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RESUMO

MODIFICACAO A PLASMA DE COMPOSITOS A BASE DE
CELULOSE BACTERIANA E FOSFATO DE PRATA

A pandemia de coronavirus (COVID-19) evidenciou a problematica das
infecgdes microbianas emergentes na saude publica da atualidade, as quais
demonstram-se, muitas vezes, dificeis ou at€¢ mesmo impossiveis de serem
tratadas. Nesse contexto, visando a prote¢do da populagdo humana, ¢
impulsionada a demanda pelo desenvolvimento de materiais hibridos
avangados e novas tecnologias que inativem microrganismos. A celulose
bacteriana (CB) ¢ um polimero natural, que apresenta elevada resisténcia
mecanica, alta capacidade de retengdo de agua, elevada cristalinidade e
estabilidade térmica. Possui ainda vantagens de ser biocompativel, atoxica e
biodegradavel. Sua estrutura altamente porosa ¢ constituida por nanofibras
que favorecem a modificagdo e incorporagdo de substancias em sua matriz
para melhorar ou agregar propriedades. Apesar de suas excelentes
caracteristicas, a CB em sua forma natural, ndo apresenta atividade
antimicrobiana, portanto, muitos cientistas t€ém se dedicado a pesquisa de
métodos para acrescentar esta propriedade e ampliar a aplicabilidade desse
biopolimero. Estudos recentes demonstram que materiais semicondutores,
como o fosfato de prata (AgzPO,), apresentam elevado potencial biocida
contra bactérias, fungos e virus. Neste sentido, este trabalho propds sintetizar
filmes compositos de CB/Ag;PO4 empregando-se um sistema de filtragdo a
vacuo para a formagao e imobilizacao dos cristais de Ag;PO4 na matriz de
CB, desenvolvendo um material com melhores propriedades fisico-
quimicas, biocompativel, atéoxico com atividade antimicrobiana.
Adicionalmente foi realizada a modificacdo dos filmes compodsitos pelo
plasma efching de oxigénio (0O,), para promover a exposicdo das
microparticulas de AgzPO, incorporadas ao biopolimero, intensificando o
efeito antimicrobiano do material. As micrografias dos compositos de
CB/Ag;PO4 obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV),
confirmaram a presenca de microparticulas dispersas e aglomerados
distribuidos por toda a extensdo da matriz polimérica. Foi observado que os
compositos de CB/Agi;PO,4 apresentaram um aumento de sua estabilidade
térmica, em comparag¢ao com os filmes de CB pura. Além disso, foi realizado
um ensaio de citotoxicidade celular, que atestou uma viabilidade celular
acima de 70% para os filmes de CB pura e para os compdsitos CB/Agi;POs.
Ap6s o tratamento a plasma de oxigénio, os resultados indicaram um
aumento na hidrofilicidade dos filmes de CB pura e dos compdsitos de
CB/Ag;PO, devido a incorporacdo de grupos funcionais oxigenados no
material.

Palavras-chave: Composito, celulose bacteriana, microparticulas de prata,
efeito antimicrobiano, plasma de oxigénio.
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ABSTRACT

PLASMA MODIFICATION OF COMPOSITES BASED ON BACTERIAL
CELLULOSE AND SILVER PHOSPHATE
The recent of coronavirus pandemic (COVID-19) highlighted the problem
of emerging microbial infections in the current public health scenario, which
are often difficult or even impossible to treat. In this context, there is a
demand for the development of advanced materials that inactivate
microorganisms aiming at the protection of the human population. Bacterial
Cellulose (BC) is a natural polymer, which has high mechanical resistance,
high water retention capacity, high crystallinity, and thermal stability. It also
has the advantages of being biocompatible, non-toxic, and biodegradable.
The architecture of the BC is composed of nanofibers with high porosity,
which contribute to modifications and incorporation of substances in its
matrix to improve or add properties and expanding its applicability. Despite
its excellent characteristics, BC in its natural form does not present
antimicrobial activity, therefore, many scientists have dedicated themselves
to researching methods to add this property and expand the applicability of
this biopolymer. Recent studies demonstrate that semiconductor materials,
such as silver phosphate (Ag;POs), have high biocidal potential against
bacteria, fungi, and viruses. In that regard, this work proposed to synthesize
BC/Ag;PO,s composite films using a vacuum filtration system for the
formation and immobilization of Ag;PO. crystals in the BC matrix,
developing a material with Dbetter physicochemical properties,
biocompatible, non-toxic and with antimicrobial properties. Additionally, the
composite films were modified by oxygen plasma etching, to promote the
exposure of AgiPO4 microparticles incorporated into the biopolymer,
intensifying the material's antimicrobial effect. The micrographs of the
BC/Ag;PO4 composites obtained by SEM confirmed the presence of
dispersed microparticles and agglomerates distributed throughout the entire
length of the polymeric matrix. Furthermore, a cell cytotoxicity assay was
carried out, which attested to cell viability above 70% for pure BC films as
well as for BC/Ag;PO4 composites. Analyses carried out after oxygen plasma
treatment indicate an increase in the hydrophilicity of pure BC films and
BC/Ag;PO,4 composites due to the incorporation of oxygenated functional
groups in the material.
Keywords: Composite, bacterial cellulose, silver microparticles,
antimicrobial effect, plasma oxygen.
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1. Introducao

A pandemia desencadeada pelo novo coronavirus SARS-CoV-2,
agente da COVID-19, decretada oficialmente pela OMS (Organizagao
Mundial da Satde) em marco de 2020, evidenciou a fragilidade do sistema
de satide no combate a infecgdes microbianas emergentes, que configuram
um dos principais desafios da atualidade, conduzindo a populagao mundial
a buscar solugdes inovadoras, impulsionando o desenvolvimento de
materiais multifuncionais e novas tecnologias que reduzam a disseminag¢ao

e inativem microrganismos, diminuindo a incidéncia de suas patologias (%),

O desenvolvimento de sistemas compositos a partir da combinagao de
componentes organicos € inorganicos, permite a criagdo de materiais
hibridos multifuncionais. O desafio consiste em estabelecer uma combinacao
sinérgica das propriedades individuais dos materiais, tais como, a
estabilidade térmica e quimica, dos materiais inorganicos com a flexibilidade
e a processabilidade, dos polimeros organicos. A versatilidade desses
materiais possibilita, por exemplo, a confec¢do de materiais hibridos
antimicrobianos, como os nanocompositos poliméricos, que possibilitam
uma vasta gama de aplicagdes, tais como revestimentos de implantes,

curativos para feridas, embalagens ativas antimicrobianas etc ¥,

Descoberta por Brown ha mais de 130 anos, a celulose bacteriana (CB)
¢ um polissacarideo, obtido por meio de um processo de fermentagdo
realizado por algumas bactérias, como as do género Komagataeibacter e,
diferentemente da celulose extraida de plantas, apresenta natureza
quimicamente pura, pois sua composicao € livre de lignina, hemicelulose e
outros componentes derivados da parede celular vegetal ). Esse polimero
natural, ¢ constituido por cadeias lineares formadas por mondmeros de

glicose, unidos entre si por meio de ligagdes glicosidicas B — (1,4) 9.



Composta por fibrilas nanométricas repleta por grupos hidroxila, a CB ¢
mantida por ligacdes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares ao
longo de sua estrutura, responsaveis pela sua elevada cristalinidade. Além
disso, sua grande capacidade de absor¢do de dgua, associada a sua elevada
porosidade intrinseca, favorece a permeagao de liquidos e seu processo de
biodegradag¢do ®. Essas caracteristicas garantem a celulose bacteriana
excelentes propriedades, como alta resisténcia a tracdo, elasticidade e
elevada capacidade de retencao de agua. Além de ser biodegradavel, atoxica

e biocompativel ©-!2).

A CB ¢ um material promissor, com elevado potencial em aplicacoes
industriais, entretanto sua produciao envolve um elevado custo comercial,
restringindo sua comercializacao a nichos de alto valor, tendo seu uso mais
evidenciado na area biomédica, com aprovacdo pela Food and Drug
Administration (FDA) para utilizagdo em curativos, distribuicdo de
medicamentos, reparagdo da cartilagem ©'3-15. Sua estrutura altamente
porosa ¢ formada por nanofibras que contribuem para modificacdes e
incorporacdo de substidncias em sua matriz para melhorar ou agregar
propriedades possibilitando a obtengdo de estruturas com propriedades
superiores ampliando ainda mais sua gama aplica¢des ', Apesar de nfo
apresentar atividade antimicrobiana, essa limitacdo pode ser contornada
através da incorporacdao de agentes antimicrobianos a matriz polimérica de
CB, tais como particulas de prata, possibilitando o desenvolvimento de

materiais compdsitos com potencial biocida (1617,

Recentes avancos demostraram o desenvolvimento de excelentes
materiais antissépticos constituidos por 6xidos de prata como trés polimorfos
de AgaWOy4, B-AgaMo0O4 e Ag;PO4, que atuam sem a agdo da prata metalica,
reduzindo a probabilidade de o corpo humano apresentar uma resposta

citotoxica (19, O fosfato de prata (Ags;PO4) é um material semicondutor



promissor devido a sua elevada eficiéncia fotocatalitica na luz visivel '*. No
entanto, sua baixa estabilidade ocasionada pela fotocorrosdo e rapida
combinag¢do dos pares elétron(e”)/buraco (h"), pode ser contornada através de
sua imobiliza¢do, em plataformas adequadas, para a exploracdo de todo seu
potencial. Ademais, esse material possui atividade antimicrobiana,
antifungica e antiviral. A presen¢a do grupo fosfato em sua estrutura, pode
promover um aumento de sua biocompatibilidade, que aliada a sua baixa
toxicidade, tornam esse composto um excelente candidato para aplicagdes
como agente antisséptico em embalagens ativas antimicrobianas e curativos

prevenindo contaminagdes por patogenos (1823,

A tecnologia de plasma vem sendo amplamente empregada em
laboratdrios de pesquisa e industrias de alta tecnologia, pois ela promove um
aumento significativo na eficiéncia de processos quimicos convencionais de
modificagdo de superficies 32729, O tratamento de materiais poliméricos
pelo plasma efching pode promover tanto uma alteracdo quimica de
superficie, ocasionada pela inser¢ao de grupos funcionais gerados pelo gas
utilizado, quanto morfoldgica, devido ao bombardeamento de ions, elétrons
¢ espécies quimicamente energéticas, que promovem uma “corrosao” na
superficie do material, sem que ocorra uma alteracao de suas propriedades
bulk (41529 Além disso, essa modifica¢do superficial pode proporcionar
uma exposicdo das particulas incorporadas ao material polimérico,
permitindo uma maior interagdo entre o agente antisséptico € o
microrganismo patdgeno, ocasionando uma intensificacdo no efeito
antimicrobiano do material ?°. Ademais, as modificacdes resultantes da
exposicao ao plasma efching nas propriedades intrinsecas do biopolimero,
tais como, sua nanorugosidade e a molhabilidade, podem contribuir para o
aumento da biocompatibilidade dos compdsitos e ampliar ainda mais a sua

aplicabilidade no setor biomédico (141329,



Nesse contexto, foi proposta uma metodologia onde utiliza-se um funil
de Buchner de placa porosa na etapa de incorporagdo das particulas de
fosfato de prata & matriz polimérica, para direcionar a formagdo desses
cristais na superficie dos filmes de celulose bacteriana, garantindo a
confec¢do de um material atdéxico, com elevada biocompatibilidade e
potencial atividade antimicrobiana para aplicagdo no setor biomédico. A
influéncia da incorporagdao de diferentes concentragdes de Ags;POs4, nas
propriedades do biopolimero, foi investigada a partir de técnicas
espectroscopicas, térmicas e morfologicas. Foi avaliada também, a
viabilidade celular dos filmes compositos, segundo a ISO 10993-12. As
modificagdes quimicas superficiais foram analisadas por meio das técnicas
de espectroscopia de transmitancia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR-ATR) e angulo de contato (0). As alteragdes
topograficas foram analisadas por microscopia de forca atomica (AFM).
Finalmente, o efeito antimicrobiano dos filmes compositos foi avaliado por
meio da analise da atividade bioldgica dos materiais, empregando a técnica
de difusdo em agar, seguindo as normas do CLSI M2-A8, com espécies
patogénicas de uma bactéria gram-positiva, gram-negativa € uma espécie de

fungo.



2. Revisao Bibliografica

2.1) Polimeros Naturais: Celulose Bacteriana

Os polimeros naturais sao materiais oriundos essencialmente de fontes
naturais e renovaveis, podendo ser provenientes de recursos sustentaveis, tais
como, amido, celulose, quitina, quitosana, alginato etc. Esses materiais sdo
formados a partir de mondmeros que se unem por meio de ligagdes
covalentes ¢ formam moléculas maiores ©%3?. A celulose é o biopolimero
mais abundante da face terrestre, exercendo um papel fundamental no setor
industrial devido a sua versatilidade como fonte de diversas aplicacdes

industriais.

Desde o século XVIII, a celulose bacteriana era consumida como uma
sobremesa Filipina, a “nata de coco”, obtida a partir de um processo
fermentativo realizado por bactérias. Em 1886, Brown ¢ relatou a obtengdo
de celulose bacteriana por meio de um processo de fermentagdo acética
(FIGURA 2.1) realizado pela bactéria gram-negativa Acetobacter xylinum
(atualmente reclassificada como Gluconacetobacter xylinum). Desde entdo,
diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos para compreender seu processo
de produgdo, a partir da adequagdo de seus parametros de sintese que
incluem a escolha de meios de cultura, processo de incubagdao, modo de

cultivo e purifica¢do, buscando otimizar a obten¢do desse material ©-33-3436),



O meio de cultura padrao constituido por glicose, peptona e extrato de
levedura, como fontes de carbono e nitrogénio, mais comum e amplamente
empregado para a sintese de CB, conhecido como HS, foi desenvolvido por
Hestrin e Schramm (1954), em seus estudos com a bactéria 4. xylinum*. Em
sua pesquisa, foi estabelecido que a formacao da pelicula de celulose ocorre
devido ao crescimento das bactérias que resulta num aumento da
concentracdo de células na superficie do meio de cultura, onde ocorre a
maior producgdo de celulose, devido a presenga de oxigénio. A formagdo da
pelicula de celulose na interface ar/liquido (FIGURA 2.1 - a) permite que o
microrganismo tenha mais acesso ao oxigénio, essencial para o seu
desenvolvimento (1336 Além de ser um mecanismo de autodefesa da
bactéria, que contribui para evitar a desidratagdao do substrato devido ao seu

carater higroscopico e ¢ capaz de protegé-la contra a radiacao ultravioleta

(12,34)

FIGURA 2.1 - (a) Pelicula de celulose bacteriana em meio de cultura, obtida
por meio do cultivo, realizado em modo estatico, da cepa AF1 da bactéria
Komagataeibacter xylinus e (b) Celulose bacteriana purificada. Fonte:

Autora.



Diferentemente da celulose obtida por meio de plantas (celulose
vegetal - CV), a celulose bacteriana (CB) ¢ considerada quimicamente pura,
pois sua estrutura ¢ livre de lignina, hemicelulose e outros componentes
organicos provenientes da parede celular vegetal, proporcionando um
processo de purificagdo mais simples que o da CV. Ambas as celuloses
(bacteriana e vegetal) apresentam a mesma estrutura molecular, com férmula
quimica (C¢H;9Os)n. A CB ¢ constituida por cadeias lineares formadas por
mondmeros de glicose (unidades B-D-glucopiranose), unidos entre si por

meio de ligagdes glicosidicas B — (1,4) (FIGURA 2.2) 37,

HOH,C
HO 0 HO
_— OH

OH

OH HOH,C

FIGURA 2.2 — Unidade estrutural de repeti¢cao da celulose bacteriana, 3-D-glucopiranose,

unidas pela ligacdo glicosidica § — (1,4). Fonte: Elaborado pela autora.

Suas fibrilas nanométricas, com didmetros entre 20 e 100 nm, repletas
por grupos hidroxila, sio mantidas entre si por ligagdes de hidrogénio
intermoleculares e intramoleculares ao longo de sua estrutura (FIGURA 2.3)
37_Sendo, as interagdes intermoleculares responsaveis pela formagio de suas
fibras e as interagdes intramoleculares pela rigidez de sua cadeia polimérica,

associadas a sua elevada cristalinidade e resisténcia mecanica (12-11:33-3%),



FIGURA 23 -

H/Lmlﬂ“*H;i H Representagcdo estrutural
de celulose bacteriana
demonstrando suas
ligagdes de hidrogénio,

inter e intramoleculares.

Fonte: Adaptado '2.

Ligagoes de H
intramoleculares

A estrutura altamente porosa associada a extensa area superficial da
CB, influenciam nas suas propriedades tUnicas, como a sua elevada
capacidade de reten¢do de agua e alta cristalinidade, que sdo responsaveis
pela estabilidade térmica deste biopolimero, caracteristica que permite sua
esterilizacdo por meio de tratamentos térmicos, como o processo de

3 Qutras caracteristicas da CB incluem sua notavel

autoclavagem
flexibilidade e elevada resisténcia mecanica, comparando-a com o
polipropileno, um polimero sintético, que possui resisténcia a tragdo na faixa
de 20 a 45 MPa e médulo de Young na faixa de 1,0-1,5 GPa, a CB possui um
modulo de Young e resisténcia a tracdo superiores, del5-35 GPa e 200-300
Mpa, respectivamente. Além disso, a CB também possui as vantagens de ser
biodegradavel, atoxica e biocompativel °. Essas caracteristicas estimulam a
aplicagdo desse biopolimero em diversas areas, tais como no setor biomédico
atuando na engenharia de tecidos, distribui¢do de farmacos e na fabricacao
de cosméticos; alimenticia como embalagens, no controle de qualidade de
alimentos; dispositivos eletronicos, na fabricagdo de sensores,

monitoramento ambiental etc 3839,

As microfibrilas, que constituem as fibras de CB sao compostas por

regides cristalinas, que possuem um elevado grau de organizacao e, também,



por regides desordenadas (amorfas), consequéncia de alteragcdes no processo
de cristalizacdo de suas moléculas. A forma cristalina de celulose nativa, ¢ a
celulose 1, que possui dois alomorfos com diferentes padrdes de ligacao de
hidrogénio, a celulose Ia e a celulose IB. A estrutura triclinica ¢
correspondente a celulose Ia € possui apenas uma cadeia por célula unitaria.
Essa ¢ a estrutura predominante na celulose bacteriana. O alomorfo If, ¢
constituido por duas cadeias de celulose por célula unitaria, correspondente
a estrutura cristalina monoclinica. Formada a partir de um tratamento da
celulose I com hidroxido de s6dio (NaOH), a celulose II € o polimorfo mais

estavel, sendo uma das mais estudadas 4042,

Outros polimorfos de celulose, incluem as celuloses 111, III; e IV, que
se diferenciam pela orientagdo de suas fibras, podem ser obtidas quando a
celulose I e II s3o submetidas a tratamentos quimicos e/ou térmicos 442, O
método usual de producdo da celulose bacteriana emprega o substrato
Hestrin e Schramm (HS), que € constituido pela glicose, responsavel pela
fonte de carbono, peptona e extrato de levedura como fontes de nitrogénio,
fosfato dissodico e acido citrico. A utilizacao dessas substiancias como
substrato para a producdo de CB inviabiliza economicamente o emprego
desse material em escala industrial, devido ao seu alto valor agregado, pois
o meio de cultura corresponde a aproximadamente 30% dos custos
empregados em sua producao. Ao longo dos anos, componentes alternativos
de matéria-prima, para a producdo desse biopolimero, vem sendo estudados
para expandir a utilizacdo desse material e reduzir seus custos de producao.
Uma alternativa interessante e sustentavel, consiste no emprego de residuos
téxteis a base de algoddo, residuos agroindustriais € provenientes do
processamento de alimentos, como substrato para a obtencao de celulose

3

bacteriana, devido ao elevado teor de glicose e frutose *°. Substratos

agricolas obtidos a partir do soro de soja foram otimizados para a produgao
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de CB, por SUWANPOSRI et al. (2014) e REVIN et al. (2018) Neste estudo
foi demonstrado que vinhaga fina de trigo e soro de leite, subprodutos acidos
da industria de alcool e de laticinios, consistem em um meio de cultura
promissor para a produgdo de celulose bacteriana “**¥, SOUZA et al. (2020),
em seu estudo recente, utilizou suco de caju como fonte de carbono e melago
de soja como fonte de nitrogénio para a producao de membranas de celulose
bacteriana a partir da bactéria Acetobacter xylinus (ATCC 53582) #. As
membranas produzidas por meio deste meio de cultura alternativo
apresentaram caracteristicas semelhantes as membranas obtidas através do

substrato padrdo, porém com maior rendimento e custo inferior *°.

Na industria biomédica € crescente o numero de pesquisas voltadas
para o desenvolvimento de materiais constituidos por uma base biologica,
como a CB, aplicagdes na cicatrizacao de feridas, dispositivos médicos para
a entrega de fArmacos, implantes etc. '®>. Dessa maneira, aumenta a demanda
por estudos para a compreensao € para o aprimoramento desses materiais
voltados para aplicagdes biomédicas. Pesquisas voltadas para a incorporagao
de agentes antimicrobianos na CB aprimoram suas qualidades e
impulsionam as suas aplicagdes no setor biomédico como materiais
antissépticos. NAKYAMA et al. (2016) desenvolveram compositos de CB e
gelatina que apresentaram propriedades mecanicas melhoradas #7. LIN et al.
(2013) avaliaram a eficacia de compdsitos de CB e quitosana na cicatrizagao
de feridas e, foi concluido, que o material obtido promoveu uma regeneragao
tecidual mais rapida, que os curativos convencionais € os curativos de
celulose bacteriana, além disso o material ndo apresentou qualquer efeito
citotoxico para a célula de mamiferos “. JENKHONGKARN e
PHISALAPHONG (2023) estudaram o efeito de diferentes reducdes
quimicas na sintese de compositos de CB/Ag com multiplas propriedades,

além de um potencial antimicrobiano comprovado para todas as amostras 3’.
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Compositos antimicrobianos para revestimento de frutas (testados com
laranjas e magas), constituidos de celulose bacteriana e nanoparticulas de
prata (AgNPs), desenvolvidos por ATTA et al. (2021), apresentaram
propriedades mecénicas e térmicas superiores em relacdo aos filmes de
celulose bacteriana pura. Foi comprovado também que os filmes
apresentaram viabilidade celular para fibroblastos murino NIH-3T3, sendo
considerados atoxicos e biocompativeis. Os resultados demonstram que o
material desenvolvido apresenta aplicagdo em potencial como materiais de
revestimentos € embalagens de alimentos com a¢ao antimicrobiana, pois sua
utilizacdo, resultou no aumento da vida util das frutas testadas (laranjas e

magas)®.

A CB ¢ um biopolimero promissor, sua obtengdo ¢ simples e pode ser
realizada de maneira sustentdvel a partir de meios de cultura alternativos. O
seu emprego na formagao de nanocompdsitos, permite o desenvolvimento
de materiais multifuncionais e ampliam ainda mais a aplicagdo desse

material.

2.2) Fosfato de Prata

A prata ¢ um elemento empregado para evitar infeccoes desde a
antiguidade, por apresentar um elevado potencial antimicrobiano contra
varios microrganismos patogénicos, inclusive bactérias resistentes, e baixa
toxicidade para os seres humanos. A utilizagcdo de nanoparticulas e/ou 6xidos
de prata, incorporados em materiais distintos, possibilitam o
desenvolvimento de produtos com atividade antimicrobiana e multipla
aplicabilidade, presente em diversas dareas: médica, veterinaria,

odontoldgica, farmacéutica, filmes e embalagens alimenticias (17199,
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Devido ao tamanho nanométrico das AgNPs, que permitem sua
migracgao pelas barreiras de defesa dos organismos, preocupagdes voltadas a
sua toxicidade para a saide humana e para o meio ambiente, vém sendo
ponderadas para a sua aplicacdo, buscando prevenir seus efeitos citotoxicos
. Os autores, PARK et al. (2011), GLIGA et al. (2014), e IVASK et al.
(2014) relataram que nanoparticulas de prata com diametro entre 20 nm ¢
110 nm apresentaram resposta inflamatdria e/ou toxicidade para células de
mamiferos. Essa elevada toxicidade foi atribuida a capacidade de migracao
das AgNPs, com tamanhos de aproximadamente 10 nm, e a presenca de ions

metalicos de Ag", encontrados no interior das células testadas ©!-%),

Recentes avancos demostraram o desenvolvimento de excelentes
materiais antissépticos constituidos por oxidos de prata, como os trés
polimorfos de Ag, WO, beta-Ag,MoO, e AgsPO4, que atuam sem a agao da

prata metélica '8,

O fosfato de prata (Agz;PO,) € um cristal de estrutura cubica de corpo
centrado (grupo espacial P43n), apesenta um band gap de 2,43 eV, além da
capacidade de absorver energia em comprimentos de onda menores que 530
nm. Essas caracteristicas estimulam sua aplicacdo na decomposicao de
componentes organicos sob irradiagdo da luz visivel, devido a réapida
evolucdo de O, a partir da agua (18212269 KAITHERI et al. (2023),
incorporaram nanoparticulas de Ag;PO,4 em nanofibrilas de CB para atuar
como um fotocatalisador eficiente, reutilizavel e ativo na luz visivel ®®. Além
disso, esse material possui atividade antimicrobiana, antifiingica e antiviral
que, aliada a sua baixa toxicidade, tornam esse composto um excelente
candidato para aplicagdes como agente antisséptico em embalagens ativas
antimicrobianas e curativos prevenindo contaminagdes por patdgenos
(18.23.68) No entanto a baixa estabilidade do Ag;PQ,, em decorréncia de sua

estrutura, devido a forte interacdo entre o fosforo e o oxigénio (P-O) nos
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tetraedros [PO4], que resultam no enfraquecimento da ligacdo Ag-O, e
podem levar a dissocia¢do da molécula em Ag* e PO,* 3339 Além da rapida
combinag¢do dos pares elétron(e”)/buraco (h"), que ocasionam a liberagao de
energia na forma de calor, sdo fatores que devem ser contornados para a

exploragdo de todo seu potencial *.

Uma das estratégias para garantir a estabilidade dessa substincia
consiste na utilizacdo de plataformas que permitam a imobilizagdo das
microparticulas de fosfato de prata (AgP-MPs) como, por exemplo,
polimeros naturais. No recente estudo, realizado por RIBEIRO et al. (2021),
o polimero PP se demonstrou uma excelente plataforma para a incorporagao
do Ag;POy,, garantindo a produ¢ao de um compoésito com agdo biocida por
contato contra bactérias, fungos e virus com potencial aplicagdo biomédica
'8, BAYON et al. (2018), desenvolveram dispositivos constituidos por
celulose bacteriana, AgP-MPs e o antibidtico ciprofloxacina para potencial
aplicagdo em curativos para ulceras ocasionadas por doencgas cronicas e/ou

queimaduras !

O Ag;PO4 ¢ considerado um agente antibacteriano de liberagdo lenta
de ions Ag", por apresentar baixa solubilidade em dgua (Ksp = 1.4 107'¢, 002
g/L 25 °C)"". De acordo com WU et al. (2013), o Ag;PO, também apresenta
a capacidade de atuar sem a acdo da prata metalica, devido a sua capacidade
de ser parcialmente reduzido a coloides. A atividade biologica e fotocatalitica
das particulas de Ag;PO, estdo diretamente associadas a morfologia dos
cristais sintetizados, pois esses fenomenos estdo vinculados a superficie do

material (1°-5,

A capacidade intrinseca dos materiais semicondutores de ativar e
adsorver moléculas de H,O e O, em superficies expostas, podem resultar na
geracdo de EROS (Espécies Oxidativas de Oxigénio), como por exemplo, o

radical hidroxila (- OH) e o anion superdxido (- Oy’), que estdo associadas a
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diversos processos bioquimicos (fotossintese, citotoxicidade), inclusive os
responsaveis pela oxidacdo de substancias organicas, tais como, 0s
constituintes das membranas de microrganismos (bactérias, fungo e virus)
possibilitando a destruicao dos patdogenos por estresse oxidativo. Além disso,
a liberagdo de ions PO4* pode ser prejudicial ao metabolismo das bactérias,
ao impedir a conversio de ATP & ->ADP otimizando seu efeito

antibacteriano °.

STECKIEWICZ et al. (2019), demonstraram que microparticulas
AgiPO, sintetizadas em diferentes morfologias (cubica, esférica,
dodecaédrica rombica, ramos, tetraédrica), apresentaram diferentes niveis de
inibicao, quando testados contra os microrganismos Staphylococcus aureus
e Candida .albicans, sugerindo que a diferenga existente na superficie das
particulas, consequente de sua morfologia, influenciam nas atividades
inibitérias e citotoxicas da substancia. Além disso, em seu estudo, as
microparticulas de morfologia ctibica (1-1,5um) apresentaram melhores
niveis inibitérios contra os microrganismos testados, mesmo empregado em
baixas concentra¢des de 0,008 g-L! e 0,001 g-L!, possivelmente devido a

sua maior facilidade em liberar ions Ag", em compara¢do com outras

(55-57)

morfologias, como foi demonstrado por YEO et al. (2015)

FIGURA 2.4 - Micrografias de Ag;PO4, nas morfologias esféricas (a) e
cubica (b). Fonte: Adaptado *°.
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Os pesquisadores G. PANTHI et al. (2018) e CHUDOBOVA et al.
(2014), evidenciaram em seus estudos que microparticulas de AgzPO,, com
tamanho entre 0,200 — 0,300 um, podem ser eficazes contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella. pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa. WU et al. (2014), demonstrou a agdo
antibacteriana dos microcristais de Ag;PO4de morfologia dodecaédrica, com
tamanho na faixa de 500-700 nm, contra as bactérias Escherichia coli e

Bacillus subtilis no escuro (19:17:58-59),

2.3) Plasma

Estabelecido em 1928, por Irving Langmuir, o termo plasma foi
utilizado para designar uma regido composta por cargas balanceadas

formadas por ions e elétrons, em um gas ionizante *°.

Conforme o aumento de temperatura em um sistema, a energia das
moléculas torna-se cada vez maior levando a transformag¢ao da matéria nos
seguintes estados consecutivos: solido, liquido, gas e finalmente plasma. O
plasma ¢ considerado o quarto estado da matéria, constituido por particulas
leves ¢ densas (4&tomos, moléculas excitadas, ions, radicais e elétrons), tem
por definigdo ser um géas parcial ou totalmente ionizado, que possui
caracteristicas condutoras por ser constituido por espécies carregadas. Para
que esse gas ionizado seja definido como plasma alguns parametros devem

ser estabelecidos 2°.

Em seu estado natural, um gas pode conter espécies livres, que
incluem elétrons ndo ligados a atomos e moléculas, cations e anions.

Considerando um aumento dessas particulas, que resulta na diminui¢ao da
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distancia entre essas espécies € impulsionam seu movimento através da
repulsdo entre as cargas de mesmo sinal ocasionando a influéncia do campo
elétrico de uma sobre a outra e fazendo com que elas tenham um
comportamento coletivo, diferentemente de um simples gas ¢*6D. A um nivel
macroscopico, um gas ionizado pode ser definido como plasma, quando
existe a neutralidade de suas cargas, decorrente da auséncia de perturbagdes
de campos externos atuando sobre o ele. Um sistema, em que os elétrons e
os ions estdo livres para se movimentarem, uma particula carregada (n+) no
interior do plasma, ¢ rapidamente anulada pelo surgimento de uma nova
particula carregada de carga oposta (n.), que mantém o sistema em equilibrio,
pois o nimero de cargas positivas ¢ praticamente equivalente ao nimero de
cargas negativas (n; =n.), nessas condigdes mantém-se a auséncia das forgas
externas no plasma. Para preservar essa neutralidade das cargas, o plasma
deve exercer sua capacidade de blindagem dos campos eletromagnéticos
externos, impedindo quaisquer perturbacdes de cargas elétricas em seu

interior (6062,

Esse comportamento pdde ser elucidado, com o auxilio do
comprimento de Debye (Ap), como foi demonstrado por Gomes (2011). Ao
considerar a introducdo de um eletrodo positivamente carregado de carga
esférica com potencial com potencial Vy, no interior de um plasma, a
formacdo de uma camada de elétrons resulta na blindagem do campo
elétrico, devido a anulagdo de todo o seu potencial Vo A medida da espessura
desta esfera, formada pela nuvem de elétrons ao redor do eletrodo, pode ser
medida por meio da seguinte equagdo (Equagdo 2.1), deduzida

matematicamente por Debye, com raio Ap:

AD - /Ei—l;:e (Equagdo 2.1)
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Sendo, &y a constante de permissividade elétrica no vacuo, Ky a constante de
Boltzmann, T. a temperatura dos elétrons ¢ n. ¢ a densidade de elétrons.
Lembrando que, o valor do comprimento Ap deve assumir obrigatoriamente
um valor menor que o volume total do sistema, para que haja a ocorréncia
de plasma. Dessa maneira, a condi¢do de quase neutralidade pode ser

atendida, impossibilitando a presen¢a de uma carga ndo nula no gas ionizado

61-63

Ademais, o parametro de plasma (g), que relaciona a densidade
eletronica com o comprimento de Debye, e ¢ definido pela seguinte

expressao:

1
nell

g = (Equagdo 2.2)

Determina que a quantidade de particulas no interior de uma esfera de Debye
deve ser grande, tal que, g << 1, para que o conceito de blindagem de Debye

tenha validade e, portanto, um gas ionizado seja considerado plasma.

Outro parametro que deve ser considerado, € o0 movimento coletivo
das particulas, determinado por uma oscilagdo atribuida a frequéncia do

plasma (o), representado pela seguinte expressao:

1

N
Wpe = (nee )2 (Equacéo 2.3)

megg

Onde m. corresponde a massa do elétron. A partir dessa expressao €
possivel medir a densidade do plasma. Para que o plasma exista, ¢ necessario
que quando ocorra um aumento na densidade das particulas neutras o tempo
médio entre as colisdes (1), da particula neutra e da particula carregada

(elétron), deve ser inferior ao periodo de oscilagio ao plasma, sendo que: ®pt

>1 61-63
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A tecnologia do plasma consiste numa area em expansao na ciéncia,
pois além de sua ocorréncia natural (como os relampagos, a aurora boreal e
o proprio sol), o plasma pode ser facilmente obtido em laboratorio, sob
diferentes condicdes de temperatura e pressao. Além de algumas de suas
caracteristicas principais, que incluem, sua elevada capacidade de produzir
energia e concentracdes elevadas de espécies quimicamente ativas (atomo,
elétrons, ions, radicais, fotons de distintos comprimentos de onda) em
temperatura ambiente, permitindo a sua vasta aplicagdo em diferentes areas:
termonuclear, microeletronica, sintese; podendo ser empregado na
esterilizagdo de superficies, deposi¢do e corrosdo de filmes finos,
descontaminacdo quimica, impermeabiliza¢do de tecidos, na fabricacido de

lasers etc 027,

2.3.1) Tratamento a Plasma Etching de Oxigénio

O tratamento a plasma possibilita a modificagdo da superficie de
polimeros sem que ocorra a alteragdo de suas propriedades de bulk. Uma
vantagem, ja que alteracdoes de bulk podem influenciar nas propriedades
mecanicas do material. Esta técnica oferece parametros de descarga:
poténcia, gas, pressao distintos que podem ser alterados de acordo com a
modifica¢do desejada 2*. A exposi¢do ao plasma pode criar grupos funcionais
na superficie polimérica, que incluem: CO, OH, COOH, ROH, NH, ¢ ROR
(carbonila, hidroxila, carboxila, aldeido e amina e éter), aumentando a
energia superficial do material . Além disso, esta técnica pode promover a
modificacdo da superficie do material devido aos processos de corrosao ou
degradagao que ocorrem durante a irradiacdo plasmatica gerando uma
colisdo de ions espécies reativas e radiacdo UV sem a utilizagdo de qualquer

produto quimico (!>1424.27),
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Para aplicacdes biomédicas, o acabamento da superficie de um
polimero tem bastante importancia, por ser o primeiro o contato entre o
material e as biomoléculas, portanto caracteristicas como rugosidade,
molhabilidade, carga superficial, adesao e densidade de superficie interferem

na biocompatibilidade dos materiais (41529,

A partir do plasma efching a superficie do material pode sofrer uma
“corrosao” ocasionada pelo bombardeamento de espécies altamente reativas
provocadas pela ionizacdo de um gas, como o O», e sua interagdo com 0s
constituintes da superficie da amostra (4159 Esse efeito etching pode
resultar na exposicdo de particulas incorporadas em materiais compositos

intensificando suas caracteristicas %9,

PERTILE et al. (2010) empregaram o plasma de nitrogénio, na
modificacdo da superficie da celulose bacteriana, para aumentar, além da
concentragdo de grupos funcionais na superficie da CB, a rugosidade do
material, melhorando sua adesdao celular para potencializar a

biocompatibilidade in vivo desse biopolimero.

O plasma de oxigénio foi utilizado por BENEVUTO et. al (2023) para
alterar as propriedades fisico-quimicas da celulose bacteriana, e estudar a
viabilidade celular do biopolimero apds a modificagdo. Nesse estudo foi
verificado que a celulose bacteriana modificada pelo tratamento a plasma
durante 5 minutos, promoveu um aumento da adesdo as células do tecido

0sseo, resultando em uma plataforma para estimular o crescimento celular.

No estudo realizado por ESPANA-SANCHEZ et al. (2014), foi
verificada a modificagdo da superficie dos compositos de polipropileno e
nanoparticulas de cobre, utilizando-se plasma de oxigénio, devido ao
aumento na rugosidade e a na polaridade superficial dos nanocompdsitos. A
atividade antibacteriana dos compositos foi atribuida a exposi¢dao das

nanoparticulas de cobre, inseridas na matriz de PP, pois as amostras dos
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nanocompositos antes do tratamento a plasma ndo apresentaram efeito
inibitdrio contra as bactérias testadas (S. aureus e P. aeruginosa). Entretanto,
apos ao tratamento a plasma as amostras apresentaram efeito antibacteriano

apos 3 h de interagdo com as bactérias.

3. Objetivos

3.1) Objetivos Gerais

Este trabalho tem como hipotese que o tratamento de compositos por
plasma efching de oxigénio promovem a exposi¢cdo das microparticulas de
Ag;POs sob a superficie do material otimizando seus efeitos
antimicrobianos. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo produzir
compositos constituidos a partir de uma matriz de celulose bacteriana e
diferentes concentracdes de fosfato de prata, para posteriormente realizar a
modificagdo superficial pelo tratamento a plasma de oxigénio, a fim
intensificar as propriedades antimicrobianas do material, por meio da

exposicao das microparticulas de Ag;PO4na superficie do composito.

3.2) Objetivos Especificos

Desenvolver um método de sintese eficaz para a produgdo dos
compositos, por meio da incorporagao de diferentes concentragdes de

Ag;PO4 na matriz polimérica de CB.

Avaliar a influéncia do semicondutor nas propriedades fisico-quimicas

do biopolimero.
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Determinar a viabilidade celular dos filmes compositos

desenvolvidos, bem como identificar seu potencial antimicrobiano.

Avaliar o 1mpacto da modificagdo por plasma no potencial

antimicrobiano do material.

4. Materiais e Métodos

4.1) Materiais e Reagentes

Os filmes de celulose bacteriana hidratados foram gentilmente
fornecidos pela empresa HB Biotech (Araraquara, SP - Brasil). Esse material
foi sintetizado por meio da cepa AF1 da bactéria Komagataebacter xylinus,

em modo de cultivo estatico em incubadora BOD.

Os reagentes utilizados para a sintese “in situ” das particulas de

AgiPOq4nos filmes de CB, foram descritos na TABELA 4.1.

TABELA 4.1 Reagentes utilizados na Sintese do Ag;POs..

Reagentes Pureza (%) Origem
Fosfato dissodico - Na,HPOy4 98 Exodo Cientifica
Nitrato de Prata - AgNOs 99 Sigma-Aldrich
4.2) Metodologia

A metodologia foi esquematizada em quatro etapas, consistindo em:

Etapa A). Sintese dos Filmes Compdsitos de CB/Ag:;PO4

Etapa B). Avaliacdo da Influéncia das Particulas de Ag;PO4nos Filmes de
Celulose Bacteriana
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Etapa C). Modificagdo da CB pura e dos Compositos de CB/Ag;PO, pelo
Tratamento a Plasma de Oxigénio

Etapa D). Avaliagdo das Modificagdes Promovidas pelo Tratamento a
Plasma de Oxigénio

A metodologia desse trabalho foi estabelecida apds ensaios
preliminares que buscavam desenvolver um material hibrido, com
propriedades antimicrobianas buscando ampliar a aplicabilidade do filme
composito obtido. Nesse contexto, foi proposta uma metodologia onde
utiliza-se um funil de Biichner de placa porosa na etapa de incorporagao das
particulas de fosfato de prata a matriz polimérica, para forcar a formacgao
desses cristais na superficie dos filmes de celulose bacteriana, garantindo a
confeccdo de um material atoxico, com elevada biocompatibilidade e
potencial atividade antimicrobiana. Contudo, com base nos resultados
obtidos por meio de um teste de viabilidade celular, baseado na ISO 10993-
12, foi demonstrado (Anexo I) que os filmes compositos sintetizados
apresentaram elevada toxicidade para as células, com uma reducao dréstica
da viabilidade celular para porcentagens bem abaixo de 70%, inviabilizando
a continuacao da pesquisa nas concentragdes previamente definidas. Diante
disso, fez-se necessario definir novos parametros de sintese, para a producao
de novos materiais atoxicos. A partir de um novo levantamento bibliografico,
aliado, sobretudo as andlises termogravimétricas (5.3) e posterior teste de
viabilidade celular (5.5), foi possivel estabelecer novos parametros para a

sintese dos compositos de CB/Ag;PO4 descritas na Etapa A.

Etapa A): Sintese dos Filmes Compdsitos a Base de CB/Ag;PO4

Incialmente, os filmes de CB hidratados foram cortados em discos
com didmetros de aproximadamente 3,5 cm e suavemente prensados durante

24h para remover o excesso de agua adsorvida ao material. Em seguida cada
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filme foi imerso em 50 mL de solugdo 5-10, 2,5:10° ¢ 5:10° mol do sal
redutor Na,HPO, permanecendo por 24 horas em temperatura ambiente, sob
agitacao constante (110 rpm) na incubadora (Incubadora Shaker SL.-222/125
— Solab Cientifica). Os filmes de CB concentrados em solu¢ao de Na,HPO,
(CB/Fosfato) foram transferidos para um funil de Biichner de placa porosa
(50 mL), acoplado a um sistema de filtragdo a vacuo. Em seguida 50 mL de
solugdo 5-10°%, 2,5-10° ¢ 5-10° mol de AgNOs foi vertida sobre o filme,
seguido pelo acionamento da bomba de vacuo (Bomba de Vacuo e
Compressor - Prismatec — 121), iniciando a sintese das particulas de AgzPO4
diretamente na matriz da CB. Apos a completa drenagem da solu¢do de
AgNOs, os filmes compositos sdo lavados com 10 mL de agua destilada
dentro do funil. Finalmente, os filmes compdsitos resultantes denominados
0,0001 _CB/Ag:PO4, 0,0005 CB/Ag;POs e 0,001 CB/Ag:PO; foram

encaminhados para secagem em estufa a vacuo, a 60°C.
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FIGURA 4.1 - Esquema ilustrativo do processo de sintese dos filmes
compositos de celulose bacteriana e fosfato de prata (CB/Ags;PQO,). Fonte:

Elaborado pela autora atraves do site BioRender.com.

Etapa B): Avaliacdo da Influéncia das Particulas de Ag;PO4 nos Filmes

de Celulose Bacteriana

Os filmes compdsitos sintetizados foram caracterizados através de
analises fisico-quimicas, estruturais ¢ morfologicas por meio das seguintes
técnicas: (1) Espectroscopia de Transmitancia na regido do Infravermelho
com transformada de Fourier por Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR),
(11) Difrag¢do de Raios X (DRX) e (ii1) Microscopia Eletronica de Varredura
acoplada por Espectroscopia de Energia Dispersiva (MEV-EDS). Para

estudar a estabilidade térmica dos materiais sintetizados, foram feitas as
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seguintes analises térmicas: (i) Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
e (i1) Analise Termogravimétrica (TGA). Para investigar propriedades como
o carater hidrofilico/hidrofobico e a molhabilidade, que surgem da interagao
entre a superficie de um material s6lido e um liquido foram realizadas
medidas de angulo de contato (0). O Ensaio de citotoxicidade celular foi
realizado avaliar a seguranca dos filmes compositos e viabilizar sua
aplicagdo como dispositivos médicos. Todas as analises dos filmes de
celulose bacteriana e dos compositos de CB/Ag;PO4 foram realizadas nas

amostras secas em estufa a vacuo, em temperatura de 60 °C.

4.3) Espectroscopia de Transmitancia na Regido do Infravermelho com

Transformada de Fourier por Reflectancia Atenuada (FTIR-ATR)

A partir desta técnica, foram investigadas as possiveis alteragdes
quimicas ocasionadas nos filmes de celulose bacteriana ap6s a incorporacao

das particulas de Ag;POs,.

As analises de FTIR-ATR dos filmes compdsitos e dos filmes de CB
pura, foram realizadas em duplicata, por meio de um espectrofotometro de
infravermelho ThermoNicolet, modelo Nexus 6700 FT-IR com um acessorio
(cristal de germanio) de refletancia total atenuada (ATR - Thunderdome)

acoplado. Foram efetuadas varreduras de 64 scans de 4 cm™!, na faixa de

4.000 a 400 cm™'.

4.4) Microscopia Eletronica de Varredura acoplada por Espectroscopia de

Energia Dispersiva (MEV-EDS)
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A partir desta analise ¢ possivel obter imagens de alta resolucao da
superficie da amostra examinada, além de informagdes sobre a composi¢ao
quimica e a morfologia do material, utilizando-se um feixe de elétrons para
produzir imagens. A presenga ¢ a dispersdo das particulas de Ag;POy
incorporadas nos filmes de CB, assim como, a morfologia dos materiais
compositos, foram analisadas por meio desta técnica. Além disso, foi
realizado o mapeamento dos elementos presentes nos filmes compodsitos por

meio de espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

Nesta analise, foi utilizado o microscopio Philips, modelo FEG XL30.
As amostras foram recobertas por tinta ouro e a analise da se¢do transversal
foi realizada apds a fratura criogénica das amostras, previamente imersas em

nitrogénio (N;) liquido.

4.5) Difracao de raios X (DRX)

Por meio desta técnica a fase cristalina dos filmes de celulose
bacteriana e dos filmes compositos de CB/Ag;POs foi investigada
utilizando-se um difratdmetro Shimadzu (XRD LabX - 6000), com tensao de
30 kV e corrente de 30 mA. Os scans foram obtidos no intervalo de 5 a 90°,
em passo de 0,02 e taxa de 2°/ min™!, com uma fonte de radia¢do de Cu-Ka,

correspondente a 1,54 A.

A difracdo de raios X ¢ amplamente empregada na caracterizagdo de
fases cristalinas, pois cada fase cristalina possui seu proprio perfil de
difracdo, logo, por meio desta técnica € possivel obter resultados com rapidez

e confiabilidade.
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4.6) Analise Termogravimétrica (TGA)

A influéncia das diferentes concentragdes de Ag;POs, incorporadas aos
filmes de celulose bacteriana, nos processos de perda de massa e na
estabilidade térmica do biopolimero foi investigada por meio da andlise

termogravimétrica (TGA).

O equipamento empregado nesta andlise foi um TG 209F3 Maia,
NETZSCH. A analise foi realizada em atmosfera oxidativa de oxigénio, com

taxa de aquecimento de 10 °C-min!, na faixa de 25 °C a 700 °C.

4.7) Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratdria diferencial ¢ uma técnica que mede a
diferenga de energia (em termos de entalpia) que ocorre no material, devido

as variagoes controladas de temperatura.

A partir desta andlise foi possivel determinar o efeito da incorporacao
das particulas de AgsPO4 nos filmes de celulose bacteriana. As analises DSC
foram realizadas no equipamento DSC NETZSCH 203 F3—Maia, de fluxo
de poténcia. Para esta analise, as amostras foram dispostas em uma panelinha
de aluminio, com a tampa furada, analisadas em duplicata sob atmosfera
inerte de gas Ny, 2 um fluxo de 50 mL-min’' e taxa de aquecimento a 10 °C
-min”!, de acordo com os seguintes parAmetros: primeiro aquecimento de 20
a 150 °C, isoterma de 3 minutos, resfriamento at¢ 20 °C e segundo

aquecimento até 390 °C.
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4.8) Angulo de Contato (0)

A superficie de um material pode ser classificada como hidrofilica,
super hidrofilica e hidrofébica mediante os seguintes critérios. Quando um
liquido se espalha naturalmente sobre uma superficie e, a mesma, apresenta
uma medida de angulo de contato menor que 90°, esse material ¢ considerado
hidrofilico. Quando o espalhamento do liquido ocorre de maneira
instantanea, ao entrar em contato com uma superficie, ele ¢ considerado
super hidrofilico (8 <10°). Um material ¢ classificado como hidrofobico,
quando nao ocorre 0 molhamento da superficie solida pelo liquido e, sua

medida de angulo de contato, ¢ maior 90°.

Através dessa medida quantitativa, foi possivel calcular a tensdo
superficial do biopolimero, por meio definigdo das componentes dispersivas
e polares dos filmes de celulose bacteriana antes e apds a inser¢do das
particulas de Ag;POs, empregando-se a as equagdes definidas por
SOUHENG WU %*. Além disso, as alteragdes na superficie dos filmes de
celulose bacteriana apds a insercdo das particulas de AgszPOs, que
influenciam nas propriedades relacionadas a molhabilidade do biopolimero,
puderam ser avaliadas, bem como as alteragdes ocasionadas na superficie

apos o tratamento a plasma de O,.

As medidas de angulo de contato dos filmes de CB pura e dos
compositos de CB/Ag;PO,, foram realizadas com o auxilio do gonidmetro
(Ramé-Hart 260-F) pelo método de gota séssil. Em cada amostra, foram
realizadas trés medicOes para cada gota, totalizando 9 medidas para cada
amostra, e as analises foram realizadas em duplicata. Os liquidos-sonda

utilizados foram agua destilada e diiodometano (NEON, 99% P.A).
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4.9) Ensaio de Citotoxicidade Celular

A avaliagdo da citotoxicidade celular °-'°D foi realizada com base na
ISO10993-12 . As células dos fibroblastos murino, provenientes do
tecido conjuntivo, foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) complementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) e antibioticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), com
posterior incubacdo em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Apds dois repiques
consecutivos, iniciou-se o ensaio de citotoxicidade, empregando-se 2x10*
células/pogo em placa de 96 pocos. A placa foi incubada durante 24 h,
seguindo os mesmos parametros de temperatura e porcentagem de CO,
descritos anteriormente. Os meios de extracdo, empregando-se os filmes de
CB/Ag;POy, foram simultaneamente preparados da seguinte maneira: 3 cm?
de cada amostra foram dispostas em um tubo conico de 15 mL e mantidos
sob radiacao ultravioleta por 30 minutos.

Posteriormente, cada tubo foi completado com 3 mL de meio de cultura
(DMEM + 10% de SFB), onde permaneceram sob agitacao durante 24 horas
a 37 °C. Finalizado o periodo de agitacdo, os meios foram filtrados
utilizando-se filtro de seringa (0,22 um). Em seguida, os meios de extracao
provenientes de cada amostra foram inseridos sobre a monocamada celular
adicionando 100 pL/poco e posteriormente foram incubados em estufa de
gas carbonico (CO,) durante 24 h. Apds esse periodo, os meios de extragao
foram retirados e lavados com solucdo Phosphate Buffer Saline (PBS 1X)
duas vezes consecutivas. Seguidamente, adicionou-se em cada pogo, 100 pL
de solugdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide), diluido na concentragdo de 1 mg/mL. Novamente, a placa seguiu
para incubacao a 37°C, sob o abrigo da luz durante aproximadamente 3
horas, até que fosse observada a formacdo dos cristais de violeta de

formazana. Decorrido o periodo de incubacao, adicionou-se 50 puL de alcool
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isopropilico absoluto para dissolver os cristais de formazana e o MTT
totalmente removido dos pogos.

Foi realizada a andlise espectroscopica, obtendo-se os valores de
absorbancia (Abs) por meio de um espectrofotometro de microplacas
(SoftMax® Pro 5), no comprimento de onda a 570 nm. Os ensaios foram
realizados em triplicata, em trés andlises independentes, incluindo os
controles '"'. As células tratadas com DMEM + 10% SFB foram
determinadas como controle de sobrevivéncia. Para o branco, os pogos foram
mantidos apenas com os reagentes utilizados em cada etapa do experimento.
Utilizando-se os valores de Abs, foi calculada a média da porcentagem de
viabilidade celular em relacdo ao controle de sobrevivéncia (100%), de

acordo com a equagdo abaixo '%:

(Abs da amostra — Abs branco)
x 100

(Abs do controle de sobrevivéncia — Abs branco)

Esse ensaio foi realizado no laboratério de Biopolimeros e

Biomateriais (BioPolMat) da universidade UNIARA, em Araraquara.

4.10) Analise Estatistica

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) e o teste de comparagao

de médias de Tukey (p > 0,05) utilizando-se o programa RStudio'*.
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Etapa C): Modificacdo a Plasma dos Filmes Compositos de CB/Ag3;PO4

Plasma Etching

Superficie da amostra Segdo transversal
® 0o0%0, i ® = Espécies
Ceeo ..: RO ® o ativas ou
g e ionizadas
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L _J
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L 4

s 2
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Figura 4.2 - Esquema ilustrativo da exposi¢ao por plasma de oxigénio nos

filmes de CB. Fonte: Elaborado pela autora através do site BioRender.com.

O tratamento a plasma dos filmes de CB e dos filmes de CB/Ag;PO,
foram realizados utilizado um reator a plasma VACUTEC. O sistema ¢
constituido por uma camara de vacuo, contendo dois eletrodos (um na parte
superior e outro na parte inferior) de placas circulares separados por uma
distancia de aproximadamente 30 cm. Acoplado a esse sistema estdo um
gerador de radiofrequéncia, que opera a 13, 56 Hz, um regulador e medidor

de poténcia e pressao.

Os parametros utilizados foram determinados com base em estudos

preliminares que demonstraram a modificacdo de superficies de polimeros
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por plasma (1329648996 ' A quperficie das amostras foram tratadas a plasma,
variando-se a exposi¢ao por 2,5 e 5 minutos. Para a geragdo do plasma, foi
utilizado o gas oxigénio (O,), introduzido a um fluxo de 50 sccm, operando
a 70 W de poténcia, com pressao de 0,70 Torr. Apos o tempo de exposicao,
as amostras permanecem na camara fechada durante 15 minutos, para que
ocorra uma leve estabilizagdo nas reagdes que, porventura, ainda estejam

ocorrendo na superficie do material.

As amostras dos filmes compodsitos de CB/Ags;POy4 selecionadas para
o prosseguir nesta etapa foram as amostras sintetizadas nas concentragdes
limites dos reagentes precursores (Na;HPO4 e AgNO;), sendo a menos
concentrada 0,0001 mol-L™! e a mais concentrada, 0,001 mol-L"'. Portanto,
para simplificar o entendimento durante a leitura, as amostras foram

nomeadas de acordo com a TABELA 4.2.

TABELA 4.2 — Nomenclatura das amostras submetidas ao tratamento a

Plasma de oxigénio

Tempo de Exposiciao ao Celulose 0,0001_CB/Ag:POs 0,001 _CB/Agz:POy4
Plasma Bacteriana
2,5 minutos CBP - 2,5 min 1P —2,5 min 2P — 2,5 min
5 minutos CBP — 5min IP—5 min 2P — 5 min

Etapa D): Avaliacao das Modificacoes Promovidas pelo Tratamento a

Plasma de Oxigénio nos Filmes de CB e nos Compositos de CB/AgzPOq4

As modificagdes quimicas superficiais foram avaliadas por meio das
técnicas de espectroscopia de transmitancia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR-ATR) e angulo de contato (0). As alteragdes

topograficas foram analisadas por microscopia de for¢a atdbmica (AFM).
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4.11) Espectroscopia de Transmitancia na Regido do Infravermelho com

Transformada de Fourier por Reflectancia Atenuada (FTIR-ATR)

A partir desta técnica, foram investigadas as possiveis modificagoes
quimicas provocadas pelo tratamento a plasma de oxigénio na superficie dos
compositos de CB/AgzPOs. As analises de FTIR-ATR dos filmes de CB pura
e dos filmes compositos, foram realizadas em duplicata, obtidas por meio de
um espectrofotometro de infravermelho Agilent Cary 630 FTIR com um
acessorio de refletincia total atenuada acoplado. Foram realizadas

varreduras de 16 scans de 4 cm™, na faixa de 4.000 a 650 cm™'.

4.12) Angulo de Contato ()

As medidas de angulo de contato dos filmes de CB pura e dos
compositos de CB/Ag;PO, apo6s o tratamento a plasma, foram realizadas
com o auxilio do gonidometro (Ramé-Hart 260-F) pelo método de gota séssil.
Em cada amostra, foram realizadas trés medigdes para cada gota, totalizando
9 medidas para cada amostra, e as analises foram realizadas em duplicata.
Foram utilizados como liquidos-sonda &gua destilada e diiodometano

(NEON, 99% P.A).

4.13) Microscopia de Forca Atdomica (AFM)

As mudancas topograficas das amostras apds o tratamento a plasma,
foram investigadas por meio das analises de Microscopia de Forga Atomica

(AFM). O microscopio utilizado nesta andlise foi o Multimode 8 (Bruker),
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utilizando a técnica PeakForce Quantitative Nanomechanical Mapping
(QNM) e sondas com constante de mola 0,4 N/m e 2,8 N/m. O software
Gwyddion foi utilizado no tratamento e na analise das micrografias. Essa
analise foi realizada com suporte do LNNano — Laboratorio Nacional de

Nanoctecnologia, CNPEM/MCTIC.

4.14) Ensaio de Atividade Antimicrobiana

A analise da atividade biologica dos materiais foi realizada por meio
da técnica de difusdo em agar com base nas normas do Clinical and
Laboratory Standards Institute M2-A8 '°* (CLSI M2-A8). Inicialmente, as
amostras foram cortadas em circulos de @ 16 mm. Para essa analise, os
discos de antibidticos foram substituidos pelos seguintes grupos de amostras
testadas: (i) filmes de celulose bacteriana pura (CB) e (i1) filmes compositos
de CB/Ag;POsantes e apos a (ii1) modificagdo por plasma de oxigénio. Esses
materiais foram avaliados em conjunto com os seguintes grupos: (iv)
controle negativo (-): disco de papel filtro embebido em agua destilada
previamente esterilizada; (v) controle positivo (+): disco de papel filtro
embebido em solugdo de digluconato de clorexidina (CHX) 0,12%. Os
microrganismos empregados nesta analise foram as bactérias gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e gram-negativa Eschericia coli
(ATCC 25922) e o fungo Candida albicans (SC5314). Ambas as bactérias
foram reativadas utilizando o meio de cultura Tryptic Soy Agar — Soybean-
Casein Digest Agar (TSA) sob condi¢des aerobias a 37°C. A cepa de
Candida albicans foi reativada utilizando-se o meio de cultura Agar
Sabourand Dextrose (SDA) sob as mesmas condi¢des. A padronizagao das
densidades das solug¢des para o preparo do indculo foi realizada utilizando-

se a solu¢do de McFarland 0,5 (aproximadamente 1x10® células/mL). O
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material inoculado nas placas de Petri permaneceu em repouso durante 3
minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
posicionadas de maneira equidistante sobre o dgar e apos 15 minutos de
repouso, as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por 18
h. Esse ensaio antimicrobiano foi realizado no Laboratoério de Pesquisa em

Bioquimica e Microbiologia da (LPBM) da Unesp, em Araraquara.

5. Resultados e Discussoes

5.1) Avaliacao da Influéncia das Particulas de Agz;PO4 nos Filmes
de Celulose Bacteriana

Para a imobilizagdo eficiente das particulas de Ag;PO4 na matriz de
CB, foi desenvolvida uma metodologia de sintese “in sifu” empregando-se
um sistema de filtragdo a vacuo intencionando a formacao dos cristais de
Ag3;PO, de maneira homogénea diretamente na matriz dos filmes de CB, por

meio da criacdo de um gradiente de concentragao de particulas.

Inicialmente, os filmes de CB foram imersos durante 24 horas na
solucdo do sal fosfato dissdédico (Na,HPOs). A concentracdo dos filmes de
CB na solu¢ao de Na,HPO, estimula o aumento de sitios redutores, devido a
dissociagdo dessa molécula em cations de sodio (Na') e anions
hidrogenofosfato (HPO4*) (Reagdo 5.1), seguido da hidrolise do 4nion
fosfato (PO, ) (Reagdo 5.2). Dessa maneira, a intera¢do dipolo-dipolo, entre
o0 ion PO43" com os grupos hidroxila (OH) presentes por toda a estrutura da
celulose bacteriana ¢ viabilizada (FIGURA 5.1), favorecendo a posterior
imobilizagdo dos micro cristais de Agi;PO4 nos poros da CB (¢668)

dificultando a lixiviagao das particulas.
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® =P03” com ions PO, 3

FIGURA 5.1 — Desenho esquematico da possivel reacdo entre a celulose

bacteriana e o fosfato dissodico.

A formacdo dos compositos ¢ realizada imediatamente apds a
completa filtragem da solugdo de nitrato de prata (AgNO3). Como hipotese,
a formacao dos cristais de Agz;PO4 ocorre mediante a reagdo entre o cation
Ag*, que é reduzido a Ag®, e os anions PO,* adsorvidos no filme de CB,
(FIGURA 5.1) provenientes da hidrolise do HPOs* (Reagdo 5.1) e da
dissociacdo do AgNOs, (Reagdo 5.3), ocorrendo a formagao “in situ” das
particulas de Ag;PO4 na matriz de CB. Nesta etapa ¢ possivel que ocorra a
formagdo de espécies AgOH, porém, em quantidades muito pequenas
decorrente da interagdo entre os ions Ag” e HPO, ", e posterior decomposicao

em espécies Ag,O (24:46.68),

Reacdo 5.3: Dissociagao do Nitrato de Prata (AgNOs3)

AgNO; (s) > Ag™(aq.) + NO;5 (aq.)
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FIGURA 5.2 — Desenho esquematico da reacao entre a celulose bacteriana

concentrada com ions fosfato e o nitrato de prata.

Apo6s a completa drenagem da solucdo de AgNOs, as amostras sao
filtradas com 10 mL de agua (H,O) destilada. O composito € retirado do funil
e, em seguida, ¢ lavado com mais 4agua destilada para remover quaisquer
residuos dos reagentes precursores nao reagidos. Durante esse processo ndo
foi observada a presenga de particulas no filtrado, que permaneceu incolor,
indicando que nao houve a lixiviacao de particulas. Os filmes compositos de

CB/Ag;PO, foram secos em estufa a vacuo 4 60°C.

5.2) Avaliagao da Influéncia das Particulas de Agi;POs4 nos Filmes de

Celulose Bacteriana

Nos espectros de FTIR-ATR (FIGURA 5.3) foi possivel verificar as
principais bandas de absor¢ao que caracterizam a CB. O espectro de FTIR
da amostra de CB pura apresenta uma banda de absor¢ao alargada na regido
de 3.400 a 3200 cm™!, correspondente a vibra¢do de estiramento presente na
ligagdo entre O-H (grupo hidroxila), caracteristica da CB. As pequenas

bandas de absorcdo, identificadas em 2.907 cm! ¢ 2.852 cm’!, podem ser



38

atribuidas a vibragdo de estiramento simétrico, correspondente a ligacao
entre C-H e a vibragdo de estiramento assimétrico presente na ligacdo H-C-
H A regido de transmitincia na regido de 3.000 e 2.800 cm !, é
correspondente as vibragdes dos grupos CHOH e CH,OH (19-2%-30.97)_ A banda
de absor¢do em 1636 cm™ corresponde a deformagido do grupo H-O-H,
correspondente a dgua adsorvida. As pequenas bandas de absor¢ao, em 1420
cm! e 1340 cm™!, correspondem as deformagdes das ligagdes H-C-H e O-H,
respectivamente. Finalmente, na regido de 1164 cm™ a 1055 cm™, é possivel
observar as pequenas bandas de absorcdo atribuidas ao alongamento nas
ligagdes entre C-O-C, correspondente a ligagdao B-1,4 glicosidica, ¢ o aos

estiramentos da ligacao C-O.

0,0001 CB/AgSPO4

——

0,0005 CB/AgsPQ4

YA

0,001 C]?./Agqul

CB pura | .
r‘_“\:’/\r H-O-H R
' H-C-H >

0.:H C.H C-0-C 4
5 C-0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Transmitancia (u.a.)

Namero de onda (cm_l)

FIGURA 5.3 - Espectros de absor¢ao de FTIR das amostras de celulose
bacteriana pura e dos filmes compositos de CB/Ag;PO4 na regidao de 4.000 a

500 cm™!,
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Como foi notada apenas uma sutil diferenca entre os espectros dos
filmes de celulose bacteriana pura e dos compdsitos de CB/Ag;POs, os
espectros de FTIR-ATR foram ampliados nas regides de 4000 a 1500 cm’!
(FIGURA 5.4) € 1500 a 500 cm™ (FIGURA 5.5), para que as diferengas entre

eles possam ser discutidas e observadas com mais clareza.

0,0001_CB/Ag;PO,
72896
33417 0,0005_CB/Ag;PO,
S T~ T
= p /)
= 3340 11 2%°¢ BN
- 0,001_CB/Ag,PO,
2 3385 29T
.'-'. CB pura
AT
33437 | 2907 N 2852
OH CH,

4000 3500 3000 2500 2000 1500
Nimero de Onda (cm™})
FIGURA 5.4 - Espectros de absor¢ao de FTIR das amostras de celulose
bacteriana pura e dos filmes compdsitos de CB/Ag;PO4 na regido de 4000 a

1500 cm’.

O espectro de FTIR da amostra 0,001 CB/Ag3;PO, deslocou-se para a
esquerda em relacdo ao espectro de absor¢do da amostra de CB pura
(FIGURA 5.4), assim como as amostras 00,0001 CB/Ag;POs e
0,0005_CB/Ag;PO4 foram levemente deslocadas. Esses deslocamentos
sugerem uma forte interacao entre a substancia inorgéanica e o biopolimero,
correspondente aos grupos polares e/ou polarizaveis do fosfato e sua

associagdo com os grupos hidroxila da CB (737,
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FIGURA 5.5 - Espectros de absor¢do na regido de 1.500 a 500 cm™!, da

celulose bacteriana pura e dos filmes compositos de CB/Ag;PO..

A maior evidéncia da incorporagao das particulas de Ag;PO4 nos
filmes de CB ¢ confirmada pelo surgimento das seguintes bandas de absor¢ao
na amostra do composito 0,001 CB/Ags;PO,, sintetizado com a maior
concentragdo dos reagentes precursores de Ag;POs: (1) A banda de absorcao,
localizada em 1205 cm™ correspondente a vibragdo de estiramento
assimétrico da ligagdo P=0; (2) A banda de absor¢do em 1.076 cm’!
correspondente a vibragdo de estiramento assimétrico presente na ligagao
entre o P-O-P, ap6s a associagao entre o Ag;PO,4 e a matriz de CB; (3) abanda
de absor¢do em 946 cm™! ¢ atribuida ao estiramento assimétrico do modo P-
O-P, presente no ion (PO,>); (4) a banda de absor¢do localizada em 711 cm-
Iatribuida a vibragdo de estiramento simétrico presente na molécula Ag;PO,,

referente 4s ligagdes entre P-O-P, decorrente da ligagido Ag;PO4-CB 7 ¢ (5)
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a banda de absor¢do em 566 cm™ correspondente a deformagdo angular
presente na ligagio O=P-O, correspondente ao ion PQ,3 (17:23:67-689D Nag
amostras 0,0001 CB/Ag;PO4 e 0,0005 CB/Agi:PO4, a associagdo entre o
Ag;P0O4-CB, foi constatada a partir do aparecimento de um leve pico, por
volta de 896 cm!, atribuido ao estiramento assimétrico presente na ligagdo

P-O-P 7.

Para comprovar a presenca das particulas de AgzPO4 nos filmes de CB,
o residuo da amostra 0,001 CB/Ag3;PO, foi analisado por FTIR (FIGURA
5.6). Para esta analise, a amostra 0,001 CB/Ag3;PO, foi calcinada na mufla a
700°C. As particulas de Agi;POs foram sintetizadas pelo método de
coprecipitacdo, empregando-se os reagentes precursores Na,HPO4 e AgNO;
nas proporcoes molares 1:1. O espectro de absor¢do correspondente as
particulas sintetizadas de Ag;PO, apresenta dois picos intensos de absorcao.
O primeiro em 935 cm! correspondente a vibragdo de estiramento
assimétrico da ligagio P-O-P (81999 ¢ o gsegundo em 537 cm’!
correspondente a deformacao angular da ligagdo O=P-O presente nos ions
(POS) 1969 O espectro de absor¢do do residuo sofreu um leve
deslocamento para a esquerda, em relagdo ao espectro de absorcdo das
particulas de Ag;PO,4. Notamos uma banda intensa e levemente alargada em
1020 cm™! correspondente ao estiramento assimétrico presente na ligagdo P-
O-P %, Pode-se notar o surgimento de uma banda de absor¢do em 797 cm’!
correspondente a vibracao de estiramento da ligagao P-O. Além disso, foi
observada uma severa reducdo da banda em 537 cm™! e seu deslocamento

para 560 cm!.
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FIGURA 5.6 - Espectros de absor¢do na regido de 4.000 a 500 cm,
correspondentes a CB Pura, ao residuo de FTIR e as particulas de Ag;POs,.

A CB ¢ formada por fibras de tamanho nanométrico orientadas
aleatoriamente e distribuidas formando estruturas com elevada porosidade,
caracteristicas que conferem a esse biopolimero elevada for¢a de coesao,

. . . 32
cristalinidade e estrutura compacta °°, como podemos observar na
micrografia exibida na FIGURA 5.7. Além disso, esses poros podem
favorecer a difusdo e a insercao das particulas de Ag;PO4no interior e sobre

a superficie do biopolimero 7. Caracteristicas estruturais da celulose
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bacteriana pura podem ser confirmadas pelas micrografias da superficie e da

se¢do transversal do material apresentadas na FIGURA 5.7.

AccV Spot Magn  Det WD — 2 um ' FAccv Spot Magn Det WD —— 2um
100kV 40 8000x SE 10.1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG 100kV 40 8000x SE 10.0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

X

4

FIGURA 5.7 - Micrografias da superficie (a) e da secdo transversal (b) dos

filmes de celulose bacteriana pura.

As micrografias dos compositos 0,0001 CB/Ag;POs, 0,0005
CB/AgiPOse 0,001  CB/AgsPO4 (FIGURA 5.8), confirmam a presenca de
microparticulas dispersas e aglomerados distribuidos por toda a extensao da
matriz polimérica. Ao aumentar a concentragdo dos reagentes na sintese de

AgiPO4, notamos um aumento na formacao de aglomerados.

Para refinar as andlises e obter uma visualizacao mais eficiente das
particulas de fosfato de prata, foi utilizado um mapeamento por
espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS). As micrografias
obtidas com EDS (FIGURA 5.9) confirmaram a presenca dos elementos
prata (Ag) e fosforo (P) nos filmes compdsitos provenientes do Ag;POs,

indicando a incorporacao desse material nos filmes de CB.
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FIGURA 5.8 - Micrografias dos compositos de CB/Ags:PO,4 obtidas em

diferentes magnificagdes (2000x e 8000x).
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FIGURA 5.9 - Mapeamento por MEV-EDS dos compdsitos (A)
0,0001 _CB/Ags;PO4, (D) 0,0005 CB/AgsPO4e (G) 0,001 CB/Ag;POs4, (B),
(E), (H): indicando a presenga do elemento prata (Ag) e (C), (F), (I):

indicando a presenca do elemento fosforo (P).

Analisando as imagens da se¢do transversal (FIGURA 5.10), notamos
a presenca de particulas de Ag;PO4 aderidas nas lamelas da celulose

bacteriana.

/. 0,0005_CB/Ag:PO, 0,001 _CB/Ag:PO,

¢ a WARENTN
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FIGURA 5.10 - Micrografias da secdo transversal dos compdsitos
0,0001 _CB/Ags;POs4, 0,0005 CB/Ag;PO4e 0,001  CB/AgsPOs..

O tamanho médio das particulas foi medido com o auxilio do
programa IMAJE J 1,53. Nas amostras dos filmes 0,0001 CB/Ags;PO4, onde
as particulas foram sintetizadas em menores concentragdes, de 1x10*
mol-L'), o tamanho médio das particulas é equivalente a 0,566 + 0,054 um
(= 566 nm). Ja, as amostras 0,0005 CB/Ag;PO,, sintetizadas com
concentragdes de 5x10 mol-L!, apresentaram particulas com um tamanho
médio menor, de aproximadamente 0,236 + 0,036 um (= 236 nm). Enquanto

as particulas sintetizadas nas amostras 0,001 CB/Ag;PO4, de maior
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concentra¢do 1x10~ mol-L!, apresentaram um tamanho médio semelhante
as amostras dos filmes compositos 0,0005 CB/Ag;POs, de
aproximadamente 0,228 + 0,023 pum (= 228 nm). As microparticulas
formadas apresentaram uma tendéncia a diminui¢ao de tamanho, com o
aumento das concentracdes utilizadas na sintese das particulas de AgzPOs.
Além disso, os micro cristais sintetizados apresentam morfologia cubica,

como pode-se observar pela micrografia apresentada na FIGURA 5.11.

-

AccV SpotMagn Det WD H— 1um

10.0kV 4.0 20000x SE 10.1 UFSCar-DEMa- LCE - FEG
. S — ~

FIGURA 5.11. Micrografia da superficie do composito 0,001 CB/Ag;PO..

A analise de difratometria de raios X foi utilizada para avaliar as
diferencas na estrutura cristalina dos filmes de CB pura apds a incorporagao
das microparticulas de Ag;PO4. De acordo com os difratogramas (FIGURA
5.12) obtidos foi possivel observar dois picos de difracdo, levemente
alargados na amostra correspondente a CB pura, em 20 = 14,7° e 22,8°,
atribuidos aos alomorfos Ia e If da celulose nativa I correspondentes aos
planos cristalograficos (100)4, (110)15 € (010)15 em 15° e (110)14 € (200):p

em 22,5°. Foi notado também, a presenca de pequeno pico (ombro) por volta
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de 17,0° (010), também correspondente a celulose I 34%71-79:109 Al¢m disso,

os difratogramas também exibem as regides amorfas da celulose bacteriana.

Os  compositos  0,0001 CB/Ag;PO4,  0,0005 CB/Ag;POs e
0,001 CB/Ag;PO., apresentaram picos de difracdo, levemente deslocados
em relacao a celulose bacteriana pura, como pode ser visto na TABELA 5.1.
Além disso, foi observado uma alteragao na intensidade dos picos cristalinos,
sendo que a amostra 0,0001 CB/Ag;PO, apresentou uma reducao acentuada

na intensidade de seu pico de difragdao em 14,7°.

TABELA 5.1 — Picos de difracdo correspondentes a CB pura e aos
compositos de CB/AgszPO4

Amostras Plano de difracao Plano de difracao  Plano de difracao
(110) (010) (200)
CB Pura 14,7° 17,0° 22.8°
0,0001 _CB/Ag;PO4 14,7° 17,0° 23,0°
0,0005_CB/Ag;PO4 14,5° 16,8° 22.8°

0,001 _CB/Ag;PO4 14,3° 16,6° 22.,8°
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FIGURA 5.12 - Difratogramas de raios X (DRX) dos filmes de celulose
bacteriana pura (CB pura) e dos filmes compositos (CB/Ags;PO,).

A partir dos difratogramas, foi possivel realizar a analise de multiplos
picos e determinar o indice de cristalinidade (Cr/) de cada amostra TABELA
5.2, através da relacdo entre a area dos picos cristalinos com a area das

regides amorfas, utilizando-se a equacao 5.1:

Ac
(Ac_Aa)

Crl = x 100 Equacao 5.1

Onde 4. corresponde a area dos picos cristalinos e 4, representa a area dos

halos amorfos.
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TABELA 5.2 - Filmes de celulose bacteriana pura e dos compdsitos de

CB/Ag;PO4 com seus respectivos indices de cristalinidade.

Amostras Indice de Cristalinidade (Crl)
CB Pura 86,0 %
0,0001_CB/Ag;PO4 94.4 %
0,0005_CB/Ag;PO4 93,0 %
0,001 _CB/Ag;PO,4 93,7 %

A estrutura molecular da celulose bacteriana apresenta um elevado
indice de cristalinidade (entre 45-92%), por ser abundantemente composta
por grupos hidroxila e associada por uma extensa rede de ligagdes de
hidrogénio, caracteristicas que conferem a esse biopolimero, propriedades
como, hidrofilicidade, biodegradabilidade, etc 7®%%%7) Apds a inser¢do das
particulas de Ag;PO4 na matriz polimérica de CB, notou-se um aumento no
indice de cristalinidade de todos os filmes compdsitos de CB/Ag;PO4. O
aumento observado na cristalinidade desses materiais, pode ser atribuido a
incorporag¢do das microparticulas de Ag;PO, e, sua associagdo com os grupos
hidroxila, presentes nas fibras da CB resultando em uma pequena alteragao

na estrutura do biopolimero 7989,

Segundo a literatura (182349 o Ag;PQ, apresenta os principais picos
de difragdo nas regioes 26 = 20,9 °, 29,7°, 33,3° ¢ 36,7°, 42,7°, 52,9°, 55,0°,
57,5°,61,9° ¢ 63,9° correspondentes aos planos cristalograficos (110), (200),
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(210), (211), (310), (222), (320), (321), (400) de acordo com o JCPDS
correspondente ao nimero 06-0505, atribuido a simetria ciibica (FIGURA
5.13). Nos difratogramas correspondentes as amostras dos compoésitos, nao
foi observado picos de difracdo bem definidos atribuidos as particulas de
Ag3PO,, possivelmente devido a menor quantidade de material inorgéanico
presente no compdsito, em compara¢do com a matriz polimérica de CB 6%
Entretanto, fo1 observado um leve reflexo nas regides de 29.9 ° e 34,6°
correspondestes as posi¢des dos picos de difragdao do Agz;PO, com maior

evidéncia no composito 0,0001 CB/Ags;POs, como foi indicado na

(FIGURA 5.12).

=

~ (210)

=

E
=

3
= (110)
110) (200) k (320)
(220) (310) (222) (321)
L 8
* 1 - | T T T
20 30 40 50 60
20 (°)

FIGURA 5.13 - Difratograma do Ag;PO4 e seus respectivos planos

cristalograficos. Fonte: Adaptado “°.

5.3) Analises Térmicas

Com o intuito de determinar o efeito da incorporagao das diferentes
concentracdes de particulas de Ag;PO4 nas propriedades térmicas da celulose

bacteriana, foram realizadas analises de calorimetria exploratoria diferencial
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(DSC) na amostra de CB pura e nos filmes compoésitos de CB/Ag;POs. As
curvas de DSC podem ser observadas na FIGURA 5.13.

—» Endo
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Fluxo de Calor (mW/mg)

Jo.0005_cB/ag ro,

10,001_CB/Ag PO,
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CB pura
y T
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T
100

T
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Temperatura (°C)

T
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T
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FIGURA 5.14 — Curvas de DSC dos filmes de celulose bacteriana pura e dos

filmes compositos de CB/Ag;POy.

Os eventos endotérmicos em torno de 358°C e 362 °C, podem ser

atribuidos a transi¢cdo polimorfica da CB, seguida da fusdo de suas regides

cristalinas ®3#3), O perfil de curva da celulose bacteriana pura, apresenta

temperatura de fusdo (Ty,) correspondente a 358,78 + 0,63 °C. As amostras
dos filmes compdsitos 0,0001  CB/Ag:POs e 0,0005  CB/Ag;POs,

apresentaram uma pequena diminuicao da Ty, porém esses valores estao

dentro do desvio padrao quando comparados a CB pura. Enquanto a amostra
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do composito 0,001  CB/Agi;POs4, apresentou um ligeiro aumento na
temperatura da Ty, correspondente a 362,87 = 0,17. Entretanto esse valor ndo
corresponde a uma diferenga estatisticamente significativa em relagdo a CB

pura.

TABELA 5.3 — Valores correspondentes a temperatura de fusao (Ty,) da CB
pura e dos compositos de CB/Ags;POy

Amostras Pico Endotérmico - Ty (°C)
CB Pura 358,78 @+ 0,63
0,0001_CB/Ag;PO4 356,85+ 1,85
0,0005_CB/Ag;PO4 354,76 *+ 3,40
0,001 _CB/Ag;PO4 362,87 *+£0,17

* As médias com diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

A andlise termogravimétrica foi realizada para avaliar a
estabilidade térmica dos materiais compositos sintetizados (CB/Ags;POy) e
compara-la com a celulose bacteriana pura, baseando-se na variacao de perda
de massa dos materiais em funcao da temperatura sob atmosfera oxidativa.
A curvas termogravimétricas correspondentes aos filmes de CB pura e aos
compositos de CB/Agi;POs estdo apresentadas na FIGURA 5.14. A
temperatura inicial (Ti) considerada nesta analise foi a temperatura onde as

amostras perdem 7% de sua massa inicial.
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Figura 5.15 - Curvas de TG (a) e DTG (b) obtidas dos filmes de celulose
bacteriana e dos compositos de CB/AgzPOs.
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Na amostra dos filmes de CB pura, notamos a presenca de trés eventos
de perda de massa. O primeiro evento, com perda de massa de 7%, tem inicio
em 30 °C e término em 70 °C, correspondente a evaporagdo da agua
adsorvida na superficie do biopolimero. As curvas de TG apresentam um
perfil tipico esperado para materiais celulosicos, com temperatura de
decomposi¢io acima de 300 °C 123340 O segundo evento de perda de
massa, decorrente dos processos de despolimerizagdo, desidratagdo e
decomposi¢ao das unidades glicosidicas, tem inicio em 305 °C e término em
316° C, com perda de massa de 65%. E o terceiro, tem inicio em 450°C e
término em 477°C, com perda de massa de 28% correspondente aos
processos oxidativos, que incluem, o rompimento de residuos carbonaceos e
a formagio de volateis ®%%, Para a CB pura pode-se considerar que os trés
eventos consistem na decomposi¢ao completa do biopolimero, resultando

em uma perda de massa de 100%.

Pode-se notar que os filmes compositos de CB/Ag;PO,4 exibem uma
temperatura de inicio de degradagao (T;) mais elevada que a celulose
bacteriana pura, sugerindo que a inser¢do das particulas de fosfato de prata
dificultou a saida de volateis, indicando um aumento na estabilidade térmica
do biopolimero. Este dado estd de acordo com os espectros de infravermelho
(FTIR-ATR) onde sdo observadas interagdes entre a particula e o polimero.
Na TABELA 5.4, estao dispostos os dados obtidos a partir das curvas de TGA
e DTG referentes as amostras de CB pura e dos compositos de CB/Ag;PO,.
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TABELA 5.4 — Dados obtidos por meio das curvas de TG e DTG

o o Percentual
Amostra Ti 97%) ( C) Tmax ( C) AT Residual (%)
CB pura 305,06 °+£3,06 326,927 £1,92 21,89 0

0,0001_CB/Ag;PO4 311,75°+£035 324,49 * £0.84 12,74 541+1,40

0,0005_CB/Ag;PO4 313,15®+0,55 325,61 * £0,66 12,46 1,12+0,50

0,001 CB/Ag;POs 316,00*+0,40 328,195 * £2,88 12,18 5,63 +0,45

* As meédias com diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

A temperatura de maxima velocidade de perda de massa (Tmax) dos
compositos de CB/Ag;PO., determinada pelos valores de pico encontrados
na DTG, ndo apresentaram uma diferenca significativa em relacio a CB
pura. Analisando a cinética de perda de massa, podemos observar que o valor
de AT foi reduzido para os materiais contendo Ag;PO, indicando que a
cinética de perda de massa acontece de maneira mais acelerada 8'. Como
hipdtese a esse comportamento, podemos levar em conta a diferenca
existente entre a capacidade calorifica da substancia inorganica (Ag;PO4) e
do material organico (CB pura). Quando ocorre uma transferéncia de energia
térmica para as particulas, elas sdo capazes de aquecer mais rapidamente que
o material polimérico, favorecendo a aceleracdo dos processos de

degradacdo das cadeias poliméricas ©.

Diferente da celulose bacteriana pura, os filmes compodsitos
apresentaram um percentual residual (TABELA 5.4), comprovadamente
atribuido as particulas de Ag;POy inseridas na CB, como foi evidenciado na

analise de FTIR-ATR da por¢ao residual do composito (FIGURA 5.6).
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5.4) Angulo de Contato (0)

Alguns fatores, que incluem a topografia da regido superficial de um
material, sua microestrutura e suas propriedades adesivas, podem influenciar
a biocompatibilidade dos materiais, pois eles determinam a capacidade das
interagdes entre a interface do material e, as células, tecidos e outros
componentes bioldgicos acontecerem de maneira mais favoravel ¥’. Por isso,
intencionando uma aplicagdo biomédica, as medidas de angulo de contato
sdo essenciais para a investigagdo das propriedades de superficie dos

materiais desenvolvidos.

s

FIGURA 5.16 - Representacao da medida de angulo de contato (6) entre
uma superficie solida e um liquido. Fonte: Criado pela autora atraveés do
site BioRender.com.

O angulo de contato de uma gota em equilibrio (FIGURA 5.15), pode
ser determinado por meio da energia das seguintes interfaces: energia
superficial do sélido (ys), energia superficial do liquido em equilibrio com o
vapor (yrv), energia interfacial do sélido com o liquido (yst), associadas na

equacao de Young (Equagdo 5.1):

Ys=YsLt YLvcos(0) (Equacao 5.1)
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A equagdo de Dupré (Equagdo 5.2), relaciona o trabalho de adesao

entre um solido e um liquido (W,):

Wa=7yrvt+ys-vsL (Equacao 5.2)

E, a partir da combinagdo das equagdes (5.1) e (5.2), temos a equacao de

Young-Dupré:

Wa=7vrv(cos(0)+ 1) (Equagdo 5.3)

Analisando os resultados das medidas de angulo de contato (FIGURA
5.16), notou-se que quando em contato com uma gota de agua (um liquido
polar), a CB pura apresenta uma alta molhabilidade, com um angulo de
contato baixo, correspondente a 6 = 36,26°, caracterizando-a como um
material hidrofilico. A elevada energia superficial da celulose, esta
relacionada a presenca dos grupos hidroxila (OH) associados por ligacdes de
hidrogénio, distribuidos por toda a sua estrutura, configurando-a como um
material altamente hidrofilico #3870 angulo de contato formado entre a
CB ¢ o diiodometano foi 31,86°, coerente com os resultados apresentados na

literatura (®5-89),
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FIGURA 5.17 - Resultados das medidas de angulo de contato, suas

respectivas representacdes em diferentes liquidos (a: agua — H,O e, b:

diiodometano — CHzl,) e os valores de angulo de contato obtidos referentes

a CB pura e aos compositos de CB/Ag;PO..
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Foi observada uma diminui¢cdo na medida de angulo de contato dos
compositos 0,0001 CB/AgszPO4, 0,0005 CB/Ags;PO4, em relagdo a CB pura
TABELA 5.5, demonstrando que esses compoésitos se tornaram mais

hidrofilicos ap6s a inser¢ao das particulas de Ag;POs.

TABELA 5.5. Medidas de angulo de contato da CB pura e dos compdsitos

de CB/Ag3PO4
Amostras Angulo de Contato — H.0 (°) Angulo de Contato — CH:lI; (°)
CB pura 36,262+ 1,24 31,86°+ 0,67
CB/Ag:PO4_0,0001 29,66+ 0,18 27,29+ 1,57
CB/Ag:P0O4_0,0005 28,54 °+233 26,27 *+0,63
CB/Ag;PO4_0,001 32,26 % + 1,46 31,62°+2,54
* As médias com diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

A presenca das particulas de Ag;PO, influenciaram nas caracteristicas
de molhabilidade do material, sendo que, nas amostras que apresentaram
uma dispersio melhor dessas particulas  (0,0001 CB/Ag;PO,,
0,0005_CB/Ags;PQO4) o angulo de contato medido foi menor em comparagao
com a CB pura, esses resultados sdo coerentes com as caracteristicas

mesoporosas da particula '°.

De acordo com FREDERICK FOWKES *’, a energia superficial
poderia ser definida a partir da soma das contribuigdes das interacdes polares

e dispersivas, conforme a Equacao 5.4, abaixo:

y=vyP+yP (Equagdo 5.4)
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Segundo FOWKES %7 o trabalho de adesdo esta correlacionado

apenas as interagdes dispersivas, como pode ser observado na (Equacao 5.5):

Wa=2 (ysPy ") (Equagdo 5.5)

Associando as equacdes que representam o trabalho de adesio,

Equacao 5.3 e Equagdo 5.5, temos a seguinte igualdade:

v1(cos(e) +1)=2 (ysP y D)V (Equagio 5.6)

A equagdo de FOWKES ¥, foi estendida por OWENS ¢ WENDT *,
que consideraram nao apenas as interagdes dispersivas, mas também, as

interagdes polares, resultando na Equagdo 5.7:

Wa=2(ys?y?)"? +2 (ysPy.”)"”? (Equagdo 5.7)

Finalmente, SOUHENG WU %, baseando-se em média harmonica,
determinou uma equagdo para realizar o calculo aproximado da tensdo

superficial de superficies poliméricas (Equagao 5.8):

vi(cos(B)+ 1)= 4ysPyP + dyFyf

(YP+yP)  (yF+vd)

(EQUACAO 5.8)
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A tensdo superficial (y™%) dos filmes comp6sitos de CB/Ag;PO,, bem
como suas componentes polares (y°) e dispersivas (y°) (FIGURA 5.17)
foram determinadas com base na equagao de SOUHENG WU (Equacao 5.8),
empregando-se os valores tabelados (TABELA 5.6) de tensao superficial (y;)

e das componentes polares (y;") e dispersivas (y,°) dos liquidos sonda.

TABELA 5.6 - Valores tabelados correspondentes a tensdo superficial e as

componentes dispersivas e polares da dgua e do diiodometano

Liquido Sonda y;(mN/m)  v,(mN/m)  y°(mN/m)

]
(=]
N "

.
[=]

[=]

CB
pura

H:0 72,8 51,0 21,8
CH: I 50,8 50,8 0
b
80
70'
60-

h
i c i

[
c A
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.
<

]
o A

._
c i

"_____._._
’//4———

—&—Componentes Polar
1 —®—Componentes Dispersiva
0 . . - - - . . -
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FIGURA 5.18 — Representacdo grafica da (a)Tensdo Superficial e suas (b)

Componentes Polar e Dispersiva
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As medidas de tensdo superficial apresentaram uma tendéncia a
aumentar com a incorporacdo das particulas de Agi;POs4, sugerindo a
ocorréncia de um ligeiro aumento na energia superficial do biopolimero.
Com a inser¢ao das particulas de AgsPQOy, foi observado um aumento da
componente polar. No entanto, a componente dispersiva permaneceu
praticamente inalterada. Sugerindo que o aumento da tensdo superficial,
pode ser atribuido ao incremento da componente polar, ocasionada pela

presenca das particulas de Ag;PO4 nos compositos.

5.5) Avaliagao da Citotoxicidade Celular

Para viabilizar a seguranga filmes compositos em suas aplicagdes
futuras, foi realizado o teste de citotoxicidade celular baseado na ISO 10993-
12 *° que descreve métodos para a avaliacdo da citotoxicidade in vitro de
dispositivos médicos e estabelecer os niveis de toxicidade dos materiais
sintetizados. A ISO 10993-5 1% determina que a viabilidade celular dos
materiais testados deve ser superior a 70% para que eles sejam considerados
atoxicos e seguros. Para esta analise, foram escolhidas duas amostras
sintetizadas nas concentragdes extremas: 0,0001 CB/Ag;POs e
0,001 _CB/Ag;PO.. As andlises foram realizadas nos filmes antes (A) e ap6s
(B) a lavagem em banho ultrassonico para obtermos um parametro em

relacdo a estabilidade das particulas incorporadas a esse material.
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Figura 5.19 - Viabilidade Celular dos filmes de CB e dos filmes de
CB/Ag3PO4

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel constatar que
os filmes de CB pura e os filmes compoésitos ndo apresentaram toxicidade
para as células 1.929, com a manuten¢do da viabilidade celular acima de

70%, em todas as amostras testadas.

5.6) Avaliacao dos Filmes Compdsitos de CB/AgzPO4apds o
Tratamento a Plasma

O plasma etching de oxigé€nio (O,) pode gerar modificacdes fisicas e

quimicas na superficie dos materiais poliméricos influenciando na alteracao
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de suas caracteristicas superficiais, tais como, hidrofilicidade, morfologia,

forca idnica e biocompatibilidade 419

A morfologia da superficie das amostras dos filmes de celulose
bacteriana e dos compositos de CB/Ag;POs, sem e com tratamento a plasma
de O,, fo1 analisada por microscopia de for¢a atdomica (AFM) (FIGURAS
5.19 e 5.20). A amostra de celulose bacteriana pura apresentou uma
rugosidade quadratica média de 30 de nm, antes do tratamento a plasma
(FIGURA 5.19 e 5.20 — a). Apds exposi¢do ao plasma durante 2,5 minutos,
foi observado o aparecimento de pequenas erosdes nas fibras FIGURA 5.19
e 5.20 — b, ocasionando um aumento da rugosidade de sua superficie

correspondente a 55 nm.
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FIGURA 5.20 - Micrografias de AFM das amostras de CB pura antes (a) e
apos (b) o tratamento a plasma; dos compositos (c) 0,0001 CB/Ag;PO4 e
(d) 0,001 CB/Ag;PO4(d) antes e apds o tratamento a plasma (e) 1P-2,5 min
() 2P-2,5 min.

Essas alteracdes topograficas também foram relatadas por
KURNIAWAN et al.'*, BENEVUTO et al.?®, LEAL et al *° ao realizarem o
tratamento com plasma efching, utilizando-se gas oxigénio, em amostras de
celulose bacteriana, durante 1, 2,5, 5 ¢ 15 minutos. O plasma etching de
oxigénio, € capaz de modificar a superficie de materiais celuldsicos, devido
a geracao de espécies reativas (ions, radicais, elétrons, etc.), que além de uma
possivel funcionaliza¢ao, podem resultar em efeitos de decomposi¢ao parcial
das cadeias poliméricas, reorganizagdes e mudancgas estruturais que refletem

nas altera¢des na rugosidade do material #9192,

Nas imagens de AFM dos filmes compositos (FIGURA 5.19 ¢ 5.20 —
c, d, e, f), € possivel observar a presencga particulas aderidas as fibras da CB,
que contribuem com as imagens de MEV e confirmam a inser¢do de
particulas de Ag;PO4 nos filmes de CB. No composito 0,0001 CB/Ag;PO;
(FIGURA 5.19 ¢ 5.20 —c) ¢ possivel notar uma distribui¢ao mais homogénea
da substancia inorginica, enquanto no compdsito 0,001 CB/Ag;PO,
(FIGURA 5.19 e 5.20 — d), observa-se a presenga de aglomerados,
corroborando com as imagens de MEV (FIGURA 5.8), que demonstram as
diferencas entre os materiais obtidos empregando-se diferentes
concentragdes, dos reagentes de partida, durante a sintese “in situ” dos
compositos de CB/Ag;PO4. Notou-se que a presenca das particulas de
Ag3POy4, resultou no aumento da rugosidade da CB, as amostras dos
compositos  0,0001 CB/Ag:POs e 0,001 CB/Ag;POs4 apresentaram
rugosidade quadratica média correspondente a 53 nm e 50 nm,

respectivamente.
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FIGURA 5.21 — Micrografias em 2 D de AFM das amostras de CB pura antes
(a) e apos (b) o tratamento a plasma; dos compositos (c¢) 0,0001 CB/Ag;PO;
e (d) 0,001 CB/Ag;PO4 (d) antes e apos o tratamento a plasma (e) 1P-2,5
min (f) 2P-2,5 min.
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FIGURA 5.22 — Espectros normalizados de FTIR-ATR para as amostras dos
filmes de (a) CB pura antes e apds o tratamento por plasma de oxigénio: (b)

CBP-2,5 min e (c) CBP-5 min.

As bandas caracteristicas da celulose bacteriana obtidas através dos
espectros de FTIR, puderam ser identificadas nas seguintes regides de
transmitancia: (1) 3500 — 3000 cm correspondentes a vibragdo de
estiramento assimétrico, atribuida ao grupo O-H; (2) 2902-2892 cm’!
associada as vibragdes de estiramento simétrico, entre C-H, e ao estiramento
assimétrico da ligacdo entre H-C-H; (3) 1645 — 1614 cm™ correspondentes a

deformacgdo angular presente na ligagao entre H-O-H, que corresponde a
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agua adsorvida ao material e (4) aproximadamente 1056 cm™!, atribuida a

vibracao de estiramento simétrico da ligagao entre C-O.

Analisando os espectros de infravermelho dos filmes de celulose
bacteriana pura apds o tratamento a plasma de oxigénio, foi observado que a
banda de absor¢do correspondente ao grupo hidroxila (O-H), tornou-se mais
definida e sofreu um leve um deslocamento para a direita, onde seu nimero
de onda passou de 3280 cm™!, na amostra de celulose bacteriana pura, para
aproximadamente 3239 cm™! nas amostras de CB pura apds a exposi¢io ao
plasma de oxigénio durante 2,5 ¢ 5 minutos (CBP — 2,5 min e CBP — 5,0 min
). Esse deslocamento das bandas de absor¢do correspondentes ao grupo
hidroxila, pode sugerir um aumento dos grupos OH presentes na estrutura
superficial da celulose bacteriana, como foi observado por
BHANTHUMNAVIN, et al. ?° ao expor os filmes de celulose bacteriana
durante 3 minutos, variando-se a pressdao em 0,1 e 1,0 Torr, ¢ durante 1

minuto a uma pressao de 1,0 Torr.

ApOs a exposicao ao plasma de oxigénio, os espectros dos compositos
de 1P-2,5 min e 1P-5 min, foram levemente deslocados para a direita. A
banda de absor¢do correspondente ao grupo hidroxila (O-H) sofreu um
deslocamento para niimeros de onda menores, de 3292 a 3238 cm’!, em
comparacao ao composito 0,0001 CB/Ag;POs. No entanto, na amostra
0,001 CB/Ag;POy, esse deslocamento foi mais pronunciado no composito
tratado durante 2,5 minutos (2P-2,5 min). Possivelmente, um aumento no
tempo de exposicdo pode resultar num aumento do efeito etching,
ocasionando a formacao de volateis de maneira mais acentuada, devido a
presenca das particulas de Ag;POs4 na matriz da CB, ocasionando um
deslocamento menos pronunciado nos espectros das amostras tratadas a
plasma durante 5 minutos, como pode-se observar o espectro de FTIR da

amostra 2P-5 min 38999,
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FIGURA 5.24 — Espectros normalizados de FTIR-ATR para as amostras do
filme de CB Pura (a) e do composito de 0,001 CB/Ags;PO4 antes (b) e apds

o tratamento por plasma de oxigénio 2P — 2,5 min (c) € 2P - 5 min (d).

Ademais, no espectro da amostra 2P — 2,5 min (FIGURA 5.23) foi
observado o aparecimento uma pequena banda de absor¢ao bem definida,
em 951cm’!, correspondentes a ligagdo entre o P-O presente na molécula de
AgiPOy4, sugerindo que o tratamento a plasma de oxigénio foi capaz de expor
as particulas de Ag;PO4 presentes no filme composito, corroborando com as
micrografias de AFM, que evidenciaram a presenca de particulas mais

aparentes na superficie do compdsito (FIGURAS 5.19 € 5.20 — d).

Nas amostras de CB pura (CBP-2,5 e CBP-5 minutos) e dos filmes dos
compositos de CB/Ag;POs modificados pela exposi¢do ao plasma de
oxigénio, foi verificado por meio das medidas de angulo de contato, que os
materiais apresentaram um grande aumento de sua molhabilidade. Quando a
gota de agua entrou em contato com a superficie dessas amostras, o liquido
se espalhou rapidamente, apds aproximadamente 3 segundos, promovendo
um equilibrio termodindmico na interface do biopolimero e do liquido, que
impossibilitou a medida de angulo de contato. As medidas de angulo de
contato com diiodometano (FIGURA 5.24) também foram reduzidas nas

amostras tratadas pelo plasma durante 2,5 minutos.

CBP-2,5 min

0=18,70° 1P-2,5min} g — 29 62 ©

FIGURA 5.25. Representagdo do angulo de contato obtido em
diiodometano correspondentes a amostra de celulose bacteriana pura CBP

-2,5 min , € aos compositos 1P — 2,5 min e 2P — 2,5 min.

2P-2,5 min
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Como foi evidenciado pelas micrografias de AFM, dos compositos 1P-
2,5 min, 2P-2,5 min (FIGURA 5.19 e 5.20 d), o tratamento a plasma
aumentou a rugosidade dos comp0sitos, além disso, as particulas de Ag;PO4
encontram-se em regides mais superficiais. Portanto, a elevada energia de
superficie das particulas, associada as suas caracteristicas mesoporosas €, 0
aumento da rugosidade dos compositos, possivelmente contribuem para um
aumento na hidrofilicidade desses materiais. Esses resultados corroboram
com as analises de FTIR, que sugerem que o tratamento a plasma ocasionou

o aumento dos grupos polares no material polimérico.

A modificacio por plasma de O,, realizada por KURNIAWAN et al.!*,
em filmes de celulose, a uma pressao de 0,1 Torr a 20W durante 1 minuto,
resultou na obtencdo de um material mais hidrofilico, com o declinio do
angulo de contato das amostras, que passou de 30° para 12°. Os resultados
das medidas de angulo de contato dos filmes de CB, obtidos por
BHANTHUMNAVIN et al. °, demonstram que apds o tratamento a plasma
de O, realizado durante 3 minutos, variando-se a pressao em 0,1, 0,5 ¢ 1,0
Torr, foi reduzido de 35° (antes do tratamento) para 29°, 28° ¢ 26° (ap0Os o
tratamento). Em sua outra condi¢do de tratamento, a amostra submetida a
exposi¢ao de 1 minuto, com pressao de 1,0 Torr, apresentou angulo de
contato correspondente 30°. Demonstrando que, aparentemente os filmes de
CB apresentam uma tendéncia a se tornarem mais hidrofilicos com o
aumento do tempo de exposi¢cdo ao plasma de O,. De acordo com JANINE
et al. (2017), o angulo de contato de suas amostras de celulose vegetal,
submetidas ao tratamento a plasma de O, durante 5, e 60 minutos, a uma
pressdo fixa de 0,1 Torr, foi considerado 0°, pois os liquidos (dgua e
diiodometano) se espalharam rapidamente ao entrarem em contato com a

superficie da CB, impossibilitando sua medigao.
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No estudo realizado por BENEVUTO et al.?’, com aumento do tempo
de exposicdo das amostras de CB, durante 2,5 e 5 minutos, ao plasma de
oxigénio, o angulo de contato aumentou, esse comportamento foi atribuido
as mudangas significativas no micro e nanorugosidade observada pelas
analises de AFM, que contribuiram para uma adesdo mais forte entre a

superficie do material e a agua.

5.6) Ensaio Antimicrobiano

O inicio dos testes microbiologicos foi realizado a partir da analise do

halo de inibi¢ao gerado nas culturas dos diferentes microrganismos testados

Bactéria gram-positiva Bactéria gram-negativa Fungo: Candida
Staphylococcus aureus Escherichia coli albicans

com os filmes compodsitos de CB/Ag;PO,4 (FIGURA 5.25).

FIGURA 5.26 - Resultados do ensaio antimicrobiano de difusdo em agar da
celulose bacteriana e dos compdsitos de CB/AgzPO4, sem o tratamento a
plasma, contra as bactérias gram-positiva e gram-negativa, € o fungo

patogénico.

De acordo com os resultados obtidos, todos os compositos de

CB/Ag;PO, apresentaram um determinado grau de atividade inibitéria, com
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maior atividade para o fungo C. albicans. O composito 0,0001 CB/Ag;POs,
sintetizado com a menor concentragdo dos reagentes precursores de Ag;POy,
ndo apresentou atividade inibitdria contra nenhuma bactéria testada. O halo

de inibicdo e seus respectivos didmetros estao dispostos na TABELA 5.7.

TABELA 5.7 Medidas do halo de inibi¢do (em mm), correspondentes a CB

pura e dos compositos de CB/Ag;PO..

Grupos
Microrganismos | Controle | Controle CB 0,0001 — 0,0005 — 0,001 -
testatos -)* (+) ** pura | CB/Ag;PO4 | CB/AgiPO4 | CB/AgzPO4
S.aureus 0cm 1,2 cm 0cm 0,1 cm 0,1 cm 0cm
E.coli 0cm 1,2 cm 0cm 0Ocm 0,1 cm 0cm
C. albicans 0cm 1,4 cm 0cm 0,2 cm 0,4 cm 0,3 cm

*Controle (-): disco de papel filtro embebido em agua destilada.

**Controle (+): disco de papel filtro embebido em solu¢do de digluconato de clorexidina 0,12%.

A atividade biologica dos filmes de CB/Ags;PO, esta associada a
incorporagdo das particulas de Ag;PO,4. Estudos comprovam que baixas
concentragdes (= 0,0003 mol-L") de microparticulas de Ag;PO4apresentam

eficicia contra a bactéria S. aureus ©%°%.

Um dos mecanismos biocidas consistem na presenca das espécies
reativas de oxigénio (EROS) na superficie das particulas de Ag;PO, 8. De
acordo com RIBEIRO et al.'®, a atividade biocida do Ag;PO, esta associada
nao s6 a capacidade de oxidacdo e reducao das EROS, mas também sobre a
variedade das reacOes de formacdo de radicais em cadeia, oriundas da
oxidacao da agua (H»O), que geram espécies: + OH, H,O, « O, e da redugao
do oxigénio (0,), que geram espécies: '0,, HyO; e - OH, responsaveis pela

oxidagdo e pelo rompimento das membranas e de outros componentes
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celulares dos microrganismos. Outro mecanismo de inibi¢do microbiana,
consiste na difusdo e/ou migra¢do moderada dos cations Ag", pelas células
antimicrobianas, essa interagdo com a membrana celular, pode ocasionar a
instabilidade do mecanismo celular e posterior morte das bactérias. No
estudo realizado por SINGH et al. (2022), foi demonstrada a viabilidade do
emprego de particulas de AgsPO,; (APNs), com tamanho dentre 675 a 800
nm, para efeito biocida. Neste estudo, as APNs sintetizadas na morfologia
cubica, apresentaram maior atividade antimicrobiana, testadas contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, que as particulas de morfologia
rombica dodecaédrica e tetraédrica, sugerindo que a atividade antibacteriana

desses compostos esta associada a superficie da particula.

Nao foram observadas diferencas significativas no halo de inibicao
dos compdsitos sem e com tratamento a plasma de O, (FIGURA 5.26). Com
base nos resultados obtidos, podemos notar que os filmes de celulose
bacteriana pura antes e apds a exposi¢do ao plasma de oxigénio (CB Pura,
CBP -2, 5 minutos e CBP — 5 minutos) nao apresentaram zonas de inibig¢ao,

como ja era esperado.

Bactéria gram-positiva | | Bactéria gram-negativa Fungo: Candida
Staphylococcus aureus Escherichia coli albicans
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FIGURA 5.27 - Resultados do ensaio antimicrobiano de difusdo em agar da
celulose bacteriana e dos compdsitos de CB/Agi:POy, apds o tratamento a
plasma, contra as bactérias gram-positiva € gram-negativa, ¢ o fungo

patogénico.

Apo6s o tratamento a plasma de O,, o compdsito 0,0001 CB/Ag;PO,
ndo apresentou inibigdo contra nenhuma das espécies dos microrganismos
testados. Sendo assim, pode-se inferir que, nesta amostra, o tratamento a
plasma de O;realizado durante 2,5 e 5 minutos nao foi suficiente para expor
as particulas de AgsPQO., incorporadas a celulose bacteriana. O composito
0,001 _CB/Ag;POs, apos o tratamento a plasma, apresentou halo de inibi¢ao
contra todos os microrganismos testados, como € possivel observar nas
amostras 2P — 2, 5 minutos ¢ 2P — 5 minutos (TABELA 5.8), inclusive contra
a bactéria gram-negativa E.coli, que ndo apresentava halo de inibi¢do antes
da modificagdo. Sugerindo que nesta amostra, as particulas de Ag;PO,
tornaram-se mais expostas na regido superficial do composito, como foi
observado na micrografia de AFM (5.19 e 5.20 - d), favorecendo o contato

entre 0 microrganismo patdgeno e o agente antimicrobiano 2.

TABELA 5.8 - Medidas do halo de inibi¢ao (em mm), correspondentes a CB

pura e aos compositos de CB/AgzPO4apds o tratamento a plasma

Grupos
Microrganismos CBP- | CBP- |1P-25| 1P-5 |[2P-25| 2P-5
Controle | Controle . . . .
testados ) * (+) ** 2,5 5 minutos | minutos | minutos | minutos
minutos | minutos

S.aureus 0cm 1,2 cm 0cm 0cm 0cm 0cm 0,]cm | 0,1 cm
E.coli 0cm 1,2 cm 0cm 0cm 0cm 0cm 0,lcm | 0,1 cm

C. albicans 0cm 1,4 cm 0cm 0cm 0cm 0cm 04cm | 0,3cm

*Controle (-): disco de papel filtro embebido em agua destilada.

**Controle (+): disco de papel filtro embebido em solucdo de digluconato de clorexidina 0,12%.




78

Conforme os resultados obtidos por meio do ensaio antimicrobiano de
difusdo em agar, os compoésitos apresentaram um pequeno halo de inibigao,
em relacdo ao material controle, o antisséptico clorexidina. Entretanto, esse
resultado ndo pode ser atribuido apenas a uma baixa capacidade do
composito de inibir o crescimento microbiano, pois a técnica de difusdo em
agar consiste em uma analise qualitativa e possui limitagdes. Esse método €
baseado na difusdo, por meio do agar, de um agente antimicrobiano

impregnado a um disco de papel filtro **

. Portanto, se as particulas de
Ag3;PO,, responsaveis pela atividade antimicrobiana do compoésito, ndo
apresentam uma elevada capacidade de se difundir em meio de 4gar, esse
teste demonstra-se insatisfatorio para avaliar a capacidade do compdsito em
inibir o crescimento microbiano. Sendo necessario efetuar novos testes para

determinar a atividade antimicrobiana do material.

6. Consideracoes Finais

A metodologia empregada para desenvolver filmes compositos
constituidos por celulose bacteriana e fosfato de prata foi eficiente. A
incorporacao “in situ” das particulas de Ag;PO4 nos filmes de CB foram
comprovadas por meio das analises de FTIR-ATR, DRX e MEV-EDS. Os
espectros de FTIR, demonstraram a presenca dos grupos funcionais contidos
no Ag;POs, evidenciado pelo deslocamento do espectro na amostra
0,001 CB/Ag;POs. As andlises de MEV demonstraram que foram
sintetizadas microparticulas distribuidas e aglomeradas, com tamanhos entre

500 e 200 nm. Os indices de cristalinidade, obtidos por meio das andlises de
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DRX para os filmes compositos foi maior que o da celulose bacteriana pura,

passando de 78,31 % para 92,07%.

Analisando as curvas de TG, foi possivel constatar que houve um
aumento na temperatura inicial de perda de massa (Ti), indicando que nas
condicdes analisadas a presenga das particulas de AgzPO,retardam o inicio
dos processos de degradacao do biopolimero. Conforme os valores obtidos
de AT, notou-se que a presenca das particulas de Ag;PO, inseridas no

material, aceleram o processo de perda de massa.

O tempo de exposicdo ao plasma, aos quais as amostras sao
submetidas, podem ocasionar um aumento na nanorugosidade do material,
ainda mais evidenciado nos materiais compoésitos devido a presenca das
microparticulas de Ag;PO4, como podemos observar nas imagens geradas
por AFM. Esses resultados corroboram com os resultados de angulo de
contato obtidos, que demonstraram um aumento da hidrofilicidade do
material com o aumento do tempo de exposi¢do do composito ao plasma de
oxigénio. Além disso, o tratamento a plasma pode promover a exposi¢ao das
microparticulas na superficie do compdsito, promovendo o contato mais
eficaz entre o microrganismo patégeno e a substdncia antimicrobiana,

potencializando o efeito antisséptico do material.

Foi possivel obter filmes compositos com potencial atividade
antimicrobiana utilizando-se baixas concentragdes de Agz;PO,. A amostra
0,0005 CB/Ags;PO, apresentou um halo de inibigdo mais expressivo contra
todos os microrganismos testados, em relagdo aos outros compdsitos. Nessa
amostra foi observada a presen¢a de microparticulas de Ag;PO, dispersas e
aglomeradas, com tamanhos de aproximadamente 0,236 um. E, de acordo
com as analises de TGA, essa amostra apresenta o menor percentual residual
correspondente a 1,12 %. Enquanto as outras amostras: 0,0001 CB/Ag;PO;

e 0,001 CB/Ag;POs, apresentaram respectivamente um residuo de 5,41 e
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5,63 %. Na amostra 0,001 CB/Ags;PO4, que apresentou maior atividade
inibitoria para o fungo C. albicans antes do tratamento a plasma de oxigénio,
foi evidenciada a presenca de microparticulas aglomeradas com tamanho
semelhante a amostra 0,0005 CB/Ag;PO, correspondentes a 0,228 um,
indicando que os diferentes tamanhos das particulas e a disposicao delas nos

compdsitos influenciam nas atividades inibitérias da substancia.

Como foi demostrado por meio do teste de citotoxicidade celular, esse
material apresenta uma viabilidade celular acima de 70%, atestando a

seguridade do material para aplicacdes em materiais e dispositivos médicos.

A CB ¢ um biopolimero bastante empregado na area biomédica, sua
elevada biocompatibilidade e area superficial, possibilitam sua utilizagdo
como uma plataforma para regeneragao tecidual que pode ser associada a
entrega de farmacos, ampliando a sua aplica¢do. A incorporagdo de um
agente antimicrobiano permite o desenvolvimento de um material hibrido,
com potencial biocida, prevenindo contaminagdes por microrganismos
patogenos. As alteracoes topograficas e mudangas no carater
hidrofilico/hidrofébico, resultantes da modificagao superficial dos materiais
compositos de CB/Ag;PO,4 por plasma permitem a investigacdo de suas
propriedades fisico-quimicas de superficie, visto que essas modificagoes
podem influenciar na biocompatibilidade, no potencial antimicrobiano e nas
propriedades de adesdo do polimero, promovendo o desenvolvimento de um

material hibrido mais completo com potencial para diversas aplicacoes.
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