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RESUMO

As propriedades antimicrobianas de filmes poliméricos de quitosana
podem ser induzidas e/ou potencializadas com a incorporacdo de zedlitas
trocadas ou impregnadas com prata ou com sulfadiazina de prata. Os filmes
foram preparados pela dispersdo da suspensdo de quitosana contendo as
zedlitas com prata (Ag-zeolitas) em um suporte plano e secagem lenta. As
variaveis estudadas na preparacdo dos filmes foram: prata associada ou nao
associada (nitrato de prata e sulfadiazina de prata); método de incorporagéo de
prata ndo associada (troca idnica e impregnacdo Umida) e tipo de zedlita
utilizada como suporte (Y e A). Para a determinacao da razédo Si/Al das zedlitas
de partida foram realizadas andlises de RMN de 2°Si e para a determinacgdo da
composicdo de prata foram feitas analises de fluorescéncia de raios X por
reflexdo total (TXRF) e de espectroscopia por energia dispersiva (EDX). Tanto
para as Ag-zeolitas como para os filmes poliméricos foram realizadas analises
texturais, microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios X (DRX),
analises termogravimétricas (ATG) e calorimetria diferencial de varredura
(DSC). Para avaliar a aplicabilidade dos filmes poliméricos de quitosana com
Ag-zedlitas foram realizadas analises de propriedades mecéanicas, de barreira
ao vapor de adgua e micro-organismos, analise de cor, liberacdo de prata e
propriedades antimicrobianas em meio solido para as Ag-zeolitas e em meio
liquido para os filmes com Ag-zedlita. O filme de quitosana com 5AgA-TI-B
(zedlita A trocada com 5% de prata) apresentou as melhores propriedades para
aplicacdo como curativos para queimaduras. Este apresentou a maior atividade
antimicrobiana devido ao maior teor de prata, ndo estando este apenas em sua
superficie zeolitica na forma de clusters, mas também dentro dos canais e
cavidades da zeolita A indicando uma liberacdo controlada de ions prata para o
meio de cultura, consequentemente, inibindo maiores taxas de micro-
organismos patogénicos. Este filme apresentou boas propriedades de
permeacdo ao vapor de agua, comparaveis aos curativos encontrados
comercialmente, ndo houve permeacdo de micro-organismos atraves da
membrana indicando capacidade de impedir infec¢des de bactérias e fungos na

ferida de queimadura e apresentou as melhores propriedades mecanicas



exibindo menores valores de moédulo de Young e tensdo de ruptura quando
comparado com os filmes de quitosana pura e maior porcentagem de
elongacdo quando comparado com os outros filmes poliméricos sintetizados
neste trabalho, apresentando assim melhor maleabilidade e flexibilidade para a

aplicacdo como curativos para queimaduras.

Palavras-chave: Quitosana. Prata. Zedlita. Curativos.



ABSTRACT

Chitosan polymeric films are used as wounding dressing for burns and
wounds. Antimicrobial properties of these films can be induced or potentiated
with incorporation of changed zeolite or impregnated with silver or silver
sulfadiazine. Films were prepared by dispersion of chitosan solution containing
zeolite with silver (Ag- Zeolite) in a plan surface and slowly drying. Studied
variables on filme preparation were: associated silver or not associated (silver
nitrate and silver sulfadiazine); silver not associated (ion exchange and moist
impregnation) and the kind of zeolite (Y and A). Zeolite ratio Si/Al was
determined by RMN analysis of 2°Si and the elementary composition was
determined by analysis of x-ray fluorescence by total reflection (SR-TXRF) and
energy dispersive spectroscopy (EDX). Both Zeolite-Ag and polymeric films
were performed textural analyzes, scanning electron microscopy (MEV), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (DRX),
thermogravimetric analysis (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC).
Chitosan polimeric films with Ag-Zeolite applicability were evaluated by
performing mechanical properties analysis, vapor barrier to water and
microorganisms, color analysis, silver releasing and antimicrobial properties in
solid medium for Ag-Zeolite and liquid medium for Ag-Zeolite films. Chitosan
film with 5AgA-TI-B (zeolite type A exchanged with 5% silver) showed the best
properties for use in wounding burn dressings, with high antimicrobial activity
due the high silver composition and location both in the zeolitic surface in
clusters forms and inside the channels and cavities fo the zeolite A, showing a
controlled release of silver ions, therefore, presenting higher antimicrobial
ratios. This film exhibit good water vapor permeation property, as like others
wounding dressings found in the market and permeation through the membrane
of microorganisms does not occur, showing capability of prevent infections of
bacteria and fungi in the burn wound and presented the best mechanical
properties showing lower values of Young's modulus and tensile strength when
compared with films of pure chitosan and higher percent elongation when
compared with other polymer films synthesized in this work, showing a better

suppleness and flexibility for use as dressings for burns.



Keywords: Chitosan. Silver. Zeolite. Dressing.
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CAPITULO |
INTRODUCAO

De acordo com o Minitério da saude <disponivel em www.datasus.gov.br,

acessado em 08/07/2013> o custo médio de internacdo de um paciente em
estado grave é de R$ 4.300,00 (quatro mil e trezentos reais) por um periodo de
aproximadamente 13 dias. O tratamento, custeado pelo Sistema Unico de
Saude (SUS), pode incluir o uso de curativos caros que na maioria das vezes
sdo importados e exigem troca frequente. Desta forma, o desenvolvimento de
novos curativos provenientes de fontes renovaveis e naturais consiste em um
grande desafio.

Compostos de prata tém sido explorados por suas propriedades
medicinais durante séculos. Atualmente, a prata € um composto reemergente
como uma opc¢ao viavel de tratamento para as infeccbes encontradas em
gueimaduras, feridas abertas e Ulceras cronicas (FONSECA e NEVES, 2013). O
composto de prata mais utilizado no tratamento de queimaduras é a sulfadiazina
de prata (Ag-SD) topica, um importante agente antibacteriano util contra uma
grande variedade de estirpes bacterianas (AZEVEDO et al., 2006). No entanto,
as dificuldades atuais com o0 uso topico da prata antimicrobiana estao
relacionadas aos baixos niveis de liberacdo de prata, a falta de penetracdo, ao
rapido consumo dos ions prata e a presenca de nitrato ou creme a base de
pomada que sao proé-inflamatérios, e afetam negativamente a cicatrizagdo de
feridas. Outros problemas incluem a coloracdo, o desequilibrio eletrolitico e o
desconforto do paciente, pois é necessaria a troca do curativo e a lavagem da
ferida muito frequentemente (AZEVEDO et al., 2006; FERREIRA et al., 2003).
Por outro lado, muitos destes problemas decorrentes do uso da prata podem ser
contornados pela utilizacdo de sistemas de liberagcdo controlada de farmacos.

Zedlitas sdo aluminossilicatos cristalinos amplamente utilizados nas
industrias quimicas como catalisadores, adsorventes ou trocadores iGnicos
(BRECK, 1974). O uso de zedlitas como sistemas de liberacdo controlada de
farmacos tem aumentado nos udltimos anos, principalmente devido a sua

capacidade de adsorcdo e capacidade de troca ibnica que possibilita a
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interacdo eletrostatica com farmacos ionizaveis, e também devido a sua
estrutura porosa com canais e cavidades com dimensdes moleculares que
possibilitam a transferéncia de moléculas do interior do cristal para o meio e
vice-versa (LALUEZA et al.,, 2012). As zedlitas, por sua vez, podem ser
incorporadas em filmes biopoliméricos a fim de facilitar sua aplicacéo topica em
feridas e queimaduras (BOSCHETTO el al., 2012).

Biopolimeros como quitosana, alginato e carboximetilcelulose tém sido
amplamente utilizados na producao de filmes para utilizacdo como curativos, no
entanto, a quitosana merece destaque principalmente por apresentar atividade
antifangica (MUZZARELLI et al., 2001) e antibacteriana (COMA et al., 2002).

Uma vantagem de se utilizar um filme de quitosana € que pode-se
incorporar zedlitas trocadas com prata para a liberacdo controlada dos ions
prata diretamente na ferida e na proporcdo necessaria para atuar contra
bactérias e promover a rapida cicatrizagao.

Assim, um curativo ideal, pode combinar as propriedades da quitosana
com as propriedades antimicrobianas da prata com liberacdo controlada
através do auxilio de uma zeodlita obtendo um curativo com propriedades
excelentes de aceleracdo da cicatrizacdo, propriedades antifungicas,
antibactericidas e ainda recobrimento da area lesionada sem ocasionar ao
paciente dor e desconforto.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de filmes
poliméricos de quitosana contendo zedlitas impregnadas ou trocadas com prata

para a aplicagdo como curativos para queimaduras.



CAPITULO II
FUNDAMENTACAO TEORICAE
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pele e queimaduras

Um adulto é revestido por aproximadamente 2 m? de pele, com
aproximadamente 2 mm de espessura sendo esta a primeira barreira contra
agentes nocivos ao nosso corpo. Além de impedir a perda excessiva de
liquidos, manter a temperatura corporal, sintetizar vitamina D e agir como
orgaos dos sentidos, € uma barreira contra a radiacdo ultravioleta (UV) e
exerce protecdo mecanica devido a presenca de elastina e de fibras colagenas
(FAJARDO et al., 2013). Quando temos a formacao da ferida, que pode ser
causada por fatores extrinsecos, como incisdo cirlrgica, trauma e fatores
intrinsecos, como as produzidas por uma infeccdo, ocorre a sua
descontinuidade e consequentemente as fungbes do tecido epitelial sdo
comprometidas (ECHER et al., 2009; RUSSO, 1976).

Uma queimadura é uma ferida do tipo traumética que compromete a
funcdo do tecido epitelial. E considerado um grande problema ndo somente
pela gravidade quando agudas como também em relacdo as suas importantes
sequelas, que poderdo marcar para sempre a vida dos pacientes queimados
(CORREIA et al., 1980). A lesdo provocada por uma gueimadura pode ser
descrita com base na sua profundidade, sendo classificada como de primeiro
grau quando € comprometida apenas a epiderme, apresentando eritema
(coloracdo avermelhada da pele ocasionada por vasodilatacdo capilar, que é
um sinal tipico da inflamacdo) e dor; de segundo grau, quando atinge a
epiderme e parte da derme, provocando a formacao de flictenas (elevacao
revestida por epitélio contendo liquido e com mais de 1 cm de espessura); e de
terceiro grau, quando envolve todas as estruturas da pele, apresentando-se
esbranquicada ou negra, pouco dolorosa e seca (QUINN et al., 1985; RUSSO,
1976).
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Este tipo de trauma se diferencia dos outros devido a sua potencial
facilidade de colonizacdo por bactérias patogénicas, presenca de grandes
quantidades de tecido nao viavel, perdas de grandes quantidades de agua e
sangue, permanece aberto por longos periodos de tempos até sua cicatrizacao,
e frequente necessidade de mobilizar tecidos para o fechamento da ferida
(QUINN et al., 1985).

As queimaduras de primeiro grau, dependendo da extensao, geralmente
curam rapidamente em até cinco dias. A cicatrizacdo de feridas de queimadura
de segundo e terceiro graus dependem da profundidade e da ocorréncia ou
nao de complicacdes, sendo as infec¢cdes uma das causas mais frequentes de
complicagBes tanto no ambito tdpico quanto no sistémico. Nas queimaduras
profundas ha uma grande quantidade de tecidos necroticos, o que facilita o
desenvolvimento de infeccado, pois esses tecidos fornecem nutrientes para as
bactérias que requerem pouco oxigénio para sua sobrevivéncia, consumindo-o
e diminuindo ainda mais a quantidade de oxigénio disponivel para os tecidos
(QUINN et al., 1985).

Em 2012, o Brasil registrou 2.291 oObitos e 107.746 internacdes por
queimaduras, considerando a exposicdo a corrente elétrica, radiacdo e
temperatura, a fumaca, fogo e chamas e o contato com fontes de calor e
substancias quentes, revelam dados do DATASUS, Sistema de Informacdes

Hospitalares do Ministério da Salde, <disponivel em www.datasus.gov.br,

acessado em 10/05/2014>. Apesar de expressivo, 0 numero ainda esta distante
da realidade, pois ha subnotificacdo de casos. Queimaduras quimicas, por
exemplo, estimadas em 4% do total de ocorréncias, ndo possuem estatisticas
no DATASUS. Embora nédo traga dados definitivos sobre a incidéncia de
gueimaduras no Brasil, o banco de dados possibilita indicar este tipo de
acidente como um problema de Saude Publica no pais. Nos ultimos cinco anos,
as internagdes por queimadura cresceram 79,5%. O maior salto ocorreu entre
2008 e 2009, quando passou de 60.025 para 80.607 casos anuais registrados
no DATASUS. Os o6bitos, por sua vez, interromperam em 2012 a curva
ascendente dos ultimos cinco anos e somaram 3,09% menos mortes.

A infeccdo é uma das mais frequentes e graves complicacfes da vitima
com gueimadura, sendo responsavel por 75-80% dos o6bitos. Os sinais locais

de infeccdo incluem: coloracdo enegrecida da area queimada, evolucédo de
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uma necrose parcial para uma necrose total, coloracdo esverdeada do tecido
subcutaneo, aparecimento de vesiculas em lesdes cicatrizadas, descolamento
rapido do tecido necrético e aparecimento de sinais flogisticos (hiperemia e
edema) em areas préoximas as queimaduras (MACEDO e SANTOS, 2006;
RUSSO, 1976).

Os micro-organismos predominantes na queimadura S&0 0s
componentes da microbiota da pele normal integra: Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Escherichia coli
(perineo), Pseudomonas aeruginosa (axilas e regifes inguinais) e Candida
albicans (GOMES et al., 2001; CORREIA et al., 1980).

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva responsavel pelas
regides infectadas da pele com cortes ou feridas abertas nas quais apresentam
vestigios de sangue (FAJARDO et al., 2013). E uma das bactérias mais
encontradas em feridas de queimaduras, em parte devido a sua notavel
capacidade de adquirir resisténcia aos antibiéticos (LALUEZA et al., 2012).
Staphylococcus aureus codifica varias proteinas capazes de interagir
especificamente com moléculas adesivas da matriz celular humana. Libera
varios produtos danosos, tais como proteinases, colagenases e hialuronidases,
que destroem a matriz extracelular, cuja integridade € essencial para
cicatrizacdo da ferida. Também secreta exotoxinas, tais como a toxina da
sindrome do choque toxico e as enterotoxinas A, B e C, que causam sindrome
diarréica (MACEDO e SANTOS, 2006; EDWARDS-JONES e GREENWOOD,
2003; LALUEZA et al., 2011b).

Pseudomonas aeruginosa €é uma bactéria Gram-negativa que se
aproveita de todos os pontos fracos do corpo humano para estabelecer um
guadro infeccioso (FAJARDO et al, 2013) produzindo um pigmento
caracteristico (piocianina) que € toxico, mas determinadas estirpes também
produzem exotoxina A, que causa inibicdo da sintese protéica, necrose local e
morte celular. Varios autores apontam P. aeruginosa como o principal agente
etiolégico das infec¢des da ferida em queimados (LARI e ALAGHENBANDAN,
2000; MACEDO e SANTOS, 2006).

Candida sp. € o principal fungo encontrado nas feridas produzidas por
gueimaduras; as espécies mais encontradas sdo Candida krusei, Candida

tropicalise e Candida albicans. O aparecimento de fungos aumenta com o
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tempo de internagcdo, principalmente apos a terceira semana, estando
associado ao uso prolongado de antimicrobianos e as queimaduras extensas
nao cobertas por enxertos (MACEDO e SANTOS, 2006; RUSSO, 1976).

2.2 Curativos para queimadura

O tratamento tradicional de queimaduras consiste na aplicagdo de
sulfadiazina de prata em creme a 1% na area queimada seguida com protecdo
com bandagens compostas de varias camadas de gaze e algodao. Estas
devem ser trocadas frequentemente, porque a acao bactericida do creme dura
apenas 12 h. No entanto, o creme eventualmente se seca e, em seguida, 0
curativo adere a superficie da ferida, conduzindo a dor, traumas emocionais e
danos consideraveis no epitélio recentemente formado, quando o curativo é
removido (AZEVEDO et al., 2006; FERREIRA et al., 2003). Outra desvantagem
em relacdo ao uso de curativos com gaze é a oclusdo da ferida de queimadura
e ao acumulo de fluido sob o curativo, o que favorece a proliferacdo de
patégenos e retarda a cicatrizacao (FERREIRA et al., 2003).

Os curativos ideais destinados ao tratamento de queimaduras devem
possuir caracteristicas particulares, ja que esse tipo de ferida gera grandes
descompensacdes hidricas através da perda de liquido e o organismo torna-se
mais vulneravel aos agentes de agressdo ambiental, permitindo assim, o
estabelecimento e o crescimento de bactérias patogénicas (DALLAN, 2005;
KANOKPANONT et al.,, 2012). Assim, o curativo deve reduzir a perda
excessiva de fluidos corpéreos através de trocas gasosas e remocdo do
excesso de exsudato para manter uma umidade adequada no leito da ferida
(JAYAKUMAR et al., 2011; KANOKPANONT et al., 2012). Como o ambiente da
ferida € Umido, quente e nutritivo, este apresenta todas as condicdes
necessarias para favorecer o crescimento microbiano, entdo, na busca de um
curativo ideal podem-se utilizar agentes antimicrobianos incorporados ao
curativo no qual detém a funcdo de inibir o crescimento bacteriano na ferida.
Como por exemplo, pode-se utilizar a prata ou sulfadiazina de prata para
controlar a infeccdo sem retardar ou inibir qualquer estagio do processo de
cicatrizacdo (CENCETTI et al., 2012).
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A aplicacdo do curativo deve ser simples e ndo envolver qualquer
preparacao prévia, como a mistura de componentes ou descongelamento. O
curativo deve apresentar uma adesao uniforme, uma vez que pequenas areas
de ndo adeséo levardo a bolsas cheias de liquido nas quais pode haver
proliferacdo de bactérias e deve atuar como barreira contra micro-organismos
externos. Nado deve haver nenhum crescimento de tecido para o curativo ou
outros fortes dispositivos que podem impedir sua facil remoc¢éo. O conforto do
paciente determina que a remoc¢ao do curativo deva ser livre de dor (QUINN et
al., 1985).

Com o objetivo de desenvolver um curativo com as propriedades
expostas acima, propostas de novos curativos tém sido desenvolvidas com
caracteristicas diferenciadas dos tradicionais tanto em concepcdo como em
propriedades. Biomateriais, como a quitosana, tém sido foco de estudo para o
desenvolvimento de curativos devido ao seu baixo custo (DALLAN, 2005), facil
acesso, nao toxica, promovem a cura de feridas e apresentam caracteristicas
adequadas para a fungéo a que se destinam (KANOKPANONT et al., 2012).

Uma vantagem de se utilizar um biopolimero é que este pode ser
utilizado como um filme no qual podem ser incorporadas zedlitas trocadas com
prata para a liberacdo controlada dos ions prata diretamente na ferida e na
propor¢cdo necessaria para atuar contra bactérias e promover a rapida
cicatrizacdo. Assim, um curativo ideal, pode combinar as propriedades da
quitosana (secao 2.3) com as propriedades antimicrobianas da prata (secao
2.4) com liberacdo controlada através do auxilio de uma zedlita (secao 2.5)
obtendo um curativo com propriedades excelentes de aceleracdo da
cicatrizacdo, propriedades antifungicas, antibactericidas e ainda recobrimento

da area lesionada sem ocasionar ao paciente dor e desconforto.
2.3 Quitosana

A quitina € um polimero linear constituido por unidades de 2-acetamida-
2-deoxi-D-glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-(1-4). Sua
principal fonte natural de obtencdo é a carapaca de crustaceos (caranguejos,
camardes, lagostas e siris), podendo também ser encontrada em insetos,

moluscos e na parede celular de fungos género mycelia (TOLAIMATE et al.,



Fundamentacao tedrica e Revisdo Bibliografica 8

2000; RAVI KUMAR, 2000; ARSHADY, 1996). A quitina apresenta grande
variedade de usos, principalmente na industria téxtil, alimenticia e de
cosméticos. Entretanto, sua maior aplicacdo encontra-se na producdo de
quitosana, que pode ser utilizada em diversas &areas (TOLAIMATE et. al.,
2000). A Figura 01 ilustra a estrutura da quitina e da quitosana.

CH,

H
H NH;
ﬁ\o“‘“"
goro
Quitosana

Figura 1-Estrutura da quitina e da quitosana.
FONTE: adaptado de GUIBAL et al. (2013).

Para a producdo de quitosana, a quitina € submetida a um processo
conhecido como desacetilacdo, que consiste em promover reacdes de hidrélise
utilizando a combinacéo de solu¢Bes concentradas de hidroxido de sédio (40-
50%) com temperaturas elevadas (ARSHADY, 1996). Esta reacdo de hidrdlise
pode remover alguns ou todos os grupos acetila da quitina, resultando na
mistura de polimeros de diferentes tamanhos. Em funcdo da variacdo da
concentracdo da base e das temperaturas usadas no processo de
desacetilacéo, € possivel obter quitosana com diferentes graus de acetilacéo e
diferentes massas moleculares, sendo estes fatores extremamente importantes
no que diz respeito as suas propriedades funcionais. A quitosana pode também
ser encontrada na natureza, assim como a quitina, na parece celular de alguns
fungos (KURITA, 1998; RAVI KUMAR, 2000; ARSHADY, 1996).

A quitosana é um heteropolissacarideo composto por unidades de 2-
acetamida-3-deoxi-D-glicopiranose e de 2-amino-2-deoxi-D-glocopiranose. Os
grupos amino presentes em sua estrutura a tornam um dos Unicos
polieletrdlitos catibnicos encontrados na natureza (pKa~6,5). E, portanto
solivel em meios aquosos acidos de pH < 6,5. Adere a superficies carregadas

negativamente, agrega-se com compostos polianidnicos, e quela ions de metal
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pesado. Tanto a solubilidade em solu¢des acidas quanto a agregacdao com
polidnions conferem propriedades excelentes a quitosana na forma de gel
(SAJOMSANG, 2010; PARK et al., 2010; ARSHADY,1996).

A quitosana € biodegradavel, biocompativel, apresenta baixa toxicidade,
apresenta atividade antimicrobiana e imuno-adjuvante (KURITA, 1998). A
propria estrutura quimica da quitosana, similar a estrutura do acido hialurénico,
reforca a indicagdo do uso deste biopolimero como agente cicatrizador e
reparador de feridas e de queimaduras, pois a quitosana é capaz de aumentar
as funcdes de células inflamatérias como os leucocitos polimorfonucleares e
macréfagos, promovendo organizacdo celular e atuando no reparo de feridas
amplas (BALASSA e PRUDDEN, 1984; MUZZARELLI, 1989). Além disso,
fornecem blocos de construgcéo para a reconstrucdo de componentes da matriz
extracelular (UENO et al., 2001; SUZUKI et al., 1994; ALEMDAROGLU et al.,
2006). Alguns autores citam que a quitosana fomenta o crescimento celular,
porque as células aderem fortemente ao polimero e proliferam mais
rapidamente (BALASSA e PRUDDEN, 1984; MUZZARELLI, 1989; UENO,
1999). Devido a estas propriedades, uma das aplicagbes médicas mais
extensivamente utilizadas da quitosana é na formacao de filmes para o uso
como curativos de feridas e de queimaduras ou como molde para enxerto de
pele, agente hemostéatico e material cirirgico para sutura (UENO, 1999; YU et
al., 2013; WHANG et al., 2005).

Outra aplicacdo importantissima da quitosana € nos “Sistemas de
liberacdo de farmacos” (Drug-delivery systems). E muito utilizado na industria
como agente facilitador na entrega de drogas sistémicas ou locais, capazes de
proporcionar taxas de liberagdo controladas e prolongadas dessas drogas, de
maneira a se obter uma resposta Otima com o minimo de efeitos colaterais.
Como exemplo, a quitosana pode ser utilizada na liberacdo de medicamentos
no meio gastrointestinal, na mucosa oral, canais radiculares, dentinas cariadas
ou bolsas periodontais, pois apresenta uma liberacdo de farmacos lenta e
controlada (RAVI KUMAR, 2000; ARSHADY,1996).
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2.4 Prata como agente antimicrobiano

Durante séculos, o homem tem explorado as propriedades medicinais de
compostos contendo prata. Historicamente, a prata foi utilizada para conservar
agua potavel em jarros de prata e de cobre nos primérdios da civilizac&o.
Compostos com prata foram populares remédios para o tratamento de tétano e
reumatismo no século 19 e usados para tratar resfriados e gonorréia. A
descoberta da penicilina levou ao advento dos antibidticos sintéticos, porém,
infelizmente, devido a sua utilizacdo excessiva, algumas bactérias evoluiram
para se tornar resistentes aos antibioticos, e isto levou ao presente momento
ser descrito como o "Fim da era antibidtica" (HUANG et al., 2011; FONSECA e
NEVES, 2013). Antibidticos mais novos e mais potentes muitas vezes nao
acompanham o aumento das taxas de resisténcia bacteriana, resultando em
mortalidade do paciente queimado devido a uma falha no controle da infecéo e
em altos custos hospitalares com a troca das bandagens. Assim, atualmente
observa-se um ressurgimento do interesse nas propriedades do nitrato de
prata, sais de prata, zeollitas com prata, compostos de prata e prata
nanocristalina como agentes antibactericidas (HUANG et al., 2011; DUNN e
EDWARDS-JONES, 2004; FERREIRA et al., 2012; FONSECA e NEVES, 2013;
GUERRA et al., 2012).

A prata possui propriedades antimicrobianas contra um largo espectro
de estirpes de bactérias que sdo encontrados em processos industriais e
também no corpo humano (FERREIRA et al., 2012), como Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) e Enterococos resistentes a vancomicina
(VRE), E. coli e contra alguns fungos como C. albicans. Devido a estas
caracteristicas, a prata é adequada para uma ampla gama de aplica¢cdes como,
por exemplo, em dispositivos médicos e equipamentos cirdrgicos, tais como
tubos endotraqueais, materiais para obturacdo, ataduras, curativos medicos,
cirdrgicos e cateteres. Outras aplicacdes da prata podem ser no tratamento de
agua, tratamento de acnes e no tratamento de infec¢des oculares em recém-
nascidos (DALLAS et al., 2011), embalagens de alimentos (BOSCHETTO et
al., 2012), cosméticos e produtos para cuidados pessoais (LALUEZA et al.,
2012).



Fundamentag&o tedrica e Revisdo Bibliografica 11

O efeito antimicrobiano da prata pode ser explicado por varios

mecanismos, como o mostrado pela Figura 02.
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Figura 2-Mecanismo da atividade antimicrobiana da prata.
FONTE: adaptado de LI et al. (2008) apud HOSSAIN et al. (2014).

Assume-se que a alta afinidade da prata com o enxofre e o fosforo é o
elemento chave do efeito antimicrobiano. Acredita-se que os ions prata agem
contra as bactérias interagindo com o grupo funcional tiol (-SH) das enzimas e
proteinas, importantes na respiracao bacteriana, interrompem a producdo de
ATP, e no transporte de substancias através da membrana celular (GUIBAL et
al., 2013; DALLAS et al., 2011). Com o contato da bactéria com ions prata
ocorre a plasmolise e a ruptura parcial da membrana citoplasmatica e da
membrana externa e ainda interrompem a cadeia de transporte de elétrons
(SHI et al., 2013; CENCETTI et al., 2012). lons de prata interagem com as
paredes das ceélulas das bactérias fazendo com que o DNA perca sua
capacidade de replicacao e inativam as proteinas celulares, causando a morte
das células. Além disso, ajudam na geracdo de espécies quimicas reativas ao
oxigénio, formam complexos com nitrogénio, enxofre e oxigénio, prejudicando o
mecanismo de divisao celular (BOSCHETTO et al., 2012; GUIBAL et al., 2013).

Sondi e Salopek-Sondi (2004) comprovaram que a atracao eletroestatica
entre as células bacterianas da E. coli, carregadas negativamente, e as
nanoparticulas de prata, carregadas positivamente, € crucial para a acdo

bactericida das nanoparticulas. A microscopia eletrénica de transmissédo (MET)
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de uma célula de E. coli tratada com 50 ug cm de nanoparticulas de prata é
apresentada na Figura 03a e uma ampliagdo da parede celular da mesma é
apresentada na Figura 03b. Nota-se o dano na parede celular da bactéria
exposta a prata visualmente, resultando em morte celular devido a um aumento
da permeabilidade da membrana celular que causou um colapso osmético e

liberagcédo do material intracelular.

Figura 3-Microscopia eletrénica de transmisséo de E. coli com prata.
FONTE: SONDI e SALOPEK-SONDI (2004).

Cremes topicos ou solugcbes contendo prata (por exemplo, sufadiazina
de prata) tém sido longamente utilizados como principal gerenciador de feridas
em pacientes com sérias queimaduras, que sdo especialmente suscetiveis a
infeccdo (AZEVEDO et al., 2006). No entanto, as desvantagens em seus usos
incluem mancha na pela e toxicidade. Além de necessitar frequente remocao e
reaplicacdo da sulfadiazina de prata, conforme ja dito anteriormente, devido ao
desenvolvimento de pseudo-cicatrizes, consomem tempo dos profissionais e é
doloroso para os pacientes (CENCETTI et al., 2012). Porém, apresenta eficaz
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas como Escherichia
coli, Enterobacter, Klebsiella sp e Pseudomonas aeruginosa, além de
apresentar também atividade contra bactérias Gram-positivas como
Staphylococus aureus e fungos como Candida albicans. E absorvida pela pele,
onde forma reservatoérios de ions prata, que € liberada nos tecidos adjacentes
(AZEVEDO et al., 2006).
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Segundo Cencetti et al. (2012) bandagens que podem sustentar a
liberacdo de prata ndo necessitam de trocas tado frequentes afetando
positivamente a qualidade de vida do paciente e reduzindo o risco de
contaminacao durante as trocas.

Atualmente, diversas bandagens de lenta liberacdo de prata tém sido
comercializadas, incluindo o Acticoat®, um poliéster de multicamadas e coberto
com polietileno antiaderente com nanocristais de prata, Aquacel Ag® da
Hydrofiber, que € uma bangadem de Na-CMC com prata ibnica, Actisorb Silver
220® da Johnson & Johnson, sendo este um curativo de carvdo ativado com
prata metalica, e Silverlon®, um tecido revestido de prata (GAISFORD et al.,
2009; CENCETTI et al., 2012). Outros curativos comerciais com prata incluem
Urgocell Silver® e PolyMem Silver® (GAISFORD et al., 2009). Essa nova classe
de curativos é designada para promover uma atividade antimicrobiana da prata
tépica em uma aplicacdo mais conveniente (GIRATA, 2011; CENCETTI et al.,
2012).

Deve-se ressaltar que a eficiéncia de um curativo que contém prata é
determinada pela quantidade total solubilizavel de prata e ndo pela quantidade
contida no curativo. Para que a prata esteja biologicamente ativa, ela deve
estar na sua forma solivel como Ag* ou aglomerados de Ag® (DUNN e
EDWARDS-JONES, 2004 apud GIRATA, 2011). No seu estado metalico (Ag°)
€ inerte, mas a prata metélica pode reagir com a umidade da pele, com o
exsudato de feridas ou umidade dos alimentos formando ions de prata ativos
(Ag*) (BOSCHETTO et al., 2012). No entanto, existe uma crescente atencao
dada aos efeitos negativos da libertacdo de prata a partir desses curativos, que
podem causar danos citologicos. A liberacdo de prata deve ser realizada com
cautela, aumentando o efeito positivo (eficiéncia de erradicar micro-organismos
patogénicos) e diminuindo o impacto negativo (morte de células viaveis e
inibicdo da cicatrizacdo). A eficiéncia do composto de suporte de prata é assim
controlada pela estabilidade das interagcbes (GUIBAL et al., 2013; GIRATA,
2011; CENCETTI et al., 2012).
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2.5 Zeolitas

O termo zedlita foi inicialmente utilizado para designar uma familia de
minerais naturais que apresentavam propriedades de troca de ions e
dessorcédo reversivel de agua. Esta ultima propriedade deu origem ao nome
genérico das zedlitas, que deriva das palavras gregas: zeo= “que ferve” e
lithos= “pedra” (GIANNETTO PACE et al., 2000).

Estruturalmente, as zeolitas sdo polimeros cristalinos baseados em um
arranjo tridimensional de tetraedos TOa4 (Si0, ou AlO;) ligados por atomos de
oxigénio para formar subunidade e enormes redes constituidas por blocos
idénticos. Os tetraedros se arranjam em anéis que por sua vez sdo combinados
para formar canais e cavidades regulares e uniformes (GIANNETTO PACE et
al., 2000; BRECK, 1974).

Os tetraedros (AlO4) induzem a formacdo de cargas negativas na
estrutura zeolitica, isto porque o nimero de oxidacdo do aluminio € +3 e 0
mesmo se encontra coordenado por 4 atomos de oxigénio. A carga negativa
induzida pelo aluminio é contrabalanceada por um cation, denominado cétion
de compensacdo, que se localiza nas cavidades e canais zeoliticos sem
pertencer a estrutura cristalina (GIANNETTO PACE et al., 2000). Os cétions
podem ser metais alcalinos e alcalinos terrosos, tais como o sodio, calcio,
potassio e magnésio. Assim, as zedlitas tém uma forte afinidade por cations de
metais de transicdo alcalinos e alcalinos terrosos, porém pouca afinidade por
anios e moléculas organicas néo polares (INGLEZAKIS et al., 2001).

A formula estrutural pode ser escrita como (BRECK, 1974):

M, /n[(ALO,)(Si0,),]. wH,0 (01)

onde M é o cation de valéncia n, w € o numero de moléculas de agua e a razéo
y/x usualmente tem valores de 1-5 dependendo da estrutura. A soma (x+y) é o
namero total de tetraedros por célula unitaria.

As zeodlitas sdo materiais microporosos que geralmente apresentam uma
alta area superficial (maiores que 350 m?/g), diametro de microporos variavel
(na faixa de 2 a 12 A), alta estabilidade térmica (desde 200°C a 1000°C) e alta
estabilidade quimica (GIANNETTO PACE et al., 2000; INGLEZAKIS et al.,
2001).
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Uma das propriedades mais exploradas das zedlitas € a sua capacidade
de troca ibnica. Normalmente as mesmas sdo sintetizadas na forma soddica e
posteriormente 0s ions sddio sao trocados por outros ions que Ihes conferem
diferentes propriedades.

As zedlitas mais utilizadas em adsorcdo e como trocadores ibnicos séo
as do tipo A e Y, mais ricas em alumina e, consequentemente, maior
concentracdo de cations de compensacdo e maior seletividade energética de
adsorcéo (FIGUEIREDO e RIBEIRO, 1989).

2.5.1 Zeolita A

A zeolita A apresenta relacdo Si/Al igual a 1 e € inicialmente sintetizada
com sodio como cétion de compensacdo. Pertence a um sistema cubico e
quando esta completamente hidratada e em forma soédica apresenta um
parametro de célula unitaria igual a 24,604 e férmula quimica expressa como
NaggAlogSiog03g4. 27H,0 (GIANNETTO PACE et al., 2000).

Sua estrutura cristalina pode ser descrita através da unido de dois tipos
de poliedros: um cubo simples (4-4) formado pela unido de dois anéis de quatro
tetraedros (D4R) e, um octaedro truncado formado pela combinacdo de 24
tetraedros, mais conhecido como cavidade (3 ou caixa sodalita (Figura 04a). A
unido das caixas sodalitas, por quatro de suas faces quadradas, com 0s anéis
duplos de quatro tetraedros conduz a um poliedro, o qual encerra uma grande
cavidade conhecida como “supercavidade a” de didmetro interno igual a 11,4 A,
acessivel através de poros delimitados por 8 &tomos de oxigénio de abertura
livre igual a 4,2 A (GIANNETTO PACE et al., 2000);
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Sodalita

D4R

Supercavidade

(a) Caixa sodalita (b) Estrutura formada por sodalitas e DR4
Figura 4-Modelo esquematico da disposicédo da estrutura da zedlita A.
Fonte: adaptado de KULPRATHIPANJA (2010).

A combinacgao destas supercavidades a entre si e com as cavidades 3
origina a estrutura final da zedlita apresentada na Figura 4b que apresenta dois
sistemas de canais tridimensionais interconectados entre si: um sistema
formado pela unido de supercavidades a, que conforme anteriormente
mencionado apresenta um didmetro interno de 11,4 A, acessivel através de
aberturas circulares formadas por anéis de 8 atomos de oxigénio, de diametro
igual a 4,2 A; e, um sistema de canais formado pela conexdo alternada de
cavidades sodalitas e supercavidades a, acessivel por aberturas formadas por
6 atomos de oxigénio de diametro igual a 2,2 A (Figura 5) (GIANNETTO PACE
et al., 2000).

Figura 5-Sistemas de Canais e cavidades da zedlita A.
Fonte: KULPRATHIPANJA (2010).
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2.5.2 Zedlita Y

A razao Si/Al para a zedlita Y assume valores acima de 1,5 chegando
até 3. Apresenta unidades de celas cubicas com uma grande dimensao de
aproximadamente 25A e 192 tetraedros (Si,Al)O4. A relacéo entre o nimero de
tetraedros de aluminio Na e a razdo Si/Al é dada pela Equacdo 02
(GIANNETTO PACE et al., 2000):

192

Ny =

Sua estrutura € muito parecida com a estrutura da zedlita A. A diferenca
€ que, em lugar de unidades secundérias de construcao 4-4 (DR4), sdo anéis
duplos de seis tetraedros 6-6 (DR6), utilizados para unir as caixas sodalitas. A
unido destes 6-6, com quatro faces hexagonais das cavidades sodalitas ou
cavidades beta (bem como na zedlita A) formam um poliedro, que engloba uma
grande cavidade, a grande cavidade a, mas agora com um diametro interno de
12,4 A e na qual se adentra através de aberturas poros delimitados por anéis
de 12 atomos de oxigénio, com uma abertura livre de certa de 8 A
(GIANNETTO PACE et al., 2000).

A combinacédo das supercavidades a entre si e com as caixas sodalitas
origina a estrutura final da zedlita (Figura 06a). A mesma apresenta dois
conjuntos de canais tridimensionais interconectados entre si: um sistema
formado pela unido de supercavidades a na qual se adentra por aberturas
formadas por anéis de 12 atomos de oxigénio de diametro igual a 7,8 A e um
sistema de canais formados pela conexéo alternada de cavidades sodalitas e
supercavidades a, na qual se adentra por aberturas formadas por 6 atomos de
oxigénio de diametro igual a 2.2 A (Figura 6b) (GIANNETTO PACE et al,
2000).
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Figura 6-Zedlita Y (a) Modelo esquematico e (b) sistemas de canais e cavidades da zedlita Y.
Fonte: adaptado de KULPRATHIPANJA (2010).

2.5.3 Atividade antimicrobiana de zedlitas com prata

Para que a zedlita adquira propriedades antibacterianas pode-se realizar
dois procedimentos:
e Troca idnica utilizando uma solucédo de nitrato de prata. Possibilita a
liberacdo controlada da prata, na medida em que a prata contida na
zellita é substituida (trocada) por ions sodio e célcio presentes no
exsudato de feridas.
e Impregnacdo de antibidticos na zedlita, como por exemplo, a
sulfadiazina de prata ou nitrato de prata que inibe 0s micro-organismos
patogénicos através do contato da sulfadiazina de prata ou ions prata
sem a necessidade de substituicdo ibnica, como no item anterior.
Zedlitas trocadas com prata podem atuar como um reservatorio
inorganico e liberar ions de prata controladamente. A partir deste pressuposto,
Kwakye-Awuah et al. (2008) sintetizaram uma zedlita X trocada com ions prata
através deste procedimento. A cinética de liberacdo dos ions prata da rede
zeolitica segue uma cinética de primeira ordem. E sugerido entdo que a zedlita
X foi responsavel pela lenta e continua liberacdo de ions prata. Foi verificado
que esta inibiu o crescimento das bactérias Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus em menos de 1 h.

Chmielewska e Lesny (2012) verificaram que a forga motriz para a

liberacdo de Ag* ndo depende somente da concentracdo de prata na zeolita e
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em torno da solucdo, mais também da concentracdo de outros céations que
podem ocupar os sitios trocados e liberar o Ag* da estrutura zeolitica. Deve-se
levar em conta que a composicdo quimica dos meios de cultura das bactérias
influencia na liberacdo de Ag* e o crescimento bacteriano altera a viscosidade
do meio, e, por conseguinte, modifica a taxa de difusdo de ions prata da
zellita. O meio também pode interferir sequestrando ions Ag* através de
quelagcdo ou por interacdo com proteinas das bactérias e também sequestrar
ions prata através de ligacdo com o peptidoglicano, conduzindo a uma maior
sensibilidade da bactéria Gram-negativa a prata, uma vez que a quantidade de
peptidoglicano é 3-20 vezes menor em relacédo a bactérias Gram-positivas.

Ferreira et al. (2012) investigaram as propriedades antimicrobianas de
Ag-zedlitas pelo método de diluicio em &gar usando duas bactérias (E. coli e
Bacillus subtilis) e duas leveduras (Candida albicans e Saccharomyces
cerevisiae) como indicador de estirpes sensiveis. Eles observaram que as
zellitas de partida (NaY e NaX) ndo mostraram atividade antimicrobiana,
enquanto que ambas as zedlitas trocadas com prata (AgX e AgY) exibiram
propriedades antimicrobianas sugerindo que o comportamento antimicrobiano €
devido a presenca de prata na estrutura das zedlitas faujasitas. Estes autores
mostraram que o estado de oxidacdo da prata desempenha um papel
importante na atividade antimicrobiana. A concentracdo minima inibitoria (MIC)
da zedlita AgY foi de 0,2 mg/mL enquanto que para a zeélita AgX foi de
0,3 mg/mL para as bactérias E. coli e Bacillus subtilis. O maior valor de MIC
encontrado para AgX é que nesta zedlita a prata se encontra na forma metalica
e em AgY na forma de ions prata.

Segundo Kawahara et al. (2000) proteinas e cloretos presentes no caldo
BHI (brain heart infusion) inativam uma parcela significativa de Ag* liberada a
partir da zedlita influenciando na atividade antimicrobiana contra estirpes
bacterianas presentes na saliva.

Lalueza et al. (2011b) afirmam que o efeito bactericida da prata depende
de sua Dbiodisponibilidade. Estes autores compararam a atividade
antimicrobiana de duas zedlitas comerciais, zeolita mordenita em pellets com
15-20% de prata em peso e zeolita mordenita em forma de particulas
granulares (20 mesh) com 35% de prata, ambas da Sigma Aldrich, com zedlita

ZSM-5 0,2% de prata, sintetizatizada pelos autores. Foi constatado que
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grandes clusters metalicos presentes em ambas as amostras comerciais
liberaram lentamente Ag*, ao passo que a zedlita ZSM-5 com prata, por ndo
haver a formacéo de clusters e pela prata estar bem distribuida dentro de seus
poros, apresentou uma rapida liberacdo de Ag* inibindo os micro-organismos
patogénicos mais rapidamente.

Além da propriedade de troca ibnica que pode induzir atividade
antimicrobiolégica na zeolita quando a prata € o cation de compensacao
presente, as zeolitas também podem apresentar propriedades hemostaticas e
por isto tém sido utilizadas em um novo agente hemostatico, denominado
QuickClot® que é produzido pela empresa Z-Medica Corp (Wallingford, Estados
Unidos da América). O uso deste produto foi aprovado pelo FDA para o
tratamento de sangramentos de feridos em campos de batalha (ARNAUD et al.,
2008).

O QuikClot® é composto por esferas de aluminossilicatos porosos que
oferecem elevada é&rea superficial e atuam como uma peneira molecular.
Quando o material entra em contato com o0 sangue, ele rapidamente adsorve
moléculas de agua do sangue e as mantém adsorvidas nos poros através de
ligacdes de hidrogénio, que de acordo com o fabricante, possibilita 0 aumento
da concentracdo das proteinas e de elementos celulares no local,
consequentemente catalisando a formacao do coagulo (ARNAUD et al., 2008).

2.6 Filmes poliméricos

Muitos autores tém estudado a impregnacdo de sulfadiazina de prata
diretamente em uma matriz polimérica com a finalidade de recobrir a
gueimadura e liberar a prata sobre o ferimento.

Mi et al. (2003) desenvolveram uma membrana de quitosana assimétrica
na qual continha em uma camada densa e uma porosa semelhante a uma
esponja. A pelicula densa proporcionava uma barreira contra invasao
bacteriana e controle da evaporacdo do vapor de agua no local da ferida. No
entanto, deve haver transporte de oxigénio para que haja a proliferacéo celular
e a repitelizacédo do tecido lesado. A camada esponjosa porosa destinou-se a
drenagem de exsudados da ferida e proporcionou um espaco para a

regeneracdo do tecido. Tanto a camada de pelicula densa como a camada
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esponjosa atuaram no controle da liberacdo de sulfadiazina de prata. Um
esquema da membrana assimétrica como um curativo funcional € mostrado na
Figura 07. Esta membrana atuou como um agente controlador na liberacdo de
ions da prata e sulfadiazina. Foram realizados ensaios antimicrobianos contra
estirpes bacterianas (Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) que
mostraram que os filmes de quitosana assimétrica apresentaram uma atividade
antimicrobiana prolongada e uma diminuicdo do potencial toxico da prata

consideravel.
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Figura 7-Membrana de quitosana assimétrica com sulfadiazina de prata.
Fonte: adaptado de Mi et al., (2003).

Fajardo et al. (2013) desenvolveram curativos para queimaduras
incorporando sulfadiazina de prata (AgSD) em um filme de quitosana (CHI) e
de sulfato de condroitina (CS). Este € um polissacarideo sulfatado que consiste
de cadeias repetidas de moléculas denominadas mucopolissacarideos. E o
maior constituinte da cartilagem, promovendo estrutura, retencdo de agua e
nutrientes e permite que outras moléculas se movam através da cartilagem.
Para simular a liberacdo do antibidtico, ensaios in vitro foram realizados com
solugédo salina tamponada com fosfato, PBS, em pH 7,4 e com temperatura
controlada de 37°C para simular o plasma sanguineo. O AgSD pode sofrer
dissociacdo em ions prata (Ag*) e sulfadiazina e a liberacdo depende do
equilibrio quimico das interagdes idnicas entre os ions prata e sulfadiazina na
matriz do filme. Esta inconsisténcia sobre os ions Ag* e de liberagédo

sulfadiazina pode ser atribuida ao fato de que os ions Ag* interagem com 0s
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grupos amino de CHI e, consequentemente, a sua libertacdo é mais lenta. Por
outro lado, a sulfadiazina nao interage especificamente com qualquer grupo
funcional presente na matriz de pelicula na condicdo de pH de 7,4 e, em
seguida, pode-se espontaneamente difundir para fora da matriz do filme. Deste
modo, a elevada concentracédo de ions Ag™ libertados pode ser evitada porque
sdo téxicos para a pele ou sobrecarregam alguns érgaos. Além disso, alguns
estudos mostram que os ions de prata ndo sao toxicos in vitro e in vivo em
doses baixas. Os filmes CHI/CS/AgSD sao capazes de liberar continuamente
AgSD por no minimo 96 h (4 dias), com uma fracdo de libertacdo maxima de
82%. Atividade antibacteriana e ensaios de viabilidade celular mostraram que
todos os filmes de CHI/CS/AgSD apresentaram atividade contra Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococos aureus. Outro resultado importante € que o estudo
de viabilidade comprovou que todos os filmes ndo séo toxicos, portanto os
filmes de CHI/CS/AgSD sé&o bons candidatos para serem testados como um
curativo para queimaduras.

Azevedo et al. (2006) investigaram as propriedades mecanicas de filmes
de quitosana impregnados com sulfadiazina de prata, variando as
concentracdes de plastificantes (glicerol ou sorbitol), bem como a presenca ou
nao de um agente de reticulacdo (formaldeido). A liberacdo da droga também
foi avaliada variando outras condigdes como, por exemplo, usando diferentes
espessuras de filmes e de concentracdo de drogas. Os resultados mostraram
que os aditivos diminuem a resisténcia a tragdo do filme de quitosana (com
excecdo de sorbitol a 20% m/m), enquanto que, ao mesmo tempo
notavelmente melhora a percentagem de alongamento dos filmes. O tipo de
plastificante também influenciou na libertacdo da sulfadiazina de prata. Glicerol
teve um efeito maior do que o sorbitol na velocidade de libertacéo,
independentemente da quantidade usada, provavelmente devido a uma maior
liberacdo deste aditivo do filme, que deixa os poros e faz aumentar a absorcéo
de agua pela pelicula. Outro fator € que o aumento da concentracdo de
sulfadiazina de prata e a diminuigéo da espessura do filme leva a um aumento
da taxa de liberacao de ions prata e sulfadiazina.

Cabe ressaltar que outros componentes podem ser incorporados as
matrizes poliméricas para aumentar a rapidez da cicatrizacdo e repitelizacéo.

Podem ser adicionados pré-coagulantes para potencializar o efeito
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hemostatico, outros agentes antibactericas ou fatores de crescimento para
induzir uma rapida repitelizacao.

Ong et al. em 2008 desenvolveram um curativo de quitosana
incorporando um proé-coagulante (polifosfato) e um agente antimicrobiano
(prata) a fim potencializar o efeito hemostatico e anti-bactericida dos curativos
HemCon® comerciais e ndo ter o inconveniente de aumento de temperatura no
ferimento. Foi observado que os filmes contendo quitosana/polifosfato/prata
exibiram uma maior atividade antimicrobiana em comparacdo com os filmes
contendo apenas quitosana/polifosfato, alcancando a eliminagcdo completa de
Pseudomonas aeruginosa e 99,99% de eliminacdo de Staphylococcus aureus.
O novo curativo apresentou propriedades de aceleracdo da coagulacéo
sanguinea, adesdo de plaquetas, geracdo de trombina, e absorveu mais
sangue do que curativos somente feitos de quitosana.

Os fatores de crescimento sdo polipepitideos que controlam o
crescimento, diferenciacdo e metabolismo das células e ainda regulam o
processo de reparagcao dos tecidos. Alemdaroglu et al. (2006) desenvolveram
um gel de quitosana (2%) contendo um fator de crescimento epitelial (EGF)
(10 mg) para ser aplicado no tratamento de queimaduras. Através de estudos
in vitro foi constatado que 97,3% de EGF foi liberado apds 24 h. No estudo in
vivo, 0s ratos tratados com o gel de quitosana com EGF apresentaram um
aumento significativo na proliferacdo celular e uma melhor e mais répida
epitelizacdo da area queimada.

Ainda sdo poucos os trabalhos que envolvem compdésitos de polimeros
naturais com zedlitas, como por exemplo, filmes de quitosana/alcool polivinilico
contendo zedlitas A ou X (VICENTINI et al., 2010), filmes de quitosana
contendo a zedlita silicalita-1 (ZHOU et al., 2008), porém, na maioria das vezes
estes materiais sdo desenvolvidos para serem utilizados como embalagens
ativas para alimento.

Kaali et al. (2011) estudaram a preparacdo de compadsito de poliuretano
contendo zedlitas trocadas com ions prata, cobre e zinco. Os testes de
atividade antimicrobiana foram realizados com Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Candida tropicalis. Os resultados mostraram que a
eficiéncia do ion prata é superior a dos outros ions individuais. Por outro lado,

as zeolitas trocadas simultaneamente com dois ou trés destes ions
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apresentaram atividade antimicrobiana semelhante, independentemente dos
ions presentes na zedlita.

Fernandez et al. (2010) investigaram a producdo de filmes compadsitos
de acido polilatico (PLA) e zeolitas contendo prata para aplicacdo em
embalagens de alimentos. Observaram que a liberacédo da prata é afetada pelo
método de preparacao dos filmes, bem como pelos ions presentes na solucdo
em que a prata é liberada e a temperatura em que se processa a liberacdo. A
liberacdo dos ions prata foi capaz de reduzir aproximadamente 90% da carga
microbiana de E. coli e S. aureus apés 24 h de contato. A grande quantidade
de prata liberada pelos filmes impossibilitou a sua utilizagdo em alimentos,
porém, os resultados confirmaram que os filmes compdsitos podem ser usados
como uma superficie antimicrobiana.

Pehlivan et al. (2005) avaliaram os efeitos da quantidade de zedlita e do
teor de prata em compdésitos de polipropileno. Os resultados mostraram que a
tensdo de ruptura, a deformacao de ruptura e médulo de Young diminuem com
0 aumento da concentracao de zeodlita nos filmes. A diminuicdo do médulo de
Young foi atribuida a formacédo de vazio ao redor das zedlitas devido a fraca
ligacdo entre a zedlita e a matriz de polipropileno. Por outro lado, a
concentracdo de prata ndo afetou os valores do médulo de Young do
compésito, mas induziu uma leve reducédo na tensdo de ruptura e deformacéo
de ruptura dos filmes compdsitos. Concluiram que as condi¢Bes 6Otimas para
obter filmes de zedlitas/polipropileno variam de 2 a 4 % de zedlitas trocadas
com a proporcéao de 4,36 mg de Ag*/g de zedlitas.

Filmes de polietileno contendo zedlitas naturais (clinoptilolita +
heulandita) foram produzidos por Dirim et al. (2004). Os resultados indicaram
que a adicdo das zedlitas promoveu alteracdes significativas nas propriedades
de barreira dos filmes. Os filmes compdsitos de zedlitas/polietileno
apresentaram menor permeabilidade ao vapor d’agua do que os filmes de
polietileno puro, que atribuiram esta reducdo a duas razbes: a area de
polietileno disponivel é reduzida pela presenca de particulas solidas e estas
particulas sélidas tém propriedade de absorcéo.

Boschetto et al. (2012) incorporaram zeolita Y trocada com prata em
filmes de polietileno e verificaram que uma concentragdo de 0,5 mg/mL de

zellita Y com 5% de prata foi capaz de inibir totalmente o crescimento de
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bactérias patogénicas promovendo uma efetiva atividade antimicrobiana
durante 24 h. A concentragdo minima inibitéria encontrada para essa zedlita foi
de 0,5 mg de zedlita/mL correspondendo a 0,025 mg de Ag/mL. No teste de
liberacdo da prata observou-se que 56% da prata presente na zedlita foi
liberada para o meio liquido. Quando estas zeolitas com prata foram
adicionadas nos filmes a quantidade de prata liberada foi de apenas 5%. Estes
resultados mostraram que quando a zedlita € imobilizada no filme, a taxa de
liberacdo € consideravelmente menor devido ao aumento da resisténcia a
difusdo dos ions prata que precisam se libertar da zeodlita e da matriz
polimérica.

Vérios autores (VICENTINI et al., 2010; WANG et al., 2010b; WU et al.,
2007; WANG et al.,, 2008a, WANG et al., 2008b; YUANA et al., 2007)
comprovaram um bom funcionamento da célula a combustivel utilizando
membranas de quitosana com zedlitas puras, como NaX, NaY, NaA, beta,
mordenita e ZSM-5, pois estas apresentam boa condutividade protonica,
manutencdo de agua em altas temperaturas, e maior sustentacdo mecanica.
Estes autores verificaram que a adicdo de zeolita nos filmes de quitosana
aumenta a rigidez das cadeias de quitosana resultando na reducdo da
capacidade de absorcdo de 4gua, aumento no mdédulo de Young e da tenséo
de ruptura e uma diminuicdo da porcentagem de elongacdo quando comparado
com os filmes de quitosana pura. Houve uma diminuicdo da cristalinidade do
filme com a adicdo de zedlita, pois estas interferem no empacotamento
ordenado de cadeias de quitosana por efeitos estéricos e pela formacédo de
ligacdes de hidrogénio entre os grupos de superficie-OH da zedlita e com os
grupos NHz da quitosana.

Apesar da grande quantidade de estudos referentes a propriedades
antimicrobianas das zedlitas com prata, dos filmes de quitosana com
sulfadiazina de prata ou dos filmes poliméricos com zedlita pura, ndo ha na
literatura disponivel, além dos iniciados por nosso grupo de pesquisa, estudos
referentes a aplicacdo de zedlitas com prata em filmes poliméricos de
quitosana que conciliam as propriedades antimicrobianas, antifingicas,
cicatrizantes e amenizadoras de dor, destes materias para a formulacdo de
curativos ativos para o tratamento de queimaduras. A zeolita é adicionada

neste curativo para funcionar como agente de liberagcdo controlada de prata,
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justo que esta deve ser administrada na quantidade e no tempo certo para nao
retardar a cicatrizagdo e causar danos ao paciente. Dai a necessidade de se
desenvolver um novo curativo e avaliar suas propriedades fisico-quimicas,
mecanicas, propriedades de barreira e atividade antimicrobiana contra estirpes

de micro-organismos patogénicos.



CAPITULO 11l
MATERIAIS E METODOS

A parte experimental deste trabalho foi realizada nos Laboratoérios de
Catélise do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Estadual
de Maringd- UEM e no Laboratério de Biotecnologia e Sistemas Naturais
(LBSN) localizado na unidade José Alencar da Universidade Federal de Sao
Paulo- UNIFESP.

3.1 Materiais

Neste trabalho foram avaliados os efeitos da incorporacdo de dois
diferentes tipos de zedlitas, NaY com granulometria de 0,054 mm (cedida pela
Fabrica Carioca de Catalizadores- FCC) e NaA em filmes de quitosana. Foram
estudados dois tipos de zedlita NaA, uma gentilmente cedida pela empresa
Oxanyl a qual se apresenta comercialmente na forma de p6 (0,045 mm) e outra
cedida pela Bayer, com nome comercial de Baylith 146 apresentada na forma
de esferas (3 mm). Esta foi submetida a reducédo de granulometria utilizando
um moinho de laboratério multi-uso da marca Tecnal. O didmetro médio final
obtido para a zedlita NaA Baylith foi de 0,054 mm.

Além de comparar a influéncia do tipo de suporte, neste estudo também
foi comparada a influéncia do tipo de fase ativa presente. Entdo, como sais
precursores antibacterianos foram utilizados o nitrato de prata P.A. (AgNOz3) da
marca Nuclear e a sulfadiazina de prata adquirida pela empresa Fagron do
Brasil Farmacéutica Ltda, porém fabricado na india pela inddstra J.P.N.
Pharma PVT.LT.

Para a sintese dos filmes poliméricos foi utilizada quitosana com grau de
desacetilagdo 89% produzida pela empresa Polymar (Fortaleza, Brasil), sem
purificacdo prévia.

Para os testes antimicrobianos foram utilizadas linhagens de Escherichia
coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) e também a levedura Candida Albicans (ATCC
10231).
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3.2 Métodos

A metodologia adotada neste trabalho foi realizada em etapas e esta

descrita no fluxograma da Figura 08.
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Figura 8-Fluxograma das etapas deste estudo.

3.2.1 Preparacido das zedlitas impregnadas e trocadas

Para a incorporacdo da prata nas zeolitas foi utilizada a metodologia de
troca ibnica e de impregnacdo Umida. Para a incorporacdo de sulfadiazina de
prata foi utilizada apenas a metodologia de impregnacéo umida.

A nomenclatura das zedlitas impregnadas e trocadas com prata e as
impregnadas com sulfadiazina de prata segue o seguinte padrdo: aAgb-c-d, no
qual a é o teor de prata ou sulfadiazina de prata adicionada ao suporte (5 ou
10%), b é o tipo de zedlita (“A” ou “Y”), ¢ € o modo de preparacgdo (troca idnica
ou impregnacgdo umida, denotados respectivamente por “TI” e “I’) e d, quando
comparado as zeolitas A (fabricada pela empresa Oxanyl denominada de “-O”
ou Baylith denominada de “-B”). Sulfadiazina de prata sera denotada como

SDP, sendo sua nomenclatura distinta: aSDPb-c, onde a é o teor, 5%, b é o



Materiais e Métodos 29

suporte zeolitico que no caso € a zedlita Y e ¢ € o procedimento, sendo entéo
esta amostra denominada de 5SDPY-I.
Para melhor visualizagdo da nomenclatura das amostras a Tabela 01

mostra a notacao e o procedimento de preparacao utilizado.

Tabela 1- Zedlitas impregnadas e trocadas

Notacéao Modo de preparacéo
1 5AgY-TI Troca idnica
2  5AgA-TI-O Troca idnica
3 5AQA-TI-B Troca ibnica
4 5AgY-I Impregnacao Umida
5 10AgY-I Impregnacao Umida
6 5SDPY-I Impregnacao Umida

3.2.1.1 Procedimento de impregnacao

A metodologia utilizada foi a impregnacdo Umida com excesso de
solvente de 5% ou de 10% de prata ou de sulfadiazina de prata impregnados
em 20 g de suporte zeolitico. As amostras impregnadas com nitrato de prata
foram realizadas com o objetivo de obter zedlitas com prata na forma de 6xido.

Inicialmente secou-se a zedlita na estufa da marca Quimis a 100°C por
24 h. Solubilizou-se o nitrato de prata (quantidade necessaria para produzir a
Ag-zedlita no teor desejado de fase ativa) em agua deionizada. J& para 0s
suportes impregnados com sulfadiazina de prata foi utilizado hidroxido de
amonio 30% (Vetec) para solubilizar o precursor em quantidade suficiente para
obter uma solucéao final limpida.

Foi realizada a evaporacdo do solvente mantido sob vacuo e
temperatura de 70°C até que todo o conteudo de agua evaporasse. O material
resultante foi posteriormente seco a 100 °C por 12 h em estufa da marca
Quimis As amostras impregnadas com nitrato de prata foram submetidas a
uma calcinacdo a 500°C por 5 h com rampa de aquecimento de 5 C/mim, para
que o nitrato contido na amostra se volatilizasse e para a obtengédo de 6xido de
prata. Como a temperatura de decomposicdo da sulfadiazina de prata € de

apenas 285°C, a etapa de calcinacéo nao foi realizada.
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3.2.1.2 Procedimento de troca ionica

As trocas ibnicas foram realizadas com o objetivo de se obter zedlitas
NaA e NaY trocadas com prata na forma metalica. A troca foi realizada em
batelada segundo o procedimento proposto por Silva e Fernandes-Machado
(1994).

Solubilizou-se o nitrato de prata em quantidade necesséria para produzir
o catalisador no teor desejado de fase ativa 5% (massa) em agua deionizada,
na qual a razdo Ag*/Na* foi igual a 2. O teor de solidos no reator de teflon,
tomando a razdo massa seca de zeolita/massa total da suspensao, foi de 15%
(massa). O reator era entdo colocado em um banho termostéatico com agitacéo
mecanica a uma temperatura de 80°C. Adicionou-se lentamente a solucdo de
sal de prata. Apos 30 minutos de agitacdo a solucédo foi filtrada e lavada 3
vezes. A primeira lavagem consistiu de 70% do volume da suspensdo em agua
deionizada com a mesma quantidade de sal utilizada na troca. A segunda e a
terceira lavagens foram realizadas com 70% do volume da suspensdo em agua

deionizada. Em seguida, a torta foi seca em estufa a 100°C por 12 h.
3.2.2 Preparo dos filmes poliméricos

A quitosana foi solubilizada em solugcédo aquosa contendo &cido acético
adicionado em quantidade estequiométrica mais 50% em excesso, baseado no
grau de desacetilacdo e massa de amostra, visando garantir a total protonacéo
dos grupos amino da molécula de quitosana. A solucdo foi mantida sob
agitacdo magnética por 2 h para a solubilizacdo total. Como agente
plastificante foi adicionado glicerol 25% (g de glicerol/massa seca de quitosana)
(SEITZ et al., 2001, apud LAMIM, 2006).

A solucdo de quitosana contendo zedlita foi preparada de maneira
similar a apresentada anteriormente, porém, adicionou-se 0,2% de zeolita em
relacdo a massa total de solucdo (m/m) juntamente com o glicerol e
homogeneizou-se a solucéo resultante sob agitacdo mecanica a 2000 rpm por
2 h. Em seguida, a suspensao obtida foi transferida para um kitassato e
desaerada em bomba de vacuo por um tempo necessario (de 10 a 15 min).

Os filmes foram preparados dispersando a solucéo de quitosana com e

sem zeolitas em placas de petri de polietleno quadradas na proporcao
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constante de 0,21 g/cm2. As placas foram submetidas a secagem em estufa
com circulagdo forcada de ar a 37°C por 24 horas (Tecnal modelo TE-394-4).
Apods, os filmes secos foram removidos cuidadosamente da placa e
devidamente armazenados.

Além dos filmes com e sem zedlita, também foram preparados filmes
com zeodlita NaY, ou seja, filme de quitosana com zédlita sem prata e filmes de
sulfadiazina de prata sem zedlita, para fins de comparacédo. No primeiro caso
observa-se a influéncia da prata nas propriedades dos filmes e no segundo

caso estuda-se a influéncia da zedlita na liberacéo de sulfadiazina de prata.
3.2.3 Caracterizac¢ao dos materiais
3.2.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN o estado solido foram realizados em um
equipamento Varian, modelo Mercury plus 300, no qual operou a 59,6132 MHz
para a frequéncia do nulcleo de 2°Si e 78,186 MHz para o nlcleo de ?7Al,
equipado com sonda de s6lidos CP/MAS 7 mm.

Tanto nas leituras de silicio como de aluminio utilizou-se a técnica MAS
e 0s principais parametros utilizados foram: tempo de aquisicdo 0,050 s, pulso
de 90°, temperatura ambiente e tempo de espera para reciclagem (d1) de 20 s.
As amostras de silicio foram analisadas em rotor de zircbnia, 7 mm de
didmetro, com tampa de Kel-F com velocidade de rotacdo de 3,5 KHz. Ja as
amostras de aluminio foram analisadas em rotor de nitreto de silicio, 7 mm,
com tampa de Kel-F, e a velocidade de rotacéo foi de 6,5 KHz. Os espectros
tiveram como referéncia externa o sinal do caulim (-91,16 ppm). As andlises
foram realizadas no Laboratério de Pesquisa e Extensdo do Departamento de
Quimica da UEM (DQI/UEM).

3.2.3.2 Fluorescéncia de raios X por Reflexao Total (TXRF)

A analise de fluorescéncia de raios X por reflexdo total (TXRF) foi
utilizada para a determinacdo da quantidade de prata nas zeolitas apos as

impregnacdes e trocas ibnicas.
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As amostras foram previamente preparadas e fixadas em refletores de
quartzo, os quais foram irradiados por 800 s sob reflex&do total por um feixe de
raios X de 20 keV, extraido da fonte radioativa de Molibdénio, para
determinacdo da concentracdo dos elementos presentes nas amostras. Do
disco foi gerado um espectro TXRF, sendo as intensidades de pico das linhas
K, L e M transformadas em termos de concentracdes elementares (mg kg)
pelo préprio software do equipamento (S2 PICOFOX). As andlises foram
realizadas no Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Estadual
do Oeste do Parana- UNIOESTE.

3.2.3.3 Analises texturais

A andlise textural foi realizada com a finalidade de se determinar a area
especifica, volume total de poros, diametro médio de poros e volume de
microporos e mesoporos utilizando o equipamento QuantaChrome NOVA do
Laboratério de Catélise DEQ/UEM, por meio de isotermas de equilibrio de
adsorcao fisica de N2. A temperatura de ativacdo das amostras foi de 300°C
para todas as zeolitas e de 70°C para os filmes compositos, sendo esta,
temperaturas adequadas para a secagem do material e para a remocdo de
quaisquer espécies adsorvidas. Antes da ativacao dos filmes poliméricos, estes
foram cortados em dimensdes de aproximadamente 2 mm e a massa utilizada

foi de 10 mg de filme.
3.2.3.4 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias das amostras zeoliticas foram obtidas por meio de um
microscopio eletrbnico de varredura (Shimadzu SS-550) do Complexo de
Centrais de Apoio a Pesquisa — COMCAP da UEM. Neste mesmo microscopio
foi também realizada, com a utilizagdo da sonda de Espectroscopia por Energia
Dispersiva (EDX), as analises da composi¢cdo quimica superficial das zedlitas
com prata ou sulfadiazina de prata bem como o mapeamento dos principais
componentes a fim de verificar a dispersao destes na superficie das amostras.

A avaliacéo da estrutura final dos filmes poliméricos de quitosana puros
ou com zedlitas foi realizada sobre a superficie longitudinal e na area

transversal de ruptura, apos fratura criogénica utilizando nitrogénio liquido. Foi
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utilizado um microscopio eletrénico de varredura 440i (LEO Electron
Microscopy Ltda.). Estas andlises foram realizadas no Laboratério de Recursos
Analiticos e Calibracdo da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade
Estadual de Campinas- UNICAMP.

3.2.3.5 Difracao de Raios X (DRX)

As analises de difracdo de raios X dos filmes poliméricos e das zeolitas
foram realizadas utilizando um difratdbmetro Bruker D8 Advance do Complexo
de Centrais de Apoio a Pesquisa — COMCAP da UEM. Utilizou-se uma fonte de
radiacdo de emissao de cobre (CuKa, 0,24°/min na varredura, 40 kV e 50 mA)
e varredura de 20 variando na faixa 4-50°. Todos os difratogramas foram

interpretados utilizando o banco de dados do software JCPDS.

3.2.3.6. Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

Os espectros das zeodltas em po6 foram obtidos utilizando um
espectrofotometro da Bruker modelo Vertex 70v. A leitura foi realizada na
regido do infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR)
abrangendo o nimero de onda de 400 a 4000 cm™ e com uma resolucdo de
4 cmt. As amostras foram pastilhadas juntamente com KBr para se obter uma
pastilha de 0,5% de amostra.

Para os filmes poliméricos a andlise de espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) foi realizada com o espectrébmetro
IRPrestige21 da Shimadzu com um acessoério Atenuador Universal de
Refletancia Total (UATR) a temperatura ambiente. Realizou-se quinze
varreduras para cada amostra, com um range espectral de 650-4000 cm™ e

uma resolucdo de 4 cm™.
3.2.3.7 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As amostras de filmes poliméricos e de zedlitas foram analisadas
utilizando-se um calorimetro diferencial de varredura DSC 60 da Shimadzu. As
amostras de filmes (2-3,5 mg) foram acondicionadas em capsulas de aluminio

hermeticamente fechadas. As capsulas foram submetidas a uma taxa de
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aguecimento de 10°C/min na faixa de temperatura de 30°C a 550°C sob fluxo
de nitrogénio (50 mL/min). O equipamento estava previamente calibrado com
amostra do elemento indio. As entalpias foram calculadas utilizando o software

do equipamento TA.60.
3.2.3.8 Analises termogravimétricas (ATG)

As analises termogravimétricas (ATG) foram realizadas em um
equipamento da marca Shimadzu, modelo DTG-60. As amostras de filmes e de
zeolitas (10~15mg) foram acondicionadas em capsulas de platina mantidas
abertas durante a analise e submetidas a uma taxa de aquecimento de
10°C/min na faixa de temperatura de 30°C a 700°C sob fluxo de nitrogénio (100

mL/min). A perda de massa foi calculada utilizando o programa TA.60.
3.2.3.9 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas foram medidas baseadas na metodologia
padronizada ASTM D-882 (ASTM, 1995a) utilizando um texturometro TA.XT2
(Stable Microsystems, Inglaterra) pertencente ao Complexo de Centrais de
Apoio a Pesquisa - COMCAP/UEM.

Os filmes foram cortados em dimens@es de 10 cm x 2,54 cm. As analises
foram realizadas na regido central do filme (area hachurada), com dimensao
5cm x 2,54 cm, conforme mostrado na Figura 09. Os filmes cortados foram
acondicionados por 2 dias em um dessecador contendo uma solucao saturada
de NaCl (umidade controlada em 75%). Apds o primeiro dia no dessecador, as
espessuras dos filmes foram medidas utilizando um micrémetro manual da
marca Mitutoyo em 5 diferentes pontos de cada amostra e em seguida, as
amostras retornavam ao dessecador até a realizacdo das analises. A
separacao inicial foi de 50 mm, velocidade de deslocamento foi de 1 mm/s e
célula de carga de 5 kg. Para cada formulagcéo de filmes poliméricos contendo

ou nao zeolitas, foram realizadas 10 repeticdes desta analise.
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2,54 cm

Figura 9-Esquema do corpo de prova para analise de propriedades mecéanicas.

A tensao na ruptura foi calculada pela Equacédo 03 e o alongamento na

ruptura de acordo com a Equacéo 04.

_En (03)
r= A
dr — d; 4
£=— .100 (04)
d;

Onde T é a tensdo na ruptura (MPa), F, é a forca maxima no momento da
ruptura, A € a area da secéo transversal do filme (m2), € é o alongamento na
ruptura (%), d,- € a separacao entre as garras no momento da ruptuta (cm) e d;
€ a separacao inicial entre as garras (cm).

O modulo de Young foi obtido a partir de uma regresséo linear dos
pontos na faixa de deformacédo elastica do grafico Tensdo na ruptura (MPa)

versus Alongamento na ruptura (%).

3.2.3.10 Propriedades de barreira

As propriedades de barreira dos filmes foram avaliadas pelas técnicas
de Capacidade de Movimentacéo de fluido (FHC) e Permeabilidade ao vapor
d’agua (PVA).

Capacidade de Movimentacado de Fluido (Fluid Handling Capacity, FHC)

O meétodo utilizado foi adaptado da norma britdnica BS EN 13726-1 para
hidrocoloides e curativos (BS EN, 2002; apud ESTEVAM et al., 2012). O teste

prevé a utilizacdo de um sistema de agco chamado “Copo de Paddington”,
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conforme mostrado na Figura 10a, que consiste de um recipiente cilindrico no
qual o fundo e a tampa séo fixados ao recipiente através de flanges. Para este
trabalho foi adaptado um sistema de PVC, conforme mostra a Figura 10b,
simulando o aparato utilizado no teste original (ESTEVAM et al., 2012).

Para simular os fluidos das feridas e soro foi utilizada uma solugéo
contendo cloretos de sédio e calcio (142 mmol/L de ions sédio e 2,5 mmol/L de
ions calcio) (THOMAS e YOUNG, 2008).

(b)
Figura 10-Aparato utilizado para determinar a Capacidade de Movimentac&o de Fluidos: (a)
copo de Paddington e (b) sistema de PVC desmontado.

Uma amostra de filme previamente pesada foi fixada sobre o topo do
copo e sobre o filme foi colocado um pedaco de tecido tule (100% poliamida)
com o mesmo diametro do filme polimérico com o objetivo de dar maior
resisténcia mecanica ao filme. Em seguida as duas porc¢des superiores do
sistema de PVC foram fixadas através da rosca da unido. O sistema foi pesado
e colocado na posicéao invertida dentro de um dessecador contendo silica gel e
levado a estufa de circulacdo forcada da marca Tecnal modelo TE 394/4, a
37°C. Desta forma, a solucédo salina foi mantida em contato com o filme durante
todo o teste. Apds 24 h, retirou-se o copo de Paddington modificado de dentro
do dessecador, retornou-o a posicdo normal e apés 30 min foi realizada
novamente uma pesagem. Para estes experimentos foram realizadas 5
repeticdes para o calculo da média e desvio padréo.

A Capacidade de Movimentacdo de Fluidos (CMF, em inglés Fluid

Handling Capacity - FHC) é calculada pela soma da Capacidade de Absorcao
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(CA) mais a Taxa de Permeacdo de Vapor Umido (TPVU), dadas pelas
Equacgbes 05-07.

x —
TPVU = 24 : (05)
Tempo de estocagem . Area

b—a
CA = - 06
Tempo de estocagem . Area (06)

CMF = TPVU + CA (07)

Onde x € a massa do sistema de PVC completo (filme + tule + solucdo salina)
no inicio do teste, y € a massa do sistema de PVC completo (filme + tule +
solucéo salina) apds 24 h de teste, b é a massa do filme no inicio do teste e a é

a massa do filme apés 24 h de teste.

Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

O teste de permeabilidade ao vapor de agua foi realizado pelo método
padronizado ASTM E96-95 (ASTM, 1995b). Neste ensaio, utilizou-se o copo de
Paddington modificado utilizado na determinacdo da Capacidade de
Movimentacédo de Fluidos (FHC). Adicionou-se 20,0 + 0,5 g de silica no interior
dos sistemas e nao foi necessario o uso do tecido tule. Os sistemas montados
foram colocados, sem inverté-los, em um dessecador com solucdo de cloreto
de sédio saturada (umidade relativa de 75%). Para estes experimentos foram
realizadas cinco repeticdes para o célculo da média e desvio padrao.

A Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) e a permeabilidade
ao vapor de agua (PVA) foram calculadas pelas Equacbes 08 e 09,

respectivamente.

TPVA = (08)

t.Agp

PVA =

 t.Agp. S.AP (09)
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Onde G é o ganho de massa do sistema, em g, t € 0 tempo no interior da
estufa, em dias, Aep é a area do filme exposta a permeacdo, em m2%, S é a
pressdo de vapor de agua para a umidade em que o experimento foi realizado

e AP é a diferenga de pressao do vapor d’agua.
3.2.3.11 Analise de Cor

A cor dos filmes foi determinada de acordo com a metodologia proposta por
SOBRAL et al. (2001) utilizando um espectrofotbmetro de reflectancia
DataColor modelo 550. A analise foi realizada sobrepondo-se os filmes sobre
um padrdo branco e utilizando um sistema de descricdo de cores da CIELab.

Este sistema € mostrado na Figura 11

L+ Branco

\
b+ Amarelo |

\

a+
Vermelho

N \|/ _~~ ciELAB
L-Preto 1976

Figura 11-Diagrama CIELAB com as respectivas rela¢gdes vermelho (+a*)/verde (-a*), amarelo
(+b*)/azul (-b*) e luminosidade.
FONTE: Fotonostra (2014).

Trata-se de um sistema de coordenadas retangulares composto por trés

eixos:

e Eixo L* (Lightness): representa a luminosidade, varia do nivel zero
(preto absoluto), na parte inferior, ao 100 (branco) na parte superior;

e Eixo a*: € uma identificacdo da tonalidade na direcdo do verde (-a*)
para o vermelho (+a*), assumindo valores para cores de objetos reais
de -170 a +110;

e Eixo b*: é uma identificacdo da tonalidade na direcéo do azul (-b*) para
o amarelo (+b*), assumindo valores para cores de objetos reais de

cerca de -110 a +160:;
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Ao ser realizada a medicdo das amostras contra o padrdo desejado, o
espectrofotometro retorna os valores destas coordenadas, podendo ser
positivas ou negativas. O calculo das diferengas entre os dois valores é dado
pelas Equacdes 10-12.

AL* = Lomostra — L;adréo (10)
Aa® = agmostra — a;adréo (11)
Ab* = bgmostra — ;adréo (12)

A diferenca total de cor dos filmes de quitosana com zedélitas em relacéo
ao padrao, que neste caso € o filme de quitosana pura, pode ser definida pela
diferenca de cor AE*. Ela é calculada utilizando a variacdo dos valores das

coordenadas do modelo CIELAB (L*, a* e b*) dada pela Equacao 13:

AE* = \[(AL")2+(Aa*)? + (Ab*)? (13)
3.2.3.12 Liberacao de prata dos filmes poliméricos

Para avaliar o perfil da liberagcdo de prata dos filmes de quitosana
sintetizados com Ag-zedlita ou com sulfadiazina de prata foi utilizada como
meio uma solucao simulada de ferida (142 mmol/L de ions sédio e 2,5 mmol/L
de ions célcio) representando as concentracdes de sais observadas nos fluidos
das feridas e do soro. A prata liberada neste meio foi analisada por
espectroscopia de absorgéo atébmica (AA) utilizando lampada de catodo oco (A
= 328 nm) e uma mistura de ar e acetileno. As anadlises foram realizadas em
um espectrofotdbmetro de absorcdo atdmica de chama SpectrAA modelo 50B-
VARIAN do Departamento de Engenharia Quimica/Laboratério de Catalise —
UEM.

3.2.3.13 Solubilidade em agua

As amostras de filme foram cortadas em dimensdes de um quadrado de
5cm x 5 cm, secas a 40°C, pesadas e imersas cada uma em 100 mL de agua,
sendo mantidas sob agitacdo em mesa agitadora orbital por 24 h. As solucdes

foram filtradas em papel de filtro previamente seco a 110°C por 24 h e pesado.
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O papel de filtro contendo o filme ndo solubilizado foi seco durante 24 h a
110° C e a solubilidade do filme foi entdo calculada através da Equacdo 14
(SOTHORNVIT e KROCHTA, 2000).

1—m2
Solubilidade = [%] x 100 (14)

Onde m é massa do filme seco ap0s o teste (g) e m1 € a massa do filme seco
antes do teste (g). Estes experimentos foram realizados em triplicata para o

calculo da média e desvio padrao.
3.2.4 Caracterizacao bioldgica dos filmes

Todos os materiais utilizados na caracterizacdo biologica dos filmes
foram esterilizados de acordo com sua natureza, por calor imido (autoclave
horizontal digital Stermax), calor seco (estufa de secagem e esterilizagcdo Nova
ética), radiacdo ionizante (radioesterilizacdo no Irradiador Multipropésito 6°Co-
dose 15kGy no IPEN - Instituto de Pesquisas Engergéticas e Nucleares, Séo
Paulo) ou nado ionizante (lampada UV na cabine bioldgica classe II Al
Filterflux).

Para as andlises de caracterizacdo biolégica das zedlitas e dos filmes
foram utilizadas as linhagens de Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Candida
albicans (ATCC 10231). Estas se apresentavam em sua forma desidratada
inicialmente e foram reconstituidas com 0,5 mL de TSB (Tryptic soybroth
Soybean-casein digest medium BactoTM) estéril e transferidas para frascos
contendo 100 mL de meio TSB. A cada quinze dias foram efetuados os
repiqgues das cepas em triplicata para cada micro-organismo em tubos
inclinados com meio TSA (Tryptic soy Agar soybean-casein digest Agar USP
23 — Acumedia) a fim de se garantir a viabilidade desses micro-organismos.

Para os experimentos de inibicdo microbiana, em meio liquido e em
meio solido foram realizadas padroniza¢gfes dos micro-organismos, utilizando-

se a técnica de diluicdo seriada e plagueamento em profundidade (Pour Plate).
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3.2.4.1 Permeac¢ao microbiana

A capacidade dos filmes em prevenir a penetragdo microbiana foi
idealizado a partir de uma adaptacdo do experimento proposto por Wittaya-
areekul e Prahsarn (2006). Neste teste foi utilizado conexdes de material PVC
esterilizadas por radiacao ionizante, encaixadas em frascos de vidro contendo
50 mL de meio TSB (Tryptic soybroth Soybean-casein digest medium
BactoTM). Os frascos de vidro juntamente com o meio TSB foram esterilizadas
em auto-clave. As amostras de filmes foram cortadas com diametros de 5 cm e
esterilizadas por 1 min de cada lado por radiagdo UV dentro do fluxo laminar.

As amostras de filmes foram cuidadosamente inseridas entre a conexao
de PVC, estas encaixadas nos frascos e vedadas com parafiime em toda a
volta de conexdo (Figura 12). Também foram feitos ensaios de controle
negativo e positivo. Para o primeiro, o sistema foi inteiramente vedado com

parafiime e para o segundo nao foi efetuada nenhuma vedacao.

Frasco de Filme de
Vidro 2
: Quitosana

A A AL

Figura 12-Sistema que sera utilizado no teste de permeacédo microbiolégica: (a) Partes
isoladas do sistema, (b) Sistema montado com meio de cultura.

Os sistemas ficaram expostos por 10 dias em condigcbes ambientes,
sendo avaliados macroscopicamente a turvagcdo e o crescimento de micro-

organismos nos dias 0, 5 e 10 do experimento, quando foram fotografados.
3.2.4.2 Propriedades antimicrobianas

As zedlitas em pé com a prata ou com sulfadiazina de prata e o nitrato

de prata foram previamente pesadas (50 mg) em envelopes de papel aluminio
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devidamente dobrados e esterilizados a 170°C por 2 h em estufa de secagem e
esterilizacdo Nova Etica. Como controle positivo para os testes de inibicdo das
zeolitas em po foi utilizado nitrato de prata P.A.

Em placas de Petri, devidamente esterilizadas e identificadas, foram
adicionados 15 mL de meio TSA e posteriormente inoculados 1 mL de uma
suspensdo contendo 10® UFC/cm? de cada bactéria testada (E. coli, S. aureus
e P. aeruginosa). Para o teste de inibicdo utilizando a levedura, foi adicionado
nas placas 15 mL de meio SDA (Sabouraud dextrose &gar- Acumedia) e
inoculados 1 mL de suspenséo contendo 106 UFC/cm? de C. albicans com o
auxilio de alcas de inoculacdo esterilizadas. Para os testes com as zeolitas em
pd, os meios TSA ou SDA foram perfurados (5 mm de didmetro) para a
introducdo das amostras. Tanto as amostras como o0s controles foram
hidratados com 50 pL de solucéo salina.

Todas as placas foram incubadas por 16-18 h a uma temperatura de
35°C para as bactérias e de 24-48 h a 25°C para a levedura em uma
incubadora da marca Tecnhal modelo TE-371. Apds esse periodo foi efetuada a
leitura dos halos de inibicdo formados para cada amostra com o auxilio de um

paquimetro.
3.2.4.3 Atividade antimicrobiana - Meio liquido

O experimento de atividade antimicrobiana em meio liquido foi realizado
inoculando-se 10% UFC/mL de cada micro-organismo testado (E. coli, C.
albicans, S. aureus e P. aeruginosa), padronizado previamente, em tubos de
ensaio individuais contendo 30 mL de meio TSB para o caso da incubacao das
bactérias ou 30 mL de meio SDB (Sabouraud Dextrose Broth-Acumedia) para a
levedura C. albicans.

Os filmes foram cortados em dimensdes de 6x6 cm e sua desinfec¢ao foi
realizada em luz UV por 1 min cada lado. Todas as amostras depois de
esterilizadas foram incubadas nos tubos de ensaio. Para o controle positivo foi
incubado apenas 0s micro-organismos individualmente nos tubos de ensaio,
enquanto que para o controle negativo os tubos de ensaio contiveram apenas
meio de cultura TSB ou SDB. Também como controles foram utilizados meios

individuais contendo apenas filmes sem a incubacéo de micro-organismos.
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Os tubos de ensaio com as amostras de filmes e seus respectivos
controles foram incubados a 37° C por 12 h. Apoés, aliquotas de 100 pL foram
transferidas para microplacas de fundo chato. A avaliacdo do crescimento
microbiano foi determinada através da leitura da densidade Optica pelo leitor
automatico de microplacas Biotek modelo Synergy HT, no comprimento de
onda de 620 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata para o
calculo da média e desvio-padréo.

3.2.5 Analises estatisticas

Foram realizadas analises estatisticas utilizando-se o software livre
Action® (2014). As diferencas significativas entre as médias foram analisadas

utilizando o Teste de Tukey, com nivel de significancia p < 0,05.



CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao das zeolitas

4.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear RMN de 29Si e de 27Al

Pela andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de 2°Si pode-se
determinar a razdo Si/Al das zeolitas NaY, NaA-O e NaA-B (Figuras 13-15).

Na Figura 13a, o espectro de MAS-RMN de 2°Si da zedlita NaY
deconvoluido revelou a presenca dos ambientes Si(3Al), Si(2Al), Si(1Al) e
Si(OAl), referentes a -89,27; -93,77; -99,10; e -104,61 ppm, respectivamente,
como encontrado na literatura (GIANNETTO PACE et al.,, 2000; GUISNET e
RIBEIRO, 2004). A razdo molar de Si/Al estrutural determinada foi de 2,54.
Este valor esta coerente com o relatado por Weitkamp e Puppe (1999) segundo
0s quais a razao Si/Al para a zeolita NaY deve estar compreendida na faixa de
15a3.

2,4x107 8.0x10°
2.2x107 4 93,77 59 017 —MaY]|

Intensidade

A7 T T T T 2o 77777777
-2 -5 41 -105 -0 95 80 85 -80 10 20 20 40 50 € 70O 80 80 100 110

ppm . ppm
a) RMN de 29Si (b)RMN de 27Al
Figura 13-Espectros de RMN da zedlita NaY.
Quanto aos espectros de MAS-RMN de ?’Al (Figura 13b) da amostra
NaY observa-se uma linha de ressonéancia em 59,02 ppm, correspondendo ao
sinal das espécies de aluminio tetraédrico. A auséncia de pico referente a
aluminio octaédrico, sinal aproximadamente em O ppm, indica a inexisténcia de

aluminio extra rede, resultados também obtidos por Guerra et al. (2012).
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Para a zedlita NaA-B (Figura 14a), no espectro de MAS-RMN de 2°S;,
encontrou-se um pico em -89,03 ppm referente ao Si(3Al), como relatado por
Tounsi et al. (2009). A razdo Si/Al determinada foi de 1,33 estando em
conformidade com o encontrado na literatura (GIANNETTO PACE et al., 2000).
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2.0¢10" 2,0x107 |
2.5¢107 .
1.5x107 o
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010" 0.0 4
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(2) RMN de 29Si (b)RMN de 27Al

Figura 14-Espectro de RMN para zeolita NaA-B.

Pode-se observar pela Figura 15a, que a zeolita NaA-O apresentou um
pico em -88,70 ppm referente a presenca de ambientes Si(3Al). A razdo Si/Al
obtida foi de 1,28.

165107
[ 7 5

) —— Naa-0 -EE.TO 10x107 4 58,392

14510

12010 8.0x10°

10107
80x10° 4
8.0¢10% o

. 40310
6.0110° -

Intensidade
Intensidade

[]
s,0610° 4 2,0x10°

2,0010% o oo

2,0x10% 4

-]
At 777

T T
-80 -40 -20 o 20 40 &0 80 100
ppm

] ppm
(2) RMN de 29Si (b)RMN de 27Al

Figura 15-Espectro de RMN da zeolita NaA-O.

Os deslocamentos quimicos observados nos espectros de MAS-RMN de
27Al (Figuras 14b e 15b) em -25,29 e -25,99 ppm das zedlitas NaA-B e NaA-O,
respectivamente, sdo referentes a presenca de aluminio penta-coordenado ou
aluminio extra-rede em ambas as zeodlitas (AUERBACH et al., 2003). Os picos
em 57,89 e 58,39 ppm das zedlitas NaA-B e NaA-O, respectivamente,

correspondem ao sinal das espécies de aluminio tetraédrico ou estrutural. A
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presenca de aluminio extra-rede pode ser relacionada a impurezas de sintese
em NaA-O e a presenca de material ligante em NaA-B. Tanto a presenca de
impurezas de sintese como a de material ligante ndo apresentam um problema
sob o ponto de vista de aplicacédo destas zeolitas como trocadores ibnicos para
a liberacdo controlada de prata quando incorporadas nos curativos para
queimaduras.

A razdo Si/Al obtidas para as zeolitas de partida sdo apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2- Razéo Si/Al obtida por RMN de 29Si

Amostra Si/Al
NaY 2,54
NaA-B 1,33
NaA-O 1,28

4.1.2 Analise elementar

A composicdo quimica elementar das amostras foi realizada pelas
técnicas de Fluorescéncia de raios X por reflexdo total (TXRF) e por
Espectroscopia por energia dispersiva (EDX).

Os resultados obtidos pela andlise de TXRF, dados pela Tabela 3,
correspondem a porcentagem massica da prata presente em todas as zedlitas
testadas.

Tabela 3-Porcentagem massica de prata por TXRF

Amostra Ag
5AgY-TI 20,25
5AgA-TI-B 21,61
5AgA-TI-O 32,15
5AgY-I 7,99
10AgY-I 11,25
5SDPY-I 2,26

Os resultados apresentados na Tabela 3 né&o sao suficientes para
quantificar com exatiddo a real composi¢cdo. Esta dificuldade € devido a
incapacidade do equipamento em quantificar elementos com peso atdomico
inferior ao silicio (23), sendo nesta faixa apenas qualitativo (SKOOG et al.,
2006), o que conduz a erros substanciais na determinagdo da quantidade de

aluminio e silicio presente na amostra. A quantificacdo do silicio apresenta
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mais um agravante, pois os raios X sao detectados utilizando-se um detector
semicondutor de silicio acarretando uma interferéncia adicional significativa na
quantificacdo deste elemento quando presente na amostra. Além disso, ndo foi
realizado nenhum levantamento de curva padrdo para a identificacdo dos
componentes presentes na amostra o que também pode acarretar em erros na
quantificacdo dos elementos presentes (VAN HOOFF e ROELOFSEN, 1991,
ZAMECHEK, 2001). Embora a determinacdo da razdo Si/Al seja prejudicada,
por essa técnica foi possivel verificar que de fato houve as trocas idnicas
desejadas ressaltando o enorme potencial da utilizacdo de zedlitas como
trocadores idnicos.

As zedlitas 5AgY-Tl, 5AgA-TI-B e 5AgA-TI-O, todas submetidas ao
procedimento de troca ibnica, preparadas em condicbes idénticas
apresentaram teores de prata diferentes, sendo estes resultados também
obtidos por Fonseca e Neves (2013). Segundo Ferreira et al. (2012) é esperado
que a zeolita A apresente uma maior quantidade de prata por célula unitaria
devido a menor razdo Si/Al do que para a zeodlita Y. Quanto menor a razéo
Si/Al, maior é a concentracdo do cation e a capacidade de troca idnica
(proporcional ao teor de aluminio presente) (FLANIGEN, 1991). Como 5AgA-TI-
O apresenta a menor razédo Si/Al (obtido por RMN de 2°Si), consequentemente
apresentou a maior quantidade de prata trocada, 32,15%, seguido por 5AgA-TI-
B e 5AgY-TI apresentando valores de 21,61% e 20,25%, respectivamente.

No mesmo microscépio eletrbnico de varredura (MEV) onde foram
realizadas as micrografias das amostras, que serdo apresentadas na secao
4.1.3, foi obtida, com a utilizacdo de uma sonda de espectroscopia por energia
dispersiva (EDX), a quantificacdo da composicdo quimica das zedlitas com
prata ou sulfadiazina de prata presente na superficie das amostras. Os graficos
e a quantificacdo dos elementos superficiais por EDX sdo apresentados nas
Figuras 16-18.

Para todas as amostras zeoliticas foram identificados no espectro de
EDX os elementos oxigénio, sédio, aluminio, silicio e prata, além de grandes
picos de ouro devido a metalizacdo do material e a presenca de outros
elementos contaminantes como o paladio e magnésio. O carbono foi
identificado em algumas amostras devido a utilizacdo de fita de carbono dupla

face para a fixacdo da amostra no suporte para a realizacao da andlise.
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Deve-se ressaltar que para a determinacdo das porcentagens dos
elementos foi utilizado um método semi-quantitativo, no qual consiste em
avaliar a superficie dos picos que € proporcional a quantidade de atomos que
produziu a raia. A quantificacdo consiste, portanto, em medir a superficie dos
picos que se tem previamente identificada a ser atribuido um coeficiente e
entdo calcular as porcentagens. O ideal seria realizar a analise pelo método
guantitativo que consiste em se obter a concentracdo a partir de relagbes de
intensidade de raios X da amostra em estudo e de um padrédo apropriado. A
analise se reduz a comparacdo das intensidades observadas. Entretanto, na
maioria dos casos utilizam-se padrdes de elementos puros porque é possivel
caracteriza-los com elevada precisdo (DEDAVID, 2007). O equipamento
disponivel para a realizacdo das analises de EDX neste trabalho ndo possuia
padrdes internos de elementos puros de Si, Al e Ag, sendo entdo as analises
realizadas de maneira semi-quantitativa.

A grande divergéncia entre os valores obtidos pela anélise de TXRF e
EDX se deve ao fato de que a primeira fornece a quantidade de prata bulk,
massico ou total e a segunda técnica fornece a quantidade de prata até em
uma profundidade de 500 nm (DEDAVID, 2007). Boschetto et al. (2012)
afirmam que a técnica EDX identifica a prata presente na superficie da zedlita.
Este autor verificou que na andlise de ICP-OES (Espectroscopia de absorcao
atdbmica por plasma, andlise que também fornece a quantidade de prata bulk),
o teor de prata real se aproximava do conteddo tedrico enquanto que a
quantidade de prata obtida por EDX foi o dobro do tedrico, que segundo o
autor, foi ocasionado provavelmente devido a uma maior concentracdo de Ag*
na superficie externa.

Observa-se na Figura 16 que a zeolita 5AgA-TI-O apresenta hovamente
0 maior teor de prata quando comparado com os teores das zeolitas 5AgY-TI e
5AgA-TI-B submetidas a condi¢Bes idénticas de troca idnica. Houve uma
inversdo na quantidade de prata superficial obtida para as amostras 5AgA-TI e
5AgY-TI.

Comparando com os resultados de Fonseca e Neves (2013), os
elevados teores encontrados por EDX para a zedlita 5AgA-TI-O sugerem que a
prata ndo esta homogeneamente distribuida ao longo das estruturas zeoliticas,

estando preferencialmente na superficie sob a forma de aglomerados de 6xidos
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de prata. Este fato pode ser confirmado visualmente pela micrografia

apresentada na Figura 22b na secéo 4.1.3.

—— SAgQY-TI

5Ag A-TI-B
Elemento %peso %catdmica Elemento %cpeso %satomica
0 3535 5336 Au O 4521 61,05
Au Ma 4.80 503 Na 7,52 7.07
Al 9.83 8.78 Al 18,07 1447
Si 23,63 22,00 S 15,80 12,15
Ag 2047 458 Ag 9.66 1,83
Qutros 3,72 6.06 Outros 3.74 3.33

0 1 2z 3 4 5 6 7 8
Energia (keV) Energia (keV)
(a) 5AQY-TI (b) 5AgA-TI-B
—— SAQA-TI-O
Elemento %peso %atimica
o} 3142 3266
Na 545 636
Al 15,01 14,92
5i 1997 19.07
Ag 28,14 699

Energia (keV)
(c) 5AgA-TI-O
Figura 16- Espectro de EDS das amostras (a) 5AgY-TI, (b) 5AgA-TI-B e (c) 5AgA-TI-O.

O espectro de EDX da zedlita Y impregnada com sulfadiazina de prata,
5SDY-I, é apresentada na Figura 17. Os elementos que formam a molécula de
sulfadiazina de prata sdo basicamente, carbono, oxigénio, nitrogénio,
hidrogénio, enxofre e prata. Infelizmente, devido a limitacbes da técnica, a
emissdo dos primeiros dez elementos de baixo nimero atbmico consiste de
bandas na regido de baixa energia onde as perdas por absor¢cdo na amostra
sdo grandes. Assim, elementos como carbono, nitrogénio, hidrogénio né&o
podem ser quantificados com precisdo (DEDAVID, 2007). O teor obtido para a
prata, 3,55% em massa, foi o esperado (menor que 5%), justo que para 0s

calculos da quantidade de composto a ser incorporado no suporte zeolitico foi
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levado em consideracdo a impregnacédo de 5% de sulfadiazina de prata e ndo

apenas de prata.

—5 SDPY-I

Elemento %peso %oatdmica

0 4460 3608
Na 735 643
Al 914 682
Si 2453 1757
Az 355 066
c 681 1141
Outros 401 103

Au

Energia (keV)
Figura 17-Espectro de EDX da zedlita 5SDPY-I.

Contrariamente ao esperado, as amostras impregnadas com prata,
5AgY-l e 10AgY-l (Figura 18), apresentaram pequenos teores de prata
superficial, sendo de 3,95 e 7,55%, respectivamente. Sugere-se que para estas

amostras, a prata penetrou nos poros zeoliticos com mais eficiéncia quando

comparado com a zeolita submetida ao procedimento de troca i6nica 5AgY-TI,

resultados que corroboram os obtidos pela analise de TXRF.

10AgY-I
5AgY-l - — g.
- P— Al Elemento  %peso  %batdmica
Elemento %opeso Yoatdmica =
— - o} 41,56 46,99
o] 23,55 26,56 - - am
Au - Ma 7.03 3,67
Na 3,14 26,56 -
oz - Al 10.81 742
Al 55.02 36,79 ) -
3 - Si 29,51 19.48
Si 1232 7.91 s
- Ag 7.55 130
Ag 3.95 0.66 Si Outros 3,54 411
Outros 202 1.50 : :

Energia (keV)

Energia (keV)

(a) 5AgY-I (b) 10AgY-I

Figura 18-Espectro de EDX das amostras (a) 5AgY-l e (b) 10 AgY-I
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4.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise de microscopia eletrénica de varredura foi realizada com o
objetivo de obter imagens de alta resolucdo da superficie das zedlitas em po.
As Figuras 19-22 ilustram as micrografias das zedlitas NaY, NaA-B e NaA-O
antes e ap0s as trocas ibnicas e as impregna¢cfes com nitrato de prata e
sulfadiazina de prata. Todas as amostras foram ampliadas 10.000 vezes.

A Figura 19 ilustra as micrografias obtidas para as amostras zeolitas Y

submetidas aos procedimentos de troca ibnica e impregnacao.

/ 3 Y
nnnnn A" y a3 it , AceV Probe Mag
2000V 30 «x o 3 - ¢ - d 200kV 3.0/ 10000

(c) 5AgY-I o (d) 10AgY-I
Figura 19-Micrografias das zedlitas (a) NaY, (b) 5AgAY-TI (c) 5AgY-I (d) 10AgY-I
Observa-se que o processo de impregnacdo ou troca ibnica com prata
ndao modifica a morfologia quando comparada com a zedlita de partida Nay,
estando de acordo com os resultados obtidos pela analise de DRX que sera
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apresentada na secéo 4.1.5. Outros autores também observaram que zeolitas
com e sem prata apresentam aparéncia muito similar, formas poliédricas
regulares e o mesmo tamanho de particula (SHI et al., 2013; BOSCHETTO et
al., 2012; LIN et al., 2011). O tipo de procedimento adotado e o teor de prata
adicionada néo altera o tamanho médio do grdo apresentando tamanho de
particula médio entre 0,77-0,80 pum.

A Figura 20b apresenta a micrografia obtida para a zedlita Y impregnada

com 5% de sulfadiazina de prata.

(a) Zedlita de partida NaY (b) 5SDPY-I|
Figura 20-Micrografias da zedlita de partida (a) NaY e (b) 5 SDPY-I.

Como a sulfadiazina de prata € uma molécula grande, quando
impregnada no suporte zeolitico ocorre uma completa alteragdo em sua
morfologia. Observa-se a presenca de pequenas “agulhas” de sulfadiazina de
prata que podem ser facilmente identificadas pelo mapeamento por elemento
realizado por MEV-EDX dado na Figura 28. A “agulha” da micrografia, Figura
20b, tem 33,75 um de comprimento e 7,14 um de largura.

Silva (2010) incorporou sulfadiazina de prata em filmes de quitosana e
também verificou a presenca de cristais em forma de agulhas de sulfadiazina
de prata.

A Figura 21 ilustra a morfologia da zedlita de partida NaA-B juntamente

com a amostra 5AgA-TI-B.



Resultados e Discussao 53

() Zeolita de partida NaA-B A(b) SgA-TI-B.
Figura 21-Micrografias das zedlitas (a) NaA e (b) 5AgA-TI-B.

Observa-se que antes do procedimento de troca ibnica, a zedlita de
partida NaA-B ja apresentava em sua superficie pequenos aglomerados de
ligantes. Estes ligantes sdo responsaveis pela aglutinacdo das particulas pos-
sintese para que esta figue em formato esférico para ser vendido
comercialmente. Apés o procedimento de troca ibnica pode-se observar que as
particulas de zedlita aglomeraram-se. Este fato pode ser decorrente de forcas
eletrostaticas geradas pela presenca de prata resultando na formacao de
grumos e compactacao.

O tamanho de particula médio encontrado para a zedlita de partida foi de
1,73+0,13 pum. Apoés a incorporacdo de prata o diametro médio aumentou para
2,15+0,30 um devido a aglomeracao das particulas.

A Figura 22 apresenta as micrografias obtidas para a zedlita pura NaA-O
e para a amostra 5AgA-TI-O.

O tamanho de particula médio encontrado foi de 1,76 +0,48 um para
ambas as zedlitas NaA-O e 5AgA-TI-O, ndo havendo alteragdo no tamanho

médio das particulas.
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Figura 22-Micrografias das zedlitas (a) NaX e (b) 5AgA-TI-O.
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Antes do processo de troca ibnica, a zeolita de partida NaA-O
apresentou formas poliédricas regulares. Apés o procedimento de incorporacdo
de prata observou-se a formacédo de aglomerados de Ag20 ou de Ag° na
superficie da zedlita. Este resultado esta em concordancia com o obtido pela
andlise de TXRF e EDX, pois se observou que a zedlita 5AgA-TI-O apresentou
a maior quantidade de prata em ambas as analises. Os resultados obtidos
neste trabalho estdo em conformidade com os resultados obtidos por
Choi et al. (2001) e Guerra et al. (2012) que realizaram troca iGnica com prata
em altas quantidades (10-30%) e também verificaram a formacao de pequenos
aglomerados de prata bem distribuidos na superficie zeolitica.

Juntamente com as micrografias das amostras € apresentado o
mapeamento por elemento das zedlitas submetidas ao procedimento de troca
ibnica ou impregnacéo, realizadas através da andlise de espectroscopia de
emissao de raios X (EDX) para o mapeamento dos elementos aluminio (b),

silicio (c), oxigénio (d), sddio (e) e prata (f), apresentados nas Figuras 23-28.
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() MEV (b) Al (©) Si

[OKa] [Maka]

d) O (e) Na (f) Ag
Figura 23-Mapeamento por elemento Amostra 5AgY-I.

(2) MEV (b) Al (©) Si

[OKa] [Maka]

d) O (e) Na (f) Ag
Figura 24-Mapeamento por elemento amostra 5AgY-TI.
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(a) MEV (b) Al () Si

[Naka]

(d)O (e) Na (f) Ag
Figura 25-Mapeamento por elemento amostra 5AgA-TI-B.

—— 1um

(a) MEV (b) Al () Si

[Maka]

d) O (e) Na (H Ag
Figura 26-Mapeamento por elemento amostra 5AgA-TI-O.
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(a) MEV (b) Al (c) Si

[OKa] [MaKa]

d) O (e) Na () Ag
Figura 27-Mapeamento por elemento amostra 10AgY-I.

(a) MEV (b) Al () Si

[OKka] [Maka]

d) O (e) Na (H Ag
Figura 28-Mapeamento por elemento amostra 5SDPY-I.
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Observa-se que o procedimento de troca idnica foi efetivo na dispersao e
na homogeneizagcdo da prata superficialmente para todas as amostras
testadas. A zedlita apresenta ainda grande quantidade de sédio disperso
superficialmente devido a troca i6nica nao ter sido completa, por exemplo, sé
foram trocados 5% de prata por sodio, enquanto que segundo
Krishnani et al. (2012) para uma zedlita A com razdo Si/Al de 1,06 o maximo
seria atingido quando o teor de prata atingisse 39%. Mesmo que a razao Si/Al
utilizada por estes autores seja menor do que a razao Si/Al das amostras NaA-
B e NaA-O, pode-se ter uma nocdo de que a quantidade de prata pode ser
maior que 5%, caso haja necessidade de uma maior incorporacao de prata no
curativo polimérico.

Para todas as zedlitas observou-se alta dispersdo de prata em toda a
superficie da amostra. Ja para o mapeamento da zedlita impregnada com
sulfadiazina de prata, por ser uma molécula grande, verifica-se claramente que
a “agulha” presente na micrografia original (Figura 20b) € composta em grande
parte por prata, ndo exclusivamente, justo que 0s outros componentes da
sulfadiazina ndo puderam ser identificados, porém isto ndo significa que eles
nao estejam presentes nessa regido, mas sim, que apenas sua identificacao foi

dificultada pelos motivos ja apresentados na secéo 4.1.2.

4.1.4 Analise textural

As isotermas de adsorcdo de todas as zedlitas antes e apOs o0s
procedimentos de troca i6nica ou de impregnacdo e os resultados numéricos
da caracterizacao textural sédo apresentados nas Figuras 29 e 30 e nas Tabelas
4 e 5. A area especifica foi calculada pelo método BET baseado na isoterma de
adsorcdo de Nz no intervalo de pressao relativa de 0,05 a 0,30. O volume de
poros foi calculado a partir da quantidade de N2 adsorvida na pressao relativa
de 0,99.

Observa-se na Figura 29 que as isotermas obtidas para a zedlita Y, com
ou sem a incorporacao de prata ou sulfadiazina de prata sdo do tipo I, tipica de
sélidos microporosos, onde a quantidade adsorvida tende a um limite quando
P/Potende a 1 (FIGUEIREDO e RIBEIRO, 1989).
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Observa-se uma diminuicdo do volume de N2 adsorvido nas zeodlitas
submetidas ao procedimento de troca ibnica e impregnacao, o que pode indicar

a presenca de cations de prata dentro dos poros zeoliticos.
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Figura 29-Isotermas de adsorcao de NaY e zedlitas impregnadas e trocadas com prata.

A Tabela 4 apresenta os parametros calculados a partir das isotermas.
Para todas as zeodlitas Y, o método BET n&o deveria ser aplicado, uma vez que
os valores da constante Cgzpr N0 se encontram na faixa ideal de 50 a 300
relatada por Pinto et al. (2008). Porém, como é possivel utilizar estes valores
de forma comparativa, os valores encontrados foram denominados de éarea
especifica.

Apbés a incorporacdo da prata houve reducdo da area especifica em
todas as amostras. Este efeito € tanto maior, quanto maior o teor de prata.

Nota-se que o diametro médio dos poros praticamente néo foi alterado. Isto



Resultados e Discussdo 60

ocorre porque nesse calculo o espaco entre particulas no grdo também foi
computado. O didmetro médio esta inclusive muito acima da abertura dos

canais zeoliticos, 7- 7,4 A para a zeolita Y.

Tabela 4-Analise textural das amostras zeoliticas Y.

Area Volume total Diametro Volume de
Amostra especifica Constante de poros médio do microporos
(BET) (m?g) Coer (cm/g) poro (A) (cm3/g)

NaY 656 -34,53 0,35 21,63 0,33
5 AgY-TI 507 -30,64 0,29 23,49 0,26
5AgY-I| 574 -34,51 0,29 20,53 0,29
10AgY-I 471 -27,76 0,26 23,13 0,25
5SDPY-I| 529 -28,85 0,28 21,48 0,28

Para a mesma quantidade de prata e mesmo suporte zeolitico diferindo
apenas no procedimento de incorporacao de prata, foi observada uma reducéao
da area especifica maior na amostra obtida por troca i6nica 5AgY-TI (22,65%),
quando o mais provavel seria uma maior redu¢cdo com a impregnacao 5AgY-I
(12,48%). Tal fato pode ser atribuido a maior quantidade de aglomerados de
oxidos formados na amostra submetida ao processo de troca ibnica por esta
apresentar o dobro de prata em sua estrutura.

As isotermas de adsorcédo/dessorcdo de N2 das zeolitas puras A e de
todas as zeolitas A submetidas ao procedimento de troca idnica com nitrato de
prata sdo apresentadas na Figura 30.

| [~=— Adsorcao NaA-B J —— Adsorgao NaA-O
{|—*— Dessorcao NaA-B 18 - —e— Dessorcao NaA-O
18 4 |—&— Adsorcao 5AgA-TI-B —i—gdsorgao A,gtﬂﬂoo
||=¥—Dessarcao 5AgA-I-B —v— Dessorgao AgA-Tl-

wolume adsorvido (em3/g)
“olume adsorvido (cm®/g)
1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 06 0g 1.0 0.0 0.2 0.4 0g 0.8 1.0

Pressao Relativa P/Po Pressao Relativa P/Po
(2) NaA-B e 5AgA-TI-B (b) NaA-O e 5AgA-TI-O
Figura 30- Isotermas de adsorcao das zedlitas A trocadas com prata.
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Mesmo apos inumeras repeticdes, as isotermas de todas as zedlitas A
nao foram condizentes com a teoria, ou seja, nao foi obtida uma isoterma do
tipo I, tipica de solidos microporosos (BRECK, 1974; GIANNETTO PACE et al.,
2000). As isotermas de adsorcdo de N2 da zeolita NaA de Mendes (2013)
também nao foram condizentes com a literatura. A curva de dessorcéo ndo se
sobrepds a curva de adsorcdo, mesmo apos inimeras repeticoes.

Os resultados da analise textural das amostras zeoliticas A e das
amostras submetidas ao procedimento de troca idnica estdo apresentados na
Tabela 5.

Deve-se ressaltar que as zedlitas Y apresentam area especifica mais
elevada do que as zedlitas A, devido ao tamanho de poro maior da zedlita Y
em comparacao com a zedlita A (BRECK, 1974).

Para ambas as zedlitas A os valores encontrados para a area superficial
sdo relativamente baixos, mas estdo coerentes com a literatura (XU et al.,
2007; GIANNETTO PACE et al., 2000). Os valores encontrados para a
constante Cpzpr €stdo um pouco abaixo do considerado ideal pela literatura,
porém, sao valores positivos diferentemente dos encontrados para a zedlita Y,
decorrente da dificuldade encontrada pelas moléculas de N2 entrarem nos
poros estreitos da zedlita A, fato este que também explica porque ndo foram
obtidas isotermas do tipo | para estas zedlitas extremamente microporosas. O
fato de ndo terem sido encontrados microporos corrobora o que foi discutido.

Tabela 5-Analise textural das amostras zeoliticas A da Baylith e Oxanyl.

Area Volume total Diametro Volume de
. Constante . .
Amostra especifica c de poros médio do microporos
(BET) (m2/g) BET (cm3/g) poro (A) (cm3/g)

NaA-B 25,90 21,49 3,08e-02 23,94 0
5AgA-TI-B 16,00 25,12 1,84e-02 23,07 0
NaA-O 24,20 7,68 2,92e-02 24,10 0
5AgA-TI-O 28,90 10,84 3,96e-02 27,45 0

4.1.5 Difracao de Raios X (DRX)

by

As amostras zeoliticas foram submetidas a andlise de difracdo de
raios X pelo método do p6. Os difratogramas apresentados nas Figuras 31 e 32

foram analisados com o auxilio do Banco de Dados JCPDS.
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Observa-se que a analise da zedlita de partida, NaY (Figura 31)
apresenta difratograma tipicos de zedlitas faujasitas e a Figura 32 apresentam
estruturas tipicas de zedlita do tipo A.

—— BAgY-TI —— 10 AgY-l
NaY —— 5 AgY-l
MaY
_J L ] l A
S TN SO W N TN
A L
i Lul N T
S IV R TR BN T PO
0 1 ID ;I:] 3|[| 4|5 E.I:] 0 1 ID I LID I E\IEI 4IEI I:]
2 theta 2 theta
(a) NaY e 5AQY-TI (b) NaY, 5AgY-le 10 AgY-I

—— ASDPY-I
NaY

_JL_,LLI J[ HLL_AJL..,_L_AJJL&V\A__H\_“_M_._A.

2 theta
(c) NaY e 5SDPY-I
Figura 31-Difratogramas da NaY e impregnadas e trocadas com prata.

A semelhanca entre os difratogramas das zeolitas de partida e as
modificadas ap0s o processo de troca com prata ou impregnacao revela que
estes processos ndo promovem qualquer modificacdo estrutural na zedlita
(BOSCHETTO et al., 2012; LIN et al., 2011; FERREIRA et al., 2012; FONSECA
e NEVES, 2013; SAINT-CRICQ et al., 2012; KULPRATHIPANJA, 2010).

Foram identificados os planos cristalogréaficos tipicos das zedlitas FAU e
LTA. O Anexo A apresenta tabelas com a correspondéncia entre 20

identificados, distancias interplanares e intensidades relativas. Nao foram
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encontrados em nenhum difratograma picos relativos ao Ag20 ou qualquer
outro composto de prata.

Os picos caracteristicos de zedlita FAU (Figura 31) dados em 26 = 6,24°,
15,70°, 23,69°, 27,08° e 31,43° atribuidos, respectivamente, aos planos
cristalograficos [111], [331], [622], [624], [804] foram observados tanto na
zeolita de partida como nas amostras submetidas aos procedimentos de troca
ibnica e impregnacao. Ja os picos caracterisiticos das zedlitas LTA (Figura 32)
sao dados em 206= 7,18°, 10,17°, 12,46°, 16,11°, 21,67°, 27,11° referentes,
respectivamente, aos planos cristalograficos [200], [220], [222], [420], [600] e
[642].

—— 5AgA-TI-B —— 5AgA-TI-O
MNaA-B NaA-0

2 teta 2 teta
(a) NaA-B e 5AgA-TI-B (b) NaA-O e 5AgA-TI-O
Figura 32- Difratograma das zeolitas A e trocadas com prata.

Como mencionado anteriormente, esperava-se (Qque 0S picos
caracteristicos da prata metélica em 26 = 38,21°, 44,51°, 64,51°, 77,51° fossem
detectados nos difratogramas de DRX de todas as amostras de Ag-zedlitas,
especialmente no caso de 5AgA-TI-O, pois esta amostra apresentou grande
quantidade de prata superficial. Apesar deste resultado ndo ser o esperado,
inUmeros autores incorporaram diversos teores de prata na estrutura zeolitica
por diversas metodologias diferentes e muitos deles também néo verificaram a
presenca de cristais de prata em seus difratogramas (GARZA et al., 2000;
LALUEZA et al., 2011a; LALUEZA et al., 2012; SAINT-CRICQ et al., 2012;
BOSCHETTO et al., 2012; FERREIRA et al., 2012; SHI et al., 2013).
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Sabendo-se que a regido de 26= 10°-20° é relacionada com a localidade
dos cations na estrutura zeolitica, observa-se entdo, que em todas as
amostras, tanto as preparadas a partir da zedlita Y como da A, houve uma
reducdo da maior parte dos picos caracteristicos, indicando uma redistribuicdo
dos cétions de balanceamento de carga na estrutura interna da zedlita
(SALAVATI-NIASARI, 2009; FERREIRA et al., 2012; FONSECA E NEVES,
2013).

Garza et al. (2000) afirmam que alteracGes nos padrbes de difracdo em
20= 29-30° sO ocorrerdo quando a quantidade de prata a ser impregnada for
muito elevada, sendo estas mudancas atribuidas a incorporagdo de Ag na
estrutura zeolitica.

Segundo Saint-Cricq et al. (2012) os picos de prata metalica ndo sao
observados devido ao fato de que o procedimento de troca idnica ocorre sem
reducdo das espécies de prata. Isto pode ser devido as condicdes
experimentais, especialmente na auséncia de luz durante o processo e/ou a
concentracao relativamente baixa de solucéo de nitrato de prata. Na verdade,
uma concentracdo mais elevada de prata pode permitir a presenca de cations
fracamente ligados que podem ser facilmente reduzidos com luz para induzir a
formacao de agregados, e, como resultado, levar a estruturacéo do cristal.

A cristalinidade relativa foi estimada pela intensidade dos picos de
difracdo caracteristicos de Ag-zeolita, em comparacdo com o padrdo das
zedlitas de partida, a qual foi definida como sendo de 100%. A cristalinidade foi
obtida comparando as intensidades de cinco picos atribuidos aos planos [111],
[220], [311], [331] e [533] para as amostras Y e 0s picos utilizados para o
calculo da cristalinidade da zedlita A foram [200], [220], [222], [420], [600]. A
metodologia utilizada foi baseada no método ASTM D 3906-80 (1991).

De uma maneira geral, houve diminuigdo das intensidades relativas dos
picos caracteristicos zeoliticos obtidas apos a incorporacéo de prata devido ao
blogueamento dos poros zeoliticos com pequenos Oxidos de prata gerados
durante a incorporacdo de prata, resultados também obtidos por Boschetto et
al. (2012).

Os valores obtidos para a cristalinidade relativa das amostras
preparadas a partir do suporte zeolitico Y foram: 81,27%; 50,83% e 90,24%
para as amostras 5AgY-TI, 5AgY-l e 5SDPY-I, respectivamente.
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A elevada cristalinidade obtida para a amostra 10AgY-TI, 93,4% pode
ser atribuida a retirada de material ndo cristalino durante o processo de
impregnacao, que é facilitada pelo meio aquoso e alta temperatura.

Houve uma grande diferenca de cristalinidades das amostras
preparadas com os suportes zeoliticos A da Oxanil e da Baylith. Observa-se
valores de cristalinidade de 84,92% e 52,72% para as amostra 5AgA-TI-O e
5AgA-TI-B, respectivamente.

A gueda brusca do valor de cristalinidade para a amostra 5AgA-TI-B
pode ser decorrente da presenca de impureza proveniente da troca ibnica e

ndo da diminui¢do da cristalinidade da zedlita em si.
4.1.6 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As curvas de aquecimento de calorimetria diferencial de varredura (DSC)
para o nitrato de prata e sulfadiazina de prata foram realizadas e os resultados

estdo na Figura 33.

[—Agn0O3 -] —]Sufadiazina de prata em po]

DSC (mW)
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—T T T T T T T T T T T T T T T T T —T—T—7 T T 71— T
-50 a 50 100 150 200 2850 200 3250 400 450 500 550 800 o 100 200 300 400 500 800

Temp (C) Temperatura ("C)
(a) Nitrato de prata (b) Sulfadiazina de prata
Figura 33-Curva de aquecimento de calorimetria diferencial de varredura para (a) nitrato de
prata e (b) sulfadiazina de prata.

Na Figura 33a, observa-se a presenca de trés picos endotérmicos bem
definidos. Os picos em 150°C e 210°C correspondem a perda de agua, de
hidratac&o e/ou cristalizacdo do nitrato de prata. O pico a 424°C corresponde a
sua decomposicdo. Na Figura 33b, curva referente a sulfadiazina de prata,
nota-se uma regido endotérmica entre 50 e 300°C que pode ser associada a

perda de agua de hidratacdo. A 300°C inicia-se uma longa regido endotérmica
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que deve estar associada a decomposicdo da sulfadiazina de prata
(CAMARGO, 2011).

Andlise de DSC também foi realizada para todas as zedlitas de partida,
NaY, NaA-B e NaA-O e para as amostras trocadas ou impregnadas

apresentadas nas Figuras 34 e 35.
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Figura 34- Curva de aquecimento de calorimentria diferencial de varredura para zeélita NaY e
impregnadas ou trocadas com prata.

As curvas da Figura 34 seguem o padrdo normal da zeolita Y. Estas
apresentam 3 picos caracteristicos, pico endotérmico em 100-400°C e picos
exotérmicos em 760° e 793°C. O primeiro pico corresponde a perda de
umidade na zedlita (H20 fisissorvida) e o segundo pode ser relacionado com a
perda de agua de hidratacdo. Até o terceiro pico nenhuma mudanca estrutural
ocorre, porém em 800°C ocorre colapso da estrutura para um residuo amorfo

(Breck, 1974).
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Através da Figura 34, pode-se observar que para as amostras zeoliticas
Y, aproximadamente em 250°C verifica-se a presenca de um ombro
endotérmico. Como esse ombro também est4 presente na amostra NaY pura
sugere-se que este é devido a decomposicdo das hidroxilas ou, segundo
Yamada et al. (2005), este ombro pode ser decorrente da desidratacao de ions
sodio hidratados localizados na estrutura da zedlita. Como as andlises foram
realizadas até 600°C, devido a limitagdes do equipamento, sO foi possivel
observar os picos endotérmicos.

A Tabela 6 apresenta valores de variacdo de entalpia nos pontos de
transicdo. Nota-se sempre maior energia absorvida para liberacdo de H20
fisiossorvida por ser sempre em maior quantidade do que a de hidratacao.

Tabela 6-Temperaturas e entalpias obtidas por calorimetria diferencial de varredura para
amostras zeoliticas Y.--

Amostra T1 (°C) T2 (°C) AH1 (3/g) AH, (J/g)
NaY 105,10 256,50 371,10 6,45
5AgY-TI 94,70 257,35 355,26 49,23
5AgY-I 88,28 285,61 353,09 1,35
10AgY-I 98,71 258,50 407,69 14,58
5SDPY-I 105,93 256,32 374,38 3,68

A zeolita A, assim como a zeOlita Y, apresenta trés picos principais
caracteristicos: pico endotérmico entre 25-300°C, pico exotérmico em 860°C e
mais um pico exotérmico em 910°C. O primeiro pico € decorrente de perda de
umidade da zedlita, o segundo, colapso da estrutura, e o terceiro é uma
mudanca de fase. Apresenta estrutura estavel até 700°C e em 800°C a
estrutura € recristalizada para beta-cristobalita na qual € uma derivada da
cristobalita (BRECK, 1974).

Na Figura 35 pode-se observar um ombro endotérmico fraco em
aproximadamente 50°C referente a dessor¢do de moléculas de &gua
fracamente retidas na superficie zeolitica. Os picos endotérmicos obtidos entre
120-130°C sao relativos a perda de agua fisissorvida e/ou de hidratacdo dos

cations sodio.
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de calorimetria diferencial de varredura para zedlitas A e
trocadas com prata.

A Tabela 7 apresenta os valores da variacdo de entalpia

correspondentes aos picos endotérmicos encontrados. O valor de AH1 para a

zedlita NaA-B foi substancialmente maior que os valores obtidos para as

demais. Nao foi encontrada nenhuma justificativa na literatura pesquisada.

Tabela 7-Temperaturas e entalpias obtidas por calorimetria diferencial de varredura para

amostras zeoliticas A.

Amostra T1 (°C) T2 (°C) AH1 (J/g) AH2 (J/g)
NaA-B 132,81 483,96
5AgA-TI-B 126,00 245,66
NaA-O 125,33 257,21 212,66 16,12
5AgA-TI-O 120,68 282,53 194,31 57,38

4.1.7 Analise Termogravimétrica (ATG)

A estabilidade térmica do nitrato de prata, da sulfadiazina de prata e das

zellitas utilizadas neste trabalho foi analisada por termogravimetria. Os

resultados obtidos podem ser visualizados nas Figuras 36 a 38. A Tabela 8

apresenta a perda de massa cumulativa total (%) até a temperatura de 700°C

observada para as zedlitas puras e as submetidas aos procedimentos de troca

ibnica e impregnacao.
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Figura 36-Curva termogravimétrica de (a) nitrato de prata e (b) sulfadiazina de prata.

O nitrato de prata apresentou perda de massa entre 400 e 550°C com
uma perda total de 35,35% referente a sua decomposicdo. Ja a sulfadiazina de
prata apresentou sua maior perda de massa na faixa de temperatura de 250-
350°C, com uma perda total de 51% referente a sua decomposigao.

Para as zedlitas foi observado apenas um patamar de perda de massa,
geralmente entre 50 e 200°C para todas as amostras.

Observa-se que para as amostras 5AgY-Tl, 5AgA-TI-B e 5AgA-TI-O,
houve uma menor perda de massa final quando comparada com as zedlitas de
partida. Este fato se deve ao procedimento de incorporacdo de prata no
suporte zeolitico, troca idnica, no qual a prata se encontra na forma de ions e
em quantidade superior ao encontrado nos suportes impregnados, o que
confere menor higroscopicidade & amostra, resultando em menor retencdo de

agua e maior estabilidade.

Tabela 8-Perda de massa cumulativa para as amostras zeoliticas

Amostra Perda de massa total (%)
NaY 15,17
5AgY-TI 14,09
5AgY-I 16,73
10AgY-I 15,19
5SDPY-I 17,16
NaA-B 19,30
5AgA-TI-B 8,42
NaA-O 14,35

5AgA-TI-O 14,15
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4.1.8 Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

A espectroscopia de infravermelho tem provado ser uma técnica muito
informativa e poderosa para a caracterizacdo de materiais zeoliticos. A maioria
dos espectrometros de infravermelho mede a absorgéo de radiagdo na regido
do infravermelho médio do espectro eletromagnético (4000 - 400 cm™). Nesta
regido do espectro, a absorcdo é devida a varios modos de vibracdo da
amostra. A andlise destas bandas de absor¢cdo de vibracdo fornece
informacdes sobre as espécies quimicas presentes. Isto inclui informacédo
sobre a estrutura da zeolita, bem como outros grupos funcionais que possam
estar presentes como um resultado da forma como o material foi sintetizado e
tratado (por exemplo, troca i0nica, impregnacdo, calcinacdo, etc.)
(KULPRATHIPANJA, 2010, SHAMELI et al., 2011; LOIOLA et al., 2012).

Flanigen et al. (1971 apud WEITKAMP, 1999) mostraram que 0 espectro
infravermelho na regido 1300 a 300 cm™ é uma ferramenta importante para
indicar mudancas estruturais na zedlita. As bandas nesta regido podem ser
classificadas em duas categorias:

1) Insensiveis a estrutura da zeolita, correspondendo as vibracfes

internas em tetraedros TOa.

2) Sensiveis a topologia da rede, correspondendo a vibracGes das

ligacOes externas entre tetraedros.

Em relacdo as vibracdes insensiveis a estrutura, as bandas mais
proeminentes ocorrem em: 1250-950 cm™, 720-650 cm™ e 500-420 cm,
atribuidas ao estiramento assimétrico, estiramento simétrico e deformacédo
angular, respectivamente. Similarmente, bandas em 650-500 cm™ e 420-300
cm sdo atribuidas as ligacGes externas, e sdo referentes aos anéis duplos de
quatro membros (DR4) ou anéis duplos de seis membros (DR6) e vibragdes de
abertura de poros, respectivamente. Vibracdes de estiramento simétrico e
assimétricos sensiveis a estrutura (ligacdes externas) podem ser observadas
nas bandas de absorcdo entre 820 a 750 cm?® e 1150 a 1050 cm™,
respectivamente (FLANIGEN et al., 1971 apud WEITKAMP, 1999; YAMADA et

al., 2005). Um resumo dos modos de vibra¢cdes é apresentado na Tabela 9.
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Nas zedlitas, a regido entre 3700 a 3500 cm™ caracteriza-se pela
presenca de grupos T-OH, sendo uma hidroxila da molécula de agua ligada ao
oxigénio da estrutura (BRECK, 1974; LIN et al., 2011; FERREIRA et al., 2012).
A presenca caracteristica de agua na estrutura zeolitica origina uma banda de
absorcdo na regido de 1600 a 1650 cm™ (MOZGAWA, 2000).

Tabela 9-Bandas vibracionais caracteristicas das zedélitas.

Modo de vibracbes Frequéncia (cm™)
Estiramento assimétrico 1250-950
LigacBes internas Estiramento simétrico 720-650
Deformacéo angular 500-420
Anéis duplos 650-500
LigagBes externas Apertura de.poros 420-300
Estiramento simétrico 820-750

Estiramento assimétrico 1150-1050 (ombro)

FONTE: Flanigen et al. (1971) apud WEITKAMP (1999).

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho, mostrando as
mudancas estruturais das zedlitas Y e A antes e apds as trocas i6nicas ou
impregnacgdes sao apresentadas nas Figuras 39-41.

A Tabela 10 ilustra os principais picos obtidos referentes as vibracoes
encontradas na zedlita de partida NaY e nas zedlitas Y submetidas aos
procedimentos de troca ibnica e impregnacdo. Todas as bandas
correspondentes as vibracdes da rede observadas por Flanigen et al. (1971
apud WEITKAMP, 1999) na regido espectral de 1300-400 cm™? foram
identificadas. Nenhuma mudanca brusca nesta regido espectral foi observada
apos a incorporacdo de prata para a amostra submetida ao procedimento de
troca ionica, 5AgY-TI, o que fornece mais evidéncias de que a estrutura
permanece inalterada, de acordo com resultados de DRX e MEV.

Tabela 10-Bandas vibracionais obtidas para zedlita NaY e amostras trocadas e impregnadas.

AtribuicGes NaY 5AgY-TI 5AgY-l 10AgY-l 5SDP-I

T-OH superficiais 3470 3470 3470 3470 3470

Agua zeolitica 1643 1643 1650 1650 1650

E. assimétrico 1143 1143 1143 1143 1140

Internos E. simétrico 720 721 721 720 720
Deformacéo angular 501/461  501/461 501/461 502/460 502/460

Anéis duplos (D6R)s 577 579 580 575 580

Externos E.simétrico 791 791 792 788 792

E. assimétrico 1026 1026 1026 1027 1027
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Outros autores também verificaram que apds a incorporacdo de prata
ndo houve alteracdo na estrutura faujasitica das zedlitas estudadas, pois tanto
as zedlitas impregnadas como as de partida apresentaram as mesmas bandas
de absorcao zeoliticas (FERREIRA et al., 2012; LIN et al., 2011; SHAMELI et
al., 2011).
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Figura 39-Espectro de FTIR da zedlita NaY, trocadas e impregnadas com prata e nitrato de
prata.

Mesmo ndo sendo observadas alteragfes nas regides espectrais de
1300-400 cm?, para as duas zedlitas submetidas ao procedimento de
impregnacao, 5AgY-l e 10 AgY-I (Figura 39 b) observou-se o aparecimento de
trés picos localizados em 1300, 1320 e 1383 cm™. Os dois primeiros sdo
bandas de vibracdo de NO; em 1400-1300 cm™, ou seja, no procedimento de
calcinacdo n&o houve decomposicdo completa do AgNOs. A banda em
1383 cm também foi identificada no espectro de IR do nitrato de prata sendo

atribuida a vibracdo de grupos N-O (Figura 39c) (GARZA et al.,, 2000). A
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presenca do ion nitrato ndo era esperada, uma vez que a calcinagao ocorreu a
500°C, valor que corresponde a perda de massa do nitrato de prata encontrado
na andlise de termogravimetria & temperatura programada.
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Figura 40-Espectro de FTIR da zedlita NaY, 5SDPY-I e SDP pura.

Para a amostra 5SDPY-I (Figura 40a) observa-se claramente que nao
ocorreram mudancas na regido espectral de 1300-400 cm™ e ndo houve
deslocamentos nem alargamentos bruscos nas bandas caracteristicas, nao
ocorrendo quedas elevadas de cristalinidade quando comparada com a zedlita
de partida Y, fato este que corrobora os resultados obtidos por DRX. No
entanto, assim como observado para as amostras impregnadas com nitrato de
prata, as amostras impregnadas com sulfadiazina de prata apresentam picos
que também podem ser identificados no espectro de IR da sulfadiazina de
prata em p6é (Figura 40b), sendo estes 1552, 1500, 1420 e 1356 cm*
correspondentes a ligacdo S=0 sugerindo que a molécula de sulfadiazina esta
adsorvida na superficie zeolitica (SZEJTLI, 1998 apud CAMARGO, 2011).
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Figura 41- Espectro de FTIR da zedlita A e trocada com prata.

As zedlitas NaA-B e 5AgA-TI-B (Figura 4la) apresentaram 0S picos
caracteristicos da agua em 3500 e 1650 cm, estiramento simétrico e
estiramento assimétrico em 1011 e 670 cm™, a presenca de anéis duplos de 4
membros (DR4) em 557 cm e deformagdo angular em 461 cm™, estando em
conformidade com Breck (1974). Ndo houve a presenca de nenhum pico
adicional, porém observou-se um aumento da banda caracteristica referente ao
estiramento assimétrico dos tetraedros internos zeoliticos (1011 cm). Isto
pode mostrar indicios de que se o tratamento térmico fosse por um tempo mais
prolongado ou com uma temperatura mais alta poderia levar a amorfizacdo da
amostra. Fato este estudado por Yamada et al. (2005) que verificaram que
apos tratamento térmico as bandas em 560 cm™ para anéis duplos de quatro
membros, 1010, 660 e 460 cm™* para a vibracao interna das ligagées T-O foram
ou ampliadas ou desapareceram e houve também o aparecimento de bandas
amplas a 710 e 470 cm™, que sdo caracteristicos de silicato de aluminio
amorfo.

As zedlitas NaA-O e 5AgA-TI-O (Figura 41b) apresentaram 0S picos
caracteristicos da agua em 3500 e 1664 cm, estiramento simétrico e
estiramento assimétrico em 992 e 671 cm?, deformacéo angular em 458 cm e
a presenca de anéis duplos de 4 membros (DR4) em 556 cm, estando em
conformidade com Breck (1974). A zeolita de partida apresentou um pico em
1436 cm®. Nao foi encontrada nenhuma atribuicdo a ela na literatura
pesquisada. Como apOs a troca ibnica com prata este pico ndo esta mais

presente e as analises de TXRF e EDX ndo apresentam componentes que ndo
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sejam os esperados (Si, Al, Na, Ag, O), sugere-se gue este pico era decorrente
de algum material contaminante e com as sucessivas lavagens para a retirada
de NaNOs tenha sido retirado também este material. No espectro de RMN de
27Al foi identificado aluminio tetraédrico relacionado a impurezas de sintese na
zeodlita de partida NaA-O, fato que corrobora os resultados obtidos no espectro
de infra-vermelho desta zedlita.

Observa-se que apos a troca ibnica, todas as amostras submetidas a
esse tratamento ndo apresentaram banda de vibragdo do NO; entre 1400 e
1300 cm™* (GARZA et al., 2000). Por este motivo, supde-se que a prata esteja
na rede zeolitica ocupando sitios de troca ibnica e que todo nitrato foi retirado
do suporte zeolitico através das etapas de lavagem, sob a forma de nitrato de

sodio, obedecendo a seguinte reacdo (Equacéo 15):

Na -7+ A9N03(solu<;ao) - Ag —Z + NaNO; (15)

Onde Z é a zedlita.

Com excecdo da amostra 5SDPY-lI, quando a zeolita sodica foi
impregnada com prata, observou-se um leve deslocamento das bandas de
vibracdo. Este fato pode ser atribuido a natureza dos ions na rede zeolitica,
pois a posi¢do de um cation na zedlita é influenciada pelo seu potencial i6nico
(RODRIGUEZ-FUENTES et al., 1998).

4.1.9 Atividade antimicrobiana em meio sélido- Difusao em placa

Os agentes patogénicos isolados mais comuns de uma ferida de
gueimadura séo Staphylococcus aureus (75%), Pseudomonas aeruginosa
(25%), Streptococcus pyogenes (20%), e varios bacilos coliformes (5%). Outros
estreptococos, organismos anaerobios e fungos como a Candida albicans e
Aspergillus fumigatis também podem causar infeccoes (EDWARDS-JONES e
GREENWOOD, 2003).

Assim, todos os testes de inibicdo microbiana foram realizados utilizando
as bactérias P. aeruginosa e E. coli como representantes das bactérias Gram-
negativas e S. aureus como Gram-positiva. Como Candida albicans também

apresenta potencial para causar infecgdes, esta também foi utilizada.
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Considera-se colonizacdo microbiana quando a contagem de coldnias
ndo ultrapassa 100.000 por grama de tecido (10°col/g tecido ou 10° UFC/mL)
(RUSSO, 1976; GOMES et al., 2001). A partir deste valor, considera-se
infeccdo, ou potencial de invasdo. Assim, os experimentos foram realizados
com uma quantidade de 10° UFC/mL a fim de avaliar se os materiais
confeccionados séo realmente ativos contra as linhagens testadas.

O método utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana das zeolitas
com prata sintetizadas foi o método de Difusdo em Agar, comumente utilizado
em analises rotineiras de susceptibilidade antimicrobiana realizadas em
hospitais para avaliacdo da resisténcia de culturas bacterianas a antibigticos.
Este método baseia-se na medicdo de zonas de ndo crescimento que podem
ser visualizadas ao redor dos discos que possuem propriedades
antimicrobianas para a cultura de micro-organismos testados. Essas zonas de
nao crescimento também podem ser denominadas como zonas de inibicéo, e
quanto maior o didmetro dessas zonas formadas, maior a caracteristica
antimicrobiana do filme para a bactéria testada (HABEEB et al., 2007).

Os resultados encontrados para os experimentos realizados encontram-
se na Tabela 11 e uma fotografia para cada zedlita e micro-organismo testado
é apresentado no Apéndice B.

Para melhor comparacdo entre a amostra e o controle, os dois foram
sempre colocados na mesma placa para ficarem sob as mesmas condicdes de
incubacéo, pH, temperatura, e quantidade de micro-organismos, a fim de gerar

resultados confiaveis.

Tabela 11-Tamanho dos halos resultantes

Diadmetro do halo de inibicdo (mm)

Amostra P. aeruginosa E. coli S. aureus C. albicans
5AgY-TI 22,80+0,47 20,35+2,25 18,10+2,33 24,01+1,38
5AgY-I 19,95+0,59 19,95+2,15 17,70+1,11 18,90+0,97
10AgY-I 23,05+1,62 19,10+1,80 20,00+1,12 24,45+1,60

5AgA-TI-B 23,20+0,75 21,20+1,93 21,20+0,87 23,87+0,59
5AgA-TI-O 17,70+0,36 16,75+0,35 16,30+0,90 18,21+0,80

N&o foi realizada a analise de Difusdo em agar para as zedlitas de
partida, NaY, NaA-B e NaA-O, pois, varios autores demostraram que estas nao

exibem atividades antimicribianas sugerindo que o0 comportamento

antimicrobiano é devido a presenca de prata na estrutura das zeodlitas
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(KWAKYE-AWUAH et al.,, 2008; KAWAHARA et al., 2000; FERREIRA et al.,
2012). A zedlita é entdo, a responséavel pela liberacdo lenta e sustentada dos
ions de prata da estrutura para o0 meio onde se encontram 0s microrganismos.

Para todas as zedlitas testadas observa-se que as espécies Gram-
negativas (P. aeruginosa e E. coli) foram mais suscetiveis a acdo da prata do
que a bactéria Gram-positiva (S. aureus), ou seja, o diametro do halo de
inibicdo foi o seguinte: P. aeruginosa (Gram -)> E. coli (Gram -)> S. aureus
(Gram +). Este fato € atribuido a diferencas na composicdo das paredes
celulares destas bactérias. As Gram-positivas apresentam maior resisténcia
aos ions Ag* devido a sua parede celular conter uma maior quantidade de
peptidioglicanos (3-20 vezes), fornecendo uma barreira adicional contra os
agentes antimicrobianos (KAWAHARA et al., 2000; LALUEZA et al., 2011b).

C. albicans se mostrou sensivel & acdo de Ag-zedlitas. Estes resultados
também foram obtidos por Ferreira et al. (2012) que atribuiram esse fato a
complexa organizagdo celular das células eucaridticas e/ou a estrutura da
parede celular. A prata ataca a membrana plasmatica da levedura resultando
na formacdo de poros o que interrompe o potencial de membrana, inativa o
processo de brotamento e subsequentemente ocorre morte celular.

Deve-se observar que como 0s meios nutritvos TSB ou TSA
apresentam em sua composi¢ao proteinas e cloreto de sédio (5,00 g/L) estes
provavelmente inativaram uma parcela significativa do ion Ag* liberado a partir
de zedlita (KAWAHARA et al., 2000; MATSUMURA et al., 2003).

Para as zedlitas com a mesma quantidade de prata trocada tedrica e
mesmo procedimento (troca ibnica), 5AgY-TI, 5AgA-TI-B e 5AgA-TI-O, contra
0S Mesmos micro-organismos, observou-se uma diferenca no diametro do halo
de inibicdo, pois sugere-se que o0 estado de oxidac&do da prata desempenha um
importante papel na atividade antimicrobiana. Através da analise de XPS,
Ferreira et al. (2012) verificaram uma maior atividade antimicrobiana da zedlita
AgY contra E. coli e Bacillus subtilis por apresentar prata na forma idnica
guando comparada com AgX na forma de prata metélica.

O efeito antimicrobiano da prata depende da sua biodisponibilidade.
Muitos materiais incluem prata em forma de ion (ou seja, a sulfadiazina de
prata, nitrato de prata, tiossulfato de prata, zedlitas trocadas com prata, etc),

outros contém prata na forma metdlica. Outros materiais, como o oOxido de
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prata (I) tiram proveito de sua baixa solubilidade em ambientes aquosos para
liberar lentamente ions de prata, como os Ag(OH); (LALUEZA et al., 2011b).

Os elevados valores encontrados para o diametro do halo de inibicdo do
nitrato de prata utilizado como controle positivo sdo decorrentes da alta dose e
da biodisponibilidade imediata de prata i6nica. Para todas as zedlitas testadas,
a quantidade de prata impregnada ou trocada na zedlita € menor do que a
quantidade do controle positivo devido aos processos de difusdo dentro dos
poros zeoliticos e/ou difusdo-meio que controlam a quantidade de prata ibnica
liberada. No entanto, para muitas aplicacbes praticas, inclusive para a
formulacdo de curativos para queimaduras, é desejavel um reservatério de
material a partir do qual a prata é liberada lentamente, para se obter um efeito
bactericida controlado e prolongado.

Observa-se que para todas as bactérias testadas a amostra 5AgA-TI-O
apresentou o menor diametro de halo de inibicdo quando comparada com as
outras amostras zedliticas com prata. Apesar do grande teor de prata obtido
por TXRF e EDX (segcdo 4.1.2), esta amostra apresentou uma acao
antimicrobiana reduzida devido aos grandes clusters metalicos presentes
liberarem Ag* muito lentamente, fato também verificado por LALUEZA et al.
(2011b), ao passo que nas demais amostras a presenca destes foi minima e
até mesmo ndo observada através da andlise de microscopia eletrénica de
varredura (sec¢éo 4.1.3).

Segundo Lalueza et al. (2011b) muitas vezes a quantidade total de prata
em contato com as bactérias ndo é importante, fato este que pode ser
observado neste trabalho contra E. coli, na qual a amostra 5AgY-l apresentou
um maior halo de inibicho quando comparada com 10AgY-l, sendo que a
primeira apresenta metade da concentracdo de prata tedrica da segunda. No
entanto, a capacidade com que a prata gera ions Ag* parece ser o principal
fator de atividade antimicrobiana. No caso deste trabalho, maior quantidade de
Ag* foi liberada a partir da zedlita com menor quantidade de prata.
Provavelmente as zedlitas com menores teores apresentaram clusters
menores.

Para as amostras zeoliticas sintetizadas neste trabalho a ordem obtida

de eficiéncia antibacteriana contra P. aeruginosa e S. aureus foi: 5AgA-TI-
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B>10AgY-I>5AgY-TI>5AgY-I>5AgA-TI-O. Esta ordem pode ser explicada como
um resultado da facilidade com que os ions Ag* sdo gerados em cada material.

Um fator adicional que aumenta a eficiéncia das zedlitas nas quais ndo
houve a formacgéo de clusters, principalmente para a zeodlita 5AgA-TI-B, é que
0s ions Ag* estdo presentes ao longo da estrutura. Desta forma, mesmo que
alguns poros ou até mesmo um cristal inteiro tornem-se bloqueados pela
formacao de biofilme bacteriano, a liberacdo de Ag* pode se dar através de
outras faces cristalinas, usando uma rede porosa 3D dentro do cristal da zeolita
(LALUEZA et al., 2011b).

As amostras 5AgY-l e 10AgY-l apesar de serem calcinadas para a
fixacdo de Ag20 na superficie e nos poros e cavidades da zedlita, podem se
solubilizar e liberar ions livres de prata (COTTON e WILKINSON, 1996; apud
LALUEZA et al., 2011b). Esta ag&o bactericida foi anteriormente demonstrada
em Ag20 dopada em vidros bioativos (BELLANTONE et al., 2002). Observa-se
também que na andlise de FTIR foi verificado que ainda havia a presenca de
nitrato de prata. Este fato sugere que estas amostras podem apresentar prata

na forma de ions.



Resultados e Discussdo 81

4.2 Caracterizacao dos filmes poliméricos

Com base em ensaios preliminares, verificou-se que era necessario a
adicao de agente plastificante para reduzir a fragilidade dos filmes de quitosana
com zeodlitas. Os plastificantes tém a funcdo de reduzir as forcas
intermoleculares suavizando a rigidez da estrutura do filme e aumentando a
mobilidade das cadeias biopoliméricas, melhorando assim as propriedades
mecanicas. Foi adicionado glicerol em todos os filmes biopoliméricos por este
ser indicado em aumentar a flexibilidade do filme, reduzir a resisténcia,
aumentar a elasticidade e melhorar as propriedades de barreira ao vapor de
adgua (GONTARD et al., 1993).

Como se utiliza 4cido acético para a solubilizacdo da quitosana € pratica
comum realizar uma etapa de neutralizacdo dos filmes com uma solucéo de
hidroxido de sodio (DALLAN, 2005). Porém, esta etapa nédo é indicada quando
a aplicacdo é destinada ao uso como curativos para queimaduras, Ulceras de
perna ou até mesmo em processos de regeneracdo de pele, pois tracos de
hidréxido de sédio podem retardar a cicatrizacdo ou causar reacdes alérgicas
nos pacientes (CERVERA et al., 2004; KWEON et al., 2001; SHU et al., 2001;
CANER et al., 1998). Dessa forma esta etapa néo foi realizada neste trabalho,
pois, além disso, foi constatado que, quanto maior a quantidade de glicerol na
composi¢do das membranas, mais facilmente ocorre a saida do acido acético.
Outra importante observacdo se faz quanto as interacdes existentes entre a
quitosana e o glicerol, que séo do tipo ligacdo de hidrogénio (BROWN et al.,
2001). Uma possivel explicacdo para a maior estabilidade das membranas
quando da adicao de glicerol se faz pela facilidade quanto a retirada do &cido
acético residual durante a etapa de secagem dos materiais, ndo ocorrendo,
posteriormente, a dissolucdo das membranas quando estas sao imersas em
meios aquosos pela acidificagdo dos mesmos (BROWN et al., 2001).

Outro motivo de ndo se ter utilizado a etapa de neutralizacdo é que
depois dessa seriam necessarias sucessivas lavagens, a fim de retirar o
excesso de NaOH. Essas sucessivas lavagens poderiam comprometer
diversas propriedades dos filmes bem como lixiviar parcialmente a prata retida

nos filmes.
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Agentes reticulantes sdo moléculas com pelo menos dois grupos
funcionais reativos, que permitem a formagdo de pontes entre as cadeias
poliméricas da quitosana (BERGER et al.,, 2004; BEPPU et al.,, 2007;
MARTINEZ et al., 2007). Muitos artigos relatam o uso de glioxal e
glutaraldeido. Entretanto, a principal desvantagem desses reagentes é que sao
considerados toxicos. Por exemplo, o glutaraldeido é conhecido por ser
neurotoxico e o glioxal é conhecido por ser mutagénico (BERGER et al., 2004;
BEPPU et al., 2007; MARTINEZ et al., 2007).

A principal limitacdo da aplicacdo de agentes reticulantes quimicos € a
possivel presenca de tracos de materiais livres, gerados pela ndo reacdo com o
polimero, acarretando o risco de formacéo de produtos toxicos por reacao entre
0 substrato e o agente reticulante, durante o processo de biodegradacéo in vivo
(BERGER et al., 2004; FIDELES, 2010; WANG et al., 2010a; CAMPOS et al.,
2009). Pelos motivos apresentados, os agentes reticulantes nao foram
utilizados para a sintese dos filmes poliméricos.

Todas as zeolitas caracterizadas anteriormente foram adicionadas nos
filmes de quitosana e para efeitos de comparacdo foram sintetizados alguns
filmes adicionais:

-Filme de quitosana pura

-Filme com NaY pura

-Filme com sulfadiazina de prata pura

Os filmes de quitosana com ou sem zedlitas foram caracterizados

quanto as suas propriedades fisico-quimicas, mecanicas e de barreira.

4.2.1 Avaliacao macroscopica e avaliacao da cor

Na Figura 42 sdo mostradas as zeolitas de partida, NaA-B, NaA-O, e NaY
e na Figura 43 sdo apresentadas as zedlitas impregnadas ou trocadas e dos
filmes sintetizados, todos fotografados com uma maquina fotografica digital
tomados sobre um fundo branco (folha de papel).

As espessuras dos filmes de quitosana pura obtidos foram de 0,040-
0,055 mm e para os filmes com zedlita de 0,055-0,070 mm.
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(b)NaA-B moida (c) NaA-O
Figura 42-Zedlitas de partida

.

(a) Filme de quitosana (b) Filme com SDP (c) Zedlita NaY Pura  (d) Filme NaY pura

(e) Zedlita 5AgY-TI (f) Filme 5AgY-TI (9) Zeolita 5AgA-TI-B  (h) Filme 5AgA-TI-B
(i) Zedlita 5AgA-TI-O () Filme 5AgA-TI-O () Zedlita 5AgY-I (m) Filme 5AgY-I
(n) Zedlita 10AgY-I (0) Filme10AgY-I (p) Zedlita 5SDPY-I () Filme 5SDPY-I

Figura 43-Zedlitas impregnadas ou trocadas, puras ou em filmes poliméricos.

Os filmes de quitosana pura (Figura 43a) apresentaram uma coloracdo
levemente amarelada, transparentes, flexiveis e com boa resisténcia ao

manuseio. Macroscopicamente apresentaram superficie uniforme sem a
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presenca de defeitos tais como pequenos orificios, fissuras ou macroporos,
resultado este também obtido por Estevam et al. (2012), Wang et al. (2008a),
Wang et al. (2008b) e Araujo et al. (2012). A adicdo de zeolitas promoveu um
aumento na opacidade dos filmes e sua rigidez. Macroscopicamente a zedlita
se encontrava bem dispersa nos filmes poliméricos.

A cor amarelada da maioria dos filmes se deve principalmente a
quitosana (Figura 43a) e para os filmes contendo sulfadiazina de prata pura a
coloracdo é mais proxima de cinza (Figura 43b). Pode-se observar que para os
filmes com as zedlitas, a cor amarela é intensificada ainda mais quanto maior
for a concentracdo de prata e depende do tipo de processo de incorporacao
desta na zedlita (impregnacdo ou troca ibnica).

A diferenca de cor obtida para os filmes com zedlitas pode ser explicada
pela coloracdo que a zedlita adquiriu depois dos procedimentos de troca iGnica
ou impregnagao.

Quando uma zedlita A ou Y é impregnada com prata, alterac6es de cor
sdo observadas durante a desidratacdo destas. As zeolitas A passam da cor
branca, na sua forma hidratada, para laranja, totalmente desidratada. A zedlitas
Y passam da cor branca para amarelo dourado.

Kim e Seff (1977 apud MAYORAL et al., 2013) atribuiram esta mudanca
de cor a presenca de clusters de octaedros Ag6 parcialmente reduzidos na
estrutura sodalita (Figura 44). Em contraste, Jacobs et al. (1977 apud GEILENS
et al., 1981) propuseram que a coloracdo era devida a presenca de clusters
lineares Ag3 (caixa superior direita na Figura 44). A Figura 44 mostra o modelo
proposto para a AgA desidratada, onde os &tomos vermelhos correspondem ao
oxigénio, os atomos em azul sdo de silicio ou aluminio. Os atomos em cinza
séo Ag (Figura 44).

Deve-se ressaltar que Clusters de prata podem também ser formados no

interior de zedlitas do tipo faujasita quando ocorre reducdo em 400 a 600°C.
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Figura 44-Representagéo esquematica dos clusters Agé em zedlita A.
FONTE: MAYORAL et al., 2011.

Independente das duas teorias apresentadas, a intensificacdo da cor
amarela aumenta com o numero de clusters formados para a zedlita Y
(GEILENS et al., 1981). Como neste trabalho a zedlita NaY foi impregnada com
5 e 10% de prata em uma temperatura de calcinacdo acima de 400°C, 5AgY-Il e
10Ag-1, respectivamente (Figuras 43m e 430), houve a formacao de cluster o
que conferiu as zedlitas forte coloracdo amarelo-dourada e assim aumento do
parametro croma b* (Tabela 12).

Na zedlita 5AgY-TI preparada pelo processo de troca idnica, como nao
houve a etapa de calcinacdo, ndo se observou a formacdo de cluster,
permanecendo assim na coloracdo branca como a zedlita de partida NaY. Para
as demais zedlitas submetidas ao processo de troca i6nica, 5SAgA-TI-B e 5AgA-
TI-O, também n&o houve mudanca em sua coloracdo, permanecendo da cor de
suas zedlitas de partida (Figuras 43b e 43c). Assim, todas as zedlitas
submetidas ao procedimento de troca idnica apresentaram parametro croma b*
menor do que o obtido pelo filme de quitosana puro e os menores valores de
diferenca total de cor (4E*) ficando apenas atras do filme com NaY pura e
5SDPY-I.

Cabe ressaltar que o valor obtido do parametro croma b* para o filme com
5SDPY-lI é porque esta zeodlita, mesmo modificada pelo procedimento de
impregnacao, ndo foi calcinada devido a baixa temperatura de decomposicao
da sulfadiazina de prata, resultando em n&o formacdo de cluster e né&o

obtencéo de forte cor amarelada.
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Os filmes poliméricos sintetizados com zeolita 5AgY-l e 10AgY-l mesmo
apresentando uma coloragdo amarelo escuro ndo apresentam uma coloracao

gue ocasionaria um problema sob o ponto de vista de aceitagcéo pelo paciente.

Tabela 12-Parametros croma e diferenca total de cor dos filmes de quitosana com zedlita ou
sulfadiazina de prata em relacdo ao filme somente com quitosana

Filmes de Pardmetros de Croma Diferenca total
guitosana com: L* a* b* de Cor (4E¥%)
Quitosana Pura 92,540,23 -1,7541,94 12,53+0,87 -

5AgY-TI 92,7940,02 0,7440,02 2,060,375 11,41
5AgA-TI-B 90,7440,02 1,18+0,08 3,74+40,25 10,09
5AgA-TI-O 88,48+0,12 1,72+0,235 6,60+0,02 8,59

5AgY-I 83,0740,91 2,08+4,12 35,88+0,51 25,94

10AgY-I 84,51+0,99 2,69+4,17 38,0240,39 27,53
SDP Pura 90,9540,09 0,8240,04 -0,46+0,59 13,95

5SDPY-I 90,6540,02 1,19+40,13 7,07+0,06 7,16
NaY pura 91,8940,02 -0,02+0,13 6,03+0,06 7,39

4.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) da
superficie dos filmes poliméricos com aumento de 500 vezes e da secado
transversal das mesmas com um aumento de 3000 vezes sdo apresentadas
nas Figuras 45-48.

Observa-se pela Figura 45 que o filme de quitosana pura apresentou-se
como uma matriz compacta, sem defeitos aprecidveis e auséncia de
macroporos, resultados estes também condizentes com o0s obtidos por
Estevam et al. (2012), Wang et al. (2008a), Wang et al. (2008b) e Araujo et al.
(2012).

Os dois lados dos filmes poliméricos apresentaram-se com superficies
distintas. A superficie inferior (contato com a placa durante a secagem do filme)
foi expressamente mais rugosa quando comparada com a superficie exposta.
Assim, as micrografias tanto superficias como as da secéo transversal foram
propositalmente realizadas na superficie rugosa de cada amostra.

Nos filmes com zedlitas foi observado que em todas as amostras houve
alguma aglomeragéo das particulas de zedlita, indicando que os didmetros das
particulas eram demasiadamente grandes, havendo sedimentacdo das
mesmas. Assim, ocorreu a separacdo de fases da zedlita e da quitosana,

formando um filme compdésito que se constituiu de duas camadas, uma
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organica de quitosana e uma inorganica de zedlita. Wang et al. (2008b)
também incorporou zedlita beta em filmes de quitosana e verificou que para
particulas com didmetro entre 3 e 5 um pode haver a sedimentagéo da zedlita,

o que influencia diretamente nas propriedades de barreira e superficiais dos

filmes poliméricos.

20 T-15. ana LRAC/FEQ | 3un EHT=15.00 kV Quitosana Pura LRAC/FEQ
Hagf VSBB” ",,, 1 VPrlere: 188 pA IJD:WZS nm  Detector= SE1 ,,,,HNIC,&HP Mag= 3.8 K X I Probe= 168 pA W= 25 nmm  Detector= SE1 UNICAHP

(@) (b)

Figura 45-Micrografias do Filme de quitosana pura (a) superficie e (b) secdo transversal.

Santos et al. (2012a) através de micrografias do corte transversal de
filmes de quitosana contendo zedlitas ZSM-5 verificaram que cristais de zedlita
se encontraram dispersos na matriz polimérica, podendo-se associar a
formacdo de um nanocompdsito. A boa eficiéncia encontrada por estes autores
se deve ao fato da zedlita ser adicionada a solucdo de quitosana e agitada
utilizando um ultra-homogeneizador (Ultra-Turrax) por 10 min a 24.000 rpm.
Cabe ressaltar que nesta agitacdo vigorosa ha reducdo granulométrica das
particulas de zedlita, sem a formacado de vortice, 0 que ocasiona uma solugcéo
filmogénica com poucas bolhas. Neste trabalho, a agitacdo foi realizada em
agitador mecanico simples a 2.000 rpm e, devido as limitacbes do
equipamento, posteriormente desaerada. Macroscopicamente verificava-se que
a homogeneizacéo era eficiente, porém, como as particulas de zedlita eram
ainda mais densas do que a solucéo de quitosana, durante a secagem do filme
em estufa ocorria a sedimentacédo parcial da zedlita.

Tentou-se cominuir as particulas de zeolita com o auxilio de um moinho

de bolas, porém houve a desestruturagdo ou colapso da estrutura zeolitica, o
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que pbde ser confirmado pela analise de DRX (dados ndo apresentados).
Assim, resolveu-se incorporar as particulas de zedlita mesmo em uma

granulometria um pouco elevada, porém, com a certeza de que a zedlita estava

perfeitamente estruturada.

- - oA .

EHT=15.68 KV A6 LRAC/FEQ 3n EHT=15.08 kV 46 LRAC/FEQ
| Mag= 508 X I Probe= 188 pA WD= 25 mm  Detector= SE1 UNICAMP Mag= 3.68 K X I Probe- 180 pA WD= 25 mm  Detector= SE1 UNICAHP

(a) F|Ime com 5AgY-TI
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EHT=15.00 kU A12 LRAC/FEQ

£ g 3 ~ gt Xy s
| EHT-15.60 KU A2 LRAC/FEQ
| Hag= 588 X I Probe= 188 pA W= 25 mm Detector= SE1 UNICAHP Mag= 3.88 K X I Probe= 188 pA W= 25 mn  Detector= SE1 UNICAHP

(b) Filme com 5AgA-TI-B
Figura 46- Micrografias superficiais e corte transversal das amostras 5AgY-TI e 5AgA-TI-B.
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(a) Filme com 5AgA-TI-O

LRAC/FEQ EHT=15.60 kV 3 LRAC/FEQ
| Hag= S@@ X I Probe= 108 pA W= 25 mn Detector= SE1 UNICAHP Hag= 3.88 K X I Probe= 108 pA W= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

(b) Filme com 5AgY-I

c ——

fa P A oY E e ol £ o
| 2 EHT=15.60 kV 118 LRAC/FEQ | 3pm EHT=15.08 kV 118 LRAC/FEQ
| Mag= 508 X 1 Probe- 168 pA WD= 25 mmn  Detector= SE1 UNICAMP Mag= 3.8 K X I Probe= 188 pA WD= 25 mm  Detector= SE1 UNICAMP

(c) Filme com 10AgY-I
Figura 47-Micrografias superficiais e corte transversal das amostras 5AgA-TI-O, 5AgY-l e
10AgY-I.
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A quantidade de sulfadiazina de prata adicionada ao filme polimérico foi
calculada em relacdo a quantidade de sulfadiazina de prata presente na
amostra 5SDPY-I. Os dois filmes apresentavam a mesma quantidade de

sulfadiazina de prata, sendo a diferenca apenas que em uma delas a zeolita

esta presente.

| 28pm — EHT=15.60 KV Sulfa Pura LRAC/FEQ EHT=15.08 kV Sulfa Pura LRAC/FEQ
Mag= 5S@@ X 1 Probe= 188 pA W= 25 nn  Detector= SE1 UNICAMP Mag= 3.0 K X 1 Probe= 108 paA WD= 25 nn  Detector= SE1 UNICAHP

() Filme com SDP pura

| EHT=15.88 KV Zeo Pura LRAC/FEQ
| Mag= 5080 X 1 Probe= 100 pA WD= 25 nm  Detector= SE1 UNICAMP Mag= 3.80 K X T Probe= 108 pA W= 25 nm  Detector= SE1 UNICAMP

(b) Filme com 5SDPY-I
Figura 48-Micrografias dos filmes com sulfadiazina de prata pura e 5SDPY-I.

| 26um  — EHT=15.08 kV Sulfa Zeo LRAC/FEQ | 3un

Observa-se na Figura 48a que para os filmes apenas com sulfadiazina
de prata, pela quantidade ser muito pequena, ndo houve formacado de defeitos
ou aglomerados de sulfadiazina de prata, assemelhando-se aos filmes de

quitosana pura. Para os filmes com 5SDPY-I (Figura 48b), assim como para os
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demais filmes com zedlita, houve a formacdo de grandes aglomerados de
zeolita observados nas micrografias transversais dos filmes.

Praticamente todas as micrografias dos filmes com zedlitas incorporadas
apresentaram fissuras que podem ser atribuidas a possivel mudanca fisica, ou
possivel interacao fisica entre as particulas de zedlita e as cadeias poliméricas
detectada nos difratogramas de DRX que serdo mostrados posteriormente
(secéo 4.2.5).

Pelas analises de microscopia eletrénica de varredura, verificou-se que
pela sedimentacdo das zedlitas, apenas um lado dos filmes apresentou uma
quantidade apreciavel de zedlita. Assim, para verificar a dispersdo da zedlita
sobre este lado de maior concentragédo e para avaliar a eficiéncia da etapa de
desaeracao, foi realizada microscopia 6ptica dos filmes poliméricos que sao

apresentados na secao a seguir.
4.2.3 Microscopia optica

Andlises de microscopia éptica foram realizadas sobre a superficie mais
rugosa dos filmes (Figura 49 e 50) com aumento de 100 vezes.

Nas Figuras 49 e 50 observa-se uma regido de contraste, indicando
alguma heterogeneidade na superficie. A interpretacdo deste contraste é dubia
podendo indicar bolhas de ar na superficie dos filmes ou podendo indicar
regides apenas de quitosana (parte clara, ja que esta é transllcida) e zedlita,
na parte opaca (parte escura).

Se for interpretada como bolhas de ar, apesar do processo de obtencéo
das membranas incluir a etapa de desaeracao, observa-se que a zedlita parece
dificultar a saida das bolhas de ar, ja que nos filmes sem zedlita, filmes de
guitosana pura e filmes com sulfadiazina de prata pura, ndo se verificou a

presenca de tais imperfei¢oes.
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Figura 49-Microscopia 6tica dos filmes com 5SDPY-1, SDP pura e quitosana pura.
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(c) Filme com 5AgA-TI-B (d) Filme com 5AgA-TI-O
Figura 50-Microscopia otica dos filmes com 5AgY-l, 5AgY-Tl, 5AgA-TI-B e 5AgA-TI-O.

4.2.4 Analise textural

Os resultados obtidos pela analise textural dos filmes sé@o apresentados
na Tabela 13 e as isotermas de adsorcao/dessorcéo sao dadas pelas Figuras
51 e 52.

Tabela 13-Analise textural dos filmes poliméricos.

. Area Volume total Diametro
Amostra de filmes e Constante .
poliméricos especifica Cocr de poros médio do
(BET) (m2/g) (cm3/g) poro (A)
Quitosana Pura 55,4 4,44 0,05 20,00
NaY 68,8 0,76 0,05 20,97
5AgY-TI 36,6 4,37 0,03 19,58
5AgY-I 16,9 5,47 0,02 23,60
10AgY-I 69,9 4,83 0,08 20,23
5SDPY-I 28,6 5,20 0,01 23,00
SDP pura 53,2 4,12 0,05 19,92
5AgA-TI-B 6,1 13,20 0,01 33,26

5AgA-TI-O 1,7 20,28 0,01 39,65
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A area especifica obtida para o filme de quitosana foi de 55 m?/g estando
muito proximo ao obtido por Santos et al. (2012a). A adicédo de sulfadiazina de
prata pura no filme n&o acarretou diferencas significativas nas propriedades
texturais do filme de quitosana, apresentado quase o mesmo valor que o filme
de quitosana pura.

Observa-se que a adicdo de zedlitas ndo elevou consideravelmente o
valor da area superficial nem tdo pouco o volume de microporos para os filmes
com zeolita NaY (volume de microporos igual a zero para todas as amostras).
Observa-se que para alguns filmes com zedlitas, o valor da area especifica
obtida foi menor do que para o filme de quitosana pura. A cadeias de quitosana
parecem estar bloqueando os poros das zedlitas, conclusdo também obtida por
Wang et al. (2008a).

45 45
4|—=— Quitosana pura adsorgao {|—=— Quitosana pura adsorgao
40 4|—*— Quitosana pura dessorcao 40 H|—#— Quitosana pura dessorcao
1|—&— SAgY-Tl adsorcao 1|—&— 5AgY-l adsorcao
38 |——5AgY-TI dessorcao 35 1|—— 5AgY-l dessorgao

1|—=— 10AgY-1 adsorcao

30 r
||[=*— 10AgY-I dessorcao :l’

“olume adsorvido (cm?g)
Volume adsorvido {cm?/g)
(=]

1

T T T T T T T T T T
00 0.2 04 06 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Pressao Relativa PIPo Pressao Relativa P/Po
(a) Quitosana pura e 5AgY-TlI (b) Quitosana pura, 5AgY-l e 10AgY-I

45

J|—®— Quitosana pura adsorcao
40 |—— Quitosana pura dessorgao
q|—&— SDF pura adsorgao
' |—*— SDP pura dessorgao
|—+— 5SDPY-l adsorcao
—»— 55DPY-l dessorcao

YWolume adsorvido (cm/g)
[
1

T T T T T T T T T
0,0 02 0.4 08 0.8 1.0

Pressao Relativa P/Po
(c) Quitosana pura, SDP pura e 5SDPY-|
Figura 51-Isotermas de adsorcao de N2 dos filmes de quitosana pura e filmes com zedlita Y
trocada ou impregnada.
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Figura 52-Isotermas de adsorcao de N2 dos filmes de quitosana pura e filmes com zedlita A
impregnada com prata.

As isotermas de adsorcdo/dessorcdo de N2 de todos os filmes
poliméricos apresentam sempre a mesma tendéncia ascendente. As isotermas
estdo em concordancia com o exposto pela Tabela 13 na qual n&o se verifica a
presenca de microporos. Observa-se para todas as amostras a presenca de
histerese que pode ser devida a mesoporosidade presente no filme puro, que

se mantém apos a incorporacdo da zedlita.
4.2.5 Difracao de raios X (DRX)

Ensaios de difracdo de raios X foram realizados para obtencdo de
informacBes sobre as estruturas da quitosana em pd, glicerol, do filme de
quitosana pura e dos filmes poliméricos com a incorporacdo de materiais
zeoliticos. Os difratogramas obtidos podem ser visualizados nas Figuras 53-.
55. O Anexo A apresenta tabelas com a correspondéncia entre 20
identificados, distancias interplanares e intensidades relativas dos filmes
sintetizados neste trabalho.

Segundo Wani et al. (2010), em uma amostra de quitosana em po
podem ser identificadas trés formas estruturais da quitosana, sendo estas:
cristal hidratado, cristal anidro e ndo cristal ou amorfo. O cristal hidratado
apresenta uma forte difracdo em 26 igual a 10° e outros picos menos
acentuados em 20 e 22°. O cristal anidro exibe um pico forte em 26 igual a 15°
e um pico suplementar a 20°. Na fase amorfa ndo se observa nenhum pico,

mas esta exibe um amplo halo em 26 igual a 20°. Na quitosana utilizada neste
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trabalho (Figura 53a), observa-se a presenca de cristais hidratados, anidro e
uma forte presenca de fase amorfa, caracteristica de polimeros semicristalinos
(KURITA, 2001; SENEL e MCCLURE, 2004; XU et al., 2005; BEPPU et al.,
2007). Picos em 26 igual a 26,83 e 29,45° obtidos também sdo picos
caracteristicos da quitosana em po6 relatados na literatura por Wang et al.
(2008b).

O perfil semicristalino da quitosana em po6 é devido as fortes interacdes
intra e intermoleculares, caracterizadas pelas pontes de hidrogénio formadas
entre 0s grupos amina, alcool, amida e outros grupos funcionais presentes na
molécula de quitosana, fornecendo certa organizacdo a estrutura cristalina da
quitosana (URAGAMI e TOKURA, 2006, apud FIDELES, 2010).

——Filme de guitosana

wﬂn pD

—— Glicerol

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
] 10 20 30 a0 50 80 0 10 20 20 40 5] a0

2 theta 2 theta
(a) Filme de quitosana e quitosana em pé (b) Glicerol
Figura 53-Difratograma de DRX de (a) quitosana em p6 e filme e (b) glicerol puro.

Ainda na Figura 53a, observa-se que a dissolucdo da quitosana para a
formacao dos filmes poliméricos resulta na reducdo do pico 26 igual a 20°, fato
este comprovado por Wani et al. (2010) e Tsai e Wang (2008).

A Figura 53b mostra o difratograma de DRX do glicerol, apresentado por
ter sido utilizado como plastificante para a confeccdo de todos os filmes
sintetizados neste trabalho. O mesmo age através da reducdo das forcas
intermoleculares, suavizando a rigidez da estrutura do filme e aumentando a
mobilidade das cadeias poliméricas (DALLAN, 2005).

O glicerol apresenta uma estrutura amorfa (Figura 53b) e sua presenca

nas membranas promove modificacdes na estrutura polimérica, uma vez que o
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mesmo se aloja entre as cadeias da quitosana, 0 que consequentemente

enfraquece as ligagbes intermoleculares do polimero, dificultando o

empacotamento das cadeias moleculares, que no caso, se reflete na reducéo
da cristalinidade do produto final (CERVERA et al., 2004).

As Figuras 54 e 55 ilustram a comparacao entre os filmes de quitosana

pura, filmes de quitosana com zedlita incorporada e a zedlita.

—— Zeaolita 8AgY-TI
——Filme 5AgY-TI
—— Filme de guitosana

T e
T T T T T T T T T T
0 10 20 0 40 ]

2 teta

(a) Zedlita 5AgY-TI e filme de quitosana e
com 5AQY-TI

—— Zeolita com 5AgY-
——Filme com 5AgY-
—— Filme de guitosana

10 i 30 40 50
2 teta
(b) Zzedlita 5AgY-I e filme de quitosana e
com 5AgY-I

Zeolita com 10AgY-|
—— Filme com 10AgY-|
—— Filme de guitosana

Zeolita & SDPY-|
—— Filme com 5SDPY-|
——Filme com SDP pura
—— Filme de guitosana

] 10 20 30 40 50
2 teta
(c) Zedlita 10AgY-I, filme de quitosana e
com 10AgY-I

2 teta
(d) Zedlita 5SDPY-| e filme de quitosana
e com 5SDPY-|

Figura 54-Difratograma do filme de quitosana pura e com zedlita Y trocada ou impregnada com

prata.
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—— Zeolita 5AgA-TI-B —— Zeolita 5AgA-TI-O
——Filme com 5AgA-TI-B —— Filme 5AgA-TI-O
—— Filme de guitosana ——Filme de guitosana

—_—

e P e W g N
0 I 1 ID I EID I BID I 4IB I E-ID ] I ZIEI I 4ID I a0
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(a) Zedlita 5AgA-TI-B e filme quitosana e (b) Zedlita 5AgA-TI-O e filme de quitosana
com S5AgA-TI-B e com 5AgA-TI-O

Figura 55-Difratograma do filme de quitosana pura e com zedlita A trocada com prata.

Observa-se que a incorporacdo de material zeolitico na matriz polimérica
dos filmes promove o aparecimento de picos caracteristicos das zedlitas nos
difratogramas dos filmes sintetizados.

A adicéo de particulas de zedlita interfere no empacotamento ordenado
das cadeias de quitosana tanto por efeitos estéricos como também pela
formacdo de ligacbes de hidrogénio entre os grupos —OH superficiais das
zeolitas e grupos —NH2 e —OH da quitosana. Assim, para todas as amostras
ocorre uma diminuicdo da cristalinidade da quitosana e o aparecimento de
picos caracteristicos de zeolita (YUANA et al., 2007; VICENTINI et al., 2010 e
WANG et al., 2010a).

A adicao de zedlitas também pode restringir a mobilidade da cadeia de
quitosana o que pode afetar diretamente as propriedades de barreira dos filmes
(WANG et al., 2008a). Com o0 aumento da quantidade de zedlita no filme, varios
autores observaram aumento dos picos caracteristicos zeoliticos (WANG et al.,
2008a; WANG et al., 2008b; YU et al., 2013). Quando a quantidade adicionada
for muito pequena, ndo se verifica picos das zedlitas puras, apenas sendo
verificado um leve afinamento no halo em 26 igual a 20° (VICENTINI et al.,
2010).
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4.2.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As curvas de aquecimento dos filmes mostraram a presenca de dois
picos principais tanto para os filmes puros quanto para os filmes contendo
zeollitas (Figuras 56 e 57). As temperaturas correspondentes a estes picos,
bem como as entalpias relacionadas aos picos estdo apresentadas na Tabela
14.

A presenca destes dois picos em filmes poliméricos de quitosana é
observada por muitos autores (OSTROWSKA-CZUBENKO e GIERSZEWSKA-
DRUZYNSKA, 2009; MUKOMA et al., 2004; HUANG-SHIAN e YEN-ZEN,
2008). Segundo eles, o primeiro pico observado entre 55 e 200°C (T1), 0 pico
endotérmico, pode ser atribuido a evaporacdo da agua ligada a cadeia de
quitosana através de diferentes ligacbes fisicas (ligacdes de hidrogénio,
interacdes eletrostéticas). O segundo pico (T2), 0 pico exotérmico, observado
em temperatura acima de 200°C, é resultado da degradacao da quitosana.

Esperava-se que a incorporacdo de zedlitas hidrofilicas deslocasse o
pico endotérmico para temperaturas mais elevadas, pois poderia haver
interagdo entre o grupo hidroxila das zedlitas com as moléculas de &agua
aumentando a dificuldade de remocéao e eliminacao destas. Porém, a pequena
quantidade de zedlita adicionada aos filmes pode ndo ter sido suficiente a

ponto de alterar a hidrofilicidade destes.
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Filme Na¥ pura r s | —— Filme 5AgY-|
| Filme SAgY-TI .'{a:_‘“--.,. —— Filme 10AgY-| fﬁ‘:\'
N AN
| _,_-—"Il'l \\ .,.-—_,'I b *, '\‘\
— NN ~. e

DSC (mw)
—

]

]

/!

L

. r
DSC (MW
.:-'"'::F-'_-._
?‘\

]

|Iu_l ;|
o m m W @0 . o w2 00 400
Temperatura *C) Temperatura ('C)
(a) Filme de quitosana pura e filme com NaY (b) Filme de quitosana pura e filme com
e SAgY-TI 5AgY-l e 10AgY-I

Figura 56-Curva de aquecimento de calorimetria diferencial de varredura para filmes de
quitosana pura e filmes com zedlita Y trocada ou impreganda com prata.
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Figura 57-Curva de aquecimento de calorimetria diferencial de varredura para filmes de
quitosana pura e filmes com SDP pura, 5SDPY-I, 5AgA-TI-O e 5AgA-TI-B.

Assim como néo foram observados picos de decomposicdo da prata nas
amostras zeodliticas, apresentadas na secdo 4.1.6, quando estas foram
adicionadas aos filmes poliméricos, a decomposicdo de prata ndo foi
detectada.

Para o filme com 5SDPY-I e para o filme de sulfadiazina de prata pura
(Figura 57a) os picos endotérmicos da fusdo da sulfadiazina, que normalmente
ocorrem em torno de 285°C (apresentado na secdo 4.1.6), parecem ter sido
somados ao calor de decomposicdo da quitosana promovendo um aumento na
entalpia (AH2), conforme pode ser visto na Tabela 14.

Mesmo que as duas amostras 5AgA-TI-B e 5AgA-TI-O sejam sintetizadas
a partir do suporte zeolitico A, 0s picos endotérmicos e exotérmicos
apresentaram-se bem distintos, principalmente para a entalpia de
decomposicdo. O maior valor da entalpia de decomposicdo para o filme com
5AgA-TI-B, pode ser devido ao fato de que nesta amostra ha adicionalmente a
decomposicao dos ligantes ou aglutinantes, ja que a zedlita NaA-B foi adquirida

comercialmente na forma de graos com diametro de 0,045 mm.
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Tabela 14-Temperaturas e entalpias para os filmes de quitosana com e sem zedlitas pela
andlise de DSC.

T,1(°C) T,(°C) AH.(J/9) AH;(J/9)

Pura 65,63 274,58 352,31 -142,60
5AgY-TI 61,52 288,96 251,77 -161,20
5AgY-I 65,63 274,58 352,31 -142,60
10AgY-I 63,70 280,76 308,63 -102,37
5SDPY-I 65,05 283,04 348,10 -234,73
SDP pura 59,03 281,41 211,74 -200,65
5AgA-TI-B 54,48 271,55 418,92 -211,27
5AgA-TI-O 62,30 287,31 320,27 -156,07

4.2.7 Analise termogravimétrica (ATG)

A estabilidade da quitosana em pé e de todos os filmes sintetizados
neste trabalho foi avaliada através da andlise termogravimétrica. As Figuras 58-
60 apresentam os graficos obtidos e a Tabela 15 apresenta a perda de massa

cumulativa total (%) até 700°C.

Quitosana em po

T T T T T T T T T T
0 100 200 200 400 500 00 Too

Temperatura (°C)

Figura 58-Curva termogravimétrica para a quitosana em po.

A quitosana apresentou dois patamares de perda de massa. O primeiro
e referente a perda de agua (11,75%) e o segundo patamar € referente a
degradacéo das cadeias de quitosana (37,78%), que corroboram os resultados
de DSC obtidos para a quitosana (secéo 4.2.6).

Observa-se que para todos os filmes foram observados trés estagios
principais de perda de massa, a 30-250°C, 250-400°C e 400-700°C. O primeiro

estagio € referente a evaporagdo de agua adsorvida, o segundo estagio é

devido a degradacédo da cadeira principal da quitosana e o ultimo é atribuido a
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decomposicdo de grupos organicos residuais (MUKOMA et al., 2004; WANG et
al., 2008a; WANG et al., 2010b; TSAl e WANG, 2008).

O segundo estagio apresentou a maior perda de massa para todas as
amostras. Além da degradacao da quitosana, neste estagio também pode estar
ocorrendo o inicio da degradacdo do glicerol, que segundo Dallan (2005)
ocorre na faixa de 180-289°C.

O filme com sulfadiazina de prata pura (Figura 59c¢) apresentou a maior
perda de massa cumulativa. Este fato corrobora o obtido na se¢édo 4.1.7 na
qgual se observou que a perda de massa total da sulfadiazina de prata € quase
20% maior do que a do nitrato de prata. A presenca de sulfadiazina de prata
nos filmes poliméricos fornece maior hidrofilicidade, consequentemente ha
maior retencdo de agua na matriz polimérica, resultando em menor estabilidade

térmica do filme.
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Figura 59-Curva termogravomeétrica para o filme de quitosana e filme com zedlita Y trocada ou
impregnada.
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Ao incorporar zeolitas nos filmes poliméricos, as interacdes de ligacéo

de hidrogénio entre a cadeia da quitosana e as zedlitas aumentaram a rigidez

das cadeias de quitosana, o que resultou na reducdo da sua capacidade de

adsorver as moléculas de adgua e como estas zeolitas sdo menos hidrofilicas

gue a quitosana, acabou-se conferindo um carater levemente mais hidrofobico,

pois a perda de massa cumulativa total foi menor do que para o filme com

quitosana pura. Assim, a adigdo de zedlitas 5AgY-TI, 5AgY-l, NaY, 5AgA-TI-B

conferiram uma maior estabilidade térmica aos filmes.
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Figura 60-Curva termogravomeétrica para o filme de quitosana e filme com zedlita A trocada
com prata.

Tabela 15-Resultados da analise termogravimétrica para os filmes.

Amostra de filme

Perda de massa

cumulativa total (%)

Quitosana Pura
5AQY-TI
5AgY-I
10AgY-I
NaY
5SDPY-I
SDP pura
5AgQA-TI-B
5AgA-TI-O

66,29
61,92
62,45
68,95
62,78
67,90
71,48
64,26
66,49
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4.2.8 Espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Em um espectro de infravermelho tipico de filmes de quitosana

verificam-se algumas bandas caracteristicas (Tabela 16).

Tabela 16-Principais bandas dos filmes de quitosana

Namero de onda (cm™) Atribuicdo
3570-3200 Estiramento de O-H e N-H do grupo NH:
2955-2845 Estiramento do grupo C-H assimétrico
2878-2874 Estiramento do grupo C-H simétrico
1900-1500 Deformacao axial de RHN-C= 0O
1650 Estiramento C=0 do grupo acetil (Amida I)
1550 Flex&o das ligagbes NH- do grupo N-acetil (Amida Il)
1420-1400 Estiramento simétrico de grupos C-H e O-H
1380-1312 Deformacéo angular do C-H de CHs
1155 Estiramento assimétrico da ligagdo C-O-C
1250-1000 Estiramento C-O de alcodis e fendis.
900 Presenca de — C-H

FONTE: Adaptado de BEPPU et al. (1999); FIDELES, (2010); WANG et al. (2008a); WU et al. (2007) e
KARAKEGILI et al. ( 2007).

As bandas localizadas em 3570-3200 cm sdo atribuidas as vibracdes
de estiramentos dos grupos funcionais O-H e/ou N-H, assim como ligacdes de
hidrogénio intermoleculares das cadeias do polissacarideo. Bandas em 2955-
2845 cmt (menor intensidade) e 2874-2878 cm™? (maior intensidade) sdo
atribuidas as vibracdes de estiramento do grupo C-H assimétrico e simétrico,
respectivamente, dos grupos metila pertencente aos radicais da quitosana, que
nao foram desacetilados e os radicais metileno existentes na estrutura da
quitosana (WU et al., 2007; WANG et al., 2008a, KARAKECILI et al., 2007).

As bandas encontradas na regido de 1900-1500 cm™! estdo relacionadas
ao modo de vibracdo de estiramento da ligacdo C=0 e a deformacdo da
ligacdo N-H, respectivamente. A existéncia dessas duas bandas (C=0 e N-H)
conjuntamente indica a presenca de grupos amida | apresentando-se como
uma banda média/forte e larga. As bandas localizadas em 1650 e 1550 cm
sdo atribuidas ao estiramento C=0O do grupo acetil (Amida |) e flexdo das
ligacbes NH- do grupo N-acetil (Amida Il), respectivamente (WU et al., 2007;
WANG et al., 2008a, KARAKECILI et al., 2007). A banda em 1420 cm™ pode
ser detectada como um sinal referente a absor¢cdo de estiramento simétrico de
sais de A&cido carboxilico. A banda localizada na faixa 1380-1312 cm™ é

atribuida a deformacédo simétrica de C-H. As vibracbes C-O-C podem ser
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detectadas em 1155 cm™. As vibracbes entre 1250 cm™ e 1000 cm ! séo
atribuidas ao estiramento C-O de alcoois e fendis. A banda localizada em
900 cm™ esta relacionada a presenca de grupos -C-H (BEPPU et al., 1999;
FIDELES, 2010; WANG et al., 2008a).

As Figuras 61 e 62 ilustram os espectros de FTIR obtidos para os filmes
de quitosana pura e para os filmes com zedlitas incorporadas. As Tabelas 17 e
18 mostram o0s picos obtidos para todos os filmes juntamente com suas
respectivas atribuicdes.

Observa-se na Tabela 17 e na Figura 61 que a incorporacdo de
particulas de zedlita nos filmes poliméricos acarretou algumas mudancas nos
espectros de IR quando comparados com os espectros do filme de quitosana
pura. Estas alteracdes na intensidade das bandas do grupo hidroxila, amida | e
amida Il dos filmes podem ter sido causadas pelas ligacdes de hidrogénio entre
0s grupos —OH das zedlitas com os grupos —OH e —NH2 da quitosana
(VICENTINI et al., 2010; WANG et al., 2008a; WANG et al., 2010a). As duas
bandas presentes em 1061 e 1015 cm™ no filme de quitosana pura se fundem
em uma s6 banda em 1026 cm para os filmes com zedlitas 5AgY-l e 5AgY-TI
e em 1017 cm™ para 10AgY-l. Segundo Wu et al. (2007), essa alteracdo é
devida a sobreposicéo da banda Si-O da zedlitas com a banda de estiramento -

C-0O da quitosana.
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Figura 61- Espectro de infravermelho para o filme de quitosana e zedlitas Y trocadas ou
impregnadas com prata.
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Tabela 17-Bandas vibracionais obtidas para o filme de quitosana e filmes com 5AgY-TIl, 5AgY-I

e 10AgY-I
Banda (cm™)
Filmes
Atribuicéo Quitosana 5AgY-TI 5AgY-I 10AgY-I
Estiramento de O-H e N-H 3320 3319 3319 -
Estiramento C-H 2919/2845  2919/2845  2919/2945 2919/2845

Amida | 1650 1648 1648 -
Amida Il 1550 1564 1560 1542
Estiramento C-H e O-H 1411 1411 1417 1411
Deformacéo angular do C-H 1365 1365 1304 1304
Estiramento C-O-C 1155 1156 1156 1156
Estiramento C-O 1015/1061 1026 1026 1017
Presenca de -C-H. 893 964 893 964

No filme com zedlita 10AgY-I (Figura 61b) o pico em 3320 cm presente
no filme de quitosana puro desapareceu devido as fortes ligacbes da zedlita
com as cadeias poliméricas da quitosana. No entanto apresentou picos extras
em 1235 e 1201 cm? correspondendo as vibracdes internas aos tetraedros TO4
da zedlita (WANG et al., 2009; VICENTINI et al., 2010).

A adicdo de sulfadiazina de prata pura nos filmes n&o acarretou em
nenhuma alteragdo nos espectros de IR quando comparados com os da
quitosana pura (Figura 62a).

Observa-se na Tabela 18 e na Figura 62 que a adi¢cdo de zedlitas 5AgA-
TI-B, 5AgA-TI-O e 5SDPY-I nos filmes acarreta a juncdo das bandas 1061 cm-*
e 1015 cm do filme de quitosana pura para 1014 cm™ nos filmes com zedlita,
sendo decorrente também da sobreposi¢cdo da banda Si-O das zeolitas com a

banda de estiramento -C-O da quitosana.

Tabela 18-Bandas vibracionais obtidas para os filmes com SDP pura e filmes com 5SDPY-I,
5AgA-TI-B e 5AgA-TI-O
Banda (cm™)

Filmes
Atribuicéo SDP pura 5SDPY-I 5AgA-TI-B 5AgA-TIO
Estiramento de O-H e N-H 3320 3319 3319 -
Estiramento C-H 2919/2845  2919/2845  2919/2945  2919/2845
Amida | 1650 1648 1648 -
Amida Il 1550 1564 1560 1542
Estiramento C-H e O-H 1411 1411 1417 1411
Deformacéo angular do C-H 1365 1365 1304 1304
Estiramento C-O-C 1155 1156 1156 1156
Estiramento C-O 1015/1061 1017 1014 1014

Presenca de -C-H. 893 890 893 964




Resultados e Discussdo 107

Observou-se a presenca de um pico em 1104 cm™ no filme com 5AgA-
TI-B que pode ser atribuido ao estiramento assimétrico das ligagdes internas

dos tetraedros da zedlita, resultado também obtido por Vicentini et al. (2010).
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Figura 62-Espectro de infravermelho para o filme de quitosana e zedlitas 5SDPY-I| e zedlitas A
trocadas com prata.

Em todos os espectros de IR nédo foi observada a presenca de glicerol
nos filmes poliméricos, pois segundo Dallan (2005) sua estrutura é constituida
apenas de ligacdes carbono-hidrogénio, carbono-oxigénio, carbono-carbono e
oxigénio-hidrogénio, as quais também podem ser encontradas na quitosana.
Como a analise de espectroscopia por infravermelho permite a identificacdo de
tipos de ligacdes e grupos funcionais de um composto e o glicerol ndo possui
nenhum grupamento especifico para sua caracterizacdo, este nao foi
identificado nos filmes sintetizados neste trabalho, porém, segundo Brown et al.
(2001) pode ser observada uma mudanca no pico a 1560 cm™ para 1590 cm™
conforme o contetdo de glicerol no filme aumenta. Como ndo houve alteracéo
nos filmes sintetizados neste trabalho, sugere-se que a quantidade de glicerol

adicionada nao foi significativa.
4.2.9 Capacidade de movimentacao de fluidos (FHC)

As queimaduras geram descompensacao hidrica no organismo humano
pela grande perda de liquidos, assim se faz necessaria a utilizagéo de curativos

que regulem a perda de fluidos corpéreos e ao mesmo tempo controlem o teor
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de umidade do tecido novo ou vulneravel uma vez que mudancas no teor de
umidade de uma ferida e da pele ao redor da mesma podem afetar o processo
de cicatrizacdo. O acumulo de fluidos em excesso pode causar maceragao ou
infeccdo, por outro lado, se a ferida se torna muito seca, a cicatrizacdo pode
ser atrasada ou comprometida. O ambiente 6timo de cicatrizacdo € atingido
pela aplicagdo de um curativo adequado que deve ser removido no tempo
apropriado para evitar a maceracgdo ou aderéncia (THOMAS e YOUNG, 2008;
DALLAN, 2005).

A Tabela 19 apresenta os valores obtidos para a Taxa de Permeacao de
Vapor Umido (TPVU ou Moisture Vapour Permeation Rate - MVPR),
Capacidade de Absorcdo (CA ou Absorbency) e a Capacidade de
Movimentacédo de Fluidos (CMF ou Fluid Handling Capacity - FHC) para os
filmes de quitosana pura e para os filmes com zedlitas.

Os valores de taxa de permeacdo de vapor umido para os filmes de
quitosana e para os filmes com zedlita incorporada apresentaram valores entre
2,41+0,48 e 3,11+0,65 ¢g/10cm?/24h, ndo sendo observada diferenca
significativa entre os filmes sintetizados neste trabalho.

Os valores de TPVU obtidos neste trabalho estdo coerentes com os
relatados na literatura na qual variam de 1,679 +0,11 g/10cm?/24h a
12,35 + 0,42 g/10cm?/24h para os curativos ActivHeal® e Allevyn Adhesive®
(THOMAS e YOUNG, 2008). Outros curativos comerciais, como o Allevyn
Gentlee Mepilex®, Tielle Plus®, Allevyn Adhesive Border®, Allevyn Gentle®,
Biatain Adhesive®, também apresentam valores de TPVU nesta faixa
(PHILLIPS, 2009; AICKIN et al., 2010, apud SANTOS et al., 2012b).

A perda de agua por evaporacao de peles que sofreram queimaduras de
primeiro grau € de 0,279+ 0,026 g/cm?/24 h e para feridas em estagio de
granulacdo é de 5,138+0,202 g/cm?/24h (KIM et al., 2007). Desta forma, um
curativo visando aplicacdo em queimaduras deve apresentar taxas de
permeabilidade entre 2,0 e 2,5 g/cm?/24h para promover um adequado nivel de
umidade sem risco de desidratar o leito da ferida (KIM et al., 2007; Ml et al.,
2001). Outros autores (LAMKE et al., 1977 apud THOMAS e YOUNG, 2008)
sugerem que a taxa de permeacdo de vapor umido deve ser maior que a

producédo de exsudato variando entre 3,4 e 5,1g de exsudato/10cm?/24h. Os
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valores de TPVU para as membranas sintetizadas apresentaram valores
intermediarios, o que lhes permite aplicacdo como curativos para queimaduras,
principalmente para as amostras 5AgY-l, 10AgY-l e 5SDPY-l, as quais
apresentaram os maiores valores de TPVU.

Tabela 19-Taxa de Permeacdo de Vapor Umido (TPVU), Capacidade de Absorcio e

Capacidade de Movimentacdo de Fluidos (CMF) para os filmes de quitosana pura e com
zedlitas

Filmes de quitosana TPVU ou TPEF* CA* CMF*
Pura 2,52+1,032 1,5740,442 4,09+1,47
5AgY-TI 2,61+1,562 1,36+0,242 3,82+0,41
5AgY-I 3,03+0,852 1,06+0,152 4,09+1,14
10AgY-I 2,46+0,172 1,16+0,132 4,26+0,78
NaY 2,41+0,482 1,07+0,352 3,59+0,57
5SDPY-I 2,52+0,222 4,25+1,15° 7,29£2,23
SDP-pura 3,04+1,492 2,34+0,672 5,15+0,87
5AgA-TI-B 2,81+0,202 0,96%0,172 3,57+£1,73
5AgA-TI-O 3,11+0,652 0,77+0,052 3,18+0,53

Diferentes sobrescritos na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as
formulagGes (p < 0,05); * Expressos em g/10cm?2.24h

Analisando-se os valores obtidos de capacidade de absorcdo (CA) para
os filmes sintetizados observa-se que a adicdo de zedlitas, de uma maneira
geral, com excecao do filme com 5SDPY-I, ndo altera significativamente as
propriedades de CA. Alguns autores verificaram um resultado diferente ao
obtido neste trabalho, no qual a adicdo de zedlitas em filmes de quitosana
aumenta a rigidez das cadeias de quitosana, resultando na reducdo da sua
capacidade de adsorver as moléculas de 4gua e como estas zeolitas sao
menos hidrofilicas que a quitosana, acabam conferindo um carater mais
hidrofobico ao filme resultando em menor capacidade de absorcéo (VICENTINI
et al., 2010; WANG et al., 2008b; WU et al., 2007; WANG et al., 2010b).

A diferenca significativa encontrada dos filmes de sulfadiazina de prata

BN

impregnada na zeolita com os demais filmes se deve a menor estabilidade
térmica dos filmes com 5SDPY-l. Este fato é decorrente da grande
hidrofilicidade da sulfadiazina de prata em poé (secdo 4.1.7).
Consequentemente houve uma maior retencdo de 4gua na matriz polimérica
fazendo com que este filme apresentasse uma maior capacidade de absorgéao

de agua quando comparado com os outros filmes sintetizados.
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Segundo THOMAS e YOUNG (2008), a taxa de producdo de exsudato
varia durante o processo de cicatrizacdo de uma ferida, ou seja, € maior no
comeco e vai diminuindo até cessar quando a ferida finalmente fecha-se.
Assim, a utilizacdo do filme 5SDPY-I € indicada para processos iniciais logo
apos a formacéo da ferida e os demais filmes podem ser usados na fase final

onde ndo é necesséaria uma elevada capacidade de absorc¢éao.
4.2.10 Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA)

Para fins de esclarecimento, a andlise do tépico anterior, 4.2.9, é
referente a taxa de permeacao ao vapor umido (TPVU), ou seja, a solucédo de
exsudato entra em contato com o filme, pois naquele teste o copo de
Paddington modificado é colocado na posicao invertida dentro do dessecador
(topo virado para baixo). A atribuicdo “umido” é referente ao contato direto da
solucdo com o filme. Na taxa de permeacdo de vapor d’agua (TPVA), no
interior do copo de Paddington modificado ha silica em gel seca e este sistema
na posi¢édo normal (boca virada para cima) é colocado dentro do dessecador a
uma temperatura (37°C) e umidade controlada (75%). A silica em gel absorvera
a umidade do ambiente devido a permeacédo de vapor de dgua que atravessou
o filme e ndo pelo contato do filme com algum liquido. Assim, a atribuicdo
“seco” é devido ao nao contato direto de liquido com o filme.

Os resultados das analises de taxa de permeacéao de vapor d’agua (seco)
e da permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes de quitosana com e sem
zedlitas incorporadas estdo apresentadas na Tabela 20.

Comparando os dados da taxa de permeacdo de vapor d’agua (TPVA)
com a taxa de permeacgdo ao vapor umido (TPVU), observa-se uma grande
diferenca entre os valores obtidos. Os valores da taxa de permeacéo de vapor
d’agua séao inferiores aos valores observados para a taxa de permeacdo ao
vapor umido (TPVU), resultados também observados por Thomas e Young
(2008). Nos testes de permeacao “Umida”, maiores quantidades de moléculas
de &gua estdo em contato direto com o filme ocorrendo maiores intera¢cdes com
a matriz polimérica resultando em uma maior velocidade de permeacgdo
(PASCAT, 1986 apud SRINIVASA et al., 2007) e o contato com as moléculas

de agua leva ao intumescimento e inchaco dos filmes, decorrente da
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capacidade de difusdo da agua, ionizacdo dos grupos amino e carboxilico e
relaxacdo do polimero (MATHEW et al.,, 2006) o que pode ser um fator
adicional para aumentar a diferenca entre os valores obtidos de TPVU e TPVA.

A pele humana normal possui permeabilidade ao vapor d’agua de 0,204
+0,012 g/10 cm?.24 h, ou seja, a pele perdeu 0,204 g de Agua em uma area de
10 cm? durante 24 horas. Para a pele com lesdo por queimaduras de primeiro
grau ou quando a ferida estd formando o tecido de granulacdo as
permeabilidades sao 0,279+0,026 e 5,138+0,202 g/10 cm?.24h,
respectivamente (RUIZ-CARDONA et al., 1996). Em relacdo a permeabilidade
ao vapor d’agua de um curativo ideal (YANNAS e BURKE, 1980 apud DALLAN,
2005), este deve possuir permeabilidade ao vapor dagua de
1,200 g/10 cm2.24h enquanto que para Wu et al. (2004) e Mi et al. (2001) o
ideal € de 2,500 g/10 cm2.24 h. KIM et al. (2007) encontraram valores de
permeabilidade de 1,938-2,212 ¢/10cm?.24h enquanto outros autores
encontraram permeabilidades mais baixas semelhantes ao obtido neste
trabalho, como Wang et al. (2002) e Remuian-Lopez e Bodmeier (1997) que
obtiveram, 0,560-0,658 ¢@g/10 cm224 h e 0,288-1,008 g¢/10 cm2.24h,

respectivamente.

Tabela 20-Taxa de permeacéo ao vapor d'agua

. . TPVA PVA
Filme de quitosana (9/10 cm2.24 h)* (g/m.s.Pa)*
Pura 0,46+0,032 7,03+0,462P
5AgY-TI 0,49+0,032 8,46+0,42ab
5AgY-I 0,50+0,012 9,26+0,02ab
10AQY-I 0,49+0,032 8,17+0,52ab
NaY 0,49+0,052 9,17+0,842
5SDPY-I 0,49+0,042 8,05+0,66°
SDP pura 0,46+0,202 7,11+0,31b
5AgA-TI-B 0,46+0,042 8,42+0,752
5AgA-TI-O 0,56+0,082 10,70+0,152

*Diferentes sobrescritos na mesma coluna indicam diferencgas significativas entre as
formulages (p < 0,05).

Os valores de TPVA dos filmes sintetizados variaram entre 0,46 e
0,56 g/10cm2.24h ndo mostrando diferenca significativa entre eles. Observa-se
que muitos curativos disponiveis comercialmente apresentam valores ainda

mais baixos variando entre 0,1360 e 0,476 g/10cm2.24h para 0s curativos
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Comfeel®, Dermiflex®, Granuflex E®, IntraSite®, Restore Cx®, Tegasorb® e
Bioclusive® (WU et al., 1995).

Observa-se que ocorreu um aumento da permeagdo ao vapor d’agua
(PVA) dos filmes apds a incorporacdo de zeolitas. Diferencas significativas
foram obtidas apenas quando comparados os filmes SDP pura com NaY e
S5AgA-TI-O com SDP pura.

ApoOs a incorporagdo de zeolita nos filmes de quitosana houve um
aumento dos valores de PVA supostamente devido ao fato das zeodlitas
apresentarem um maior caminho de difusdo para as moléculas de agua,

guando comparadas com o filme de quitosana pura.

4.2.11 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes é uma propriedade importante para avaliar o
comportamento dos mesmos quando em contato com soluc¢des. Os filmes
destinados a aplicagbes como curativos de queimadura devem apresentar
certa insolubilidade, visando garantir uma matriz estruturada durante a
liberacdo da prata ou da sulfadiazina de prata durante o periodo de contato
com a queimadura.

Filmes com caracteristicas hidrofilicas tendem a ser mais susceptiveis a
acao da agua. A solubilidade em agua dos filmes é definida como a quantidade
de matéria seca que é solubilizada apés 24 h de imersdo (GALIETTA et al.,
1998).

Em todos os filmes sintetizados neste trabalho foi utilizado glicerol. A
adicdo de glicerol promove um leve acréscimo no teor de umidade e na
solubilizacdo dos filmes. Isto se deve ao fato de que o plastificante utilizado
pode se desprender da matriz polimérica, gerando com isto lacunas no
material, tornando-o mais acessivel as moléculas de agua. Outro fator
importante a ser considerado € a caracteristica higroscépica do glicerol,
contribuindo para o aumento da umidade dos filmes (CERVERA et al., 2004).
Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 21.

A pequena quantidade de sulfadiazina de prata adicionada ao filme
polimérico ndo acarretou em diferencas significativas quando comparado com o

filme de quirosana pura, porém, h& diferencas significativas quando comparado
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com os filmes 5AgY-l, NaY, 5AgA-TI-B devido a sua caracteristica mais

higroscopica.

Tabela 21-Solubilidade em agua
Solubilidade em agua

Filme (%)*
Quitosana Pura 25,07 +0,862
5AgY-TI 24,02 £0,262b
5AgY-I| 21,56 +0,790cd
10AgY-I 25,30 £0,742
NaY 19,66 £1,28¢
5SDPY-I 25,95 + 0,452
SDP pura 25,88 + 0,892
5AgA-TI-B 22,27 +0,669bc
5AgA-TI-O 25,04 +0,842

*Diferentes sobrescritos na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as
formulages (p < 0,05).

Os filmes com zedlitas 5AgY-TI, 5AgY-l, NaY, 5AgA-TI-B e 5AgA-TI-O
apresentaram menor solubilidade em agua do que os filmes de quitosana pura.
Este fato pode ser decorrente das interacfes de ligacdo de hidrogénio entre a
cadeia de quitosana e as zedlitas que consequentemente aumentaram a
rigidez das cadeiras de quitosana, resultando em um carater mais higroscépico
e menor facilidade das cadeias de quitosana tornarem-se sollveis. Cabe
ressaltar que na analise de ATG (secdo 4.2.7) os filmes com estas zedlitas
apresentaram também maiores estabilidades térmicas por absorverem

menores quantidades de moléculas de agua.

4.2.12 Propriedades mecanicas

Entre os métodos classicos utilizados na avaliacdo mecanica de filmes
poliméricos para aplicacdo como curativos se destacam os testes de tensédo na
ruptura e a porcentagem de elongacdo, os quais fornecem evidéncias da
integridade esperada do filme sob condi¢cbes de tensdo que poderiam ocorrer
durante o0 processamento, manuseio e estocagem, e estdo diretamente
relacionadas com as ligacdes presentes na matriz (ROBERTSON, 1993 apud
SEIXAS, 2011).

A resisténcia a tracdo é a maxima tensdo suportada pelo filme até o
momento de sua ruptura. A porcentagem de elongacdo é um dado importante,

pois uma alta elongacéo indica que um material pode absorver uma grande
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quantidade de energia antes do rompimento (ROBERTSON, 1993 apud
SEIXAS, 2011), sendo que baixos valores deste parametro implicam em filmes
quebradicos (MACLEOD et al., 1997).

A magnitude da tensdo e da elongacdo na ruptura esta diretamente
associada com a quantidade de plastificante presente no filme. Geralmente, o
aumento da quantidade de plastificante resulta em filmes com menor
resisténcia a tracdo e maior porcentagem de elongagdo. O mdédulo de Young
indica a rigidez do filme, quanto maior o médulo de Young, mais rigido € o
material (ROBERTSON, 1993 apud SEIXAS, 2011).

A Tabela 22 apresenta as propriedades mecanicas obtidas para o0s
filmes poliméricos sintetizados neste trabalho. Todos os filmes sintetizados com
a incorporacao de zedlita Y apresentaram mudancas significativas semelhantes
em todas as propriedades analisadas. Observa-se um aumento no modulo de
Young e da tensao de ruptura e uma diminuicdo da porcentagem de elongacao.
Resultados semelhantes foram encontrados por Vicentini et al. (2010) e Cuia et
al. (2009) que sugerem que a presenca de zedlitas promoveu interacdes
eletrostaticas entre os polimeros e as zedlitas, restringindo a mobilidade das
cadeias poliméricas.

Segundo Dallan (2005) a presenca de grumos de quitina causou uma
desorganizacdo local no empacotamento das cadeiras poliméricas da
quitosana fazendo com que a estrutura polimérica se rompesse mais facilmente
proximos aos pontos onde o0s grumos de quitina se encontram inseridos,
reduzindo a porcentagem de elongacdo dos filmes de quitosana com quitina
gquando comparados com os filmes compostos apenas de quitosana. Estes
resultados corroboram o observado na analise de microscopia 6ptica (secao
4.2.3) onde os filmes com zedlita Y apresentaram muitos grumos de zeolita na
superficie do filme, o que pode ter causado os baixos valores de porcentagem
de elongacéo encontrados para estas amostras.

Os filmes de quitosana com 5AgA-TI-O e 5AgA-TI-B ndo apresentaram
diferenca significativa nos valores de tensdo de ruptura quando comparado
com o filme de quitosana pura e maiores valores de porcentagem de elongacao
quando comparados com os filmes com zeolita Y. Estas alteracbes nas

propriedades mecéanicas podem ser decorrentes das poucas interacdes dessas
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zeodlitas com as cadeias poliméricas da quitosana, resultado também obtido por
Vicentini et al. (2010).

Através da analise de MEV dos filmes sintetizados (secdo 4.2.2)
observa-se na micrografia da secdo transversal a presenca de pequenas
fissuras em todos os filmes com zeodlitas e no filme com sulfadiazina de prata.
Como na micrografia da secao transversal estas ndo se encontram presentes
nos filmes de quitosana pura, sugere-se que nos demais filmes a presenca
destas fissuras e falhas faciltam o rompimento do filme reduzindo
consequentemente a porcentagem de elongacao.

A presenca de glicerol nos filmes poliméricos resultou em filmes com
melhor maleabilidade (menor médulo de Young) e melhor flexibilidade (maior
porcentagem de elongacao) do que os filmes confeccionados por Santos et al.
(2012b) que adicionaram zedlita ZSM-5 em filmes de quitosana sem a

presenca de glicerol.

Tabela 22-Propriedades mecanicas dos filmes poliméricos

Filme Médulo de Young Tenséo de Porcentagem de
(MPa)* Ruptura (MPa)* Elongacéo (%)*
Quitosana pura 4,170,972 13,26+0,712 19,600,382
5AgY-TI 11,00+0,81° 27,83+1,18° 8,94+1,70°
5AgY-I 5,07+0,392 15,39+2,082¢ 10,35+2,45¢b
10AgY-I 5,10+1,082¢ 16,69+1,97¢ 12,43+2,409b
NaY 5,36+0,992 14,87+1,912 12,52+1,32¢d
5SDPY-I 5,08+1,552 15,81+1,123¢ 12,74+3,03fb.e
SDP pura 6,85+1,91¢¢ 15,16+2,71a¢ 8,71+1,979b
5AgA-TI-B 1,450,299 12,60+1,632¢ 15,81+2,02a4d
5AgA-TI-O 4,03+1,412 13,2042,52a¢ 13,750,534

*Diferentes sobrescritos na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as
formulages (p < 0,05).

4.2.13 Permeabilidade microbiana

O curativo para o tratamento de queimaduras deve ser impermeavel aos
micro-organismos expostos no meio ambiente. Assim, foi realizado um teste
para avaliar se ha ou ndo permeacdo microbiana atraveés dos filmes poliméricos
sintetizados.

Os controles positivos foram montados a fim de se assegurar que o meio
de cultura era capaz de promover o crescimento microbiano, sendo qualquer
turvacdo do meio identificada como uma contaminac¢do microbiologica, e como

resultado uma permeabilidade positiva do filme a micro-organismos. Os
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controles negativos foram realizados a fim de se garantir que n&o ocorreu
contaminagdo nas condicdes a que foram expostos 0S materiais e meios
utilizados.

As Figuras 63-69 apresentam as fotografias digitais dos sistemas
utilizados nos testes de permeacao microbiana. O inicio da turvacdo do meio
contido nos sistemas de controle positivo foi observado macroscopicamente a
partir do quarto dia de exposicdo ao ambiente, sendo observado pela Figura
63.

Figura 63-Controle positivo no 4° dia de teste.

A partir do 9° dia de exposi¢cdo ao ambiente foi observada no controle
positivo a formacao de aglomerados de fungos sobre a superficie do meio,
dada pela Figura 64 e pela Figura 65 que apresentam fotografias para melhor

visualizag¢éo da turbidez do meio decorrente do crescimento microbiano.

1° dia 10°dia

Figura 64-Controle positivo.
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4

Figura 65-Controle positivo no 10° dia.

Contrario aos controles positivos, 0s controles negativos (Figuras 66 e
67), assim como esperado, ndo apresentaram qualquer turvacdo perceptivel
macroscopicamente apos 10 dias de exposi¢do, pois estes sdo vedados com
parafilme, apenas para representar uma condi¢cdo livre de contaminagdo

microbioldgica intrinseca.

- 1° dia

Figura 67-Ampliacdo do controle negativo no 10° dia.
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Foi observado que para todas as amostras de filmes de quitosana
contendo ou ndo zedlitas com prata ou sulfadiazina de prata, ndo houve
qualquer turvacéo perceptivel macroscopicamente no 10° dia de exposicédo ao
ambiente. Este fato, coerente com os resultados obtidos pela analise textural,
mostram que ndo houve permeacdo microbiana devido ao fato das amostras
de filme de quitosana nao apresentarem quantidade significativa de microporos
Oou poros compativeis para a passagem de micro-organismos, fatos estes que
podem dificultar a permeacao microbiana através do filme para o meio de
cultura. A Figura 68 apresenta uma ampliacdo do décimo dia da amostra de
filme com 5AgA-TI-B, ja a Figura 69 apresenta o teste de permeabilidade
microbiana da amostra de filme 5AgY-l no primeiro dia, quinto e décimo. As

fotografias das demais amostras encontram-se no anexo C.

Figura 68-Teste de permeabilidade microbiana para o filme com 5AgA-TI-B no décimo dia.

5° dia 10°dia

Figura 69-Teste de permeabilidade microbiana amostra de filme 5AgY-I.

Na analise de microscopia Optica foi constatada a presenca de pequenas

bolhas na superficie do filme decorrente de seu processo de sintese. As bolhas
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ndo promoveram fragilidade na estrutura polimérica devido a espessura
reduzida na &rea da bolha, o que felizmente ndo possibilitou a passagem de
bactérias e fungos.

Os filmes poliméricos sintetizados apresentam uma grande capacidade
de impedir infeccbes de bactérias e fungos na ferida de queimadura. A
impermeabilidade encontrada para os filmes poliméricos de quitosana é
possivelmente decorrente da ligacdo dos grupos aminos carregados
positivamente da cadeia polimérica com a membrana celular das bactérias
carregadas negativamente, enquanto que o ndo crescimento de fungos é

devido a barreira fisica que os filmes proporcionaram (PEREDA et al., 2011).

4.2.14 Liberacao de prata

A Figura 70 apresenta os perfis de liberacdo de prata a partir dos filmes
poliméricos sintetizados neste trabalho.

Para os filmes poliméricos com zeodlitas Y (Figura 70a), o filme com
5AgY-TI apresentou uma taxa de liberacdo de prata maior do que os filmes
com 5AgY-l e 10AgY-I. Este fato é decorrente da maior concentracdo de prata
superficial na zedlita 5AgY-TI observada pelas analises elementares de EDX e
TXRF (secéo 4.1.2).

Similarmente ao observado para as zedlitas Y, na Figura 70b observa-se
gue a maior taxa de liberacdo de prata, para todos os filmes testados, foi a
partir do filme com zedlita 5AgA-TI-O devido a sua consideravel quantidade de
clusters de prata superficial formados observados pelas analises de MEV.
Boschetto el al. (2012) observaram também que quanto maior a quantidade de
prata na superficie da zeolita, maior é a quantidade de prata lixiviada a partir de
filmes de poliestireno.

Pela Figura 70c observa-se que até 1500 minutos ndo ha diferenca em
termos de liberacdo de prata dos filmes cm 5SDPY-I e com sulfadiazina de
prata. Porém, a partir deste ponto observa-se que o suporte zeolitico continua
sua liberagdo continua, enquanto o filme com sulfadiazina pura quase né&o
sofre alteragdo no conteudo de prata lixiviada. Este resultado afirma a boa
utilizagcéo de zedlitas na liberagao controlada de farmacos.

Observa-se que a quantidade de prata liberada € muito baixa, o que

poderia ser um fato positivo em relacdo a sua citotoxicidade e mesmo apos
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dois dias de liberacdo ainda estava ocorrendo a liberacdo da prata, isto €, a
quantidade de prata liberada ainda ndo havia se tornado constante para todas
as amostras na qual a prata havia sido incorporada a zedlita pelo procedimento
de troca ibnica, 5AQY-TI, 5AgA-TI-B e bBAgA-TI-O. Para as zeolitas
impregnadas com prata, jA se esperava uma menor concentracao de prata na
solugéo, justamente porque o procedimento de impregnagéo visa a fixacao da
prata no suporte através da decomposic¢ao do sal AgNOs.
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Figura 70-Teste de liberacé@o de prata a partir dos filmes poliméricos.

Todos os filmes sintetizados apresentaram uma liberacdo de prata
menor que 1 ppm. No entanto, Walker et al. (2006 apud GAISFORD et al.,
2009) verificaram que o0s curativos comerciais Ancticoat® e Aquacel-Ag

Hydrofiber® lixiviam 55 e 1 ppm de Ag* respectivamente. Ou seja, Aquacel-Ag
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Hydrofiber® libera tdo pouca prata quanto os filmes sintetizados neste trabalho.
No entanto, a baixa concentracdo de prata obtida também foi obtida por outros
autores que realizaram o experimento tanto em salmoura como em fluido
exsudato de ferimento e observaram que as concentracdes de prata iGnica
caem para 1 ppm em todos os casos (DEMLING e DESANTI, 2001; WALKER
et al., 2006 apud GAISFORD et al., 2009).

Em termos de perfil de liberagdo os filmes poliméricos com 5AgY-l e
10AgY-I apresentam um perfil de saturacédo (Figura 70a), ou seja, a quantidade
maxima de prata liberada é atingida em cerca de 0,25 ppm, onde € provavel
que toda a prata “liberavel” (passivel de liberagdo) ja tenha sido liberada. Por
outro lado, a 5AgY-TI ndo atinge esta saturagcdo, apresentando um perfil de
liberacao lento, o que € bastante desejavel ja que a prata pode ser citotoxica. O
mesmo raciocinio aplica-se na Figura 70b, as duas ndo atingiram um maximo
de liberagéo, provavelmente continuariam liberando mais depois da interrupgéo
do teste, mas o filme com zedlita SAgA-TI-B libera mais lentamente que o filme
com 5AgA-TI-O.

Optou-se por realizar esta andlise em solucdo simulada de exsudato de
ferida por esta ser uma solugdo mais proxima da situacdo real encontrada em
uma queimadura mesmo sabendo que ions cloreto nesta solucdo podem inibir
parcialmente os ions prata. O teste ndo foi realizado apenas em agua
deionizada, pois, segundo Matsumura et al. (2003) e Kawahara et al. (2000)
nenhuma quantidade de prata consideravel foi detectada ndo simulando uma
condicdo real, pois ndo ha troca idbnica para liberar a prata presente na

estrutura da zedlita.

4.2.15 Atividade antimicrobiana em meio liquido

Inicialmente foi proposto realizar o teste de Difusdo em agar para avaliar
a atividade antimicrobiana dos filmes poliméricos sintetizados neste trabalho,
porém, estes testes ndo foram realizados com sucesso devido a repulsao entre
os filmes poliméricos e o meio de cultura. A fim de tentar solucionar esta
repulséo, as solucdes dos filmes foram colocadas para secar sobre papel
sulfite dentro das placas de petri utilizadas normalmente para a confec¢ao dos
mesmos. Apds a secagem, os filmes foram cortados da mesma maneira e

colocados sobre o meio de cultura com a face da sulfite voltada para cima.
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Esperava-se que o peso do papel sulfite fizesse com que o filme ndo se
enrolasse sobre o meio. Porém, essa tentativa também nao obteve sucesso,

conforme observado na Figura 71.

/

Figura 71-Teste de atividade antimicrobiana- Difusdo em agar para o filme de quitosana pura.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes sintetizados
foram realizados testes de inibicdo em meio liquido. Cada micro-organismo
testado foi inoculado em tubos de ensaio com capacidade de 50 mL
(108 UFC/mL de E. coli, C. albicans, S. aureus e P. aeruginosa). Este método
apresenta a vantagem de propiciar um contato direto entre o meio de cultura e
o filme polimérico com prata possibilitando uma maior difusdo da mesma para o
meio.

Para a realizagédo do teste se fazia necessaria a esterilizacdo dos filmes.
Usualmente os filmes séo esterilizados por radiagdo UV durante 5 min de cada
lado e depois incubados nos tubos de ensaio. Porém, como a prata é
fotossensivel optou-se por radiacdo UV apenas por 1 min de cada lado. Esse
procedimento foi adotado com cautela, porém, sua utilizagéo foi justificada por
Guibal et al. (2013) que realizaram testes complementares com fibras de
quitosana e celulose contendo prata para verificar a influéncia da reacdo de
foto-reducédo nas propriedades antimicrobianas da prata. Os testes foram
realizados nas mesmas condi¢bes para as fibras com prata reduzida e ndo
reduzida. N&o foram observadas diferengas significativas na eficiéncia
antibacteriana apos a prata ser foto-reduzida, demostrando que o estado de
oxidacao da prata (reduzido ou n&o) sobre os materiais compaositos teve pouco
efeito sobre a sua propriedade antibacteriana.
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A Figura 72 representa apenas de forma ilustrativa uma parte dos
experimentos, trés tubos de ensaios utilizados no teste de inibicdo em meio
liguido. Da esquerda para a direita na Figura 72a os tubos representam:
controle negativo, controle positivo com E. coli inoculada e uma amostra de

filme com E. coli inoculada. A Figura 72b é apenas uma ampliacdo da 72a que

mostra que o filme ficou totalmente imerso no meio.

(a) C-, C: com E. coli e filme com E. coli i (b) Ampliacéo
inoculada
Figura 72-Teste antimicrobiano em meio liquido.

As Figuras 73-76 apresentam os testes de inibicdo em meio liquido dos
filmes poliméricos sintetizados neste trabalho contra os micro-organismos
patogénicos P. aeruginosa, E. coli, S. aureus e C. albicans.

Observou-se que contra todos 0os micro-organismos testados ndo houve
inibicdo microbiana significativa dos filmes de quitosana pura. Outros autores,
como Pranoto et al. (2005), Rodrigues (2008) e Fernandez-Saiz et al. (2009)
também nao observaram atividade inibitéria dos filmes de quitosana contra E.
coli, S. aureus, S. typhimurium, L. monocytogenes e B. cereus. Estes autores
atribuiram este resultado ao fato de que ndo ocorreu migracdo de agentes
ativos, ou seja, a fragdo soluvel protonada da quitosana, que € liberada da
particula so6lida em contato com uma fase liquida, em um teste antimicrobiano
que deveria atuar como biocida nao foi liberado. Assim, a atividade microbiana
dos filmes de quitosana insollveis € muito pequena porque a interacdo dos
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grupos protonados da quitosana com 0S grupamentos negativos da parede
celular microbiana sdo muito fracos (PELISSARI et al., 2009).

Segundo Fernandez-Saiz et al. (2009) a quitosana apresenta
propriedades biocidas 6timas apenas na forma de gel ou em solucbes, pois
nestas condicbes os grupos amina do biopolimero estdo quase totalmente
protonados. LoOpez-Caballero et al. (2005) também investigaram o efeito
antimicrobiano da quitosana sobre o crescimento de bactérias Gram-negativas
e verificaram que a adicdo de quitosana na cultura bacteriana resultou na nao
inibicdo do crescimento microbiano, resultado atribuido a fraca solubilidade da
quitosana em pH neutro e a presenca de grupos amina ndo carregados
(PEREDA et al., 2011).

Ha outros fatores que devem ser considerados para que a quitosana
apresente propriedades antimicrobianas, tais como a massa molar (10000 a
100000 Da), o grau de desacetilacdo ou aumento dos grupos aminos
ionizaveis, do hospedeiro, solventes acidos, a disponibilidade de lipideos e
proteinas como interferéncias, o pH, o pKa, a carga de superficie, a
concentracdo da quitosana, a forca ibnica da matriz, o tempo de reacao, a
capacidade quelante e os tipos de bactérias (RABEA et al., 2003).

A liberacédo de prata a partir dos curativos em contato com o meio pode
ocorrer por meio de trés mecanismos: pela troca dos ions prata com 0s ions
sédio e célcio encontrados no exsudato, pela quelacdo dos ions prata com
moléculas de proteinas presentes no exsudato, e pela migracéo das particulas
de prata, que podem se destacar da matriz do curativo e serem transportadas
para o exsudato (QIN, 2005 apud GIRATA, 2011).
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Filmes poliméricos contra P. aeruginosa
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Figura 73-Teste de inibigdo em meio liquido de filmes contra P. aeruginosa.
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Figura 74-Teste de inibicdo em meio liquido de filmes contra E. coli.
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Filmes poliméricos contra S. aureus
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Figura 75-Teste de inibigdo em meio liquido de filmes contra S. aureus.
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Figura 76-Teste de inibicdo em meio liquido de filmes contra C. albicans.

Na secao 4.2.14 observou-se que em solucdo simulada de exudato de
ferida o flme com 5AgA-TI-O apresentou a maior taxa de liberacdo de prata
devido aos seus grandes clusters de prata formados na superficie da zedlita
que foi incorporada a solucdo filmogénica. Observa-se que o efeito
antimicrobiano deste filme foi menor do que para os filmes com 5AgA-TI-B,
5AgY-TI e 5AgY-l para a maioria das linhagens testadas. Essa diferenca se
deve ao fato de que o meio de cultura influencia na forma como a prata €
liberada a partir dos materiais contendo prata. Lalueza et al. (2011b) estudaram
a influéncia do meio de cultura, YNB e TSB, na taxa de liberacdo de prata.

Observou que como o meio YNB contém uma composi¢cdo definida de sais,
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vitaminas, aminoacidos e uma fonte de nitrogénio para o crescimento da
levedura e TSB é um caldo de cultura utilizado para cultivar as bactérias
aerdbias contendo caseina enzimatica hidrolisada, papaina da soja, dextrose e
uma alta quantidade de cloreto de sodio e fosfato dipotassico, a quantidade de
prata libertada € entre 6 e 7 vezes superior em meio TSB do que YNB, a
qualquer momento.

Matsumura et al. (2003) afirmaram que diversas substancias influenciam
na acao antimicrobiana da zeolita com prata e do nitrato de prata, por exemplo,
a presenca de cloreto de sddio inibe substancialmente a atividade da prata.
Porém, Gupta et al. (1998 apud MATSUMURA et al., 2003) relataram um efeito
bactericida sinérgico entre a prata e altas concontracdes de ions cloridrico
contra E. coli resultando na formacdo de AgClz- e AgCls solaveis, com um
aumento da atividade. Neste trabalho, ndo foi observada essa sinergia.

Outros fatores que devem ser levados considerados quando se compara
a quantidade de prata liberada pelo teste dado na secéo 4.2.14 e pelo teste de
atividade antimicrobiana em meio liquido € que neste segundo teste, o
crescimento bacteriano altera a viscosidade do meio e, por conseguinte, altera
a taxa de difusdo de Ag* a partir da zedlita. O meio TSB pode interferir com o
sequestro de ions Ag* através de quelacdo ou pela interagdo com proteinas
(LALUEZA et al., 2011a).

Os filmes com zedlitas 5AgA-TI-B, 5AgY-Tl e 5AgY-l foram os que
apresentaram as maiores inibicdes para todos 0os micro-organismos testados.
O filme com zeodlita 5AgA-TI-B foi o que apresentou a maior atividade
antimicrobiana devido ao elevado teor de prata, ndo estando este apenas em
sua superficie na forma de clusters, mas também dentro dos canais e
cavidades zeoliticas indicando uma liberacdo controlada de ions prata para o
meio de cultura, e consequentemente inibindo maiores taxas de micro-
organismos patogénicos.

Observa-se que contra C. albicans e P aeruginosa o filme com zedlita
10AgY-I apresentou menor inibicdo do que o filme com zedlita SAgY-Il. Pode-se
constatar que a eficiéncia de um curativo feito a partir de filmes poliméricos que
contém prata é determinada pela quantidade total solubilizavel de prata e néo
pela quantidade no curativo (DUNN e EDWARDS-JONES, 2004 apud GIRATA,

2011). A quantidade de prata adicionada na zedlita ndo necessariamente € a
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quantidade de prata liberada na ferida e, para que esteja biologicamente ativa,
ela deve estar na sua forma sollvel como Ag* ou aglomerados de Ag® (DUNN
e EDWARDS-JONES, 2004 apud GIRATA, 2011).

Como esperado, ja que o filme de quitosana ndo apresentou atividade
antimicrobiana, o filme com zedlita NaY também ndo apresentou atividade
contra nenhum micro-organismo testado, reforcando a afirmagédo de que a
prata € a responsavel pela atividade biocida dos filmes confeccionados.

Filmes com sulfadiazina de prata ou zeolitas impregnadas com
sulfadiazina de prata apresentaram atividade contra a proliferacdo de
C. albicans e uma atividade mais reduzida contra as linhagens bacterianas.
Fajardo et al. (2013) sintetizaram curativos a base de sulfadiazina de
prata/quitosana/sulfato de condroitina e observaram alta atividade
antimicrobiana frente a P. aeruginosa e S. aureus. Assim, constata-se que a
guantidade de sulfadiazina de prata adicionada foi relativamente baixa, sendo
necessaria uma maior quantidade a fim de se obter uma maior atividade
antimicrobiana.

O teor de 5% de prata nas zeolitas foi adicionado mediante prévia
revisdo bibliogréfica e testes preliminares. O aumento de zedlita, mesmo com a
utiizacdo de plastificantes resulta em filmes frageis e extremamente
guebradicos resultando em propriedades mecanicas inviaveis para aplicacao
como curativos para queimaduras. Porém, como exposto anteriormente,
maiores quantidades de prata ndo necessariamente acarretam maiores
quantidades de prata liberada ativa e deve-se atentar ao fato de que um
aumento exorbitante da quantidade de prata pode levar a um aumento muito
brusco dos custos do filme inviabilizando a producéo deste curativo. O ideal
seria a realizacdo de mais estudos variando a quantidade de prata ou SDP
trocada ou impregnada na zeolita para a sintese dos filmes poliméricos
juntamente com os testes de liberagdo de prata em meio TSB e testes
antimicrobianos em meio liquido para se obter uma condicdo ideal de teor de

prata a ser utilizado.
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Os filmes poliméricos de quitosana com Ag-zedlita mostram-se como
materiais potenciais e inovadores para o desenvolvimento de um novo curativo
para o tratamento de queimaduras com liberacdo controlada de prata para a
erradicacao de micro-organismos patogénicos combinado com as propriedades
cicatrizantes da quitosana.

O processo de troca idnica ou impregnacdo nao modifica a morfologia
das zedlitas de partida, com excecdo da zedlita 5AgA-TI-O que apresentou
clusters superficiais de prata e 5SDPY-l que apresentou a sulfadiazina
impregnada na forma de agulhas. A semelhanca entre os difratogramas de
DRX e os espectros de FTIR das zedlitas de partida e as modificadas apds o
processo de troca idnica com prata confirmam a nado modificagdo estrutural
ap0s a adicdo de prata em sua estrutura. As amostras impregnadas
apresentaram bandas caracteristicas de nitrato em seus espectros de FTIR.

Para todas as Ag-zedlitas testadas observa-se que as espécies Gram-
negativas (P. aeruginosa e E. coli) foram mais suscetiveis a acdo da prata do
que a bactéria Gram-positiva (S. aureus), sendo esta diferenca resultante da
maior quantidade de peptidioglicano na parede celular das gram-positivas, a
qual confere maior resisténcia a acdo da prata. As amostras zeoliticas
sintetizadas neste trabalho contra P. aeruginosa e S. aureus obdecem a
seguinte ordem: 5AgA-TI-B>10AgY-I>5AgY-TI>5AgY-I>5AgA-TI-O. Esta ordem
pode ser explicada como um resultado da facilidade com gue os ions Ag* sao
gerados em cada material.

O filme de quitosana pura apresentou-se como um filme compacto, sem
defeitos apreciaveis e auséncia de macroporos. Os filmes com Ag-zedlitas
apresentaram-se mais opacos e em algumas formulacbes apresentaram-se
mais rigidos, alteracdes que puderam ser observadas nas analises de cor e
propriedades mecanicas. Pelas analises de microscopia eletronica de
varredura, verificou-se que houve sedimentacdo parcial das zedlitas

adicionadas nos filmes poliméricos. Praticamente todas as micrografias dos
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filmes com zedlitas incorporadas apresentaram fissuras que podem ser
atribuidas a possivel mudanca fisica, ou possivel interacdo fisica entre as
particulas de zedlita e as cadeias poliméricas, que alteraram os difratogramas
de DRX e os espectros de FTIR.

Os valores de Taxa de Permeacdo de vapor umido para os filmes de
quitosana e para os filmes com zedlita incorporados apresentaram valores
coerentes com 0s encontrados para curativos comerciais. A incorporagédo de
zeodlitas Y impregnadas ou trocadas com prata aumentou o modulo de Young e
a tensdo de ruptura e diminuiu a porcentagem de elongacéo, pois a presenca
de zedlitas promoveu interacdes eletrostaticas entre os polimeros e as zedlitas,
restringindo a mobilidade das cadeias poliméricas. Como a interacdo entre
zellita-cadeia de quitosana foi mais fraca para as zedlitas A trocadas com
prata observou-se uma diminuicdo dos valores de resisténcia a tracdo e
mddulo de Young e maiores valores de tensédo de elongacdo em relagdo ao
filme de quitosana pura.

Os filmes com zedlitas 5AgA-TI-B, 5AgY-TI e 5AgY-l foram os que
apresentam as maiores inibicdes para todos os micro-organismos testados. O
filme com zedlita 5AgA-TI-B foi o que apresentou a maior atividade
antimicrobiana exibindo as maiores taxas de inibicdo contra oS micro-
organismos patogénicos mais comuns em infec¢des de queimaduras. Todos 0s
filmes poliméricos sintetizados neste trabalho mostraram-se muito efetivos
como barreira contra micro-organismos patogénicos apresentando uma grande
capacidade de impedir infeccbes de bactérias e fungos na ferida de
gueimadura proveniente do ambiente externo.

O melhor resultado, de uma maneira geral, foi obtido para o filme com
5AgA-Ti-B por apresentar a maior inibicdo microbiana, filmes flexiveis e menos
rigidos quando comparado com os outros filmes sintetizados e por apresentar

uma liberacéo lenta e controlada de ions prata para o meio.
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Distancias interplanares e intensidade relativa

APENDICE A

Zeolita 5AgY-TI

Zeolita 5AgY-I

. 1/1,
20 d (4) (%)
6,229 1,417,772 100,0
10,163 869,657 13,2
11,921 741,806 13,4
15,666 565,223 19,3
17,606 503,353 2,0
18,693 474,319 10,3
20,367 435,679 12,3
22,791 389,872 55
23,641 376,035 30,6
23,905 371,944 56
24,993 355,997 2,6
25,769 345,445 2,6
27,037 329,529 18,3
27,778 320,904 3,8
29,619 301,362 6,3
30,739 290,636 8,1
31,386 284,784 16,2
32,450 275,689 6,6
33,066 270,692 4,6
34,077 262,885 6,7
34,655 258,635 4,1
35,639 251,719 2,6
36,213 247,855 2,2
37,144 241,858 2,4
37,683 238,520 2,5
37,878 237,334 4,4
38,083 236,103 2,7
40,527 222,415 2,1
41,377 218,038 4,1
41,869 215,587 2,5
43,213 209,190 34
44,012 205,576 2,6
47,130 192,676 2,3
47,726 190,407 2,2
50,545 180,429 2,0

Zeolita 5AgA-TI-B

i I/1,
26 d(4) (%)
6,305 1,400,790  100,0
10,248 862,517 5,7
12,006 736,575 3,5
12,538 705,441 19
14,472 611,567 2,3
15,771 561,467 8,2
17,735 499,704 1,7
18,391 482,019 3,9
18,807 471,454 4,3
20,475 433,413 3,5
21,746 408,351 1,4
22,916 387,768 2,5
23,760 374,175 15,1
24,035 369,964 6,5
25,898 343,762 1,6
27,158 328,092 7,3
21,877 319,788 3,3
29,751 300,055 2,5
29,972 297,896 1,6
30,855 289,563 51
31,509 283,705 78
32,564 274,750 6,5
33,182 269,769 3,1
33,462 267,578 1,5
34,194 262,016 3,4
34,787 257,687 3,1
35,758 250,906 2,2
36,333 247,065 11
37,256 241,155 1,5
37,819 237,691 1,3
38,002 236,589 2,3
39,431 228,340 1,3
41,512 217,359 3,2
42,009 214,901 2,0
42,848 210,887 1,2
43,334 208,633 1,9
47,272 192,131 1,5
50,686 179,963 1,3

. 1/1,
20 d (4) %)
7,304 1,209,337 100,0
10,285 859,386 18,5
12578 703170 9.1
14521 609524 12,1
16,229 545719 21,2
20541 432,027 72
21,480 413,194 34
21,784 407,647 14,2
22,983 386,647 3,6
24098 369,015 15,9
25189 353,275 54
26225 339,544 34
27,223 327318 214
30,048 297,160 28,3
30936 288,823 53
31,826 280,948 35
32,658 273,982 97
33461 267,587 35
34280 261,378 17,3
35860 250,213 5,8
36,608 245273 44
38,099 236,009 4,1
39527 227,806 3,2
41,624 216803 59
42,200 213541 53
42,940 210457 34
43595 207,447 29
44260 204,483 42
47398 191,649 36
47,985 189,442 25
49202 185037 24
49790 182,986 2.7




Zeoblita 10AgY-I Zeolita 5AgA-TI-O Zeblita Nay

. 1/1 ; /1y . 1/1
0 A 4 0 A g 0 A B
6,249 1,413,258 100,0 7,230 1,221,700 100,0 6,247 1,413,788 100,0
10,178 868,392 18,6 8,883 994,720 53 10,186 867,757 15,2
11,939 740,698 36,0 10,210 865,722 19,8 11,942 740,478 10,6
13,963 633,747 16,3 12,505 707,285 111 14,402 614,512 15
14,393 614,885 18,0 13,999 632,096 3,6 15,699 564,020 24,9
15,697 564,087 48,2 14,448 612,559 11,3 17,658 501,862 15
17,657 501,900 18,0 16,159 548,064 21,3 18,306 484,238 2,2
18,722 473,572 22,7 17,814 497,520 3,2 18,735 473,254 10,6
20,395 435,100 27,8 20,473 433,461 6,3 20,405 434,878 15,4
22,835 389,123 19,2 21,406 414,767 4,7 21,355 415,757 1,6
23,680 375,426 31,5 21,713 408,980 15,3 22,840 389,048 51
23,916 371,770 14,8 22,915 387,789 35 23,689 375,288 21,2
25,019 355,629 12,4 23,312 381,265 3,2 23,964 371,046 2,9
25,819 344,792 12,1 24,034 369,979 15,9 25,044 355,275 2,3
26,710 333,492 65,5 25,128 354,115 52 25,828 344,672 3,7
27,074 329,081 17,9 26,169 340,255 3,6 27,083 328,980 14,3
27,558 323,420 11,0 26,659 334,113 55 27,812 320,514 34
28,034 318,030 21,0 27,163 328,033 22,1 29,679 300,767 6,2
29,669 300,863 12,8 29,097 306,653 3,7 30,787 290,188 7.8
30,780 290,257 10,5 29,988 297,739 27,1 31,435 284,353 16,6
31,445 284,263 19,3 30,877 289,368 6,1 32,489 275,363 6,0
32,525 275,072 10,1 31,776 281,384 3,8 33,118 270,282 2,7
33,110 270,338 9,4 32,595 274,491 10,9 33,293 268,897 1,7
34,116 262,600 8,6 33,404 268,028 4,1 34,124 262,539 55
34,661 258,590 8,6 34,221 261,818 16,3 34,714 258,206 3,2
38,175 235,556 20,2 35,809 250,559 7,0 35,715 251,196 1,4
40,562 222,229 7,8 36,562 245,570 5,2 37,182 241,617 1,4
42,770 211,254 6,9 38,043 236,343 4,6 37,757 238,067 1,9
44,382 203,949 9,5 39,489 228,017 3,3 37,932 237,011 3,7
46,783 194,023 58 41,567 217,086 6,4 40,698 221,516 1,3
42,234 213,810 51 41,435 217,746 2,5
42,879 210,743 3,4 41,944 215,220 1,7
43,553 207,634 3,3 43,263 208,957 2,2
44,204 204,729 4.4 44,074 205,300 2,1
47,357 191,807 3,4 45,804 197,942 1,1
47,947 189,584 2,7 47,203 192,397 1,5
49,161 185,182 3,1 47,803 190,118 1,6
49,763 183,082 2,9 49,448 184,174 1,4

50,631 180,144 1,5




Zeolita NaA-O

- 1/1,
20 d (4) %)
7,196 1,227,447  100,0
8,822 1,001,542 5,3
10,184 867,888 54,4
12,482 708,589 43,6
14,007 631,754 55
16,133 548,936 22,9
17,686 501,091 5,1
20,446 434,028 8,8
20,849 425728 4,7
21,376 415345 7,3
21,705 409,120 30,4
22,006 387,932 51
24,024 370,123 43,9
26,155 340,433 133
26,615 334,657 7.4
27,156 328,108 32,5
29,075 306,872 3,8
29,989 297,724 39,8
30,875 289,384 8,7
32,591 274,524 10,5
33,422 267,893 59
34,230 261,748 24,0
35222 254,597 5,0
35,806 250,582 6,3
36,547 245669 5,1
37,958 236,855 54
39,934 225577 3,8
40,239 223,940 4,4
41561 217,115 6,5
42248 213,744 51
42,971 210,311 4,0
43,603 207,410 3,9
44206 204,717 59
47,367 191,769 4,9
47,980 189,425 4,3
49200 185,044 29
49,792 182,982 33

Zellita 5SDPY-I

Zedlita NaA-B
; 1/1
20 d(4) (%)
7,204 1,226,014 100,0
10,193 867,116 55,6
12,481 708,657 29,4
16,131 549,013 19,1
17,673 501,458 2,8
20,426 434,443 6,5
21,376 415,343 3,7
21,685 409,501 24,0
22,867 388,592 3,2
24,000 370,495 35,5
26,121 340,871 10,9
27,128 328,446 30,7
29,037 307,267 2,3
29,955 298,057 34,9
30,843 289,677 6,5
32,545 274,904 7,7
33,377 268,237 3,6
34,190 262,046 23,0
35,750 250,962 4,0
36,519 245,851 3,4
37,234 241,293 1,6
38,006 236,567 2,8
39,436 228,311 1,7
40,144 224,446 2,5
41509 217,374 4,8
42,185 214,046 3,5
42,849 210,884 2,8
43,507 207,844 2,7
44,155 204,943 5,2
44781 202,222 1,6
47,292 192,055 4,0
47,895 189,775 3,1
49,090 185,432 1,5
49,690 183,333 2,2

. 1/1
20 d (4) (%‘)’
6,303 1,401,127  100,0
7,150 1235411 3,7
7390 1195283 7,2
8,833 1,000,278 2,6
10,248 862,451 184
11,473 770,687 111
11,838 746,996 3,7
12,004 736,703 11,9
15,764 561,708 25,3
18,395 481,924 1,9
18,798 471,690 10,3
20,472 433,474 148
21,408 414,726 2,5
21,735 408,563 16
22,903 387,993 5,4
23,758 374218 229
24,029 370,049 3,6
24,568 362,052 16
25,109 354,369 2,3
25,902 343,706 3,4
27,155 328,123 149
27,882 319,734 3,1
29,748 300,080 5,6
30,862 289,506 7.1
31,513 283672 162
32,564 274,752 59
33,184 269,754 25
34,201 261,964 5,7
34,795 257,623 3,4
35,767 250,842 16
37,245 241,221 15
37,846 237,529 2,0
38,006 236,563 3,8
40,652 221,756 1,7
41518 217,328 2,6
42,014 214,877 18
43,341 208,602 2,6
44,153 204,952 2,0
47,294 192,046 15
47,894 189,778 1,9
49,539 183,855 15
50,692 179,941 16




Apéndice C

147

Quitosana em po

. 1/1
20 d(4) (% ‘)’
17,583 504,000 50,4
19,755 449,037  100,0
20,901 424,675 815
21,908 405,374 68,1
25,439 349,847 356
26,720 333,362 37,3
29,233 305,255 32,9
29,471 302,839 38,6
42,677 211,693 252
Filme 5AgA-TI-B
. 1/1,
20 d(4) (%)
7,238 1,220,334  100,0
10,228 864,147 63,5
12,513 706,821 50,1
13,900 636,591 42,5
16,166 547,841 45,1
21,736 408,540 54,7
24,055 369,656 45,0
27,196 327,633 36,8
27,957 318,890 333
30,017 297,453 29,6
32,250 277,348 233
34,240 261,672 24,0
34,351 260,855 23,0
Filme 5AgY-TI
i I/1o
20 d(4) (%)
6,230 1,417,648  100,0
10,156 870,306 34,8
11,917 742,036 43,6
14,384 615,295 28,3
15,683 564,610 66,9
17,703 500,606 29,2
18,708 473,930 40,6
20,387 435,270 49,7
22,828 389,250 31,2
23,671 375,560 45,8
25,012 355,730 20,1
25,797 345,081 20,5
26,675 333,914 17,7
27,065 329,193 26,5
27,459 324,558 235
27,822 320,407 16,8
29,665 300,902 17,4
30,764 290,399 15,9
31,414 284,543 251
32,475 275,478 14,0
33,076 270,612 12,5
34,106 262,675 12,7

Filme 10AgY-I
; 1/1
26 d(4) (% 3’
6,249 1,413,258  100,0
10,178 868,392 18,6
11,939 740,698 36,0
13,963 633,747 16,3
14,393 614,885 18,0
15,697 564,087 48,2
17,657 501,900 18,0
18,722 473,572 22,7
20,395 435,100 27,8
22,835 389,123 19,2
23,680 375,426 31,5
23,916 371,770 14,8
25,019 355,629 12,4
25,819 344,792 12,1
26,710 333,492 65,5
27,074 329,081 17,9
27,558 323,420 11,0
28,034 318,030 21,0
29,669 300,863 12,8
30,780 290,257 10,5
31,445 284,263 19,3
32,525 275,072 10,1
33,110 270,338 9,4
34,116 262,600 8,6
34,661 258,590 8,6
38,175 235,556 20,2
40,562 222,229 7,8
42,770 211,254 6,9
44,382 203,949 9,5
46,783 194,023 5,8

Filme 5AgY-I
; 1/1
20 d (4) (% 3’
6,221 1,419,589 100,0
10,151 870,742 31,6
11,907 742,637 48,1
14,376 615,614 29,6
15,664 565,294 67,0
17,615 503,094 31,2
18,681 474,620 38,3
20,364 435,754 47,4
22,815 389,462 31,8
23,646 375,966 46,1
23,933 371,511 23,9
24,993 355,989 20,0
25,804 344,980 20,9
27,037 329,524 25,1
27,775 320,935 16,4
27,987 318,559 24,9
29,645 301,105 19,2
30,750 290,535 16,7
31,390 284,751 28,8
32,470 275,520 14,9
33,043 270,877 15,2
34,056 263,045 13,6
34,631 258,810 13,2
34,722 258,148 12,5
37,814 237,722 11,1
40,495 222,581 10,7
41,450 217,671 11,2
43,174 209,372 10,3
47,738 190,362 8,2
Filme 5AgA-TI-O
. - 1/1,
26 d (4) (%)
7,231 1,221,451 80,5
8,874 995,676 47,0
10,233 863,720 49,5
12,526 706,123 40,8
13,988 632,604 34,3
16,196 546,843 36,0
17,790 498,184 38,2
21,292 416,965 43,6
21,763 408,048 42,6
24,095 369,060 34,4
26,677 333,887 100,0
27,216 327,400 26,3
30,043 297,205 23,6
32,293 276,994 19,8
45,388 199,656 16,4




APENDICE B

Fotos digitais da analise de inibigc&o antimicrobiana

(a) 5AgY-I ~ (b) 5AgY-TI (c) 5AGA-TI-B

(d) 5AgA-TI-O (e) 10AgY-I

Figura 77- Atividade antimicrobiana em meio sélido conta P. aeruginosa.

(a) 5AgY-I

(b) 5AgY-TI

(c) 5AgA-TI-B

(d) 5AgA-TI-O  (¢) 10AgY-I



Apéndice C 149

Figura 78-Atividade antimicrobiana em meio sélido- E. coli.

(b) 5AgY-TI (c) 5AgA-TI-B

(d) 5AgA-TI-O  (€)10AgY-I

Figura 79-Atividade antimicrobiana em meio sélido -S. aureus.

W

(c) 5AgA-TI-B

— 4 —_—
(d) 5AgA-TI-O  (e) 10AgY-

Figura 80-Atividade antimicrobiana em meio solido- C. albicans.
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APENDICE C

PERMEABILIDADE ANTIMICROBIANA

1° dia

1° dia _ 5° dia 10°dia

Figura 83-Teste de permeabilidade microbiana amostra de filme 5AgA-TI-O.

1° dia 5° dia ~10°dia

Figura 84-Teste de permeabilidade microbiana amostra de filme 10AgY-I.
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Figura 86-Teste de permeabilidade microbiana amostra de filme 5SDPY-I.

1° dia

Figura 87-Teste de permeabilidade microbiana amostra de filme SDP pura.



