compostos foram testados
frente as bactérias E. carotovora, Pantoea sp, E. coli e S. aureus, apresentando acdo
antimicrobiana. O efeito antimicrobiano também foi avaliado por efeito fotocatalitico, onde
foi evidenciada a eficiéncia do tratamento pela formacdo de defeitos na superficie como
vacancias de oxigénio e zinco intersticial. Estudos de EPR “spin trap” demostraram a relacdo
entre densidade de defeitos de superficie e producdo de radicais livre como radical hidroxila.

Os estudos de absor¢do de dessorcdo de doxiciclina nas nanoparticulas de dxido de zinco
(ZnO) mostraram a eficiéncia da matriz como plataforma de liberacdo controlada de farmacos
cationicos como doxiciclina.

As nanoparticulas poliméricas alginato-quitosana carregando curcumina apresentaram
tamanhos de particula entre 125 e 500 nm. Foram avaliadas frente as bactérias E. coli e S.
aureus nao apresentando atividade antimicrobiana. Os estudos de liberagao de curcumina
mostraram dependéncia de pH.

As nanofibras poliméricas obtidas apresentaram diametros entre 215 — 1000 nm. O
recobrimento da fibra concéntrica policaprolactona-alginato prolongou o tempo de liberagao
“in vitro” da curcumina. As fibras poliméricas ndo revelaram a¢ao antimicrobiana nas bactérias
testadas.

Palavras chaves: nanoparticulas de 6xido de Zinco, nanoparticulas poliméricas alginato-
guitosana, nanofibras poliméricas, antimicrobiano.
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Characterization and Preparation of Zinc Oxide Based Nanoparticles Matrix and
Biodegradable Polymers for Controlled Antimicrobial Release.

Abstract

In the present work three systems of controlled release of doxycycline and curcumin for
agricultural use were developed as nanoparticles of zinc oxide (ZnO) carrying doxycycline,
alginate-chitosan nanoparticles carrying curcuma and polymeric nanofibers of
polycaprolactone-alginate and gelatin carrying curcuma. The antimicrobial activity and release
kinetics were evaluated in each system under study.

Nanoparticles of zinc oxide (ZnO) were prepared and characterized by microwave-assisted
sol-gel, hydrothermal methods. The compounds were tested against the bacteria E.
carotovora, Pantoea sp, E. coli and S. aureus that exhibited antimicrobial action. The
antimicrobial effect was also evaluated by photocatalytic effect, where the efficiency of the
treatment was evidenced by the formation of surface defects such as oxygen and interstitial
zinc vacancies. EPR "Spin Trap" studies have demonstrated the relationship between surface
defect density and free radical production as the hydroxyl radical.

Studies of doxycycline desorption uptake in zinc oxide (ZnO) nanoparticles have shown matrix
efficiency as a platform for the controlled release of cationic drugs such as doxycycline.

The alginate-chitosan polymer nanoparticles carrying curcuma had particle sizes between 125
and 500 nm. They were assessed against the E. coli and S. aureus bacteria that exhibited no
antimicrobial activity. The release studies showed pH dependence.

The obtained polymer nano-fibers had diameters between 215-1000 nm. Coating of
polycaprolactone-alginate concentric fiber extended the in vitro release time of curcuma. The
polymer fibers exhibited no antimicrobial action on the tested bacteria.

Key words: Zinc oxide nanoparticles, alginate-chitosan polymer nanoparticles, polymer nano-
fibers, antimicrobial.
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Capitulo 1

1. Introducao e Revisao da Literatura
A economia brasileira é uma das mais dindmicas dos paises emergentes, destacando-

se pela massiva producdo e exportacao de alimentos. Em 2015 o desempenho do PIB agricola
mostrou um aumento de 1,8% alcancando valores de 450,3 bilhdes contrastando com o pobre
desempenho dos outros componentes da economia que mostraram uma contracdo de 3,8%
no mesmo periodo (Novaes, 2016; Oliveira, 2017).

O aumento do PIB agropecudrio representa 30 % do setor pecudrio e 70% do setor
agricola respectivamente. Dentro do segmento agricola destaca-se o setor das hortalicas com
uma darea plantada préxima a 815.000 hectares com producdes estimadas em 23 milhdes de
toneladas que representam um valor no mercado de 14,21 bilhdes de reais por ano
(Nascimento and Tavares, 2011; Monteiro et al., 2014). A producdo de hortali¢cas continua em
expansdo refletindo no uso intensivo de mao de obra, estimado em 3,8 emprego/hectare.
Esse segmento da economia gera empregos diretos para 2 milhdes de pessoas, constituindo-
se numa das principais fontes de emprego no Brasil (Cleonice et al., 2016), embora o setor
apresenta expectativas de crescimento tanto em areas cultivadas como em produtividade.

Essa agroindustria enfrenta novos desafios como o controle de fitopatdégenos que
permitam manter a produtividade de forma eficiente e segura. De acordo a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), atualmente o Brasil estd classificado em alto risco em
relacgdo a ameacas fitossanitarias no setor de hortaligas, destacando-se doengas como a
podriddo mole, classificada como uma das enfermidades mais destrutivas que afetam a
producgado de hortalicas, legumes, frutas e ornamentais (Bhat et al., 2010).

Essa doenca é causada por bactérias da familia Enterobacteriaceae destacando-se
Erwinia carotovora, responsavel pela podriddao mole da batata (Carvalho et al., 2008) e outras
bactérias do género Pantoea sp que geram a podridao do bulbo em cebola, tubérculos e
enfermidades como da mancha folhar em milho (Pérez-y-Terrén et al., 2009; Vahling-
Armstrong et al., 2016).

O controle destas bactérias fitopatogénicas é dispendioso pela capacidade de
adaptacdo destes patégenos em diferentes ambientes como agua e solo, mantendo-se vidveis
por longos periodos de tempo. A grande incidéncia destas doencas pode ocasionar perdas de
aproximadamente 40% das lavouras e até 100% dos tubérculos estocados prontos para

comercializagao.



Diferentes estratégias tém sido usadas no controle dessas bacterioses como o uso de
boas praticas culturais e sanitdrias durante o periodo de producao das lavouras; também sao
recomendadas aplica¢Ges periddicas preventivas de antimicrobianos e fungicidas cupricos tais
como Agrimacin (Sulfato Tribasico de cobre+ oxitetraciclina) e Mycosheld que é uma
Férmulacdo baseada em oxitetraciclina com registro e autorizacdo do MAPA.

A eficiéncia destes tratamentos é baixa devido a localizacdo dos patdégenos nas
lenticelas e tecido vascular das plantas infetadas, evitando o contato com o agente
bactericida, fazendo o tratamento pouco eficiente no controle desta doenca (Carvalho et al.,
2008). Antibidticos como estreptomicina, gentamicina, acido oxolinico e oxitetraciclina sao
de amplo uso na area agricola destacando-se o setor de hortalicas e frutas (McManus and
Stockwell, 2001; Stockwell and Duffy, 2012).

O alto consumo destes antibidticos vem sofrendo uma série de restrigGes,
relacionadas com o efeito residual (bioacumulacdo), o alto custo e eventos de resisténcia. E
importante salientar também que diferentes trabalhos relacionam o uso de antibidticos com
casos de resisténcia em bactérias fitopatogénicas como Erwinia amilovora, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas syringae e Xanthomonas campestris (McManus and Jones, 1994;
McManus and Stockwell, 2001).

Além dos eventos de resisténcia, a aplicagdao de antibiéticos baseadas nas Férmulagdes

convencionais gera outro tipo de problemas como inativagdao dos compostos ativos por
processo de intemperismo, filtracdo e lixiviagdo que compromete a sustentabilidade do solo,
microbiota e fontes de agua (Fraceto et al., 2016).
Embora ndo existam dados precisos do consumo de antibidtico no setor agropecuario no
mundo, estima-se que o consumo atual de antibiéticos é de 64000 toneladas por ano,
destacando-se o0 uso ndo terapéutico para crescimento de gado (70%), discrepando com as
baixas porcentagens de uso agronémico estimadas na faixa 0,2-0,4% do total consumido
(O’Neill, 2015).

Atualmente no Brasil ndo existem estatisticas em relagao ao consumo de antibidticos
no setor agropecuario, no entanto estudos relatam alto consumo, de tetraciclinas que sao
antibioticos considerados bacteriostaticos (Regitano and Leal, 2010). O modo de ac¢do das
tetraciclinas baseia-se na ligacdo a sub- unidade 30S ribosomal que bloqueia a ligacdo com

RNA, por tanto a sintese de proteinas nas bactérias tratadas. Os principais farmacos dos



grupos das tetraciclinas sdo oxitetraciclina, doxiciclina e clortetraciclina (Borghi and Palma,
2014).

Além das tetraciclinas encontra-se relatos na literatura de antimicrobianos naturais
como a curcumina (Negi et al., 1999; Aggarwal et al., 2007). Sua atividade antimicrobiana estd
relacionada com a capacidade de bloquear o processo divisdo do citoplasma, inibindo a acdo
da proteina FtsZ envolvida no processo de polimerizacdo dos microtubulos, como também a
capacidade de disturbar as membranas plasmaticas (Rai et al., 2008; Tyagi et al., 2015).
Relatos na literatura descrevem acdo antimicrobiana usando curcumina frente a bactérias de
alimentos e fungos fitopatogénicos, relacionada com a diminuigao do fator de viruléncia das
bactérias (Kim et al., 2003; Balbi-Pefia et al., 2006; Rudrappa and Bais, 2008; Gul and Bakht,
2015).

O alto consumo de antibidticos no setor agropecuario estd associado a resisténcia
antimicrobiana cada vez mais recorrentes demostrando uma necessidade de desenvolver
novas estratégias de terapias nessa area. Dessa maneira, o presente trabalho visou o uso de
antimicrobianos naturais e sintéticos como a curcumina e a doxiciclina, no desenvolvimento

de sistemas de liberacdo controlada frente a bactérias fitopatogénicas.

1.1 Sistemas de liberagao controlada de uso agricola
A liberagdo controlada é definida como a transferéncia ou permeacao regulada de um

ingrediente ativo de um reservatério ou sistema, para o local de interesse.
O uso na agricultura destes sistemas tem ganhado relevancia nos ultimos anos, pelas claras
vantagens frente as Férmulagdes convencionais, tais como:

e A protecdo de principio ativo contra fatores ambientais,

A manuten¢do constante na concentragdo do ingrediente ativo por periodos de

tempo prolongados,

A diminuicado das doses,

A reducdo de perdas por evaporacao e lixiviacao,

e Adiminuicdo de eventos de fito-toxicidade e de resisténcia a antibidticos.
Matrizes nanoparticuladas (nanoparticulas poliméricas, nanofibras poliméricas, nanotubos
de carbono e éxidos metalicos nanoparticulados) podem ser usadas em diferentes areas da
agricultura como modificacdo genética de plantas, producdo e protecdo vegetal,

melhoramento quimico e fisico do solo. Na area de protec¢ado e producao vegetal sdo utilizadas



como plataformas na liberacdo de produtos como adubos, feromaonios, pesticidas, fungicidas,
herbicidas (Gogos et al., 2012; Fraceto et al., 2016; Maruyama et al., 2016).

Na protecdo vegetal matrizes nanoparticuladas, permitem o ingresso de compostos
ativos nos tecidos vegetais, através de estomas, lenticelas ou sistema radicular (Wang et al.,
2016). O ingresso através dos estomas requer um tamanho promedio de 50 nm, o movimento
através da rota apoplastica tem um tamanho de exclusdo entre 5-20 nm e o transporte através
da banda de caspari tamanhos < 10 nm (Eichert et al., 2008; Ma et al., 2010; Aubert et al.,
2012).

O uso desses sistemas tem despertado interesse, tendéncia que se vé refletida no

numero de patentes e artigos cientificos publicados como apresentado na Figura 1.
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Figura 1 Numero de patentes e artigos publicados, classificados por sistemas e paises nos
anos 1995-2012 adaptado do trabalho de Gogos et al. 2012.

Os maiores numeros de patentes depositadas estdo classificados nas areas de
melhoramento fisico e quimico do solo, producao e protecdo vegetal. Diferentes categorias
estdo incluidas na drea de protecao vegetal como melhoramento da disponibilidade e
estabilidade dos compostos ativos, o uso de novos agentes antimicrobianos, o uso de matrizes
inertes para liberagdo controlada e prolongada dos agentes de protecao vegetal (Goverment,
2016).

Empresas multinacionais como “BASF Group”, “Shikefeng Chemistry”, “Suzhou Setek”,

“Vive Crop Protection” e “Dow AgroSciences sdo os principais depositantes de patentes neste

setor. Algumas familias de patentes reivindicam o uso plataformas inorganicas de silicio e
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zeolita carregando nanoparticulas de prata como sistemas antimicrobianos como descrito na
patente W0201362163A1. A Fundacdo para apoio da pesquisa da Universidade Central da
Flérida reivindica o uso de uma Férmulacdo baseada em silica carregando nanoparticulas de
cobre para o tratamento do cancer dos citros e fungos patogénicos como narrado na patente
W02010068275A1 (Swadeshmukul, 2010; Kwon, 2013).

Em geral, na drea agricola existem 128 familias de patentes relacionadas com materiais
nanoparticulados concentrando-se em sistemas para o melhoramento fisico e quimico do solo
além de agentes de protecdo vegetal. E importante ressaltar que atualmente o nimero de
produtos no mercado é baixo em comparacdo com o numero de patentes depositadas. A
Empresa “Vivecrop”, comercializa Formula¢cdes de nanoparticulas poliméricas carregando
inseticidas e FormulagGes nanoparticuladas de fungicidas baseados em estrobilurina
(protection, 2017).

Dos trabalhos relatados na literatura existem diferentes sistemas nanoparticulados de
uso agricola com escala compativel ao tecido vegetal. Dentre esses sistemas podemos citar as
nanoparticulas de éxido metalico, as nanoparticulas poliméricas, as nanofibras poliméricas

gue sdo as estratégias empregadas neste trabalho.

1.2 Nanoparticulas metalicas
Nanoparticulas metalicas como éxidos metalicos em escala nanométrica sao definidos

como estruturas em que pelo menos uma das suas dimensdes (largura o comprimento) esta
na faixa de 1-100 nm (Auffan et al., 2009; Schmid and Fenske, 2010). Materiais nesta escala
ostentam varios atributos em comparagdao com materiais ndo nanométricos com a mesma
composicdo quimica, como maior drea de superficie, maior energia de superficie e aumento
das reacdes redox (Auffan et al., 2009; Phogat et al., 2016).

E conhecido que diversas particulas metélicas e éxidos metalicos apresentam efeito
antimicrobiano, dentre elas se destacam as nanoparticulas de prata, éxido de prata (Ag20),
oxido de titanio (TiO2), 6xido de cobre (CuQ), 6xido de magnésio (MgO) e dxido de zinco (ZnO)
(Dizaj et al., 2014).

Assim, o presente trabalho serd focado na preparacdo de éxido de zinco (ZnO) em
razdo das suas propriedades antimicrobianas, como também sua inocuidade pelo qual é
considerado um material seguro e aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) érgao

regulatério americano (Raghupathi et al., 2011; Administration, 2016).



1.3 Oxido de zinco (ZnO)

O o6xido de zinco (ZnO) é definido como um semicondutor com caracteristicas iGnicas
e covalentes, este material é considerado um dos mais versateis devido as propriedades
como: alta estabilidade quimica, amplo rango de absorcdo, amplo “band gap” de 3,37,
estabilidade mecanica e térmica que permite aplicacbes optoeletronicas (Kotodziejczak-
Radzimska and Jesionowski, 2014) além da reconhecida atividade antifungica (Mitra et al.,
2011).

A atividade antimicrobiana de nanoparticulas de dxido de zinco (ZnO) é associada por
varios fatores fisicos e quimicos. Diferentes trabalhos descrevem a eficiéncia antimicrobiana
por efeitos abrasivos das nanoparticulas sobre as membranas plasmaticas, relacionando com
menores tamanhos de particula e com maior eficiéncia bactericida (Jones et al., 2008; Navale
et al., 2015). O efeito abrasivo estd relacionado com a morfologia da particula encontrando-
se maior efeito antimicrobiano em estruturas com formas de flores (Cai et al., 2016). Além
do tamanho outro fator envolvido é o efeito téxico de ions de Zn?* que interagem com os
clusteres de Ferro-enxofre, substituindo o ferro levando a quebra do cluster. A quebra do
cluster inibe o transporte de elétrons, induzindo a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Lemire et al., 2013).

Devido a sua natureza como semicondutor as nanoparticulas de éxido de Zinco (ZnO)
possuem atividade antimicrobiana pela producdo de espécies reativas de oxigénio; neste
processo as nanoparticulas irradiadas com uma fonte de luz UV, promovem a transferéncia
de elétrons da banda de valéncia para a banda de condugdo, formando-se elétrons buracos
com alto poder oxidante e elétrons na banda de condugdo com capacidade redutora que em
conjunto com moléculas de dgua podem formar espécies reativas de oxigénio como radical
hidroxila, peréxido de hidrogénio e anion superéxido (Kansal et al., 2008).

Estas espécies radicais sdo responsaveis pela quebra das moléculas de DNA e perda de
fluidez da membrana que levam aos processos de peroxidagao lipidica e finalmente processo
de vazamentos de material citoplasmadtico (Liu et al., 2013). A eficiéncia na producdo de
espécies reativas de oxigénio esta relacionada pela densidade de defeitos de superficie nos
6xidos metalicos, onde os defeitos funcionam como nucleos cataliticos promovendo reacdes
de oxirreducdo permitindo a formacao de diferentes espécies reativas de oxigénio (Pacchioni,

2003; Dutta et al., 2013; Lakshmi Prasanna and Vijayaraghavan, 2015).



Diferentes métodos de sintese sdo descritos na obtencdao de nanoparticulas de ZnO
como deposicdo quimica de vapor, condensacdo molecular, ablacdo por laser, processo
sonoquimico, rota sol-gel, sintese hidrotérmica e por ultimo hidrotérmica assistida por
microondas (Charitidis et al., 2014). Este trabalho estara focado principalmente nos métodos
de sintese sol-gel, hidrotérmica e hidrotérmica assistida por microondas, porque sdo métodos
gue ndo precisam de uma infraestrutura complexa, sdo econdmicos e ambientalmente
aceitos.

Além das vantagens descritas anteriormente estes métodos permitem controlar
parametros como morfologia e tamanho de particula que sdo varidveis importantes para

aplicacdes na area agricola (Shandilya et al., 2016).

1.3.1 Sintese Sol-Gel
O método de Sol-gel é usado na preparacdo de matériais inorganicos e ceramicos,

partindo das misturas de precursores em solucdo que formam uma suspensao coloidal o “Sol”
com dimensdes na escala de 1 nm-1 um. O sistema coloidal é formado por processos de
hidrdlise e poli-condensacdo de precursores como metal-alcéxidos. Na primeira etapa se faz
uma solucdo dos precursores em agua o solventes organicos misciveis com agua, permitindo
o processo de hidroélise no qual se substituem grupos hidroxilo por grupos alcéxidos, seguido
pela fase de condensagdo que leva a formagdo de um sistema coloidal, seguindo uma fase de
desidratacdo do solvente e formagdo de um xerogel finalizando com a fase de calcinagao

(Danks et al., 2016).

1.3.2 Sintese Hidrotérmica
Este método é definido como uma reagdo quimica que se produz quando o solvente

usado é mantido em condi¢cGes de temperaturas superiores ao ponto de ebulicdo e uma
pressdao maior que uma atmosfera. Dependendo dos solventes usados sdo classificados os
métodos de sintese como hidrotérmica, amoénio-termal, alcool-termal (Jensen, 2013). A
sintese hidrotérmica explora as mudanc¢as fundamentais da agua quando e submetida em
condicdes de alta temperatura e pressao. Nestas condicdes o solvente experimenta mudancas
fisicoquimicas como decaimento da constante dielétrica, que permite a precipitacdo de
compostos polares como sais metdlicos, ocasionando saturacdo no sistema dando inicio ao

processo de nucleacdo (Dunne et al., 2015).



Em este tipo de sintese precursores como cloreto, sulfato, nitrato, e acetato de zinco
sdo precipitados a seu respectivo alcéxidos, com ajuda de bases como KOH, NaOH para gerar
a fase de hidrodlise seguido pela fase de desidratacdo como mostrado nas equacgdes 1 e 2
(Bamiduro et al., 2014).

Zn**(aq) + 20H (aq) + 2Na™ (aq) - Zn(OH),(aq) + 2Na*(aq)  Equagdo 1
Zn(OH), (aq) - Zn0(s) + H,0 (1) Equagdo 2

Durante a fase de desidratacdo acontece o processo de formacdo do cristal de éxido
de zinco (Zn0), que esta controlado por eventos de saturacdo do sistema e nucleagdo que
ocorrem em forma simultanea. O modelo de crescimento do cristal é descrito de forma geral
usando o modelo de Lemer para coloides monodispersos, onde a taxa de formac¢do dos
nucleos metadlicos depende da taxa de saturacdo do sistema. O tamanho final da particula
depende da formacgdo dos nucleos metélicos, que dependem do nivel de satura¢do do sistema.

Em sistemas saturados o processo de nucleacdo é ativado até consumir os precursores
precipitados formando nucleos de tamanhos pequenos. Quando os precursores sao
consumidos e a taxa de saturacdo diminui, o crescimento do cristal continua por outro
processo, onde os pequenos nucleos metalicos remanecentes sdo acrescentados nos nucleos
ja existentes por um processo chamado de maturacdo de Oswald que levam a um aumento

de tamanho (Dunne et al., 2015).

1.3.3. Sintese Hidrotérmica assistida por microondas
A sintese hidrotérmica assistida por microondas, € um método rdpido, econémico e

sustentavel usado para produzir nanoparticulas inorganicas em fase aquosa; este método usa
o0 mesmo principio da sintese hidrotérmica e se diferencia desta pelo mecanismo de
aquecimento (Kharisov et al., 2012). As microondas sdo ondas eletromagnéticas com
frequéncias na faixa de 0,3- 300 GHz com comprimentos de onda entre 1 mm — 1 m (Zhu and
Chen, 2014). O mecanismo de aquecimento da radiacdo de microondas esta sustentado em
processos de polarizacao dipolar e conduc¢ao, conseguindo aquecer qualquer tipo de material
composto por cargas elétricas moveis como moléculas polares presentes em um solvente ou
um solido.

Durante o aquecimento de moléculas de dgua, as mesmas se orientam e se alinham
com o campo magnético aplicado, mudando de dire¢do com relagdo ao campo de 2,5 bilhdes
de vezes por segundo, provocando choques, giros e atrito entre elas, que aumentam a
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temperatura do sistema por um curto periodo de tempo. Esse fendbmeno permite um
aquecimento rapido, uniforme e eficiente com a vantagem de que o aquecimento se faz
diretamente sobre a solucdo dos materiais de partida. Esse processo se diferencia do método
aquecimento por convecc¢do-conducdo usado em reatores, que precisam primeiro do
aquecimento das paredes do reator que transfere o calor das paredes aos reagentes em
solucdo gerando gradientes de temperatura que perturbam uniformidade do tamanho nos
materiais obtidos (Zhu and Chen, 2014).

As matrizes metdlicas nanoparticuladas proporcionam amplas vantagens no setor
agricola nas areas de producdo e protecdo de lavouras, mas ainda faltam estudos que
determinem sua possivel toxicidade. Nanoparticulas de oxido de prata (Ag:0) e d6xido de
titanio IV (TiO2) podem-se acumular em tecidos vegetais e eventualmente se introduzir na
cadeia alimentar. Para evitar esses riscos, atualmente estdo sendo avaliadas nanoparticulas
poliméricas usando matrizes indcuas e baratas como amido, alginato e quitosana (de-Luque,

2014).

1.4 Nanoparticulas poliméricas
Nanoparticulas poliméricas sdo definidas como coloides, particulas sélidas com

tamanho entre 100-1000 nm (Rao and Geckeler, 2011). Diferentes matrizes poliméricas tém
sido usadas no desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada no setor agricola.
Destacando-se o uso de polimeros biodegradaveis pelas diferentes vantagens como baixo
custo, ndo apresentam toxicidade, como materiais de compostagem depois do processo de
liberacdo, alta disponibilidade. Diferentes matrizes tém sido usadas na preparacdo de
nanoparticulas como amido, dextrano, celulose, goma arabiga, pectinas, alginato e quitosana
(Campos et al., 2015; Kashyap et al., 2015).

Hidrogeis de alginato-quitosana s3ao matrizes usadas para liberacdo controlada de
adubos, herbicidas, inseticida e antimicrobianos. As caracteristicas fisico-quimicas do alginato
permitem o processo de gela¢do influenciado por fatores como peso molecular e densidade.
O alginato é um polimero linear ndao ramificado composto por sub-unidades de acido a-L
galurdnico o sub-unidades G e B-D manuronico (Rehm, 2009). O processo de gelacdo acontece
com o empilhamento de blocos de acido galurénico em presenca de cations divalentes ou

polimeros catidnicos como quitosana. Esse empilhamento forma uma estrutura tipo broche



chamada modelo de caixa de ovos que permite formacdo de nano- géis, nano e
microparticulas (Donati et al., 2005).

A quitosana é um copolimero composto por sub-unidades de [B(1-4) D Glucosamina
gue é obtido a partir da quitina (Rinaudo, 2006). A quitosana é considerada uma base pela
presenca de um grupo amina primario dentro da sua estrutura, com um pK, estimado de 6,3
caracteristica que permite sua solubilidade em solugdes acidas diluidas com valores de pKa
menores a 6,0 (Pillai et al., 2009; Szekalska et al., 2017).

Neste trabalho foram desenvolvidas nanoparticulas poliméricas de alginato quitosana
carregando curcumina com o intuito de serem usadas como sistemas de liberacdo controlada
de uso agricola. Vale salientar o uso na area agricola de outros sistemas como nanofibras
poliméricas usadas na protecdo de sementes e na area de alimentos no desenvolvimento de

embalagens carregando compostos antimicrobianos naturais.

1.5 Nanofibras poliméricas
Nanofibras poliméricas sdo fibras com diametro na escala de 100-1000 nm, preparadas

pela técnica de eletrofiacdo. Esta técnica esta baseada na injecdo de solugdes poliméricas
através de uma agulha na presenca de um campo elétrico permitindo a formacao e deposicdo
sobre uma placa coletora (Schiffman and Schauer, 2008).

No processo de formacgdo das fibras os polimeros sdao previamente solubilizados; as
solu¢des apresentam caracteristicas dielétricas compostas por cargas positivas e negativas.
Quando sdo submetidos a campos elétricos fortes, as cargas sao acumuladas na solugao que
fluem através da agulha formando uma gota, que se estende criando o cone de Taylor, a gota
estendida é projetada sobre a placa coletora formando as fibras.

Parametros como solubilidade do polimero, tipo de solvente, viscosidade da solugdo e
constante dielétrica afeta a qualidade e diametros das fibras. Outras varidveis que afetam o
processo de formacdo das fibras sdo a taxa de vazamento, o potencial elétrico aplicado, o
didametro da agulha e distancia entre a placa coletora (Schiffman and Schauer, 2008).
Diferentes matrizes poliméricas sdao usadas na preparacdao das nanofibras como alginato,
quitosana, celulose, amido e gelatina que sdo usados pelas vantagens anteriormente
relatadas.

As fibras preparadas com a técnica de eletrofiacdo apresentam étimas caracteristicas,

tais como maiores areas de superficie em relagdo ao volume, maior area de contato e
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porosidade ajustavel, além de permitir a incorporacao de diferentes produtos controlando a
liberacao.

Diferentes estratégias tém sido usadas na formacdo de nanofibras poliméricas
baseadas em biopolimeros como alginato e quitosana bem como blendas com
policaprolactona, gelatina, Polivinil dlcool PVA, dxido de polietileno PEO e gelatina (Puoci et
al., 2008).

A policaprolactona (PCl) é um polimero hidrofébico semicristalino que apresenta um
ponto de fusdo baixo, na faixa de 59-64°C, apresenta boa compatibilidade na formacdo de
blendas com outros polimeros biodegradaveis, como amido, PLA, entre outros.

A PCI é sintetizada por polimerizagao de abertura de anel de mondmeros ciclicos de ¢-
caprolactona junto com catalisadores, como octanoato de estanho e alcoois de baixo peso
molecular (Labet and Thielemans, 2009).

A gelatina é uma proteina hidrossoluvel obtida pela hidrdlise parcial de colageno.
Devido a sua origem, fatores intrinsecos como o tipo de coldageno podem influenciar nas
propriedades fisicoquimicas (Gomez-Guillén et al., 2011).

O uso de blendas poliméricas melhora a capacidade de eletrofiacdo, fornecendo
resisténcia mecanica. A literatura reporta diferentes tipos de nanofibras usadas no
desenvolvimento de embalagens para comercializagao de alimentos carregando compostos
naturais antimicrobianos como eugenol e moléculas detoxificantes que sao carregados em
nanofibras preparadas usando varias matrizes como polivinil alcool PVA, alginato, e proteina
zein. Estas embalagens sdao usadas para diferentes produtos como carne, legumes e frutos
frescos (Kayaci et al., 2013; Liu et al., 2016; Otoni et al., 2016; Peretto et al., 2017).

Neste trabalho foram preparadas nanofibras poliméricas usando matrizes biodegradaveis
carregando curcumina como agente antimicrobiano. Com o objetivo de avaliar sua eficiéncia

e cinéticas de liberacgao.

1.6 Motivagoes deste trabalho
No momento existe uma alta procura na industria do agronegdcio em desenvolver

novos sistemas antimicrobianos. Em razdo disto foram desenvolvidas trés diferentes
estratégias, nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO), nanoparticulas poliméricas e nanofibras

poliméricas carregando compostos antimicrobianos.
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As estratégias adotadas foram desenhadas com o objetivo de ser utilizadas como
matrizes de liberacdo baratas, indcuas que permitam liberar e manter o efeito bioldgico de
forma eficiente por longos periodos de tempo de antibidticos sintéticos como doxiciclina e
antimicrobianos naturais como curcumina. Ainda foi feita a exploracdo das propriedades

antimicrobianas das nanoparticulas éxido de zinco (ZnO).
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Objetivos
1.7 Objetivos gerais

Este estudo visa desenvolver matrizes para liberacdo controlada baseados em

nanoparticulas de oxido zinco (ZnO) carregando doxiciclina, nanoparticulas de alginato-

guitosana e nanofibras poliméricas carregadoras de curcumina e avaliacdo do efeito

antimicrobiano frente a bactérias fitopatogénicas.

1.8 Objetivos especificos

1.

Preparar e caracterizar as nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) obtidas pelos
métodos de sol-gel, hidrotérmico.

Avaliar o uso do tratamento térmico redutor na producdo de espécies reativas de
oxigénio nas nanoparticulas de dxido de zinco (ZnO) obtidas pelos métodos de sintese
sol-gel e hidrotérmico.

Avaliar a adsorcdo e liberacao controlada in vitro de doxiciclina nas nanoparticulas de
oxido de zinco (Zn0O).

Avaliar o efeito microbioldgico das nanoparticulas de dxido de zinco (ZnO) frente a
bactérias fitopatogénicas.

Avaliar a capacidade antimicrobiana de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnQO) por
efeito fotocatalitico.

Preparar e caracterizar as nanoparticulas de alginato-quitosana e nanofibras
poliméricas contendo curcumina.

Avaliar a liberagdo de curcumina a partir das nanoparticulas alginato-quitosana e das
nanofibras poliméricas.

Avaliar o efeito antimicrobiano da curcumina encapsulada nas nanoparticulas alginato-

quitosana e nanofibras poliméricas frente as bactérias E.coli e S. aureus.
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Capitulo 2 Materiais e Métodos

2 Materiais
Nitrato de zinco hexahidratado

Nomenclatura IUPAC: Nitrato de zinco
Férmula molecular: Zn(NO3),.6H,0
Massa molecular: 297,49 g-mol*

Fabricante: VETEC Brasil.

Acetato de zinco dihidratado
Nomenclatura IUPAC: Diacetato de zinco
Formula molecular: Zn(CH3CO3);:2H,0
Massa molecular: 219,50 g-mol*

Fabricante: VETEC Brasil.

Hidroxido de sédio

Nomenclatura IUPAC: hidréxido de sodio
Formula molecular: NaOH

Massa molecular: 39,99 g-mol™

Fabricante: VETEC Brasil.

Doxiciclina

NH,

OH O OH o (0]

Figura 2 Estrutura quimica da doxiciclina.

Nomenclatura IUPAC: (4S, 4aR, 5S, 5aR, R, 12aS) -4- (dimetil amino) -3,5,10,12,12A hidroxi-6
metil-1,11-dioxo-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahidro-2-tetraceno carboxi- amide)
Férmula molecular: Ca2H24N20s,

Massa molecular: 444,43 g-mol*
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Fabricante: VETEC Brasil.

Alcool etilico

Nomenclatura IUPAC: Etanol

Formula molecular: C2HsO

Massa molecular: 46,07 g-mol™

Fabricante: Synth Brasil.

Curcumina

Nomenclantura IUPAC: (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxi fenil)hepta-1,6-dieno3,5-diona
Formula molecular: C21H20011

Massa Molar: 368,37 g-mol™

Ponto de fusao: 180°C

Fabricante: Sigma Brasil.

Amido

Nomenclatura IUPAC: (2R,4R,5S)-2-[(2S,4R,5R)-3,4-dihidroxi-2,5-bis(hidroxi metil)
Formula molecular: C12H22011

Fabricante: Synth Brasil.

Alginato de sodio:

Formula molecular: C12H22011

Fabricante: Sigma aldrich

Viscosidade: 100-300 Cp (2%)

Lote: MKBG5630V.

Quitosana

Nomeclantura IUPAC: poli(1-4)-2-amino-2-deoxi-d-glucopiranosa.

Férmula molecular: CeH11NOg4

HO
B 7] 0]
HO ) OH
00
OH NH.
HO' NH,

n
Figura 3 Estrutura molecular da quitosana.

Massa molecular: baixo peso molecular 110000-150000 g-mol*
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Fabricante: Sigma Aldrich

Viscosidade: 20-300 cP ( 1% P/V em acido acético)

Lote: MKBH7256V

Policaprolactona

Nomenclatura IUPAC: (1,7)poliexopan-2-1

Férmula molecular: (CsH1002)n

massa molecular: 43000-50000 g-mol?

Fabricante: Polysciences USA.

Gelatina

Nomenclatura IUPAC: sdo misturas heterogéneas de proteinas solUveis em dgua com alto peso
molecular compostos por misturas de aminoacidos como alanina, valina, leucina, glicina entre
outros

Fabricante: Sigma Brasil.

Cloreto de Calcio

Nomenclatura IUPAC: Cloreto de Cdlcio anidro

Férmula molecular: CaCl,

Fabricante: Vetec Brasil.

Massa molar: 110,99 g-mol™.

Outros Reagentes
e Agua Milli-Q®
e Acido acético glacial (Grupo Quimica, Brasil)- teor minimo 99,8%
e Acetato de etila (Vetec, Brasil) —teor minimo 99,5%
e Brometo de potdssio para espectroscopia grau 1V, 99,9% de pureza
e Fosfato de sédio dibasico anidro, Vetec
e Dodecil sulfato de sédio LGC tecnologia
e Cloreto de sddio, Sigma, 99,0% de pureza

e Cloreto de potassio Merck, grau analitico

2.1 Preparag¢ao de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO)
Foram usados trés métodos de sintese em solucdo como o método de sol-gel, sintese

hidrotérmica usando autoclave de ac¢o inox e sintese hidrotérmica assistida por microondas.
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2.1.2 Sintese Sol-Gel
As nanoparticulas foram preparadas usando a metodologia de sol-gel descrita por

Vaezi (Vaezi and Sadrnezhaad, 2007) e Gusatti (Gusatti et al., 2011) com algumas
modificacbes. Foram preparadas duas solu¢cdes aquosas a 0,5 mol-L? de Zn(NOs),-6H,0 e
NaOH. Em um bal3o de trés bocas de 500 mL foi adicionado 150 mL da solucdo de NaOH, em
seguida goteou-se 150 mL de Zn(NO3z),-6H,0 a solugdo da base, sob agitagdo a 70°C por 2 h. O
produto obtido foi lavado e centrifugado com alcool etilico 4 vezes, secado em forno a 70°C

durante 12 horas.

2.1.3 Sintese hidrotérmica
As nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) foram preparadas de acordo ao método

descrito por Wei et al. com algumas adaptacGes (Wei et al., 2005). Foi realizada uma solucdo
metandlica a 0,5 mol-L™* de Zn(NOs),-6H,0 e uma solu¢do aquosa de NaOH a 0,5 mol-Lt. Em
um beaquer foram adicionados 50 mL de cada soluc¢do, sob agitacdo a temperatura ambiente
por 10 min. Apds esse tempo foram transferidas a uma autoclave revestida com teflon numa
faixa de 100-150°C durante 6 h. O produto final foi filtrado, lavado varias vezes com alcoo

etilico e secado em estufa a 70°C durante 12 horas.

2.1.4 Sintese hidrotérmica assistida por microondas
Nesta sintese foram solubilizados 0,2 g de Zn(CH3CO:), 2H,0 em 40 mL de etilenoglicol,

a essa solugao adicionou-se 0,4 mL de agua Milli-Q. Esta mistura foi homogeneizada durante
20 min a 40°C. Em seguida foram transferidas a um reator assistido por microondas (Milestone
Start-S microwave Digestion system). A mistura foi aquecida a 180 °C durante 6 min usando
uma taxa de aquecimento de 75°C-min! (Zhang et al., 2015). As nanoparticulas obtidas foram
lavadas e centrifugadas a 17000 rpm numa mistura 3:1 de etanol-agua. Finalmente foram

secadas em um forno a 60°C durante 12 h.

2.1.5 Tratamento térmico redutor
As amostras obtidas pelos métodos de sol-gel e método hidrotérmico foram tratadas

termicamente, num forno tubular a 500°C, com uma taxa de aquecimento de 5°C-mint por 2
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h, usando uma atmosfera redutora composta por uma mistura de 80% de nitrogénio e 20%

de hidrogénio.

2.2 Caracterizagoes fisicoquimicas
2.2.1 Difracao de raios X
O perfil cristalografico das nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) foram avaliados

usando a técnica de difracdo de raios X em pd, usando um difratébmetro Shimadzu XRD-700-
X-Ray equipado com um tubo de cobre e radiagdo CuKo= 1,5405A em angulos de 26 variando
de 4 a 80 graus e velocidade de varredura de 48-min. Os difratogramas das nanoparticulas
de 6xido de zinco (ZnO) foram comparados com o padrao 03-065-3411 da base de dados de
materiais inorganicos. Os tamanhos do cristal foram calculados usando a equacdo de Scherrer
(equacdo 3), que junto com outros parametros como largura dos picos permitem estimar o

tamanho do cristalito.

kA ~
b= FWHM Cos6 Equagao 3

FWHM = /B2 — b2 Equacio 4

Onde K= constante=0,9

A= comprimento de onda da fonte de raios X; KaCu= 1,54062 A
FWHM = largura da altura média do pico de estudo

b= largura média do padrao neste caso (b= 0,3563).

2.2.2 Espectroscopia Raman

As analises de espectroscopia Raman foram usadas para estudar a qualidade e
caracteristicas dos cristais das nanoparticulas de éxido de zinco (Zn0O), buscou-se identificar
algumas varia¢des entre os métodos de sintese usados. Os espectros foram obtidos usando
um micro-Raman system, equipado com um laser de Argon de 514 nm, poténcia de 25 mW e

resolucdo de 5 cm™.

2.2.3 Area de superficie e porosidade de particula
A técnica de adsor¢dao de nitrogénio sobre superficies de materiais € um método

amplamente usado na determinacdo de area de superficie, porosidade e distribuicdo de
poros. As amostras de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) foram estudadas usando um

analisador de area de superficie Quantochrome IQ. Inicialmente as amostras foram secadas a
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200°C por 8 h. posteriormente foram realizadas as medidas de area de superficie e porosidade

a77KkK.

2.2.4 Espectroscopia de reflectancia na regidao UV-Vis

A caracterizacdo do “band gap” das nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) foi feita
usando espectros UV-Vis por reflectdncia difusa. As medidas de reflectdncia foram feitas
misturando 5 mg de cada uma das nanoparticulas com 25 mg de BaSO4 depois de misturados
foram colocados na porta amostra. A reflectancia foi medida num espectrofotometro
Shimadzu SUV-2600. Com os dados de reflectancia se obteve o valor da fungdo Kubelka Munk

F(R) usando a seguinte equacao:

(1-R)?

F(R) = 2R

Equacdo 5

F(R) = funcdo Kubelka Munk; R= valor da reflectancia

Depois de obter os valores da funcao kubelka Munk foi substituida na funcdo proposta por

Tauc e Davis para obter o valor dos “band gaps” (Tauc et al., 1966; Davis and Mott, 1970).
(hvF(R))? = (hv — E,) Equagdo 6

v= frequéncia da vibra¢do; h= constante de Planck, E¢-valor do “band gap”.

2.2.5 Medidas de fotoluminescéncia

A fotoluminescéncia em nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) é um fen6meno que
estd relacionado com presenca de defeitos de superficie. Neste trabalho foi usada a
fotoluminescéncia para estudar o efeito dos métodos de sintese com a formacao de defeitos.
Os espectros foram registrados em dispersdes de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO)
usando um espectrofluorimetro Jobin Horiba Fluorolog equipado com laser de Xénon de 425

nm de comprimento de onda de emissao.

2.2.6 Ressonancia paramagnética eletronica
Os espectros de EPR foram registrados usando um espectrometro operando em banda

X (9,4 GHz) Miniscope MS4000 (Magnetech) a 77 K. Para deteccdo de espécies reativas de
oxigénio foi usado a ressonancia paramagnética eletrénica associada ao método de captura

de “spin trap”. Como armadilha de “spin” foram usados os compostos PBN (N-ter-butil-a-fenil-
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nitrona) e TEMP (Tetrametil-piperidina-1 — oxil). As amostras foram iluminadas com laser UV
(354 nm). Foram usados os seguintes parametros experimentais: poténcia de microondas 1
mW, amplitude do campo de modulacdo 0,2 mT, frequéncia de modula¢cdo 100 kHz e campo

central de 337 mT.

2.2.7 Dispersao eletroforética de luz
A dispersao eletroforética de luz é uma técnica usada para medir a movilidade dos

coloides em dispersdo. Esta técnica permite conhecera carga neta sobre a superficie das
particulas o potencial Z. As medi¢Oes de potencial Z foram feitas usando um equipamento
Zetasiser ZS Nanoseries, Malvern instruments, usando cubetas de poliestireno (DTS 0112).

Foram preparadas dispersdes nas concentracdes 0,1 mg-mL™* a 0,05 mg-mL*em dgua Milli-Q.

2.2.8 Microscopia eletronica de transmissao
A forma e tamanho das nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) foram analisados

usando microscopia eletrénica de transmissdo. Foram tomadas microfotografias com um
microscopio Tecnai G2-20 SuperTwin 200 kV do centro de microscopia da UFMG. As amostras
foram preparadas usando dispersdes de nanoparticulas numa concentrac¢do de 0,05 mg-mL™*
em alcool etilico que foram depositadas em grades de cobre com ajuda de uma micropipeta.
As microfotografias obtidas foram analisadas usando o software para analise de imagem

Gatan.

2.2.9 Testes de adsor¢ao e desor¢ao de doxiciclina
Os testes de adsorcao e desorcao de doxiciclina foram feitos seguindo a metodologia

descrita por Banerjee com modifica¢Ges (Banerjee and Chen, 2007). Foram usadas diferentes
concentrac¢des (4 mg-mL?; 3 mg-mL?; 1 mg-mL?) de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO)
obtidas pelas sinteses de sol-gel, hidrotérmico com amostras reduzidas e ndo reduzidas. Em
seguida foram misturadas 500 pL de cada uma das dispersdes de nanoparticulas de éxido de
zinco (ZnO) com 500 pL de solucdes de doxiciclina nas concentragdes de (2 mg-mL?*; 1 mg-mL
10,5 mg-mL?) em tubos eppendorf de 2 mL, sob agitacdo num shaker orbital a 200 rpm
durante 48 h. Depois as amostras foram centrifugadas usando uma ultra centrifuga a 13000
rpm. O sobrenadante foi coletado e quantificado por espectroscopia de UV a 273 nm usando

uma curva de calibracao de doxiciclina. A curva de calibracdo foi preparada nas concentragcdes
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0,05 mg:mL? — 0,01 mg-mL?! com R= 0,993. A porcentagem adsorvida de doxiciclina foi

calculada usando a seguinte equagado:

Ic ~
i X 100 Equagao 7

Ic = Massa de doxiciclina adsorvida
W1 = Massa da nanoparticula de 6xido de zinco (ZnO).

Os testes de desorcdo foram feitos utilizando 3 mg das nanoparticulas ZnO-doxiciclina
previamente liofilizadas, foi acrescentado 1 mL de agua Milli-Q. A mistura foi deixada em
agitacdo constante a temperatura ambiente. Foram retiradas aliquotas em diferentes
intervalos de tempo e substituindo o volume retirado por 1 mL de agua Milli-Q. Os
sobrenadantes foram quantificados usando a absor¢cdo UV-Vis em 273 nm. Os experimentos

foram feitos em triplicata.

2.2.10 Testes microbiologicos
Com o objetivo de avaliar o efeito antimicrobiano dos materiais sintetizados foi usado

o teste de suceptibilidade de difusdo em agar, subculturas das bactérias E. coli, S. aureus, E.
caratovora e Pantoeia sp foram crescidas em agar Tripticasa Soja (TSA); Muller Hinton durante
12 h a 37°C. A concentrag3o bacteriana foi ajustada numa densidade 6tica Op0,08-0,1 (1 x 108
células/mL). Foram depositadas sobre as placas de agar dispersdes de nanoparticulas de éxido
de zinco (ZnO) em pogos circulares de 5 mm de diametro com incubagao por 24 h. Apds este
tempo foi medido o halo de inibi¢do.

Também foram realizados testes de concentragdao minima inibitdria (MIC) seguindo a
metodologia descrita por “The Clinical & Laboratory Standards Institute” (CLSI) (CLSI, 2011).
Foram preparadas 9 diluicdes seriadas de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) em agua
Milli-Q, usando concentracdes de 10 mg-mL*a 0,05 mg-mL™. Cada poco foi inoculado com 50
uL com suspensdes da bactéria numa concentracdo 1x10° UFC-mL? e 50 pL de dispersdo de
nanoparticula. Apds as placas foram colocadas numa camara de irradiagdo com luz UV com
duas lampadas (LF-206.LS UVllite Uvitec) com comprimento de onda de emissdo em 365 nm
(Barnes et al., 2013) durante 4 h. Apds do tratamento de luz UV, foi acrescentado 20 uL do
corante resazurina, incubados por 20 min a 37°C. A intensidade de fluorescéncia foi medida
utilizando um comprimento de onda de excitacdo (Aex ) em 570 nm e comprimento de onda

de emissdo (Aem) em 590 nm (Balouiri et al., 2016).
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2.2.11 Atividade antimicrobiana e cinética de morte
O método para avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de éxido de zinco

(Zn0) carregando doxiciclina foi realizado utilizando subculturas das bactérias fitopatogénicas
E. carotovora e Pantoea sp. Foram preparadas suspensdes bacterianas nas concentragdes
1x10® UFC-mL? e 1x107 UFC-mL™. Para avaliar a cinética de morte foram usadas diferentes
concentracdes (5, 15 e 30 pg-mL?) de doxiciclina carregadas nanoparticulas de 6xido de zinco
(Zn0) sintetizadas pelo método hidrotérmico. Igualmente foi testado um tratamento branco
de nanoparticulas de zinco (ZnO) sem doxiciclina com 122 ug-mL?. Foram acrescentadas
diluicGes bacterianas nas dispersdes das nanoparticulas. Em seguida em diferentes intervalos
de tempo foram tomada aliquotas e semeadas em placas de dgar para medir o numero de
unidades formadoras de colonia (UFC). Apds 24 h foram contadas o numero de UFC. Cada

experimento foi feito em triplicata.

2.3 Métodos de preparo da solug¢ao solida amido-curcumina

2.3.1 Secagem por aspersao da solugao solida amido-curcumina

Foram feitas dispersdes contendo 100 mg de curcumina em 0,5 g de amido soluvel, a
dispersdo sélida foi preparada com uma mistura de agua, alcool e “tween 20” a 0,5% P/V,
numa propor¢ao de 9:1:0,1 respectivamente. As dispersdes foram homogeneizadas e
aquecidas a 80 °C durante 15 min, em seguida foram transferidas a um equipamento de
secagem por aspersado “Spray dryer” Blichi B-191 equipado com um atomizador interno de 0,5
mm, camara de secagem de 44 cm de altura e 10,5 cm de diametro. As amostras foram
atomizadas usando-se uma temperatura de entrada de 140°C, taxa de injecdo 9 mL-h™ e 100%

da capacidade de aspiragao.

2.3.2 Preparacgao de nanoparticulas alginato-quitosana carregando curcumina
Neste trabalho foi implementada a metodologia descrita na literatura com algumas

modifica¢des. (Das et al., 2010).

Inicialmente foi disperso 1 g da solugao sélida amido-curcumina em 117,5 mL de solugdo de
alginato 0,06 % P/V, o produto da mistura foi deixado sob agita¢do e aquecido a 60°C por 15
min. A essa mistura foram acrescentados 7,5 mL de uma solucdo CaCl, a 9 mmolL™
Finalmente sobre a mistura resultante foram gotejados 25 mL de solugao quitosana 0,05 %
P/V ou de poli-L-lisina 0,05 mol-L" . Apds formadas as nanoparticulas as mesmas foram
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centrifugadas durante 30 min a 17000 rpm. O sobrenadante foi coletado para quantificar a
curcumina por meio de espectroscopia de UV-Vis. Para isso foi usada uma curva de calibracao
de curcumina com concentra¢des entre 0,003 mg-mL? a 0,07 mg-mL?* com R = 0,97. As
concentragoes de curcumina foram dissolvidas numa mistura de agua com Dodecil sulfato de

sédo SDS 1 % P/V. O precipitado resultante das nanoparticulas foi sonicado por 15 min.

2.3.3 Liofilizacao de amostras
As amostras das nanoparticulas amido-curcumina e alginato foram liofilizadas usando

o equipamento Thermo savant, modelo Moduloyd com capacidade de 4 L.

2.3.4 Preparacgao nanofibras

Foram preparadas fibras poliméricas uniaxiais e coaxiais (concéntricas) de

policaprolactona (PCl), alginato (Alg) e gelatina (Gel).
Foram preparadas diferentes concentracdes dos polimeros, a policaprolactona a 10%P/V, o
alginato a 0,1% P/V e a solucdo de gelatina a 8% P/V.
A fibra uniaxial policaprolactona carregando curcumina foram preparados usando 10 mL de
solucdo de policaprolactona a 10%P/V em 1:1 metanol-diclorometano, adicionando 100 mg
de curcumina sob agitacdo a temperatura ambiente.

As fibras uniaxial e coaxial policaprolactona-alginato carregando curcumina foram
preparadas misturando 8 mL de uma solugdo de policaprolactona a 10%P/V com 2 mL de uma
solugdo alginato a 0,1%P/V em acido acético glacial, acetato de etilo e 4gua numa proporg¢ado
3:2:1. A esta solu¢do foram adicionandos 100 mg de curcumina sob agita¢dao a temperatura
ambiente.

A fibra coaxial policaprolactona-gelatina carregando curcumina foi preparada
misturando 8 mL de uma solugdo de policaprolactona a 10% P/V com 2 mL de uma solugdo
gelatina a 8% P/V em 4cido acético glacial, acetato de etila e dgua numa proporgdo 3:2:1. A
esta solucdo foram adicionandos 100 mg de curcumina sob agitacao a temperatura ambiente.
As nanofibras foram preparadas usando o gerador de voltagem Gamma High voltage Research
ES40, uma bomba de injecdo Harvard Apparatus pHD 2000 empregando uma agulha metdlica
de didmetro interno 1 mm, com distancia entre a ponta da agulha injetora e a placa coletora

foi de 20 cm.
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Na Tabela 1 estdo apresentadas as porcentagens das solucdes poliméricas usadas na
preparacdo das nanofibras.

Tabela 1 Condigdes usadas na preparagao das nanofibras.

Porcentagem solugdo Porcentagem Porcentagem
Fibra

PCI alginato Gelatina

PCI- curcumina 100% - -
PCl-alginato 80% 20% -

Concéntrica PCI-

80% 20% -

Alginato

Concéntrica PCI-

50% - 50%

Gelatina

2.4 Caracterizagao fisicoquimica
Neste trabalho foram caracterizados os materiais poliméricos de partida. Os sistemas

poliméricos preparados com diferentes técnicas foram caracterizados por espectroscopia de
absorcdo na regido de infravermelho, analise térmica e difracdo de raios X.

2.4.1 Espectroscopia de absor¢ao na regiao de infravermelho

Os espectros dos materiais de partida foram feitos em pastilhas de KBr, foram feitos
128 medidas por amostra usando um espectrofotometro Perkin EImer spectrum GX, na regido

4000- 400 cm™ da infraestrutura do Departamento de Quimica da UFMG.

2.4.2 Andlise térmica

Os experimentos de analise termogravimétrica (TG/DTG) e andlise térmica diferencial
(DTA) foram realizados usando um equipamento SDT Q 600 TA Instruments com atmésfera
de N2 com fluxo constante aproximado de 50 mL-min! na faixa de temperatura de 25-800 °C.
A massa das amostras variou entre 5-10 mg e pesada em cadinhos de alumina de 40 uL, com
uma taxa de aquecimento de 10°C -min"t.0s dados obtidos foram analisados no software TA

universal Analysis 2000.

2.4.3 Difracao de raios X
O perfil cristalografico dos materiais usados e dos sistemas poliméricos

nanoparticulados obtidos foram avaliados usando a técnica de difracdo de raios X em po,
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usando um difractdmetro Shimadzu XRD-700-X-Ray, equipado com um tubo de cobre e
radiacdo CuKa= 1,54054, em angulos de 26 variando de 4 a 60 graus, e velocidade de

varredura de 40°'min.

2.4.4 Medidas de tamanho de particula por espalhamento de luz dinamico
As medidas de tamanho por espalhamento de luz DLS, foram feitas usando dispersdes

aquosas de nanoparticulas numa concentracdo de 0,2 mg-mL?'. As nanoparticulas foram
sonicadas durante 15 min. Apds a preparacdo das amostras as leituras foram medidas num
equipamento Zetasiser ZS Nanoseries, Malvern instruments, usando cubetas de poliestireno

(DTS 0112).

2.4.5 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia e tamanho das nanofibras preparadas foram estudados por microscopia
eletrénica de varredura. As amostras foram preparadas depositando nanofibras diretamente
sobre grades de cobre inserida dentro do equipamento de eletrofiagdo em funcionamento
por 30 s. As microfotografias foram registradas num microscdpio eletrénico FEG-Quanta 200
Fei da infraestrutura do Centro de Microscopia da UFMG. Foi usada uma acelera¢do de 10 kV
sob pressao reduzida, obtendo magnificacdes de 10000X até 30000X. A quantificagcdao dos

diametros das fibras foi estimada usando o software Image J.

2.4.6 Espectroscopia na regiao UV-Vis
Para determinar a concentracdo de curcumina dentro da solugdo sélida amido-

curcumina, realizou-se uma curva de calibragao de curcumina com concentracdes entre 0,003
mg-mL*a 0,07 mg-mLtcom R =0,97. Os valores de absorvancia foram registradas usando um
espectrofotdmetro no visivel A de 430 nm.

A porcentagem de curcumina carregada dentro do amido foi calculada usando a seguinte

Férmula:
c
C—J;x 100 Equacdo 8

Onde:

Cs= concentrac¢do de curcumina extraida da dispersao.
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Ci= concentracdo inicial de curcumina adicionada durante a preparagdo por secagem por
aspersao.

Para determinar a porcentagem de carga de curcumina dentro das Nps alginato
guitosana foi preparada uma dispersao, centrifugada a 15000 rpm por 15 min. A absorvancia
do sobrenadante foi medida a 427 nm. A porcentagem de carga foi calculada usando a

seguinte equacao:

CT—-CL
CT

x100 Equagao 7

Onde: CT= curcumina Total; CL= curcumina livre.

Para elaboracdo das cinéticas de liberacao foram utilizados 5 mg das Nps de alginato-
guitosana carregando curcumina dissolvida em 1 mL de dgua-SDS 1% em pH 2,0e 7,0. Foram
tomadas aliquotas em diferentes tempos e o volume tirado substituido por dgua - SDS 1 %. A

absorvancia foi medida num comprimento de onda de 427 nm.

2.4.7 Ensaios microbioldgicos
Com o objetivo de avaliar o efeito antimicrobiano dos materiais preparados foi usado

o método por difusdo em agar. Utilizando subculturas de bactérias E. coli e S. aureus em agar
Tripticasa Soja (TSA); Muller Hinton durante 12 h numa temperatura de 37°C. Apds a
concentracdo das bactérias foi ajustada numa densidade 6tica (Op) 0,08-0,1 (1 x 108
células/mL). Foram preparadas dispersGes de curcumina, amido-curcumina e nanoparticulas
de alginato-quitosana carregando curcumina numa concentracdo 500 pug-mL™. As dispersdes
foram pipetadas sobre orificios de 5 mm. A clorexidina foi usada como controle positivo. A
porcentagem de inibigdo foi calculada tomando como 100% o halo de inibigdo do controle
positivo. No caso das nanofibras usou-se segmentos molhados de cada fibra em uma solucdo

agua-SDS 1% P/V.
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Capitulo 3 Sintese caracterizac¢ao fisicoquimica e avaliacao

microbioldgica de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO)

Resultados e discussao
A seguir serdo apresentados os resultados de sintese, caracterizacdo fisicoquimicas e

avaliacdo microbioldgica das nanoparticulas de oxido de zinco (ZnO). Além desso foi estudado
o efeito do tratamento térmico redutor nas carateristicas fisico-quimicas e na atividade
microbidlogica por efeito fotocatalitico. Por ultimo foi avaliado a capacidade de adsorgao e

dessorcdo de doxiciclina sobre as nanoparticulas de dxido de zinco (ZnO).

3.0 Caracterizagao fisicoquimica

3.1 Difragao de raios X
Na Figura 4 estdo apresentados os difratogramas das nanoparticulas de éxido de zinco

(ZnO) obtidas pelos métodos de sintese sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento térmico.

S Sol-Gel
N — Hidrotérmico
3 1 Sol-Gel reduzida
—— Hidrotérmico reduzido
(e»]
o
2 - N
o
o

110
103
200
112
01
004
202

Intensidade/ Un arbitrarias

S
1 ] A
E AT ﬁ 0 .

20 30 40 50 60 70 80
20

Figura 4 Difratogra
mas de raios X de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) obtidas pelos métodos sol-gel,
hidrotérmico com e sem tratamento térmico redutor.
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Analisando os resultados verifica-se um padrdao cristalino nos quatros materiais
sintetizados, encontrando-se picos em 31,7, 34,4, 36,2, 47,5, 56,9, 62,8, 67,9, 69,0, 72,5, 76,4
graus que correspondem com os planos (hkl) 100; 002; 101; 102; 110; 103; 200; 112; 201; 004
e 202, os picos e a intensidades coincidem com a padrao cristalino de Wurtzita descrito na
base de dados Match (JCPDS 36-1451) e pelo descritos em outros trabalhos (Pourrahimi et
al., 2014; Khan et al., 2016).

Usando os picos dos difratogramas foram calculados os tamanhos dos cristalitos que

sdo apresentados Tabela 2.

Tabela 2 Tamanhos dos cristalitos de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) com e sem

tratamento térmico.

Altura médio do

Tipo de sintese Tamanho de cristalito
plano hkl 110
Sol-Gel 0,01251 15,0 nm
Sol-Gel reduzido 4,8583x10°3 33,5 nm
Hidrotérmico 0,01411 3,5 nm
Hidrotérmico reduzido 0,01816 8,4 nm

Analisando os tamanhos dos cristalitos das nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO)
sintetizadas pelos métodos de sol-gel , hidrotérmico com e sem tratamento térmico
apresentados na Tabela 2, verifica-se um aumento no tamanho de particula relacionado com
tratamento redutor que leva a processos de sinteriza¢do e crescimento dos cristais, fen6meno
também descrito por outros autores que relatam crescimentos entre 15-55% dos cristais éxido

de zinco (ZnO) por efeito de sinterizacdo (Sgndergaard et al., 2011; Pourrahimi et al., 2015).
3.1.2 Espectroscopia Raman

Na Figura 5 sdo apresentados os espectros Raman das nanoparticulas de éxido de zinco

(ZnO) sintetizadas pelos métodos sol-gel e hidrotérmico.
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Figura 5 Espectros Raman de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) dos métodos de sintese
sol-gel e hidrotérmico.

Analisando a Figura 5 encontram-se picos semelhantes para ambos materiais obtidos
pelos dois métodos de sintese estudados. Encontrou-se picos em 200 cm™; 331cm™; 380 cm’
1. 437cm™ ;580 cm™ e 1149 cm™ que coincidem com os modos de vibracdo descritos para
wurtzita unidade cristalina de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) (Jacobson T, 2010).

A teoria de grupos descreve oito diferentes modos vibracionais para Wurtzita como '=
A1 + Ay + Bi+ Bas 2E1 +2E2. Os modos A; e A; representam fénons polares ativos em Raman,
estes modos estdo divididos em modo dpticos transversal (TO), A1(T) e E1(T)) e modo dpticos
longitudinal (LO) (E1(L) e A1(L)). O modo E; é considerado um modo ndo polar e tem dois modos
de fonons de alta e baixa frequéncia (E2(alta) e Ez(baixa)). O modo (E:(alta) é associado a
anions de oxigénio em quanto o modo (Ex(baixa) é relacionado com o céation de zinco na rede
(Jacobson T, 2010; Mufioz, 2013).

Comparando os modos de Raman para Wurtzita com os resultados experimentais,
encontrou-se uma banda em 333 cm™ associado a modos polares A;, E; de alta e baixa
frequéncia, uma banda de alta intensidade em 438 cm-! estd relacionada com fénons 6ticos

caracteristico da fase hexagonal de wurtzita em éxido de zinco (ZnO).
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Também foi observada uma banda larga de baixa intensidade em 580 cm™ associada a
um modo assimétrico polar longitudinal A1(LO) paralelo no eixo C do cristal de Wurtzita. Por
ultimo se observou uma banda em 1149 cm™ identificada como modos polares transversais
(TO) e longitudinais (LO) A1 (Cusco et al., 2007; Schumm, 2010; Mufioz, 2013). Estes resultados
mostram a alta qualidade dos cristais, que se comprova pela presenca dos modos vibracionais
caracteristicos de Wurtzita que coincide com os resultados de difracdo de raios X que

mostraram padrdes cristalinos em todos os materiais sintetizados.

3.1.3 Tamanho e morfologia

Continuando com a caracterizacdo fisico-quimica na Figura 6 estdo apresentadas as
caracteristicas morfoldgicas e de distribuicdo de tamanho de nanoparticulas de dxido de zinco

(ZnO) preparadas pelo método de sol-gel.

Sol-Gel

gncia %ﬂ_
T T

Frequ

100 . 150 200
Diametro (nm)

Figura 6 Microscopia eletronica de transmissao de nanoparticulas de 6xido de zinco
(ZnO) obtidas pelo método de sol-gel.

As nanoparticulas sintetizadas pelo método sol-gel mostraram formas irregulares

variando entre bastonetes e agregados de prismas em forma de cone, com tamanhos numa
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faixa entre a entre 60 nm - 300 nm, encontrando-se maior frequéncia de nanoparticulas entre
80 - 200 nm. Esta variacdao de morfologia e tamanho estd influenciada por fatores préprios da
sintese tais como tipo do reagente usado, razdo molar usada dos reagentes, pH e temperatura
de reacdo. Assim por exemplo variacdes na razdo molar de Zn(NOs3);-6H,0 e NaOH de 1:1 até
1:2 mudam o tamanho e morfologia. Outro dos parametros que afeta o tamanho da particula
é o tipo de sal usado como precursor, particulas formadas usando Zn(NOs3);-6H,0 mostram
tamanhos superiores a 200 nm de comprimento com forma de cone como consequéncia da
condensacdo de particulas em forma de prisma no eixo C (Pourrahimi et al., 2014). Outro fator
gue também afeta o tamanho é o pH da sintese, segundo o descrito no trabalho de Wahab et
al., valores de pH maiores a 10 favorecem a formacao de particulas com variadas morfologias
desde cluster ou agregados de prismas até agregados com forma de flores (Wahab et al.,
2009).

Na Figura 7 estdo apresentadas as microfotografias com as caracteristicas morfolgicas
e distribuicdo de tamanho de nanoparticulas de dxido de zinco (ZnO) sintetizadas pelo método

hidrotérmico.
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Figura 7 Microscopia eletronica de transmissdao de nanoparticulas de 6xido de
zinco( ZnO) obtidas pelo método hidrotérmico.

Analisando a Figura 7 verifica-se nanoparticulas com formas de bastonetes e esféricas
com tamanhos na faixa de 12-32 nm. De Igual forma que na sintese sol-gel parametros tais

como, razdao molar dos reagentes e a temperatura usada influenciam o tamanho final da
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particula no método hidrotérmico. De acordo com os relatos de literatura sinteses
hidrotérmicas com condicdoes de temperatura na faixa de 100-150 °C permitem formar
bastonetes anisotropicos com tamanhos de 30 nm de comprimento (Sg¢ndergaard et al.,
2011).

A formacdo do cristal de dxido de zinco (ZnO) em sinteses hidrotérmicas é controlado
pelas caracteristicas polares inerentes ao cristal composto por um plano polar positivo com
cations de Zn?* (0001) e um plano polar negativos com atomos de oxigénio (0001) (Shi et al.,
2012). Estes planos polares se comportan como dipolos termodinamicamente instaveis que
procuram diminuir a energia de superficie permitindo o crescimento do cristal ao longo do
eixo C. Durante o processo hidrotérmico grupos hidroxila se unem preferencialmente no
plano (0001) através de coordenacdes e interagOes eletrostaticas com os cations de zinco,
formando o composto Zn(OH)4% conhecido como precursor do cristal, que por processos de
desidratacdo formard as nanoparticulas de ZnO (Shi et al., 2012; Ludi and Niederberger, 2013).

A molécula precursora é importante porque define a morfologia dos nucleos
cristalinos. VariacGes na razdo molar e concentracdo da base afeta diretamente o processo de
formacdo dos nucleos cristalinos junto com a morfologia final das nanoparticulas formadas
(Ludi and Niederberger, 2013).

Quando comparados os dois métodos de sintese se encontram grandes diferencas no
tamanho de particula os quais podem ser explicadas pelas diferengas nos mecanismos de
sintese. Assim, o processo de formagao de nanoparticulas depende de varios processos como
a nucleacgdo, a colisdo, o crescimento e o amadurecimento Ostwald que acontecem de forma
simultaneamente determinando a cinética da formacdo das particulas (Thanh et al., 2014). Na
sintese hidrotérmica o aumento da temperatura e pressdao permitem uma queda da constante
dielétrica da d4gua permitindo a precipitacdo de metal-hidréxidos que aumentam a
concentracao da dispersdo; supersaturando o sistema.

A suturacdo do sistema permite a formacdao de nucleos de menor tamanho
preferencialmente nucleos monodispersos (Layek et al., 2012; Dunne et al., 2015). Resultados
diferentes foram observados na sisnteses de sol-gel que mostrou particulas com formas
irregulares e distrubuicdes com tamanhos maiores. Na Figura 8 estdo apresentadas as
microfotografias com os detalhes de morfologia e distrubui¢cdo de tamanho de nanoparticulas

de éxido de zinco (ZnO) sintetizadas pelo método hidritérmico assitida por microondas.
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Figura 8 Microscopia eletronica de transmissdao de nanoparticulas de éxido de
zinco (ZnO) sintetizadas pelo método hidrotérmico assistido por microondas. sados
com tamanhos entre 70-100 nm ver Figuras 8A-8B. Os agregados foram conformados por
nanoparticulas hexagonais e esféricas com tamanhos entre 7-10 nm Figuras 8C-8D. Este
método permitiu formar agregados de nanoparticulas com uma distribuicdo de tamanho
uniforme, em um tempo menor comparado com os dois métodos anteriores. Como
consequéncia das diferengas do modo de aquecimento que permite um processo de
supersaturacao rapido, nucleagdo rapida e uniforme, permitindo manter a uniformidade na
morfologia e tamanho (Rana et al., 2016).

Além das varia¢Oes no processo de aguecimento outro fator que afetou foi o tipo de
solvente que neste caso foi usado uma mistura de dgua com etileno-glicol. A capacidade de
aquecimento por microondas de um solvente, e materiais dispersos no solvente em condigdes

especificas de temperatura e frequéncia é chamada perda de tangente (Galema, 1997)

representado pela equagao 9:

o1
6= > Equagao 9
8”= E definido como a perda dielétrica que representa a eficiéncia de convers3o da
radiacdo eletromagnética em calor. 6’= Faz referéncia a constante dielétrica que descreve a

capacidade de polarizacdo da moléculas em presenca de um campo elétrico. A perda de
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tangente para poliois como etilenoglicol é uma das mais altas com valor de 1,35 permitindo

uma maior eficiéncia do processo de aquecimento e porém uniformidade no processo de

nucleacdo e tamanho de particula (Baghbanzadeh et al., 2011). Embora o uso de etilenoglicol

favoreceu obter uniformidade, nesta sintese ndo foram usadas bases como contra-ions, que

levou a uma baixa eficiéncia na formac¢do de material, levando a ndo continuar usando esta

metodologia nas seguintes fase deste trabalho.

3.1.4 Area especifica BET

A area de superficie das nanoparticulas sintetizadas foi estudada usando a técnica de

adsorcad e dessorc¢do de nitrogénio. Na Figura 9 estdo apresentados os resultados de area de

superficie das nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) sintetizadas pelos métodos sol-gel,

hidrotérmico antes e depois do tratamento térmico redutor.
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Figura 9 Isotermas de adsorcdo e dessor¢ao de nitrogénio de nanoparticulas de dxido de
zinco (ZnO) sintetizadas pelos métodos de sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento

térmico.
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Analisando a Figura 9 encontrou-se o mesmo padrdo de isotermas nas nanoparticulas
avaliadas. As isotermas coincidem com o padrdo tipo Il de acordo a classificacdo IUPAC,
caracterizando-se pela adsor¢do em monocamada e multicamadas com valores altos de (P/P,)
especificos de sélidos ndo porosos ou macroporosos (Thommes et al.,, 2015). Foram
observadas diferencas nas areas especificas encontrando-se valores baixos de 12 m?-g nas
nanoparticulas sintetizadas pelo método sol-gel contrastando com valores trés vezes maiores
observados nas nanoparticulas obtidas pelo método hidrotérmico, resultados que sdo
coerentes com os tamanhos de particula observados anteriormente.

Verifica-se ainda uma reducgdo na area especifica nas nanoparticulas de éxido de zinco
(Zn0O) submetidas ao efeito térmico; encontrando uma redugdo de trés vezes o valor da area,
como consequéncias de eventos de sinterizacdo que promoveu a unido entre particulas
adjacentes, acompanhado por aumento da densidade (German, 2016).

A diminuicdo de area de superficie por sinterizacdo estd de acordo com os resultados de
difracdo de raios X que mostraram aumento de tamanho nos cristais em nanoparticulas de

Zn0O submetido ao processo térmico redutor discutido na Tabela 2.

3.1.5 Distribuicao de poros

Na Figura 10 estdo apresentados os resultados de porosidade de nanoparticulas de 6xido de
zinco (ZnO) sintetizadas pelos métodos de sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento

térmico.
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Figura 10 Perfil de porosidade de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) sintetizadas pelos
métodos de sintese sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento térmico.

De acordo ao tamanho do poro, estes podem ser classificados segundo a IUPAC em
poros intra-particula, poros inter-particula e poros inter-agregados. Poros intra-particula sao
tipicos de cristais com largura menor a 2 nm; poros inter-particula sdao definidos como poros
formados entre particula primarias com dimetro 2-50 nm. Os poros inter-agregados sao poros
maiores que se formam entre agregados irregulares com diametros superiores a 20 nm- 500
nm (Sing, 1989).

Os resultados mostraram um padrao de porosidade similar em todas as nanoparticulas
avaliadas com poros inter-particula na faixa de tamanho de 2-20 nm e poros inter-agregados
10-50 nm (S.J Gregg, 1982). Cabe ressaltar que embora os materiais estudados apresentaram
poros inter particulas e poros inter-agregados, pelos valores baixos de area de superficie
encontrados seriam clasificados como sdélidos ndo porosos (Thommes et al., 2015) .

O efeito térmico redutor ocasionou uma diminuicdo no volume dos poros,

encontrando-se volumes trés vezes menores no material sol-gel reduzido comparado com o
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sol-gel sem tratamento térmico. Os resultados coincidem com a diminuicdo de area de

superficie e aumento do cristalito.

3.1.6 Espectroscopia de reflectancia difusa

O valor de “band gap” é uma carateristica importante dos semicondutores que incide
nas propriedades fotocataliticas. Com o objetivo de conhecer as propriedades 6ticas foram
calculados os valores de band gap dos materiais estudados.

A espectroscopia de absorcdo na regido UV-Vis é uma ferramenta comumente usada
para calcular o band gap em filmes finos conhecendo a espessura do filme. Mas em amostras
coloidais como nanoparticulas, esta metodologia apresenta diversos problemas como a
precipitacdo das amostras em dispersdo o que dificulta as medidas. Para evitar estas
dificuldades metodoldgicas em amostras sélidas como nanoparticulas usa-se metodologias
indirectas baseadas no uso de medidas espectroscopicas de reflectancia difusa, estes valores
sdo transformados pelo uso da equacdo Kubelka Munk (Equacdo 5) que permite o calculo do
“band gap”(Morales et al., 2007)

Na Figura 11 estdo apresentados os espectros de reflectancia difusa das nanoparticulas
de o6xido de zinco (ZnO) sintetizadas pelos métodos sol-gel, hidrotérmico com e sem

tratamento térmico.
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Figura 11 Espectros de reflectancia difusa de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO)
sintetizadas pelos métodos sol-gel, hidrotérmico, com e sem tratamento térmico.

Analisando a Figura 11 observou-se um padrdo similar em todos os materiais
estudados, encontrou-se uma alta absor¢cdo na regido do ultravioleta, fenémeno
caracteristico de materiais semicondutores como 6xido de zinco (ZnO)(Morales et al., 2007;
Cimitan et al., 2009).

Com os valores de reflectancia foi calculada a Fungao Kubelka Munk (Equgao 3) que foi
substituida na Func¢do de Tauc-Davies (Equ¢ao 4) para encontrar os valores dos “band gap “

de cada uma das nanoparticulas estudadas.

3.1.7 Calculo dos “band gaps”
Na Figura 12 estdo apresentados os graficos de Tauc-Davies das nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnO) sintetizados pelos métodos de sol-gel, hidrotérmico com e sem

tratamento térmico e seu respetivo “band gap”.
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Figura 12 Fungdo Tauc-Davies e valores de “band gap” de nanoparticulas de 6xido de zinco
(ZnO) obtidas pelos métodos de sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento térmico.

Analisando a Figura 12 verificam-se valores maiores de “band gap” nos materiais
sintetizados pela sintese sol-gel seguido das nanoparticulas preparadas pelo método
hidrotérmico com valores de 3, 27 eV e 3, 16 eV respectivamente.

Verifica-se ainda uma diminuicdo nos valores de “band gap” das nanoparticulas
submetidas ao tratamento térmico encontrando valores de 3,12 e 3,02 eV nas nanoparticulas
sol-gel e hidrotérmico reduzidos. A diminuicdao no “band gap” em nanoparticulas de ZnO é
devido a presenca de defeitos superficiais como vacancias de oxigénio préximo da banda de
condug¢ao como consequencia do processo de sinterizagdo. Na literatura encontram-se
resultados similares aos descritos (Zak et al., 2011; Wang et al., 2012).

E bem conhecido na literatura que nanoarticulas de éxido de zinco (ZnO) apresentam
o fendbmeno de fotoluminescéncia, que esta relacionado com a presenca de defeitos de
superficie. Neste trabalho foi usada a espectroscopia de fotoluminescéncia como ferramenta
para caracterizar de forma rapida e eficiente os defeitos superficiais presentes nos materias

sintetizados com e sem tratamento térmico.
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3.2 Estudo de fotoluminescéncia

Na Figura 13 estdo apresentados os espectros de fotoluminescéncia das nanoparticulas de

6xido de zinco (ZnO) pelos métodos de sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento térmico.
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Figura 13 Fotoluminescéncia de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) sintetizadas pelos
métodos de sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento térmico.

Analisando a Figura 13 se observa que as nanoparticulas obtidas pelo método de sol-
gel tiveram uma banda larga de emissao na regiao de 400-700 nm com maior intensidade na
regido do vermelho. As nanoparticulas obtidas pelo método de sol-gel com tratamento
térmico também mostraram uma banda larga de emissao na regidao 400-700 nm, a banda de
emissao mostrou maior intensidade e um deslocamento na regido do verde.

Os espectros de fotoluminescéncia das nanoparticulas sintetizadas pelo método
hidrotérmico com e sem tratamento térmico mostraram o mesmo padrao com uma banda
larga de emissdo na regiao de 400-700 nm e uma intensidade levemente maior do material
que foi reduzido.

A emissdao na regido do verde estd relacionada com a presenca de defeitos na
superficie como vacancias de oxigénio e zinco intersticial. O oxigénio apresenta trés estados
de carga, V,, V4 ,V;t? as vacancias estdo localizadas a pouca profundidade na banda de

conducdo (BC), que promovem processos de foto geracdo reduzindo transicdes ndo radiantes,

40



permitindo a emissdo na regido do verde até deslocamento na regido do vermelho (Djurisi¢ et
al., 2004; Jay Chithra et al., 2015).

O deslocamento da emissdo na regidao do vermelho também esta influenciado pelo
parametros de sintese como por exemplo o pH, onde condi¢bes de pH 10- 11 promovem a
formagdo de vacancias de oxigénio V; e por tanto deslocamentos na banda de emiss&o
(Sharma et al., 2009).

O aumento dos defeitos de superficie esta relacionado com o aumento na intensidade
da fotoluminescéncia e diminuicdo do “band gap”, resultado coerente com os apresentados
anteriormente na Figura 13. A diminuicdo do “band gap” se da como resultado da
sobreposicao dos defeitos de superficie com a banda de valéncia. Resultados similares sdo
descritos nos trabalhos de Wang e Hongyan (Wang et al., 2012; Hongyan Liu  2013).

As vacancias de oxigénio sdo definidas como defeitos na superficie de um cristal, a
presenca destes defeitos esta relacionada com o aumento na capacidade fotocatalitica em
oxidos metalicos e até mudancas de cor no caso de oxido de magnésio. Os defeitos podem
atuar como doadores ou receptores de carga. Esta capacidade esta sustentada na natureza
propria dos éxidos metalicos. Por exemplo o estado de oxidacdo do oxigénio em varios éxidos
metalicos é de -2, se o oxigénio for retirado do cristal seus dois elétrons sairiam e em seu lugar
ficaria uma vacancia com uma carga de positiva de +2, que poderia puxar um elétron da banda
de conducdo para ficar com uma carga de +1.

Ademais das mudancgas nos estados de oxidagdao também se podem alocar elétrons
desemparelhados nas cavidades das vacancias que fornece a carateristica paramagnética
(Anderson Janotti and Chris, 2009; Pacchioni, 2015). Essa caracteristica paramagnética
permite usar técnicas espectroscdpicas como ressonancia paramagnética eletronica (EPR).

Esta técnica baseia-se na absor¢do de radiacdo eletromagnética na regido de
microondas de materiais de moléculas com elétrons desemparelhados (Brandao, 2008). O EPR
quantifica a densidade de vacancias (defeitos) pela alta resolu¢cdo da ordem (10'? spins) assim

como alta sensibilidade e facil uso em materiais semicondutores.
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3.3 Ressonancia paramagnética eletronica
Na Figura 14 estdo apresentados os espectros de ressonancia paramagnética eletronica de
nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) sintetizadas pelos métodos de sol-gel, hidrotérmico

com e sem tratamento térmico.
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Figura 14 Espectros de ressonancia paramagnética eletronica de nanoparticulas de 6xido de
zinco (ZnO) obtidas pelos métodos de sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento térmico.

O espectro de ressonancia paramagnética das nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO)
obtidas pelo método de sol-gel mostrou um sinal de ressonancia de baixa intensidade em g=
1,96; que contrasta com as nanoparticulas sintetizadas pelo método sol-gel com tratamento
térmico redutor que mostraram duas sinais de ressonancia em g= 1,99 e g= 1,96 de maior
intensidade.

O espectro também mostrou que as nanoparticulas sintetizadas pelo método
hidrotérmico nao tiveram sinal de ressonancia em g= 1,99 mas mostrou uma sinal de baixa
intensidade em g= 1,96. Verificou-se ainda que as nanoparticulas da sintese hidrotérmica
reduzidas mostraram dois sinais de ressonancia com maior intensidade quando comparada
aos materiais ndo reduzidos.

A origem dos sinais de EPR para 6xido de zinco (ZnO) é um tema de controvérsia na

literatura, porém existe consenso em definir os sinal de g= 1,96 relacionado a vacancia de
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oxigénio (Djurisi¢ et al., 2004; McCluskey and Jokela, 2009) e g= 1,99 relacionado a zinco
intersticial (Zhang et al., 2009).

O tratamento térmico redutor mostrou um efeito sobre os dois tipos de sinteses,
aumentando a intensidade dos sinais de ressonancia definidas para vacancias de oxigénio e
zinco intersticial, resultados que coincidem com os estudo de fotoluminescéncia, onde os
materiais reduzidos mostraram maior intensidade, relacionada com maior densidade de
defeitos de superficie, resultados similares sdao descritos na literatura (Drouilly et al., 2012).

A literatura relata que a presenca desses defeitos na superficie das nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnO) ZnO melhora a capacidade de producdo de diferentes espécies reativas
de oxigénio tais como radical hidroxila *OH , oxigénio singleto 10, e perdxido de hidrogénio

H,0; (Sirelkhatim et al., 2015).

3.4 EPR- “Spin Trap”

Além do estudo de ressonancia foram avaliadas também as propriedades fotofisicas e
fotoquimicas das nanoparticulas de dxido de zinco (ZnO) sintetizadas pelos métodos de sol-
gel, hidrotérmico com e sem tratamento térmico usando a técnica de EPR “spin-trap”.

“Spin-trap” é uma técnica de alta sensibilidade e eficacia usada na deteccdo de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio. As espécies reativas de oxigénio se caracterizam pela
alta reatividade e tempo de vida média curto, dificultando as medi¢cdes em solugdo. Para
solucionar este problema tém sido usados moléculas diamagnéticas como armadilhas que
reagem com as espécies radicais formando um produto paramagnético conhecido como “spin
adduct” ou aduto de “spin”. O “aduto de spin” pode ser medido por espectroscopia de
ressonancia magnética eletronica (EPR). Existem diferentes moléculas armadilha como a-
fenil-N-terbutil nitrona PBN, 4 hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina TEMP, 5,5 dimetil-1-
pirrolina-N-6xido DMPO que sdao compostos com grupos funcionais nitro e nitroso.

Neste estudo foram usadas moléculas armadilhas como PBN para detectar radical
hidroxila, e TEMP para detectar a presenca de oxigénio singleto. Na Figura 15 estao
apresentados os espectros de EPR “spin-trap” com PBN para as nanoparticulas de éxido de
zinco (ZnO) sintetizadas pelos métodos de sol-gel e hidrotérmico com e sem tratamento

térmico.
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Figura 15 Espectro de EPR das nanoparticulas de oxido de zinco (ZnO) sintetizadas pelos
métodos sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento térmico em agua-etanol e PBN em

diferentes tempo de iluminacao.

Analisando a Figura 15 observou-se um padrdo similar nos espectros composto por 6
linhas que se originam a partir do acoplamento hiperfino do “spin” eletrénico e do “spin”
nuclear com o nucleo N (I = 1). Contudo cada um dos tripletos hiperfinos S = 1 é dividido
ainda mais, por uma interagao hiperfina com o “spin” nuclear do préton adjacente HB (1=1/2).
Foram feitas simulagdes dos espectros usando os seguintes parametros g = 2,005(1) e an =
1,59(2) mT e an = 0,35(5) mT. Esses Hamiltonianos de “spin” sao tipicos para o aduto de
hidroxilo-PBN PBN-*OH(Buettner, 1987).

Com objetivo de mostrar mais detalhes de producao de radicais livres em funcdo do
tempo de iluminacao foram feitos os gréaficos das cinéticas de producdo de radical hidroxila.
Na Figura 16 estdo apresentadas as cinéticas de producdo de radical hidroxila das
nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) sintetizadas pelos métodos de sol-gel e hidrotérmico

com e sem tratamento térmico usando a molécula armadilha PBN.
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Figura 16 Cinética de producao de aduto PBN-OH® em nanoparticulas de déxido de zinco
(ZnO) com e sem tratamento térmico.

A Figura 16 mostrou os adutos de “spin-trap” PBN-OH® para as diferentes
nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) quantificados por dupla integracao dos espectros de
EPR e comparados com amostras padrdes conhecidos. Verificou-se uma maior intensidade
com o aumento do tempo de iluminagcdo em todas as amostras. Destacando-se maior
intensidade nas amostras reduzidas especialmente no material sol-gel reduzido.

Experimentos similares foram feitos com a molécula armadilha TEMP especifica para
oxigénio singleto. Na Figura 17 sdo apresentadas as cinéticas de producao de oxigénio singleto
por nanoparticulas de Oxido de zinco (ZnO) sintetizadas pelos métodos de sol-gel e

hidrotérmico com e sem tratamento térmico em diferentes tempos de iluminacao.
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Figura 17 cinética e produgdo do aduto TEMP-'0, de nanoparticulas de zinco (ZnO)
com e sem tratamento térmico.

Analisando a cinética de producdo de oxigénio singleto observou-se que adutos
formados pela interagdo TEMP-'0, ndo mostraram uma relacdo direta com o tempo de
iluminacdo. A concentracdo dos adutos ndo aumentou uniformemente com o tempo de
iluminac3o, sugerindo que 10, n3o é produzido por este processo (Rosenthal et al., 1987).

A partir dos resultados de EPR “spin-trap” pode-se inferir claramente o dominio do
processo fotofisico de tipo I, que esta baseada na formacdo de espécies reativas de oxigénio
pelo processo elétron-buraco, preferencialmente de radical hidroxila. Destacando-se maior
producdao de radicais nos materiais reduzido especialmente nos materiais produzidos pelo
método sol-gel, corroborando os resultados dos estudos de fotoluminescéncia e EPR (Figuras

13 e 14).

3.5 Avaliagao microbioldgica
Visando avaliar as propriedades antimicrobianas das nanoparticulas de éxido de zinco

(ZnO) sintetizadas pelos métodos sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento térmico, foram
feitos testes antimicrobianos frente as bactérias E. coli, S .aureus, E .carotovora e Pantoea sp.
Na tabela 3 estdo apresentados os resultados do teste antimicrobiano qualitativo usando a
metodologia de difusdao em agar.

Tabela 3 Halo de inibigdo (mm) das bactérias E coli, S aureus, E carotovora e Pantoea sp
usando nanoparticulas de 6xido zinco (ZnO) (25 mg.ml?)

Nanoparticula E. coli S. aureus E. Carotovora Pantoea sp
Sol-Gel 11,0+ 0.6 15,0+ 2,0 30,0+3,6 27,3t 2,5
Hidrotérmico 9,3+1,4 13,0+ 0,9 28,0+ 2,6 29,0+ 4,0
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Na tabela 3 observou-se formacdo de halos de inibicdo nas bactérias testadas. O
tamanho dos halos de inibicdo variou com o tipo de bactéria, evidenciando-se uma maior
susceptibilidade nas duas bactérias fitopatogénicas quando comparadas com E. Coli e S.
aureus as quais mostraram formacao de halos de inibicdo menores. Esses resultados estdo de
acordo com a literatura (Azam et al., 2012; Navale et al., 2015).

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) é atribuida a
diferentes processos como o efeito abrasivo das nanoparticulas sobre as paredes bacterianas
e membranas plasmaticas que afetam a fluidez da membrana produzindo ruptura e extra-
vazamento do conteudo intracelular (Liu et al.,, 2009). A eficiéncia antimicrobiana destas
dispersbes depende de varios fatores como tipo de bactéria, tempo de exposicdo e tipo de
médio de cultura onde é feita a dispersdo (Pasquet et al., 2014).

O efeito téxico do Zn** estd dado pela capacidade de substituir e quebrar os clusters
de Fe-S que fazem parte das proteinas de transporte de elétrons afetando o processo de
respiracdo em células procariotas. Além de induzir a producdo de espécies reativas de
oxigénio (Lemire et al., 2013).

Os resultados obtidos demonstraram a suceptibilidade das bactérias as nanoparticulas
de 6xido de zinco (ZnO). Também foi avaliado o efeito antimicrobiano por acdo da atividade
fotocatalitica, foram feitos ensaios de concentragdo minima inibitéria usando dispersées dos
dois métodos de sintese com e sem tratamento térmico usando concentragbes entre 10
mg-mLta 0,05 mg-mL™.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados do teste da concentragdo inibitéria minima
das nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) com e sem tratamento térmico com 4 h de
iluminag¢do com luz UV. A concentragdao minima inibitéria (MIC) foi determinada pelo método

colorimétrico de resazurina (Manzoor et al., 2016)
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Tabela 4 Concentra¢do minima inibitéria (MIC) de 6xido de zinco (ZnO) em mg-mL* por efeito fotocatalitico frete as bactérias E. coli, S. aureus, E.

carotovora e Pantoea sp.

E. coli S. aureus E. carotovora Pantoea sp
Inibicdo do Inibicao do Inibicao do Inibigcao do
Tipo de Concentragao Concentragao Concentragdo Concentragao
crescimento crescimento crescimento crescimento
sintese ZnO mg-mL* ZnO mg-mL* ZnO mg-mL* ZnO mg-mL*
% % % %
Sol-Gel 1,5 65 1,5 83 1,5 78 1,0 88
Hidrotérmico 1,0 85 1,5 90 1,0 90 1,0 96
Sol-Gel
0,1 90 0,1 90 0,1 90 0,1 90
reduzido
Hidrotérmico
0,1 84 0,1 87 0,1 90 0,1 89

reduzido
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Analisando os resultados da Tabela 4 foram encontradas altas porcentagens de
inibicdo de crescimento nas bactérias testadas que variou pelo tipo de bactéria e tipo de
sinteses. As nanoparticulas obtidas pelo método hidrotérmico mostraram uma ligeira
eficiéncia na inibicdo do crescimento das baterias comparado com o método sol-gel.
Possivelmente influenciado pelo menor tamanho e maior area de superficie, resultados
similares sao descrito na literatura (Lakshmi Prasanna and Vijayaraghavan, 2015).

Comparando os MIC das nanoparticulas com e sem tratamento térmico, encontrou-se
uma maior eficiéncia nos materiais reduzidos, conseguindo inibir o crescimento das bactérias
usando 15 vezes menos massa quando comparado com as nanoparticulas oxidadas. A
capacidade antimicrobiana por efeito fotocatalitico de éxidos metdlicos nanoparticulados
como o6xido de zinco (ZnO) estd sustentada na competéncia destes materiais de fornecer
espécies reativas de oxigénio em presenca de luz UV. Neste processo elétrons da banda de
valéncia sdo transferidos para banda de conducdo produzindo elétrons-buracos com
capacidade oxidante-redutora respectivamente como se apresenta na equacao 10.

ZnO +hv - e +h? Equagdo 10
Onde

hv= luz na regido ultravioleta

e= eletrons com capacidade redutora
h*= buracos com capacidade oxidante.

A capacidade fotocatalitica, ademais de ser influénciada por caracteristicas fisicas
como mencionadas acima, também é afetada por outros parametros, como a quantidade de
defeitos doadores de superficie que tem alta influencia na atividade antimicrobiana.

Mesmo que nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) reduzidas tenham menor area superficial,
em compensagdao apresentaram uma concentra¢do maior de defeitos superficiais como
vacancias de oxigénio e zinco intersticial, porém maior capacidade de producao de espécies
reativas de oxigénio, explicada pelo aumento de nucleos fotocataliticos na superficie das
particulas, permitindo a formacao de diferentes tipos de espécies reativas de oxigénio como

mostrado nas equagdes 11,12, 13 e 14.

h* + H,0 - +«0OH + H* Equagdo 11
e+ 0, -0, Equagao 12
e0; + H" - HO; » Equagdo 13
HO,++H"+ e~ -» H,0, Equagdo 14
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Essa hipotese foi confirmada com os experimentos de PBN e luz UV (Figura 16), que
mostraram claramente maior eficiéncia na producao de radicais hidroxila nas nanoparticulas
reduzidas, sem excluir completamente a formacdo de outras espécies radicais, como por
exemplo oxigénio singleto ndo é diretamente produzido por processo fotofisico de tipo Il, sua
formacao pode ser explicada por um mecanismo intermediario que envolve a formacao inicial
do radical hidroxila como intermedidrio.

Estudos recentes relatam a formacdo de outras espécies reativas de oxigénio em
nanoparticulas de dxido de zinco (ZnO) como °0O; com rendimentos superiores de 10 e 17
vezes ao proprio radical *OH (Li et al., 2012), como a formacdo de outras espécies oxidantes,
como a H0; (Xu et al., 2013). Os quais sdo responsaveis pelos processos de oxidacdo de
biomoléculas como DNA, proteinas e acidos nucléicos que promovem peroxidacdo lipidica e
vazamento de conteudo intracelular em células procariéticas (Li et al., 2012) (Liu et al., 2013).
Além do efeito antimicrobiano das nanoparticulas de éxido de Zinco (ZnO) por efeito
fotocatalitico também foi avaliada a capacidade de adsorcdo e tempo de desorcdo de

doxiciclina nas nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO).

3.6 Adsorgao e dessorg¢ao de Doxiciclina
Na Figura 18 estdo apresentados os resultados de adsorgdo de doxiciclina em

nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) obtidas pelos métodos de sol-gel, hidrotérmico com e
sem tratamento térmico.

Analisando a Figura 18 encontrou-se o0 mesmo padrao de adsor¢ao em todas as
nanoparticulas avaliadas, encontrando-se maior eficiéncia na adsor¢cdo de doxiciclina  nos
tratamentos com menor massa de nanoparticulas dos métodos de sintese de sol-gel,

hidrotérmico com e sem tratamento térmico.
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Figura 18 Curvas de adsor¢do de doxiciclina em nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) com
e sem tratamento térmico.

A literatura reporta uma variada lista de materiais ceramicos usados como sistemas de
liberagdo controlada como hidroxiapatita, particula de silica mesoporosa, 6xidos metdlicos e
nanoparticulas de carbonato de calcio. Diferentes parametros incidem na capacidade de
carregamento de farmaco destes sistemas, como o alto volumen de poro, alta area de
superficie, funcionalizacdo de superficie e no caso especifico da silica mesoporosa alta
periodicidade dos tamanhos nos poros (Vallet-Regi et al., 2007).

Analisando os resultados de drea de superficie e porosidade das nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnO) Figuras (9 e 10), esperava-se maior capacidade de adsor¢do em
nanoparticulas da sintese hidrotérmica por sua maior area e maior volume de poro; uma
menor adsor¢ao nos materiais submetido a tratamento térmico pelo efeito da sinterizacao
gue diminui a drea de superficie e volumen do poro, mas todos os materiais mostraram o
mesmo padrdao de adsorcdao sem importar as diferencias de tamanho, porosidade e area de
superficie.

Esses resultados podem ser explicados pelas interagdes de par idnico entre as cargas

negativas das nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) e as cargas positivas de doxiciclina.
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Com o objetivo de demonstrar essas hipéteses foram feitos experimentos de titulacao das
nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) com a doxiciclina usando os valores de potencial Z

como apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 Potencial Z de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) antes e depois da carga de

doxiciclina.

Potencial Z /(mV)
Método de sintese

Zn0O Zn0O-DOX
Sol-Gel -27,8 -2,75
Hidrotérmico -33,9 -21,1
Sol-Gel reduzido -33,8 -10,4
Hidrotérmico reduzido -35,3 -9,31
Doxiciclina 15,1

Analisando os resultados da Tabela 5, verifica-se valores negativos de potencial Z em
todas as nanoparticulas avaliadas com e sem tratamento térmico. Valores que foram se
tornando menos negativos mostrando uma diminuicdo da carga nos compdsitos Zn-
doxiciclina. E bem conhecido que o ponto isoelétrico de 6xido de zinco (ZnO) estd em torno
de pH 9,0 esta condi¢do proporciona uma carga negativa na superficie das nanoparticulas. O
resultado pode ser explicado pela presenga de grupos hidroxila na superficie, como se

descreve no seguintes equilibrios (Bahnemann et al., 1987).

= MOHf % = MOH + H* 2.6 Equagao 15
=MOH & =MO~ +H* K, Equacdo 16

A presenga dos grupos hidroxila proporciona cargas negativas encontradas nas
nanoparticulas que junto com a carga positiva da doxiciclina, permite interagdes eletrostaticas
entre ZnO-doxiciclina, refletindo na diminuicdo da carga nos compdsitos ZnO-doxiciclina
guando comparadas com as nanoparticulas puras. Essas diferencas de carga permitiram as
nanoparticulas se comportarem como esponjas com alta capacidade de adsorver

eficientemente farmacos catiénicos como doxiciclina, o que explica uma maior influéncia do
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potencial Z no processo de adsorc¢ao de doxiciclina sobre outras varaveis como tamanho, area
de superficie e porosidade.

Na Figura 19 sdo apresentados os perfis de liberacdo de doxiciclina usando como
matrizes nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) sintetizados pelos métodos de sol-gel e

hidrotérmico com e sem tratamento térmico.
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Figura 19 Curvas de liberagdo de doxiciclina usando como matrizes nanoparticulas de 6xido
de zinco (ZnO) obtidas pelos métodos de sintese sol-gel, hidrotérmico com e sem
tratamento térmico.

Analisando a Figura 19 verifica-se o mesmo padrao de liberacdo em todos os materiais
testados indiferentemente do tipo de sintese. A curva mostra dois dominios, o primeiro
aconteceu nas primeiras 10 horas de avaliagdo onde foi liberado 25% do farmaco (Ver
Recuadro Figura 20); seguido pelo segundo dominio que estendeu até o dia 47 liberando
aproximadamente 50% do farmaco. Os resultados obtidos podem ser explicados pelas
interacOes eletrostdticas entre a superficie anidnica das nanoparticulas de 6xido de zinco

(Zn0) e a natureza catidnica da doxiciclina, os quais coincidem com a diminuicdo do potencial
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Z observados nos compdsitos ZnO-doxiciclina sugerindo um comportamento de nano-esponja
dos materiais.

Com os dados das cinéticas durante as primeiras 10 horas de liberagdao foram
estudados os possiveis modelos de liberacdo de doxiciclina. Na Figura 20 sdo apresentados os
modelos de ajuste dos dados de liberacdo de doxiciclina usando como matrizes nanoparticulas
de 6xido de zinco (ZnO) obtidas pelos métodos de sol-gel, hidrotérmico com e sem tratamento

térmico.
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Figura 20 Perfis de liberagdo de doxiciclina de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO)
ajustado com o modelo de Higuchi.

Analisando os resultados da cinética de liberacdo os materiais se ajustaram melhor ao
modelo de Higuchi. Este modelo assume uma distribuicdo uniforme do farmaco sobre a
superficie das nanoparticulas conhecidas como sistemas monoliticos. O processo de liberagao
acontece por processo de difusdao dos poros do sistema para o meio de liberagao; processo
baseado no modelo de Fickian que descreve um perfil de liberacao linear de primeira ordem
caracteristica de matrizes porosa. Esse modelo tem sido descrito para outras matrizes
inorganicas como silica mesoporosa e nanoparticulas de ZnO-MgO (Kumar et al., 2015;
Bouchoucha et al., 2016).

3.7 Cinética antimicrobiana
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Comprovada a capacidade das nanoparticulas de éxido zinco (ZnO) como matriz de liberacdo
de doxiciclina, realizou-se um teste para relacionar o controle na liberacdo por largos periodos
de tempo de doxiciclina com a atividade antimicrobiana frente as bactérias fitopatogénicas
como E. carotovora e Pantoea sp.

Para realizar o ensaio de cinética antimicrobiana das nanoparticulas carregando doxiciclina
foram utilizadas 3 concentra¢Ges a partir da concentracdo minima inibitdria encontrada que
foi 5,93 pg-mL? que sdo menores aos relatados na literatura (McManus and Jones, 1994;
Medina et al., 2004).

Na Figura 21 s3ao apresentados os resultados de sobrevivéncia das bactérias avaliadas durante

48 horas com nanoparticulas de ZnO-doxiciclina.
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Figura 21 Curvas de morte das bactérias E. carotovora e Pantoea sp usando
nanoparticulas de ZnO-doxiciclina.

Analisando a Figura 21 verifica-se uma alta atividade antimicrobiana nas duas bactérias
testadas, nas trés concentrac¢des testadas. A porcentagem de sobrevivéncia foi baixa em torno
de 1% nas trés concentragdes durante o periodo avaliado. Observou-se uma maior
sensibilidade no tratamento em Pantoea sp quando comparada com E. carotovora. O
tratamento com éxido de zinco (ZnO) puro sem doxiciclina também mostrou maior atividade
antimicrobiana em Pantoea sp em comparacgao a E. carotovora. Os resultados confirmam que
as nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) carregando doxiciclina conseguem manter o efeito
antimicrobiano mais tempo em torno do MIC. Este tipo de matriz evitaria aplicagdes
periddicas do farmaco(Gao et al., 2011), como também eventos de resisténcia e intoxicacdo

das plantas tratadas (Zhang et al., 2014).
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Capitulo 4
Preparacao e caracterizac¢ao fisico-quimica de

nanoparticulas poliméricas carregadoras de curcumina

Resultados e Discussao
Serdo apresentados os resultados da dispersdo soélida amido-curcumina e do sistema

nanoparticulado alginato-quitosana carregando amido-curcumina. Inicialmente foram
preparadas dispersdes sélidas de amido-curcumina usando a técnica de secagem por aspersao
para melhorar a solubilidade da curcumina em agua. Esse material foi usado como matéria
prima na preparacdo de nanoparticulas poliméricas de alginato-quitosana carregando
curcumina. Os materiais de partida e os sistemas obtidos foram caracterizados usando
diferentes técnicas fisico-quimicas como analise térmica, espectroscopia de absor¢do na
regido do infravermelho, difracdo de raios X e espalhamento de luz dindmico. A eficiéncias de
encapsulamento e as cinéticas de liberacdo foram estudadas por espectroscopia na regido do
UV. Finalmente foi avaliada a atividade antimicrobiana usando a metodologia de dispersao

em agar.

4.0 Caracterizagao Fisico-quimica dos materiais de partida
A seguir serdo apresentados os resultados de andlise termogravimétrica,

espectroscopia de absor¢ao na regidao de infravermelho e difratogramas de raios X.
4.1.1 Analise térmica

Na Figura 22 estdo apresentadas as curvas TG, DTG e DTA da curcumina. Analisando a
curva TG verifica-se um patamar de estabilidade térmica no intervalo 25°C até

aproximadamente 204°C.
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Figura 22 Curvas TG, DTG e DTA de curcumina em N,.

Na curva TG observa-se um evento de perda de massa entre 204°C — 700 °C associado

a decomposicdo da molécula (Chen et al., 2014). A curva DTA da curcumina mostra um pico

endotérmico em 188 °C associado ao ponto de fusdo da curcumina (Jasim and Talib, 1992).

Na Figura 23 estdo apresentadas as curvas TG, DTA e DTG do amido (Am). Analisando a curva

TG verifica-se um evento de perda de massa de 10% entre 25°C- 113°C. Na curva DTA a a 60°C

observa-se um pico exotérmico atribuido a eventos de desidratacao.
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Figura 23 Curvas TG, DTG e DTA de amido em Na.
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Seguido de um patamar de estabilidade térmica até 227°C. Observou-se um segundo evento
de perda de massa a 296°C associado a degradacdo da amilase e amilopectina. (Beninca et al.,
2008). O terceiro evento de perda de massa corresponde a degradacdo de 97% da massa
original resultado da oxidacdo total da matéria organica. Esses resultados coincidem com
outros trabalhos relatados na literatura (Biliaderis et al., 1986; Colman et al., 2014).

Na Figura 24 estdo apresentadas as curvas TG, DTA e DTG da solugdo sdlida amido-
curcumina (Am-Cur). Analisando a curva TG verifica-se um perfil semelhante ao encontrado
no amido soluvel. A curva TG mostra uma pequena perda de massa de 6,2% entre 25-108°C.
Verifica-se um patamar de estabilidade térmica 108°C a 231°C, similar ao que foi encontrado

na curva TG do amido.
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Figura 24 Curvas TG DTG e DTA de amido-curcumina em Na.

Na curva TG de amido-curcumina observa-se um fendmeno de perda de massa
aproximadamente de 47% entre 231°C - 407°C, associado ao fendmeno de termo
decomposicdao da solugdo sdlida. Na curva DTA verificou-se um evento exotérmico a 307°C
gue coincide com a degradacao do matriz amido.

Na Figura 25 sdo comparadas as curvas TG e DTA de amido (Am), solucdo sélida amido-
curcumina (Am-Cur), e curcumina. Analisando as curvas TG se encontrou um padrdao
semelhante dos materiais de partida. Verificou-se um evento de perda de massa de 15% entre
25°C-130°C associado com perdida de umidade. Seguido por um patamar de estabilidade

térmica na faixa de 130°C -213°C. Verifica- se um segundo evento de perda de massa a 260 °C
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gue corresponde aproximadamente a 70 % do material. As curvas DTA mostraram padroes
similares tanto para amido e solugao sdélida amido-curcumina. Com dois eventos

endotérmicos nas temperaturas de 301°C e 310°C, respectivamente.
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Figura 25 Comparagdo das curvas TG e DTA de amido (Am), Amido-curcumina
(Am- Cur) e curcumina pura (Cur).

A curva DTA de curcumina mostrou um pico endotérmico caracteristico a 188°C
relacionado com o ponto de fusdo, o qual ndo foi observado na solugdo sélida amido-
curcumina. Este resultado sugere uma completa dispersdao da curcumina dentro da matriz

amido.

4.1.2 Espectroscopia de absorg¢ao na regiao de infravermelho

Na Figura 26 é apresentando o espectro de infravermelho da curcumina. Analisando o
espectro observam-se a banda em 3504 cm™ atribuida ao grupos hidroxila v(O-H) (Yallapu et
al., 2010). Verifica-se a bandas de absor¢do em 1628 cm™, que correspondem a vibrac¢do do
grupo v(C=0) (Kolev et al., 2005). Em 1601 cm™ a banda atribuida a ligacdes v(C=C) dos anéis
aromaéticos. A banda em 1508 cm™ estd relacionada a vibra¢des v(C=0) e liga¢cdes v(C=C). Em
1028 e 950 cm™ encontra-se as bandas referentes aos grupos v(C-O-C) e v (C-H) dos anéis

aromaticos respectivamente (Kolev et al., 2005; Mohan et al., 2012).
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Figura 26 Espectro de absor¢ao na regiao infravermelho de curcumina.

Continuando com a caracterizacdo fisico-quimica dos materiais de partida apresenta-

se na Figura 27 o espectro de absorc¢do na regido de infravermelho do amido.
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Figura 27 Espectro de absorg¢ao na regiao de infravermelho de amido.

O espectro de infravermelho dos polissacarideos, apresentam trés regides
importantes, a primeira regido compreendida entre 3600-3000 cm™ correspondente a
vibra¢des dos grupos v(O-H). Entre 3000-2800 cm™ observa-se estiramentos do grupo v (C-H).
A banda observada em 1650 cm™ é atribuida a moléculas de dgua. A banda em 1448 cm™ estd

relacionada aos estiramentos de grupos v(CHz) e estiramentos dos grupos v(C-0-0) do aneu de

piranose. Em 984 e 784 cm™ observam-se as vibra¢des dos grupos v(C-O-C) (Kizil et al., 2002;

Pereira et al., 2013).
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Na Figura 28 é apresentado o espectro na regido de infravermelho da solucdo sdlida

amido-curcumina.
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Figura 28 Espectro de absor¢ao na regiao de infravermelho amido-curcumina.

Observou-se as bandas caracteristicas do amido e da curcumina. O espectro mostrou
bandas na regido entre 3400 e 2930 cm™ referentes aos grupos hidroxila e deformacgdes v (C-
H). Foram observadas bandas da curcumina em 1218 cm™ do estiramentos v(C-O-H). Em 1154
cm™ abanda do estiramentos v(C-O-H). Em 1022 cm™ bandas do estiramentos dos grupos v(C-

0O-C) e v(CH3) (Kolev et al., 2005). Estes resultados confirmam a presenga de curcumina dentro

da dispersao.

4.1.3 Difragao de raios X

Na Figura 29 apresenta-se o difratograma de raios X da curcumina. Verificou-se um
padrao poli-cristalino caracteristico desse material. Apresenta picos em 8,5, 17,05, 23,1, e 38

graus coincidindo com os resultados relatados na literatura (Yallapu et al., 2010).
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Figura 29 Difratograma de raios X de curcumina.
Na Figura 30 esta apresentando o difratograma de raios X de amido com um padrdo

semi-cristalino. Encontrando-se dois picos em 16,9 e 22,0 graus (Allah et al., 1987).
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Figura 30 Difratograma de raios X de amido.
Na Figura 31 é apresentado o difratograma de raios X da solucdo sdélida amido-
curcumina. Observa-se um padrao semi-cristalino com a presenca de dois picos em 38 e 44

graus caracteristicos de curcumina. Estes resultados sugerem uma distribuicdo uniforme da
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curcumina dentro do matriz amido, o qual é verificado na analise térmica e no espectro de

infravermelho.
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Figura 31 Difratograma de raios X de amido-curcumina.

Outro estudo realizado na solucdo sélida amido-curcumina foi a quantificacdo de
curcumina dentro do matriz amido utilizando a espectroscopia de absor¢dao de UV-Vis. A
concentracdo de curcumina dentro da solucdo sdlida amido-curcumina foi de 90% da
concentragao inicial de curcumina. Com esse material foram feitos ensaios de solubilidade
encontrando um aumento na solubilidade de curcumina em 4dgua de 12 vezes passando de 7,4

ug-mL? para 92 ug-mL* (Kurien et al., 2007).

4.2 Sistema nanoparticulados alginato-quitosana carregando amido-

curcumina

4.2.1 Analise térmica
A seguir serdao apresentados os resultados de caracterizacdo dos materiais de partida
e do sistema nanoparticulado alginato-quitosana. Na Figura 32 est3ao apresentadas as curvas

TG, DTG e DTA de alginato de sédio.
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Analisando a curva TG observa-se um processo de perda de massa 15% entre 25°C-

180°C que corresponde a desidratacao (Soares et al., 2004). Entre 178°C-305°C observa-se um

evento de degradagdo térmica. Na curva DTA a 248°C encontra-se um pico exotérmico

atribuido a eventos de despolimerizagdo do alginato (Swamy et al., 2010)

Na Figura 33 estdo apresentadas as curvas TG, DTA e DTG da quitosana.
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Figura 33 Curvas TG, DTG, DTA de quitosana em atmdfera de N,.

Analisando a curva TG pode-se observar uma perda de massa de 6 % associada a um
evento endotérmico a 62°C relacionada a perdas de moléculas de dgua. Na curva TG observou-
se um segundo evento a 301°C com perda de 32% de massa associada a degradagao das
moléculas do polimero quitina-quitosana (Pereira et al., 2013).

Na Figura 34 apresenta-se as curvas TG, das nanoparticulas alginato-quitosana (Nps),

nanoparticulas branco (Nps branco) e mistura fisica do sistema (MF).
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Figura 34 Curvas TG, das nanoparticulas alginato-quitosana (Nps), nanoparticulas branco
(Nps branco) e mistura fisica (MF).

Analisando as trés curvas TG observou-se um padrao similar. A 57°C observou-se um
evento de perda de massa de 6,2%, devido a perda de moléculas de agua. Esse resultado
coincide com o perfil termogravimétrico da quitosana. Verificou-se um evento de perda de
massa entrel70°C-420°C com perda de massa aproximada de 63%, 56% e 55% para
nanoparticulas alginato quitosana, nanoparticulas branco e mistura fisica respectivamente.
A Tabela 5 resume os principais eventos térmicos dos sistemas nanoparticulados alginato-

quitosana (Nps) nanoparticulas branco (Nps branco) e mistura fisica (MF).

Tabela 6 Eventos térmicos de nanoparticulas e alginato-quitosana (Nps), nanoparticulas
branco (Nps branco), mistura fisica (MF).

Material Amy Temperatura de Residuo apos
(agua) /% degradacdo Tq4(°C) 700°C/ %
Nanoparticulas alginato- 7,0 251,0°C e 296,0°C 8,0

quitosana (Nps)

Nanoparticulas branco (Nps 6,2 240,0°C e 343,0°C 8,0
Branco)
Mistura Fisica (MF) 3,7 248,0°C e 308,0°C 10,0
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Na Tabela 5 pode- se observar as diferentes temperaturas maximas de degradacdo de
Nps, Nps branco e MF. Dos resultados na Tabela 5 conclui-se: a presenca da solucao sélida
amido-curucmina aumentou estabilidade térmica das Nps quando comparadas com as Nps

branco devido a formacdo de blendas entre alginato e amido (Siddaramaiah et al., 2008).

4.2.2 Espectroscopia de absor¢ao na regiao de infravermelho

Na Figura 35 é apresentado o espectro de absorcdo na regido de infravermelho de
alginato de sddio. Observou-se as bandas caracteristicas descritas na literatura (Dupuy et al.,
1994). O alginato apresenta bandas em 3434 cm™ associadas aos grupos hidroxila, em 2922
cm™ a banda caracteristica de deformacdes assimétricas de grupos v(C-H). Em 1610 cm™
observa-se a banda referente ao grupo funcional v(C-O-0) (Sartori, 1997). Na regido de 1297
cm? verifica-se a banda referente a deformacdes assimétricas de grupos v(C-H). Em 1080 e
1030 cm™ encontram-se as bandas dos grupos v(C-0), v(C-C) e v(C-H-O) (van Hoogmoed et al.,

2003).
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Figura 35 Espectro de absor¢ao na regiao de infravermelho de alginato de sédio.

Na Figura 36 é apresentado o espectro de absorcdo na regido de infravermelho da

quitosana.
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Figura 36 Espectro de absor¢ao na regiao de infravermelho de quitosana.

Foram observadas as bandas do grupo amida em 1648 cm™ (Cardenas and patricia,
2004). Em 1584 cm™ as bandas atribuidas ao v(N-H) dos grupos amida e amina (Cardenas and
patricia, 2004; Lawrie et al., 2007). Em 1420 cm™ encontra-se a banda associadas a
deformacgdes do grupo v(CH2). Em 1382 cm™ encontra-se as deformacdes assimétricas de
grupos (CHs). Na regido de 1150 e 1026 cm™ s3o observadas as bandas referentes a

deformacgdes assimétricas
dos grupos v(C-O-C) e v(C-O) (van Hoogmoed et al., 2003).

Na Figura 37 s3ao comparados os espectros na regidao de infravermelho de Nps alginato-

quitosana, Nps branco e dispersao sélida amido-curcumina.

68



7 —— Nps
—— Npsbranco 1628

' ] = 1154;1026
—— Amido-curcumina © (C=C) v(C-H), (CH:
l n(C=0) T
3400 J

OH

Tramitancia/ UA
%
%

L] 1412
™ v(C-O-
L] I L] L] I L] L] I L]

T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

, -1
NuUmero de onda / cm

Figura 37 Compara¢do dos espectros de absor¢do na regido de infravermelho de
nanoparticulas alginato-quitosana (Nps), nanoparticulas branco (Nps branco) e solugao
solida amido-curcumina (Am-Cur).

Analisando o espectro mostrado na Figura 38. Pode-se observar bandas em 1628 cm™
referentes a vibra¢des dos grupos v(C=0) e v(C=C) da curcumina. Em 1154, 1026 cm™ as
bandas das vibra¢gdes v(CH) e v(CHs3) da curcumina, encontram-se nos espectros de
infravermelho de amido-curcumina como das nanoparticulas. Estes resultados sugerem a
presenca de curcumina dentro do sistema nanoparticulado. Foi observada uma banda em
1412 cm™ no espectro das Nps branco como Nps alginato-quitosana, que pode ser atribuida
as as vibragGes simétricas e anti-simétricas dos grupos carboxilato (Simsek-Ege et al., 2003;

Douglas and Tabrizian, 2005).

4.2.3 Difragao de raios X

Na Figura 38 apresenta-se o difratograma de raios X do alginato de sédio no qual ,

pode-se observar um padrao amorfo junto com dois picos largos o primeiro a 12,5 graus, que
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segundo a literatura corresponde ao empacotamento entre cadeias poliméricas, e o pico a
21,5 graus referente ao espaco entre as cadeias moleculares (Li et al., 2007).
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Figura 38 Difratograma de raios X de alginato de sédio.

Na Figura 39 é apresentado o difratograma de raios X das quitosana, mostrando um

perfil semicristalino. Verificou-se picos em 8,8 e 21,0 graus que sao relatados como cristal | e

cristal Il (Rinaudo, 2006).
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Figura 39 Difratograma de raios X de quitosana.
Na Figura 40 s3ao comparados os difratograma das Nps de alginato-quitosana, Nps

branco e a solugao sélida amido curcumina. Os trés difratograma comparados mostraram um
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padrdo semi-cristalino, o difratograma das Nps branco mostrou um pico largo entre 16-31
graus como consequéncia da sobreposicao de picos caracteristicos de alginato e quitosana. O
difratoframa das nanoparticulas carregando curcumina mostrou dois picos largosem 12 e 21
graus que coincidem com os picos caracteristicos dos materiais de partida, o deslocamento
dos picos sugere a presenca da solucdo sdlida amido-curcumina que mostrou picos largos na
faixa de 9-25 graus sugerindo a incorporacdo de curcumina dentro das Nps, que foi

corroborado no espectro de absorcao na regido de infravermelho e analise térmica.
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Figura 40 Comparagao difratograma de raios X de nanoparticulas de alginato-quitosana
Nps, nanoparticulas branco Nps branco e solugao sélida amido-curcumina Am-Cur.

4.3 Estudos de tamanho de particula por espalhamento de luz Dinamico
Foram feitas medidas de espalhamento de luz dindmico com o objetivo de obter a

distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de alginato-quitosana carregando a solugdo sdlida
amido-curcumina (Nps). Foram preparados dois diferentes tipos de nanoparticulas de
alginato: na primeira foi usado poli-L-lisina como polieletrélito para estabilizar a dispersao de

nanoparticulas Figura 41. A segunda foi preparada substituindo a poli-L-lisina por quitosana.
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Figura 41 Distribuicdo do tamanho das nanoparticulas branco alginato-CacCl,+ Poli-L-Lisina.

Na Figura 41 pode-se observar que as nanoparticulas preparadas como poli-L-lisina
tiveram um tamanho promedio de 129 nm, com uma distribuicdo de tamanho uniforme que
sugere auséncia de agregacdo. Esses resultados estdo na mesma faixa de tamanho em
sistemas nanoparticulados carregadores de antibidticos (Cover et al., 2012) e vitamina B>
(Azevedo et al., 2014).

Um segundo grupo de nanoparticulas foi preparado substituindo poli-L-lisina por
guitosana deacetilado, como estratégia para evitar toxicidade e diminuir os custos de
preparacao. Foi escolhido quitosana por ser considerado um polieletrdlito catiénico barato e
biodegradavel (Il'ina and Varlamov, 2005), (Luo and Wang, 2014). Na Figura 42 é apresentada

a distribuicao de tamanho das nanoparticulas.
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Figura 42 Distribuicao do tamanho das Nanoparticulas branco alginato-CaCl; + quitosana.
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Analisando a Figura 42 se observou um aumento no tamanho em comparac¢do ao
sistema (Figura 41) anterior passando de 129 nm para 250 nm, mantendo um indice de
polidispersao baixo de 0,2 que sugere uniformidade no tamanho e auséncia de eventos de
agregacao.

Uma das principais varidveis que influenciam no tamanho de particula nos compostos
polieletrélitos é a concentracdo dos reagentes e proporcdes da dispersdo (Douglas and
Tabrizian, 2005). No presente estudo foram preparadas nanoparticulas seguindo a
metodologia de Das et al. (Das et al., 2010). Foram utilizadas baixas concentracées de alginato
e cloreto de calcio para formar estados pré-gel, procurando evitar a formacdo de
aglomerados. Nossos resultados mostraram um aumento do dobro em comparagdo com os
resultados mostrados no protocolo modelo. Este aumento de tamanho pode ser explicado
pelo uso de quitosana. As diferencas em tamanho quando foi substituido a poli-L-lisina pela
guitosana sdo explicadas pela maior afinidade entre o complexo alginato-CaCl, por quitosana
gue promove o aumento de tamanho mantendo fixas a proporg¢des dos reagentes (De and
Robinson, 2003).

Finalmente padronizados os métodos de preparacdo de nanoparticulas de alginato-
CaCl, foram preparadas nanoparticulas carregando a solugao sélida amido-curcumina usando

guitosana como polieletrélito Figura 43.
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Figura 43 Distribuicao do tamanho das NPs alginato-CaCl; + amido-curcumina+ quitosana.

Analisando a Figura 43 se encontrou um aumento de tamanho em comparag¢ao com a

as nanoparticulas branco discutidas na Figura 42. Esse aumento pode ser explicado pelo
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encapsulamento da dispersao sélida amido-curcumina. Esse fendmeno tem sido relatado em

sistemas usados na liberagao controlada de herbicidas (Maruyama et al., 2016).

4.4 Encapsulamento de curcumina
O aumento na solubilidade de curcumina em agua permitiu obter 28% de

encapsulamento de curcumina dentro das nanoparticulas, a porcentagem foi superior

comparada com outros trabalhos que relatam porcentagens de 5-9% (Das et al., 2010)

4.5 Cinéticas de liberagao
Com objetivo de conhecer a cinética de liberacdo da curcumina encapsulada nas

nanoparticulas, foram feitos dois experimentos de liberacdo em duas condicoes de pH 7,4 e

2,0 que sdo apresentados na Figura 44.
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Figura 44 Cinéticas de liberacdao de curcumina de nanoparticulas de alginato-quitosana em
pH acido e neutro.

Analisando as cinéticas de liberacdo de curcumina em pH 7,4 observou-se dois
dominios de liberagdo. O primeiro durante as primeiras 8 h no qual foi liberado
aproximadamente 2% de curcumina e um segundo que se estendeu durante 264 h alcangando
7 % do teor total de curcumina. Os resultados poderiam ser explicados em fungao de forgas
de atracgdo eletrostatica entre a matriz quitosana carregada positivamente em pH neutro, de
potencial Z em torno de 16 mV (Saied Noura, 2014) e a curcumina que inicia o processo de
desprotonacdo ceto-enol com negativos de potencial Z em torno de -15 mV (Tgnnesen and

Karlsen, 1985; Vyas et al., 2013;(Singh et al., 2014).
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Um resultado diferente foi observado nas condi¢cdes dcidas que mostrou liberacdo total de
curcumina. A cinética em condig¢des acidas também mostrou dois dominios. No primeiro foi
liberado 30% da curcumina durante as primeiras 5 h de tratamento, comportamento que pode
ser explicado pela quantidade de curcumina aderida nas superficies das nanoparticulas (Al-
Helw et al., 1998). O segundo dominio liberou o restante da curcumina até o final do
experimento.

Em geral, os sistemas baseados em hidrogeis sdo controlados por processo de difusdo,
processos de enchimento da matriz e por Ultimo por processo de erosdo (Agnihotri et al.,
2004). A capacidade de enchimento da matriz esta afetada por outros parametros, como nivel
de reticulacdo da matriz que consequentemente dependem das concentracdes de polimeros
usadas durante a preparacdo. Neste estudo foram usadas baixas concentracdes de alginato e
guitosana visando formacdo de nanoparticulas com tamanhos menores, por tanto maiores
areas de superficie que facilitam os processos de liberacdo (Al-Helw et al., 1998).

Embora, o sistema tenha sido testado com as mesmas caracteristicas de tamanho, as
diferencas nas porcentagens de liberacdo poderiam ser explicadas exclusivamente pelas
condi¢cbGes de pH usadas. Em meio acido os grupos amino da quitosana sdo protonados
permitindo o processo de erosdo junto com a transformacdo do alginato de sédio para acido
alginico, que aumenta o processo de erosdo do sistema (Murata et al., 1993; @stberg et al.,
1994; Simsek-Ege et al., 2003).

Os sistemas nanoparticulados poliméricos podem apresentar diferentes mecanismos
de liberagdo. Os dados obtidos das curvas de liberagao foram previamente analisados para
escolher o modelo mais adequado.

Neste trabalho foi escolhido o modelo Higuchi (Figura 45). O modelo de Higuchi se
baseia em processo de difusdo assumindo uma distribuicdo homogénea do composto dentro
do sistema com maior concentra¢ao e compara¢ao ao meio de liberagao, sem incluir eventos
de erosdao da matriz. Os resultados mostraram um bom ajuste com o modelo de Higuchi
incluindo eventos de erosao pelo menos no tratamento em condigdes acidas. As cinéticas de
liberacdo com o ajuste do modelos de Higuchi tem sido relatados para outros sistemas
baseados em hidrogeis usando alginato e quitosana (Maruyama et al., 2016); (Li et al., 2008;

Emami et al., 2014).
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Figura 45 Cinéticas de liberacao de Nps de alginato-quitosana ajustadas ao modelo de
Higuchi.

4.6 Avaliacao microbioldgica
Na Figura 46 s3ao apresentados os resultados de avaliagdao antimicrobiana usando os

testes qualitativo de dispersao em agar dos materiais de partida como das nanoparticulas
obtidas.Analisando a Figura 46 verifica-se porcentagens baixas de inibi¢dao da curcumina pura
como do material amido-curcumina e das nanoparticulas alginato-quitosana carregando
curcumina.

Esses resultados ndo coincidem pelo reportado em outros trabalhos que demosntram
uma diminui¢cdo do crescimento das bactérias superior a 50% e valores de concentragdes

minimos inibitdrias entre 200-300 pg-mL* (Negi et al., 1999).
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Figura 46 Porcentagem de inibicdo de crescimento das bactérias E. Coli e S. aureus usando
curcumina, Amido-Curcumina e Nps carregando Amido -Curcumina a concentragao 500 ug-
mL1,

Essas diferengas encontradas podem ser explicadas pelas baixas taxas de liberagdo de
curcumina em condi¢cdes de meio neutro, que impediu o contato da curcumina com as
bactérias, porém a baixa eficiéncia como antimicrobiano. O uso sédio dodecil sulfato SDS
como surfactante melhorou a liberagdo de curcumina, mas nao conseguiu a agao bioldgica
esperada. Outro fator que pode ter influenciado sdo diferencas nas metodologias usadas.
Diferentes relatos na literatura descrevem a alta atividade antimicrobiana usando extratos
alcodlicos com alta concentracdo de curcumina (17 mg-mL?)(Zorofchian Moghadamtousi et

al., 2014).
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Capitulo 5

Preparacgao, caracterizacao fisico-quimica e avaliagao
microbiolégica de nanofibras poliméricas carregando
curcumina

Resultados e Discussao

Serdo apresentados os resultados obtidos da preparacao, caracterizacdo fisico-quimica
de nanofibras poliméricas carregando curcumina.
As nanofibras poliméricas foram preparadas usando solugdes de polimero biodegradaveis
como policaprolactona, alginato e gelatina. Foram preparadas fibras uniaxiais e fibras coaxiais
(concéntricas) visando avaliar o efeito do recobrimento na cinética de liberacdo. Os materiais
de partida e as nanofibras poliméricas obtidas foram caracterizadas usando diferentes
técnicas fisico-quimica como analise térmica, espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho e difracdo de raios X por policristais. A morfologia e o tamanho foram
estudados por microscopia eletrénica de varredura. Foram avaliadas as cinéticas de liberacdo

in vitro e atividade antimicrobiana usando o teste qualitativo de difusdao em agar.

5.0 Caracterizagoes fisico-quimicas dos materiais de partida

5.1 Caracterizagao fisico-quimica de policaprolactona
Na Figura 47 estdao apresentadas as curvas TG, DTA e DTG da policaprolactona (PCl).

Analisando a curva TG observa-se um patamar de estabilidade entre 25°C a 355°C. A 413°C
observou-se um processo de decomposicao, observado também na curva DTG. Analisando a

curva DTA observa-se um pico exotérmico a 66°C, que corresponde a transicdo vitrea, seguido
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um evento endotérmico, que correspondem a degradacdo do polimero. Esses resultados

estdo de acordo com a literatura (Kaloustian et al., 1991).
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Figura 47 Curvas TG, DTG e DTA policaprolactona em atmodsfera de N..

TG- 2,0
DTA - - -
N
\ DTG
. 1,5
\ IL)
\ oo
' 1,0 >
\ , - O
\
\ - / D
0,5
T T T 010
500 600 700

Na Figura 48 apresenta-se o espectro de absor¢dao na regido de infravermelho da

policaprolactona. Observa-se na regido entre 2944 e 2867 cm™ as bandas caracteristicas de

estiramentos assimétricos e simétricos do grupo (CH;). Na regido em 1727 cm™ encontra-se

a banda atribuida ao grupo (C=0). Em 1190 cm™ observa-se a banda caracteristica de

deformacgdes dos grupos (C-O) e (C-C) da fase amorfa (Elzein et al., 2004).
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Figura 48 Espectro de absor¢ao na regidao de infravermelho da policaprolactona.

Na Figura 49 apresenta-se o difratograma de raios X da policaprolactona.

25000 ~

20000 -

15000 ~

10000 -

Intensidade/UA

5000 ~

21,2

23,6

10

20 30 40 50 60
20/ Graus

Figura 49 Difratograma de raios X de policaprolactona.
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Analisando a Figura 49 observa-se dois picos intensos em 21,2 graus e 23,6 graus

especificos dos planos

policaprolactona (Baji et al., 2007).

5.2 Caracterizagao fisico-quimica de gelatina

(110) e (200) de estruturas cristalinas ortorrombicas, da

Na Figura 50 apresentam-se as curvas TG, DTA e DTG da gelatina. Analisando as curvas

TG pode-se observar um evento de perda de massa na faixa 25°C -150°C, seguido por um

patamar térmico até uma temperatura de 242°C. Verfica-se um segundo evento de perda

massa na faixa 242°C -500°C, que coincide com a maxima temperatura de termo

decomposicao em 330°C, resultados similares sdo descritos na literatura (Mishra et al., 2011).
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Figura 50 Curvas TG, DTA e DTG da gelatina em atmdsfera de N,.

Na Figura 51 é apresentado o espectro na regido de infravermelho da gelatina.

Analisando espectro verifica-se uma banda larga na regido 3100-3500 cm™ atribuida a

presenca de moléculas de dgua livre dentro da cadeia polimérica. Observou-se em 1640 cm

a banda caracteristicas do grupo amida |I. Em 1544 cm™ observou-se a banda referente ao

grupo amido Il atribuidas a deformacgdes dos grupos carbonila (C=0) , dos grupos (N-H) e (C-

N) (Prystupa and Donald, 1996), (Ki et al., 2005).
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Figura 51 Espectro de absor¢ao na regiao de infravermelho da gelatina.
Na Figura 52 é apresentado o difratograma de raios X da gelatina, que mostrou um padrao
amorfo caracteristico de estruturas helicoidais e a hélice (Ki et al., 2005).
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Figura 52 Difratograma de raios X de gelatina.

5.3 Caracterizagao fisico-quimica de nanofibras poliméricas
Na Figura 53 estdo apresentadas as curvas TG, das nanofibras policaprolactona-

curcumina (PClI-Cur), policaprolactona-alginato (PCI-Alg), fibra coaxial (concéntrica)
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policaprolactona-alginato (Con PCI-Alg) e fibra concéntrica policaprolactona-gelatina (Con PCl-

Gel). As fibras PCI-Cur e PCI-Alg, mostraram um patamar de estabilidade entre 25°C- 323°C. As

fibras concéntricas (Con PCl-Alg) e (Con PCIl-Gel) mostraram estabilidade térmica entre 25°C -

274°C e 255°C respectivamente. Verifica-se um evento de perda de massa nas fibras PCI-Cur

e PCI-Alg na faixa 323°C-441°C.
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Figura 53 Curvas TG de PCl-curcumina (PCI-Cur), PCl-alginato (PCI-Alg), fibra concéntrica PCI-
Alginato (Con PCI-Alg), fibra concéntrica PCl-gelatina (PCI-Gel).

Na Tabela 7, estdo apresentadas algumas diferencas nas temperaturas transicdo de

fase encontradas nas fibras avaliadas.

Tabela 7 Eventos térmicos das fibras obtidas por eletrofiacao.

Fibra TmPClI/°C  AM;(Agua)/ % Residuo Td °C
PCl-Curcumina 61,4 - 11,0 408

PCl-alginato 60,8 2,8 8,0 401
Concéntrica

62,4 2,7 23,5 406
PCl-alginato
Concéntrica

58,8 6,7 7,4 330 e 408

PCI- gelatina

TM= Temperatura de fusdo, Am;= Porcentagem de agua, Td= Temperatura de degradacdo
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Analisando a Tabela 6 observa-se temperaturas menores do ponto de fusdo das fibras
guando comparada com PCl pura. Observa-se mudancas na temperatura maxima de
degradacao das nanofibras quando comparada com a matriz PCl. Esse resultado indica que a
adicdo de alginato e gelatina diminui a estabilidade térmica. Ndo foram observados eventos
de perda de massa associados a curcumina, indicando a completa dispersdo da curcumina
dentro das matrizes poliméricas.

Na Figura 54 sdo comparadas as curvas DTG dos materiais de partida PCl, gelatina,

alginato e as fibras concéntricas PCIl-Gel e PCI-Alg.

Pol e
_0!5_
Gel  —— Pl-Al——
0 40 ConPorGel - —— | ConPoALL,
2 |
2 15 1
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L. 406C
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—
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Figura 54 Curvas DTG de PCl, gelatina, alginato e fibras concéntricas PCl gelatina e
PCl alginato.

— T T T T T T T T T
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Analisando a Figura 54 observou-se duas temperaturas de degradacdao na fibra
concéntrica PCl-gelatina quando comparada com a matriz PCl, o que confirma a presenca de
gelatina. Esta diferenca sugere a formacdo de duas fases na blenda por diferenca da
miscibilidade. (Brostow et al., 2008; Kolbuk et al., 2013).

Verifica-se também modificagcdes nas temperaturas de degradacao das fibras PCI-Alg e
fibra concéntrica PCI-Alg quando comparado matriz PCl, sugerindo diminuicao da
cristalinidade da matriz PCl pela adi¢ao de alginato. Esses resultados sao similares a descritos
na literatura (Wan et al., 2009).

A continuacdo na Figura 55 estdo apresentados os espectros de absorg¢do na regidao de

infravermelho de curcumina, PCl e fibra PCl-curcumina.
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Figura 55 Espectros de absor¢ao na regiao de infravermelho de PCl, curcumina e a fibra PCI-
curcumina.
Analisando os espectros da Figura 55 encontraram-se bandas de policaprolactona em

1722 cm™ referente a vibragdes (C=0). No espectro da fibra PCl-curcumina, verifica-se as
bandas em 1283 e 961 cm relacionados estiramentos de grupos (C-H) e (C-O) da curcumina,

confirmando a presenga de curcumina nas fibras.

A seguir na Figura 56 sdo comparados os espectros de infravermelho de alginato de

sodio, fibra PCl-alginato e fibra concéntrica PCl alginato.
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Figura 56 Espectros de absorg¢ao na regiao de infravermelho de alginato de sédio, PCl, fibra
PCl-alginato e fibra concéntrica PCl-alginato.

Analisando a Figura 56 encontraram-se as bandas referentes aos materiais de partida
como a banda em 1722 cm™ que corresponde a vibragbes do grupo (C=0) do PCI.
Na Figura 57 estdo apresentados os espectros de absor¢do na regido do infravermelho de

gelatina, PCl e fibra concéntrica PCl-gelatina (PCI-Gel).
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Figura 57 Espectros de absor¢ao na regiao de infravermelho de policaprolactona, gelatina e
fibra concéntrica PCl-gelatina.

Analisando os resultados observa-se que o espectro da fibra concéntrica de gelatina
encontram-se bandas em 1640 e 1544 cm™ relacionadas aos grupos amida | e amida Il de
gelatina  (Ghasemi-Mobarakeh et al., 2008);(Gautam et al., 2014). Foi verificado o
deslocamento da banda de 1770 para 1990 cm™ especificos de estiramentos dos grupos (C-O-
C), resultados que sugerem a presenca de gelatina na fibra corroborando os resultados das
curvas DTG.

Na Figura 58 estdo apresentados os difratogramas das fibras de policaprolactona-
curcumina (PCI-Cur), policaprolactona-alginato (PCI-Alg) e fibra concéntrica policaprolactona

gelatina (Con PCl-Gel).
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Figura 58 Difratogramas de raios X das fibras PCl-curcumina (PCI-Cur), PClI-Alginato (PCI-Alg)
e fibra concéntrica PCl-Gelatina (Con PCI-Gel).

Analisando a Figura 58 encontrou-se picos bem definidos em 21,3 e 23,6 graus que
correspondem com os planos (hkl) (110) e (200) das estruturas cristalinas ortorrémbicas da

matriz PCl (Wang et al., 2013).

5.4 Caracterizacao morfoldgica
A caracterizagdo morfoldgica e a avaliagdo geométrica das fibras (distribuicao de

tamanho por diametro e orientacdao) foram estudadas usando microscopia eletronica de
varredura (MEV). Em geral, a morfologia e o tamanho das fibras sdo influenciados por
diferentes fatores tais como: a viscosidade, a concentragdo do polimero, o tipo de solvente,
fatores operacionais, como a distancia entre a agulha e a placa coletora, a corrente aplicada,
o fluxo de vazamento da solugao polimérica (Pham et al., 2006; Thompson et al., 2007).

A viscosidade é um dos fatores determinantes que influenciam a morfologia e a
orientacdao das fibras, e pode ser controlada por caracteristicas da solugcdo, tais como
concentracdo do polimero. Valores altos de viscosidade evitam a formacao de fibras lisas e
uniformes.

A condutividade da solucdao é um outro fator que influencia a morfologia e o tamanho

das fibras. Em geral, a adicdo de sais na solugdo polimérica é uma estratégia para aumentar a
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condutividade promovendo a formacdo de fibras lisas com morfologia uniforme, sem
formacdo de protuberancias (Son et al., 2004).

A densidade de carga é outro parametro influente que esta relacionado tanto com a
condutividade quanto com o tipo de polimero e solvente escolhidos. Assim, polimeros
naturais se comportam como polieletrdlitos aumentando o transporte de carga na solucao
polimérica, resultando numa maior tensdo sobre o campo elétrico que impedem a formacao
de fibras. O tipo de solvente e tipo de polimerio usado afetam diretamente esta parametro (Li
and Wang, 2013). Na Figura 59 estdo apresentadas as caracteristicas morfoldgicas e a
distribuicdo de tamanho das fibras PCl carregando curcumina.

Analisando a Figura 60 observou-se a formacdo de fibras micrométricas com uma

distribuicdo de tamanho larga, com valores 600 nm a 1,8 um.

124
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15,0 Ky 5000%18.6 mm| 3.0 SE 54,08 Pm CENTRO DE N

Figura 59 Morfologia e distribuicao de tamanho de fibra PCl-curcumina.

Esses resultados podem ser explicados pela taxa de vazamento usada de 3 mL/h e pelas
caracteristicas dos solventes (Merrell et al., 2009). Relatos na literatura indicam que taxas de
vazamento alta promovem a formacao de fibras maiores, devido a formacgdo de gotas e jatos
de maior tamanho que promovem a unido entre as fibras, além de imperfeigdes e presenca
de pérolas ou defeitos. (Zong et al., 2002). O uso de taxas de vazamentos maiores a 0,5 mL/h

aumentam até oito vezes o didametro da fibra (Guarino et al., 2011).
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Caracteristicas intrinsecas do solvente como grau de polaridade e permissividade relativa tem
influéncia direta na densidade de carga da solucdo polimérica que afetam o tamanho, neste
caso a permissividade relativa do metanol e do diclorometano usados na preparacdo das
fibras é considerada alta que junto com o uso de alta taxas de vazamento levou a formacao
fibras de maior tamanho (Guarino et al., 2011)

Na Figura 60 e 61 estdo apresentadas as micrografias obtidas por microscopia
eletronica de varredura das fibras PCI- alginato (PCI-Alg) e fibra concéntrica PCl-alginato (Con

PCI-Alg).
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Figura 60 Morfologia e distribuicao de tamanho da fibra policaprolactona-alginato (PCl-
Alg).

As fibras PCI- alginato mostraram um tamanho de fibra em torno de 290 nm, com
distribuicdo de tamanho uniforme. Esses resultados podem ser explicados pelas condi¢ées de
preparagao usadas, como baixo fluxo de vazamento baixo (1,5 mL/ hora), e tipos de solventes
usados. A mistura de acido acético e acetato de etila apresentam baixa polaridade, e
consequentemente baixa permissividade relativa, mas as taxas de vazamento usadas
permitiram a formacdo de gotas pequenas e consequentemente fibras de menor didametroa

em torno de 290 nm(Luo et al., 2012)
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Figura 61 Morfologia e distribuicdo do tamanho da fibra concéntrica policaprolactona-
alginato.

Analisando a Figura 61 verifica-se fibras com tamanho ao redor de 214 nm com presenca
de defeitos e pérolas que podem ser explicados pelo método de preparagao das fibras.
Neste método usou-se a solugao de PCl para a formagdo da fibra central e a solugao de
alginato para a formacgdo da fibra de recobrimento. Durante a formacgao da fibra central o
alginato foi se depositando formando pérolas e defeitos, causados por sua baixa capacidade
de eletrofiagdo. O resultado pode ser explicado pela alta rigidez dos mondmeros que

compdem o polimero (Mackie et al., 1983).

Na Figura 62 apresenta-se a micrografia e distribuicdo de tamanho da fibra concéntrica

PCI- gelatina (Con PCI-Gel).
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Figura 62 Morfologia e distribuicio de tamanho da fibra concéntrica
policaprolactona-gelatina.

Analisando a Figura 62 verifica-se a formacdo de fibras com tamanho entre 216 nm
com distribuicdo uniforme. Foram encontrados defeitos como resultado da alta taxa de
vazamento usada na solu¢do de recobrimento de gelatina (1,8 mL"h), que foi 9 vezes superior
as relatadas na literatura(Gautam et al., 2013).

Outro fator que pode ter influenciado a presencga de imperfeicGes nas fibras é a concentragao

da solucdo de gelatina usada (Zhang et al., 2005; Gautam et al., 2013).

5.5 Cinéticas de liberagao de curcumina
Na Figura 63 estdo apresentados os perfis das cinéticas de liberagdo de curcumina das

nanofibras preparadas. Analisando a Figura 63 se observa dois dominios de liberacao das
fibras. No primeiro dominio observou-se um efeito explosao liberando aproximadamente 80%
da curcumina nas primeiras 8 horas, comportamento que nao foi encontrado na fibra
concéntrica PCl-alginato que liberou aproximadamente 50 % da carga nas primeiras 8 horas.

O segundo dominio de liberagdo se estendeu por 264 horas liberando 95% carga.
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Figura 63 Cinéticas de liberacao das fibras policaprolactona curcumina (PCI-Cur),
policaprolactona-alginato (PCI-Alg), fibra concéntrica policaprolactona-alginato (Con PCI-
Alg) e fibra concéntrica policaprolactona gelatina (Com PCI-Gel).

Analisando a Figura 63 observou-se dois dominios de liberacdo nas nanofibras
avaliadas. No primeiro dominio observou-se um efeito explosdo liberando aproximadamente
80% de curcumina durante as primeiras 8 horas de avaliacdo nas fibras uniaxial de
policaprolactona, na fibra concéntrica policaprolactona-gelatina e na fibra policaprolactona-
alginato. A fibra concéntrica policaprolactona alginato liberou uma menor quantidade de
curcumina ao redor de 50% no mesmo periodo de tempo.

O segundo dominio de liberagdo se estendeu por 264 horas liberando 95% da carga de
todas as nanofibras avaliadas. Os resultados mostraram uma cinética de liberagado prolongada
de curcumina na fibra concéntrica de PCl-alginato quando comparada com as outras fibras.
Diferentes mecanismos participam do processo de liberagao em nanofibras polimérica como
processo de difusdo, degradacdo da matriz e dissolu¢cdo do farmaco (Chou et al., 2015). O
processo de difusdo estd afetado por outras varidveis como tipo de fibra (uniaxial , coaxial),
porosidade da matriz e interagdes entre a matriz e principio ativo (Hrib et al., 2015).

Por tanto as diferencgas nas cinéticas de liberacdao podem ser explicadas pelo tipo de
fibra, que no caso particular da estratégia do recobrimento com alginato prolongou o processo
de liberacao.

As cinéticas de liberagdo mostraram maiores porcentagens quando comparadas aos relatos

da literatura (Merrell et al., 2009; Shao et al., 2011; Kim et al., 2012).
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As altas taxas de liberacdo mostradas nas primeiras 8 horas foram consequéncia de
modificacdo do meio de liberacdo com SDS 1% P/V. Encontram-se estudos na literatura que
relatam taxa de liberacdo menores entre a matriz PCl e a curcumina (Chou et al., 2015).

5. 6 Avaliagcdao microbioldgica

Na Figura 64 estdo apresentados os resultados de avaliacdo microbilégica das fibras P
PCl-curcumina, PCl-Alginato, fibra concéntrica PCl-alginato e fibra concéntrica PCl-gelatina

carregando frente as bacterias E. coli e S. aureus.
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Figura 64 Prcentagem de inibicao de crescimento de E. coli e S.aureus usando as

fibras PoCl-curcumina, PCl-alginato, concéntrica PCl-alginato e concéntrica PCl
gelatina.

Analisando a Figura 64 osbervou-se uma baixa a¢ao antimicrobiana das nanofibras carregando
curcumina. Os resultados podem ser explicados pelas intera¢gdes hidrofdbicas entre a matriz
policarprolactona e curcumina que dificultaram o proceso de liberacdo (Letchford et al.; Feng

et al., 2012). Outra razdo da baixa atividade pode estar relacionada com alta resiténcia das

bactérias testadas.
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Conclusoes

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que

Os métodos de sintese das nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) influenciaram nas
propriedades fisico-quimicas.

O método de sintese hidrotérmico permitiu formar nanoparticulas com menores
tamanhos e distribuicdo uniforme.

Nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) reduzidas mostraram maior intensidade de
fotoluminescéncia.

Nanoparticulas de dxido de zinco (ZnO) reduzidas mostraram maior intensidade das
sinais de EPR.

Comprovou-se a eficacia do efeito antimicrobiano frente as bactérias fitopatogénicas
com uso de nanoparticula de 6xido zinco (ZnO) com as superficies modificadas.

A eficacia da atividade antimicrobiana por efeito fotocatalitico esta relacionada a
formacdo de defeitos de superficie como vacancias de oxigénio e zinco intersticial.

Os defeitos na superficie das nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) melhoram a
capacidade de formacdo de radical hidroxila, que esta associada na eficacia da
atividade antimicrobiana.

Os resultados deste trabalho permitem demonstrar o uso de nanoparticulas de éxido
de zinco (ZnO) como plataformas eficientes na adsor¢ao e liberagao controlada de
farmacos catidnicos como doxiciclina durante periodos prolongados.

Foi evidenciado que as nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) apresentam uma dupla
vantagem para serem empregadas como antimicrobiano por efeito catalitico e como
sistema de liberagao controlada de doxiciclina.

A estratégia de secagem por aspersdo permitiu melhorar a solubilidade da curcumina
em agua em 12 vezes.

As metodologias empregadas na preparag¢ao das nanoparticulas poliméricas alginato-
quitosana possibilitou a obtencdo de nanoparticulas com tamanhos entre 125 e 500
nm.

As metodologias utilizadas na preparacao de fibras poliméricas permitiram a obtencao

de fibra com didmetros entre 215 — 1000 nm.
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A estratégia de recobrimento da fibra concéntrica policaprolactona-alginato
prolongou o tempo de liberagdo in vitro da curcumina.

As nanoparticulas poliméricas alginato-quitosana carregando curcumina ndo
apresentaram atividade antimicrobiana frente as bactérias testadas.

As fibras poliméricas ndo exibiram agao antimicrobiana nas bactérias testadas.

Perspectivas

Como perspectivas para trabalhos futuros propde-se:

Padronizar metodologias para gerar defeitos fixos de superficie em nanoparticulas de
ZnO por médio de dopagem com outros metais como cromo, cobre e nidbio.
Padronizar a metodologia de sintese hidrotérmica assistida por microondas visando
melhorar a eficiéncia na producdo destes materiais.

Estudar o efeito dos surfactantes sobre a morfologia e o crescimento do cristal nas
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO)

Estudar o efeito do crescimento do cristal de éxido de zinco (ZnO) sobre as atividades
fotocatalitica e antimicrobiana

Testar a matriz de éxido de zinco (ZnO) para a liberacdo de outros produtos de
interesse agrondmico como adubos, herbicidas e inseticidas.

Avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) usando

um modelo vegetal.
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