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RESUMO

Os nanocompositos formados com nanotubos de carbono (CNT) apresentam
interessantes propriedades, devido as suas contribui¢cGes nas propriedades térmica, elétrica e
mecénicas. A combinacdo de nanotubos de carbono com particulas fluorescentes em uma base
polimérica resulta em materiais com propriedades interessantes. Dentre as bases poliméricas
disponiveis, a quitosana foi escolhida porque tem a capacidade de formar filmes facilmente e
apresenta atraentes propriedades. A adi¢do de nanocompdsitos de nanotubos de carbono com
nanoparticulas de poliestireno-cumarina para a formacdo de filmes de quitosana, viabiliza a
aplicacdo no sensoriamento e controle de crescimento de bactérias patogénicas. Assim, 0
presente trabalho teve como objetivo a sintese de filmes nanocompaositos multifuncionais de
quitosana com nanotubos de carbono decorados com nanoparticulas de poliestireno/cumarina.
Inicialmente foram realizados estudos comparativos dos métodos de purificacdo e
funcionalizacdo de CNT, assim como ancoragem de nanoparticulas fluorescentes em nanotubos
de carbono. Em seguida, os filmes foram produzidos através das misturas das dispersdes. A
sintese dos nanocompositos, em forma de filmes, foi avaliada mediante estudos comparativos
da concentracdo de quitosana e percentuais de nanotubos de carbono decorados com
nanoparticulas de poliestireno/cumarina (CNT/PS—Cumarina) para formacdo de filmes
homogéneos. Ao final, foram produzidos filmes de quitosana com 3% (m/m) e 10% (m/m) de
CNT/PS — Cumarina, utilizando como corantes fluorescentes as cumarinas 6 e 30. De forma
geral, os procedimentos de purificacdo, funcionalizacdo e decoragdo dos CNTs se mostraram
eficientes e ndo danificaram a estrutura dos mesmos. Nos filmes de quitosana, 0 composito
MWCNT/PS-Cumarina € melhor disperso na matriz de quitosana, e apresenta fluorescéncia na
regido de 480 nm, com poucas varia¢des na intensidade ou comprimento de onda, devido a
cumarina utilizada ou formac&o de nanoparticulas aglomeradas. Em geral, os filmes séo bem
flexiveis, homogéneos, boa dispersdo das nanoparticulas e forte interagdo entre os materiais. A
partir das medidas de impedancia eletroquimica, maiores concentra¢cdes de CNTs (10% m/m)
favorece melhor conducdo de elétrons na superficie do eletrodo. Medidas do grau de
intumescimento paulatino também mostraram que os filmes com 10% m/m de MWCNT/PS-
cumarina absorvem uma menor quantidade de 4agua, exibindo um percentual de
hidrofobicidade. Além disso, a sedimentacdo dos nanotubos favorece pequenas mudangas nas
hidrofobicidade das superficies, o que promove a aplicagdo em materiais que necessitem de

superficies diferentes. Ao investigar a atividade antimicrobiana foi observado que os filmes a



base de quitosana ndo apresentam zona de inibicdo em meio sélido, tanto para Escherichia coli
quanto para a Staphylococus aureus. Os filmes em contato com solucgéo bacteriana causaram a
destruicdo parcial da membrana citoplasmatica de E. coli e Salmonela. Além disso, a
intensidade da fluorescéncia também foi alterada conforme a concentracao bacteriana e tempo
de contato com as bactérias, indicando também que os nanocompdsitos podem ser
aperfeicoados para a utilizacdo no sensoriamento de bactérias. Estes resultados mostram que 0s
nanocompositos formados possuem diversas funcdes interessantes, que podem ser utilizados
como materiais de protecdo, identificacdo e controle de alguns patégenos. Entretanto, é
importante ressaltar que para a utilizacdo nestes campos, serdo necessarios testes mais

especificos e detalhados para uma efetiva aplicaco.

Palavras-chave: Nanocompdsitos. Nanotubos de carbono. Quitosana. Cumarinas. Agentes
antimicrobianos.



ABSTRACT

Nanocomposites formed with carbon nanotubes (CNT) have interesting properties due
to their contributions in thermal, electrical and mechanical properties. The combination of
carbon nanotubes with fluorescent particles on a polymer base results in materials with
interesting properties. Among the polymer bases available, chitosan was chosen because it has
the ability to form films easily and presents attractive properties. The addition of
nanocomposites of carbon nanotubes with polystyrene-coumarin nanoparticles for the
formation of chitosan films, makes possible the application in the sensing and growth control
of pathogenic bacteria. Thus, the present work aimed to synthesize multifunctional
nanocomposite films of chitosan with carbon nanotubes decorated with polystyrene / coumarin
nanoparticles. Initially, comparative studies of CNT purification and functionalization methods
were performed, as well as anchoring of fluorescent nanoparticles to carbon nanotubes.
Thereafter, the films were produced through the blends of the dispersions. The synthesis of
nanocomposites in the form of films was evaluated by comparative studies of chitosan
concentration and percentage of carbon nanotubes decorated with polystyrene/coumarin
nanoparticles (CNT / PS-Coumarin) to form homogeneous films. At the end, chitosan films
with 3% (m / m) and 10% (m / m) CNT / PS-Coumarin were produced using coumarins 6 and
30 as fluorescent dyes. In general, purification procedures, functionalization and decoration of
the CNTs were efficient and did not damage their structure. In the chitosan films, the MWCNT
/ PS-Coumarin composite is better dispersed in the chitosan matrix, and exhibits fluorescence
in the region of 480 nm, with few variations in intensity or wavelength due to coumarin used
or formation of agglomerated nanoparticles. In general, the films are very flexible,
homogeneous, good dispersion of the nanoparticles and strong interaction between the
materials. From the measurements of electrochemical impedance, higher concentrations of
CNTs (10% m/m) favor better conduction of electrons on the surface of the electrode.
Measurements of the degree of gradual swelling also showed that films with 10% m/m of
MWCNT/PS-coumarin absorb a smaller amount of water, exhibiting a percentage of
hydrophobicity. In addition, the sedimentation of the nanotubes favors small changes in the
hydrophobicity of the surfaces, which promotes the application in materials that need different
surfaces. When investigating the antimicrobial activity, it was observed that the films based on
chitosan do not show zone of inhibition in solid medium, for both Escherichia coli and

Staphylococcus aureus. The films in contact with bacterial solution caused the partial



destruction of the cytoplasmic membrane of E. coli and Salmonella. In addition, the
fluorescence intensity was also altered according to the bacterial concentration and contact time
with the bacteria, also indicating that the nanocomposites can be optimized for use in the
sensing of bacteria. These results show that the formed nanocomposites have several interesting
functions that can be used as protection materials, identification and control of some pathogens.
However, it is important to emphasize that for use in these fields, more specific and detailed

tests will be required for an effective application.

Keywords: Nanocomposites. Carbon nanotubes. Chitosan. Coumarins. Antimicrobial agents.
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1 INTRODUCAO

Nanocompositos consistem em materiais multifasicos que exibem uma proporcéo
significativa das propriedades de ambas as fases que os constituem, de modo que é obtida uma
melhor combinacdo de propriedades. De acordo com esse principio de acdo combinada,
melhores propriedades sdo criadas por uma combinacdo judiciosa de dois ou mais materiais
distintos, sendo um considerado a matriz e outro o reforco (CALLISTER, 2008).

Por sua vez, os nanocompositos formados com nanotubos de carbono apresentam
interessantes propriedades, devido as suas contribuicGes nas propriedades térmica, elétrica e
mecanicas. A adicdo de nanotubos, juntamente com outras particulas, inclusive fluorescentes,
viabiliza a aplicacdo em filmes e sensores utilizados tanto em embalagens ativa como em
embalagens inteligentes para alimentos, além de possuirem potenciais aplicacdes em materiais
biomédicos, devido a elevada area superficial, que possibilita o transporte de biomoléculas e
farmacos (LIAO e ZHANG 2012). Os sensores estdo baseados na deteccdo, de forma mais
rapida e simples, de varios agentes patogénicos e toxinas bacterianas, que podem ser
transmitidas pelos alimentos (GUNER et al. 2017).

Um biopolimero, formador de filmes, que possui multiplas caracteristicas, inclusive no
controle de crescimento das principais bactérias e fungos encontrados em alimentos, é a
quitosana (RABEA et al. 2003). Além disso, a quitosana também é bastante utilizada em
materiais de protecdo devido a capacidade de acelerar o processo de cicatrizacdo, aprimorando
as funcgdes de células inflamatdrias, macrofagos e fibroblastos (CAETANO et al. 2015).

Os patogenos transmitidos em alimentos sdo uma das principais causas de doenca e
morte em todo o mundo (GUNER et al. 2017). De acordo o Ministério da Satde e dos dados
do Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo (SINAN), 95% dos agentes etioldgicos
identificados em surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTA) sdo causados por
bactérias, sendo a Salmonela a principal contribuinte, seguida por Escherichia coli e
Staphylococus aureus, considerando os anos de 2007 a 2017. (BRASIL, 2017)

Em todo o mundo, sdo aproximadamente 80,3 milhdes de casos de infec¢do e 155 mil
mortes por ano decorrentes da salmonela (MAJOWICZ et al. 2010). Para minimizar o risco de
contaminacgdo, o0 armazenamento de alimentos pereciveis e prontos para 0 consumo na geladeira
¢ uma pratica comum. No entanto, algumas bactérias podem sobreviver a temperaturas
inferiores a 5° C (IVANCIC, JAMNIK, AND STOPAR 2013). Por estas razdes, um desafio
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secundario em combinacao com baixa temperatura deve ser empregado para controlar de forma
mais eficaz algumas bactérias em alimentos durante o armazenamento.

A partir disso, a sintese de nanocompoOsitos com materiais que apresentem
possibilidades de controlar e/ou identificar alguns patdgenos é de extrema importancia para
evitar contaminacGes. Além disso, até a presente data ndo foi registrado trabalhos que
envolvessem a decoracgdo de nanotubos com nanoparticulas de poliestireno/cumarina em filmes
de quitosana.

No entanto, a utilizacdo dessas nanoparticulas de forma isolada é bastante discutida na
literatura. As nanoparticulas de poliestireno com incorporagdo de cumarina, por exemplo, séo
utilizadas no sensoriamento de microambientes (SAKUMA et al. 2015), enquanto que as
nanoparticulas de poliestireno apresentam toxicidade para células cancerigenas e bacterianas
(LUNOQV et al. 2011; NOMURA et al. 2016). J4 a formacdo de nanocompositos entre
nanotubos de carbono e quitosana é bastante citado na literatura, com aplicacbes em
embalagens, terapia fotodinamica, materiais de protegéo, entre outros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

A sintese de filmes nanocompositos multifuncionais de quitosana com nanotubos de
carbono decorados com nanoparticulas de poliestireno/cumarina, assim como a caracterizagao

deste material.

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar filmes de quitosana com nanotubos de carbono e nanoparticulas de
poliestireno/cumarina em diferentes concentraces;

e Estudar as condicdes de secagem e processamento dos hanocompositos;

e Auvaliar a morfologia e dispersdo dos filmes nanocompdésitos;

e Investigar as propriedades fotoluminescentes e de condugéo dos filmes;

e Analisar as propriedades antibacteriana dos filmes in vitro;

e Examinar o efeito dos filmes no crescimento das bactérias Eschechiria coli e Salmonela

tyfimurium.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Nanotubos de carbono

A capacidade Unica que os atomos de carbonos apresentam para participar em ligagdes
covalentes fortes com diferentes estados de hibridacdo, ou com elementos nao-metalicos
permitem a formacdo de diversas estruturas e propriedades. Uma série de novos materiais de
carbono com propriedades surpreendentes e diversas aplicacbes em tecnologia vem sendo
identificado e estudado. (GEORGAKILAS et al. 2014)

Os nanotubos de carbono (CNT) foram vistos inicialmente pelo grupo de S. Lijima em
1991 enquanto estudava outros métodos para producdo de fulereno. Ao analisar atraves do
microscopio eletronico de transmissdo, foram observadas as areas de linhas equidistantes
simetricamente dispostas em torno de um vazio central. Os pesquisadores perceberam que estas
faixas seriam a projecdo de objetos tubulares. Logo, as estruturas sdo tubos encaixados um no
outro, chamados de nanotubos de parede multiplas. Posteriormente, 0 mesmo grupo, ao
modificar as condi¢des de sintese descreveu sobre os nanotubos de parede simples (KRUEGER,
2010).

Formados a partir de uma rede hexagonal de a&tomos de carbono sp?, tais como o grafeno,
0s CNTs apresentam as bordas da folha de grafeno fundidas para formar o tubo cilindrico com
alta relacdo de comprimento e didmetro, conforme mostra a Figura 1. Os nanotubos mais
simples tém uma Unica parede grafénica (SWCNT), que esta terminado em ambas as
extremidades com didmetros de cerca de 0,4 - 2 nm e varios micrometros de comprimento. Ha
também, os nanotubos com parede dupla (DWCNT) ou multicamadas (MWCNT), dependendo
do numero de camadas grafénicas nas paredes da estrutura cilindrica. (GEORGAKILAS et al.
2014)
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Figura 1: Diversas formas de arranjo de uma folha de grafeno para formar os nanotubos de carbono, grafite ou
fulereno. (GEIM e NOVOSELOQV, 2007)

Os nanotubos de carbono SWCNTs e MWCNTS podem ser aplicados em varios campos.
Tais como em dispositivos eletrdnicos, devido a compatibilidade com substratos flexiveis,
rigidez excepcional, além das propriedades térmica e eletronica, que serdo discutidas adiante.
Sdo também aplicados em catalise, carregamento de farmacos, dispositivos biomédicos, células
fotovoltaicas, materiais de alta resisténcia (considerando como nanofibras na concepcao de
novos compésitos com polimero). (SAKELLARIOU, PRIFTIS, e BASKARAN, 2013)

Em sensores, por exemplo, para a detec¢do do cloridrato de difenhidramina (DPH)
através dos nanocompoésitos MWCNTs-Cys-AuNPs, devido a notavel condutividade e a grande
area superficial desses nanocompasitos, o sensor apresenta uma ampla faixa linear, baixo limite
de detecc¢do, boa reprodutibilidade e estabilidade aceitavel (MIAO et al. 2015). Além disso,
devido a estas caracteristicas, 0s CNTs sdo também bastante utilizados como adsorventes de
metais pesado e diferentes materiais organicos. (XIE et al. 2015)

Entretanto, de forma geral a aplicacdo de CNTs requer uma boa dispersdo em polimeros,
solucéo orgénica e aquosa. Uma combinacédo entre grande area de superficie, elevada relagdo
de aspecto, e uma interacdo de VVan der Waal atrativa permitem aos CNTs existir em agregados,
tornando-os dificeis de misturar com outros materiais. (SAKELLARIOU, PRIFTIS e
BASKARAN, 2013)

Entre outras aplicagdes dos nanotubos de carbono, seu uso também ¢é atribuido como
material de reforgco em filmes e sensores utilizados tanto em embalagens ativa como em
embalagens inteligentes para alimentos. Estes sensores estdo baseados na deteccédo, de forma
mais rapida e simples, de varios agentes patogénicos e toxinas bacterianas transmitidas pelos
alimentos. Um exemplo do uso de MWCNTSs em embalagens é o bionanocomposito formado



23

por poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) reforcado com nanotubos de carbono
de paredes mudltiplas (PHBV-g-MWCNTSs). Nesse material, os filmes obtidos s&o
uniformemente dispersos na matriz de PHBV e assim possuem melhores propriedades

mecanicas, estabilidade térmica, de barreira e de migracédo (YU et al. 2014).

3.1.1 Estrutura e propriedades

Além do didmetro e comprimento, a forma como cada camada de grafeno é enrolada ao
longo do eixo do tubo tem influéncia sobre as propriedades, obtendo-se arranjos quirais e ndo
quirais. A simetria do sistema planar é quebrada com o enrolamento da folha de grafeno e uma
direcdo distinta com relacdo a estrutura hexagonal é imposta, a dire¢do axial. Em consequéncia,
0s nanotubos podem assumir ou ndo uma densidade de estados ndo-nula no nivel de Fermi (ou
seja, podem ser metalico ou semicondutor), interferindo nas propriedades 6ticas e de transporte
elétrico (EBBESEN et al. 1996 e KRUEGER, 2010).

De acordo com a direcdo axial, os nanotubos de carbono podem ser classificados em
Zig-zag, armchair e quiral (Figura 2). Nos nanotubos em zig-zag a camada de grafeno é enrolada
de uma maneira que as extremidades do tubo aberto tenham a borda em zig-zag. Os armchair
(braco-cadeira), em comparagdo com o0s tubos zig-zag, a folha de grafeno é ligada em 30° antes
de comecar a enrolar. Em consequéncia, os lados da ultima fileira consistem em anéis de seis
membros. Nos nanotubos quirais, o angulo de enrolamento da camada de grafeno é entre 0° e
30°, 0 que acarreta em perda de simetria e da ndo presenca de centros de inversdo. (KRUEGER,
2010)
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Figura 2: OrientacGes de nanotubos de carbono zigzag, chiral e armchair (no caso, representadas estruturas de
Unica camada) obtidas a partir do enrolamento de uma folha de grafeno (O’ Connell, 2006)

Os nanotubos de carbono podem ser considerados como um nanomaterial quase
unidimensional, devido ao confinamento quantico ao longo da direcédo transversal de um Gnico
nanotubo. SWCNTs apresentam uma méxima densidade eletronica dos estados muito fina,
chamada de singularidades de Van Hove no diagrama de energia de banda. As energias de van
Hove méaxima de SWCNTSs, em um diagrama de banda, sdo principalmente dependentes do
didametro e do angulo quiral em que o nanotubo especifico é enrolado (HONG, et al 2015). A
Figura 3 apresenta a densidade de estados eletronicos de um nanotubo semicondutor (que pode

ser um nanotubo em zig-zag ou quiral) e de um nanotubo metalico (armchair).

Semi-conducting

Energy

Density Of States (DOS)

Figura 3: Representacdo esquematica da densidade de estados para nanotubos metalico e semicondutor. Onde Ef
corresponde a energia do nivel de Fermi e as setas estdo representando as transi¢des eletrénicas permitidas entre
as singularidades de van Hove. Retirado de Kozak et al. (2016).



25

Para os nanotubos semicondutores, os estados preenchidos (estados de valéncia r) estdo
localizados abaixo do nivel de Fermi e existe uma lacuna de energia (“band gap”) entre o
primeiro estado preenchido da banda de valéncia e o primeiro estado vazio (estados de valéncia
n*) da banda de conducéo, esse band gap é de aproximadamente 0,5 eV e varia inversamente
com o didmetro do tubo. Para os nanotubos metalicos, o nivel de Fermi é ocupado e ndo existe
lacuna de estados entre os niveis vazios e preenchidos (DE SOUZA FILHO e FAGAN, 2007).

As propriedades elétricas dos nanotubos de carbono foram preditas teoricamente e
verificada experimentalmente por varios pesquisadores. No entanto, deve-se ressaltar que essas
caracteristicas eletrbnicas sdo alteradas pela presenca de defeitos, incluindo pentagonos,
vagancia e impurezas. O fato é que os nanotubos de carbono metalicos tém excelente
condutividade (ou seja, baixa resistividade). Contudo, quando os nanotubos estdo organizados
em superestruturas, tais como fibras 1D, membranas, aerogels, entre outros, as resistividades
dessas estruturas sdo mais elevadas do que em nanotubos isolados. Esse aumento pode ser
conferido a resisténcia de contato que surge nos pontos de ligacdo entre os nanotubos
individuais e a presenca de impurezas, que afetam o transporte de elétrons, causando
espalhamento (GEORGAKILAS et al. 2014).

Os MWCNTSs sem defeitos tém propriedades elétricas semelhantes aos SWCNT, devido
ao fraco acoplamento entre os cilindros de carbono concéntricos. Além disso, por se tratarem
de estruturas quase unidimensionais, o transporte eletrénico nos nanotubos metéalicos (tanto
MWCNT quanto SWCNT) ocorre de forma balistica, isto é, sem espalhamento, possibilitando
a conducdo de corrente através de grandes extensbes do nanotubo sem que ocorra o
aquecimento dos mesmos (HERBST, FERNANDES MACEDO e ROCCO, 2004). No caso dos
MWCNTSs é dificil predizer suas propriedades eletrdnicas, pois o enrolamento das folhas de
grafeno pode variar ao longo das diferentes camadas.

Os nanotubos de carbono também apresentam propriedades mecanicas interessantes.
Devido a elevada resisténcia das ligacdes covalentes C=C entre 4tomos de carbono sp?
adjacentes em uma folha de grafeno, os nanotubos de carbono sdo materiais fortes e com
elevada flexibilidade. Medi¢Ges mostraram que 0s MWCNTSs possuem modulos de Young
entre 1,8 e 1,3 TPa, podendo variar de acordo com os métodos de producéo. J& os SWCNTSs
apresentam um modulo de 1,25 TPa. Um aspecto interessante é que quando MWCNTSs séo
submetidos a elevadas tensdes (puxados nas extremidades), somente a Ultima camada tende a

romper, deslizando sobre as camadas mais internas (GEORGAKILAS et al. 2014).
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Além disso, os CNTs podem ser tensionados e torcidos repetidamente, apresentando
flexdes completamente reversiveis até angulos superiores a 110°, apesar da formacdo de
complexas formas de tor¢do (O’ CONNELL, 2006). Além de poderem ser estirados (até 10%
do seu comprimento) em grandes deformac6es, sem que danos estruturais significativos sejam

causados (Figura 4), indicando que sua estrutura é notavelmente flexivel e elastica.

Resisténcia a tensio Resisténeia a torcio

A B

’

Figura 4: RepresentagOes esquematicas das resisténcias (a) a tensdo e (b) a torgdo de um NTC, retirado de O
Connell (2006).

3.1.2 Modificagdo da estrutura dos nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono sdo considerados como reforco ideal para preenchimentos de
matrizes poliméricas, devido as suas interessantes propriedades. No entanto, as interagdes das
cadeias moleculares do polimero com a superficie lisa dos nanotubos de carbono séo
criticamente importantes para uma eficiente transferéncia de carga da matriz para 0s
nanotubos. A ligacdo quimica da matriz polimérica com o0s nanotubos aumentara
consideravelmente suas combinacdes e consequentemente suas propriedades. (WANG, S.F. et
al. 2005).

Uma maneira interessante de aumentar a interagdo entre 0s materiais é atraves da
introducgdo de véarios grupos funcionais na superficie dos nanotubos (WANG, S.F et al. 2005).
Além disso, a introducdo de grupos funcionais na superficie diminui a interacdo de van der
Waals entre os carbonos, o que amplia o seu potencial em muitas aplicacfes. (SAKELLARIOU,
PRIFTIS e BASKARAN 2013)

Existem varios métodos para modificar os nanotubos e para obter uma melhor disperséo,

incluindo a oxidacdo superficial, a introducdo de grupos funcionais hidrofilos, a modificagédo
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por agentes quimicos e o revestimento superficial ndo covalente com agentes tensioativos e
cadeias de polimeros longas (KAROUSIS, TAGMATARCHIS e TASIS, 2010).

No caso de aplicacBes em biomateriais 0s nanotubos precisam ser modificados com
moléculas naturais, como aminoacidos, proteinas, carboidratos, acidos nucleicos e polimeros
biodegradaveis (MALLAKPOUR e MADANI, 2015). Esses materiais podem ser utilizados na
entrega controlada de farmacos para o tratamento terapéutico de tumores. Dessa forma, 0s
nanotubos funcionalizados tém potencial aplicacdo no campo da nanobiotecnologia e da
nanomedicina.

Dentre os procedimentos utilizados para a modificagdo dos nanotubos, a
funcionalizacdo ndo-covalente é a mais interessante, uma vez que as propriedades eletrénicas
dos nanotubos sdo mantidas, pois a estrutura da ligagdo sp? e a conjugacdo dos atomos de
carbono do tubo s&o conservadas.

A solubilizacdo dos nanotubos de carbono em cadeias poliméricas lineares e
surfactantes tais como dodecil sulfato de sddio (SDS), poliestireno, entre outros, € um exemplo
dessa funcionalizacdo. Através do processo de esfoliagdo de nanotubos, usando ultrassom, os
nanotubos sdo dispersos e a regido hidrofobica das moléculas de surfactantes interage com a
superficie dos nanotubos destruindo a interface hidrofébica dos nanotubos com a agua e a
interacdo tubo-tubo (Van der Waals), que é a responsavel pela formacdo dos agregados
(ZANNOTTI et al. 2016).

Os grupos quimicos também podem ser anexados a superficie dos nanotubos através da
funcionalizacdo covalente, no qual as moléculas sao ligadas por meio de ligacdes covalentes,
modificando a hibridizacao das ligagcGes de sp? para sp®e consequentemente afetando a simetria
e as propriedades elétricas dos nanotubos. Entre varios grupos usados para esta funcionalizacdo
destaca-se o0 grupo carboxilico. Na reacdo de carboxilagdo o atomo de carbono do COOH liga-
se covalentemente com 0s atomos de carbono do nanotubo (KAROUSIS, TAGMATARCHIS
e TASIS, 2010).

Outra forma de funcionalizacdo covalente é a dopagem substitucional de atomos, no
qual os nanotubos de carbono dopados com nitrogénio, boro ou ambos sdo os mais utilizados.
Esses sistemas dopados sdo interessantes, pois eles aumentam a reatividade dos nanotubos
(AYALA etal. 2010)

A incorporacdo de atomos de N em nanotubos de carbono puros é interessante para
torna-los quimicamente ativos. Neste contexto, os defeitos superficiais e rugosidade das

paredes exteriores sdo particularmente atraentes, pois esta € uma maneira para melhorar a
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reatividade covalente do tubo, uma vez que a funcionalizagdo pode servir para ancorar grupos
ou particulas que sdo Uteis para rotas de funcionalizacéo adicionais.

Partindo de um ponto de vista conceitual, a dopagem substitutiva esta relacionada
principalmente a remocéo de atomos de C da estrutura cristalina de um nanotubo pristine. Isso
implica numa substitui¢do direta de um &tomo de C por um N, ou uma remog¢do multipla de
atomos de C incorporando N em seu lugar, mas ndo necessariamente com a mesma
configuracdo de parede, induzindo defeitos estruturais que afetam as propriedades dos

nanotubos, conforme mostra a Figura 5 (AYALA et al. 2010).
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Figura 5: Modelo molecular de um nanotubo CNx contendo atomos de N de forma piridina e altamente
coordenada (esferas ocas) que substituem os &tomos de C. Este modelo explica as energias de ligacdo
encontradas experimentalmente pelos estudos EELS e XPS, retirado de Terrones (2003).

3.1.3 Fotoluminescéncia em nanotubos de carbono

De maneira geral, a fotoluminescéncia é a emissdo de luz a partir de estados excitados
eletronicamente que ocorre espontaneamente ap0s o sistema absorver a luz. Basicamente, o
processo de fotoluminescéncia pode ser descrito em termos do seu posicionamento espectral,
dinamica e eficiéncia. (KOZAK et al. 2016)

O tempo de vida da luminescéncia caracteristica dos nanotubos de carbono
semicondutores de camada simples € inferior a 2ns, e estima-se um rendimento quéntico da
ordem de 103, o que caracteriza como fluorescéncia. Esta atribuicdo € consistente com um
pequeno desvio espectral entre a absorcdo e emissdo, além disso, sugere apenas pequenas

diferengas geométricas entre os estados eletrénicos excitado e fundamental. (HONG et al. 2015)



29

Para os nanomateriais de carbono, inclusive os nanotubos, a fluorescéncia com
deslocamento normal de Stokes, tem sido relatada como uma propriedade Optica intrinseca, no
qual ha emissédo de fluorescéncia com deslocamento para 0 vermelho apds excitacdo com um
comprimento de onda mais curto. No entanto, a fluorescéncia intrinseca de nanotubos de
carbono é unica com comprimentos de onda, sobretudo na segunda faixa do infravermelho
proximo (NIR-11I faixa, 1000-1700 nm), é observada apenas em nanotubos semicondutores de
parede simples (KOZAK et al. 2016), que néo sera discutida neste trabalho.

Ja a fluorescéncia na regido visivel do espectro é observada em nanotubos de carbono
oxidados ou funcionalizados, devido aos fluoréforos introduzidos na superficie dos nanotubos
de carbono (podendo ser pequenas moléculas organicas fluorescentes, polimeros, complexos
de metais de terras raras e quantum dots) (QIAN et al. 2013). Nesta dissertacdo foram
introduzidas nanoparticulas fluorescentes na superficie dos CNTs, e desta forma seréa abordada

a fluorescéncia na regido do visivel.

3.2 Latex

Latex é uma dispersédo coloidal estavel de um polimero em meio aquoso. As particulas
de polimero dispersas possuem formato esférico com didametro variando de 40 nm a 5 um
(SPERLING, 2006). Os latices podem ser de origem natural ou sintética. O latex de borracha
natural pode ser encontrado na Hevea brasiliensis (conhecida como seringueira) na forma de
seiva leitosa, com particulas coloidais de polimero cis-1,4-poli-isopreno suspensas em meio
liquido e com proteinas adsorvidas na superficie dessas particulas. Ja o latex sintético, que foi
utilizado neste trabalho, pode ser termopléastico ou elastdmero. De forma geneérica, pode ser
produzido através da mistura de mondmero, agente tensoativo e um iniciador (fonte de radicais
livres) na agua, que é ativado pelo calor (SPERLING, 2006).

Com a necessidade da reducdo do uso de solventes organicos, os latices vem ganhando
destaque devido a sua base aquosa, isenta dos defeitos prejudiciais dos solventes organicos
utilizados em outros produtos, o que potencializa sua aplicacdo em indimeros produtos
industriais (RIPPEL et al. 2003).

A sintese dos latices poliméricos pode ser feita por diversos métodos de polimerizacao

radicalar, tais como, em massa, suspensdo, solucdo e emulsdao (CHERN, 2006). A técnica de
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polimerizacdo em emulsdo é a mais utilizada, pois ha eficiente remog&o de calor através da fase
aquosa durante a polimerizacdo, o produto final tem baixa viscosidade e alta massa molar, o
polimero é facilmente recuperado através de coagulacdo e/ou formacéo de filme (SPERLING,
2006). Além de permitir controlar as propriedades fisico-quimicas e morfoldgicas do latex
(CHERN, 2006).

No entanto, pode haver contaminacdo pelo emulsificante, e sdo necessaria lavagem e
secagem para se obter o polimero. Além disso, a polimerizacdo em emulsdo é uma técnica
bastante complexa, uma vez que a nucleacdo, crescimento e estabilizacdo de particulas de
polimero sdo controladas pelos mecanismos de polimerizacdo de radicais livres em combinacéao
com varios fendmenos coloidais (CHERN, 2006).

Estes polimeros em emulsdo podem ser aplicados em borrachas sintéticas,
termoplasticos, revestimentos, adesivos, ligantes, modificadores reoldgicos, pigmentos
plasticos, padrbes para a calibracdo de instrumentos, testes de imunodiagndstico, suportes
poliméricos para a purificacdo de proteinas e sistema de libertacdo de farmacos, entre outros
(CHERN, 2006).

3.2.1 Latex de nanoparticulas de poliestireno

As nanoparticulas de poliestireno em latex apresentam baixa toxicidade (Liu et al.,
2011), em relagdo poliestireno puro, além disso, podem ser sintetizadas facilmente com uma
ampla variedade de modificacGes da superficie e tamanhos. Devido a essas propriedades, o
latex de nanoparticulas de poliestireno é bastante aplicado na avaliacdo e administracdo de
novos farmacos, imagens, monitoramento da atividade enzimatica e outros (LUNOV et al.,
2011).

Entretanto, pesquisas apontam que a exposi¢do oral as nanoparticulas de poliestireno
podem perturbar o transporte de ferro e a exposicdo crénica pode causar remodelacdo das
vilosidades intestinais. Sendo a captacdo e o transporte influenciados pelo tamanho,
concentracdo e carga das nanoparticulas. Embora as consequéncias da exposicdo oral das
nanoparticulas, assim como o comportamento destas durante o ciclo celular ainda ndo foram
completamente esclarecidos, a ecotoxicologia das nanoparticulas de poliestireno tem
estimulado muitas pesquisas na area (KAHRU e IVASK, 2013).
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A citoxicidade do latex de nanoparticulas de poliestireno funcionalizada também tem
sido investigada para células eucarionte (Saccharomyces cerevisiae) e procarionte (Escherichia
coli), no qual, foi observado que as nanoparticulas funcionalizadas com carga negativa
mostraram pouca ou nenhuma toxicidade para ambos os tipos de células microbianas. J& as
nanoparticulas com carga positiva exibiram alta toxicidade apenas para a célula microbiana
E.coli (NOMURA et al, 2015).

Nomura et al (2015) ao investigarem a toxicidade e o comportamento coloidal das
nanoparticulas de poliestireno em latex para a L.lactis, uma bactéria gram positiva, observaram
que nas nanoparticulas carregadas negativamente quase todas as células permanceram vivas,
uma vez que que as nanoparticulas ndo aderiram a superficie celular, como resultado da forca
eletrostatica repulsiva. Em contrapartida, as nanoparticulas carregadas positivamente aderiram
na superficie da célula de L. lactis, causando a ruptura e morte celular.

Miyazaki et al (2015) investigaram a citoxicidade das nanoparticulas de poliestireno em
latex modificadas com aminas carregadas positivamente para S. cerevisiae em diferentes
ambientes. Ao dispersar, as células de levedura S. cerevisiae, em glucose ou solu¢éo aquosa de
eletrolito de baixa resisténcia ibnica com as nanoparticulas de poliestireno em latex Miyazaki
et al (2015) observaram alta toxicidade das nanoparticulas que aderiram a superficie celular,
com o0 aumento da toxicidade proporcional a concentragdo de NaCl, independentemente da
concentracdo de glicose no meio de dispersdo. Por conseguinte, a forte atracdo eletrostatica
entre as células de levedura carregadas negativamente e NPs carregadas positivamente resultou
na adesdo destas a superficie celular e subsequente morte celular.

Essas pesquisas nos sugerem que as nanoparticulas de poliestireno em latex podem ser
combinadas com diversos materiais, inclusive fluorescentes, e empregado em vérias areas, com

diferentes propriedades.

3.2.2 Latex de poliestireno com particulas fluorescentes

A incorporagéo de particulas fluorescentes em matrizes poliméricas vem se destacando
devido as facilidades e flexibilidade nos métodos de sintese, além disso, a elevada area

superficial das micro/nanoparticulas fornece uma excelente matriz para anexar moléculas



32

bioldgicas, enquanto que as propriedades fluorescentes destas particulas permitem detecta-las
com alta sensibilidade (MA et al. 2013).

Esses materiais apresentam potencial aplicacdo na area biologica, como sensores, na
imobilizacdo enzimatica e biomarcadores, uma vez que sdao menores que as células e tém
tamanhos similares aos das moléculas bioldgicas, além das propriedades fluorescentes dos
corantes organicos (LI et al. 2012).

As particulas fluorescentes podem ser incorporadas ao latex através de métodos in situ,
no qual o corante € incorporado durante a sintese do polimero. Também através de métodos ex
situ, onde o corante é incorporado em particulas de polimeros pré-formadas, através da fixagédo
da superficie (marcagdo externa) ou do preenchimento do corante (rotulagem interna). Contudo,
0s métodos ex situ sdo mais sensiveis a migracdo do corante na matriz polimérica, esses defeitos
podem ser originados da fraca interacdo entre o corante e as cadeias poliméricas (LI et al. 2012
e LEE et al. 2011).

Com a finalidade de reduzir a migragéo do corante na matriz polimérica e aumentar a
solidez a luz, Gu e colaboradores prepararam o latex colorido através da encapsulacdo do
corante hidrofilico com poliestireno, usando a polimerizacdo em miniemulsdo. Embora esses
métodos tenham proporcionado estabilidade ao corante na matriz polimérica, a migracéo de
corantes ainda pode ser observada ap6s armazenamento a longo prazo (LI et al. 2012).

S. Sakuma et al. investigaram o encapsulamento da cumarina-6 em nanoparticulas de
poliestireno conjugadas com aglutinina de amendoim e poli (N-vinilacetamida), para o uso
como uma sonda para deteccdo do cancer colorretal através da colonoscopia de fluorescéncia.
O corante organico cumarina-6, assim como sera discutido na secdo 4.3, é um corante bastante
aplicado como sondas ou marcadores bioldgicos porque possui elevada fluorescéncia, alta
eficiéncia quantica, e ao ser encapsulado no nucleo da nanoesfera produz intensidade de
fluorescéncia que é endoscopicamente detectavel. Com essas particulas, o cancer colorretal
pode ser detectado através de uma fluorescéncia de contraste entre os tecidos normais e 0s com
cancer (SAKUMA et al. 2015).

Dessa forma, a combinacdo de corantes organicos fluorescentes e polimeros tem uso
potencial como ferramenta de imagem na deteccdo precoce de doencas. Contudo, varias

questdes devem ainda ser abordadas para os testes clinicos.
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3.2.3 Létex de poliestireno fluorescente e nanotubos de carbono

O latex de particulas de poliestireno, conforme discutido na secdo 3.2.1, tem aplicacfes
atrativas na area de biodiagnostico e liberacdo controlada de farmacos (WU e CHEN, 2008).
Ao incorporar aos nanotubos de carbono, nanoparticulas de poliestireno fluorescentes podem
ser produzidos materiais que possuem tanto as caracteristicas das nanoparticulas, quanto as dos
nanotubos, o que amplia os campos de aplicagdes.

A ancoragem de nanoparticulas poliméricas em nanotubos de carbono, assim como foi
discutido na secdo 3.1.2, pode ser realizada através de ligacbes covalentes e ndo covalentes. A
modificacdo covalente envolve varios métodos de sintese, tais como polimerizacdo in situ,
polimerizacdo radicalar e amidacdo. (SPITALSKY et al. 2010)

A modificacdo ndo covalente dos nanotubos de carbono diz respeito a adsorcdo e/ou
acondicionamento de polimeros em sua superficie. As paredes laterais grafiticas dos nanotubos
de carbono oferecem interacfes de empilhamento © com polimeros conjugados, assim como
polimeros orgénicos contendo heteroatomos com par de elétrons livres. Essa modificagdo
preserva a parede lateral do nanotubos, assim como as suas propriedades. (SPITALSKY et al.
2010).

Outra abordagem relativamente recente para incorporar nanotubos de carbono em um
polimero é a tecnologia do latex (WU e CHEN, 2008). Nesse método os nanotubos s&o
incorporados apds a polimerizacdo do polimero. A primeira etapa do processo consiste na
dispersdo e estabilizacdo dos nanotubos, que pode ser em solucdo aquosa ou em solvente
organico. Depois, a dispersao dos nanotubos é misturada ao polimero na forma de latex, seguido
pelo processo de secagem que pode ser por casting (moldagem) ou ainda por liofilizagdo,
seguida de fuséo.

Wu e Chen (2008) e Junrong Yu et al (2007) produziram nanocompositos de MWCNT-
PS através da tecnologia do latex, onde foi observado que os MWCNTSs estdo bem dispersos e
uniformemente distribuidos na matriz. Além disso, a condutividade dos MWCNT-PS & de
quatro a dez ordens de grandeza superior comparada a do poliestireno puro, sendo que a
dispersdo méaxima dos nanotubos esta relacionada com o aumento da condutividade, transporte
de carga e distribuicdo dos nanotubos na matriz polimérica.

Com relacdo a CNTs decorados ndo covalentemente com nanoparticulas de
poliestireno/cumarina em latex nao foi encontrado pesquisas que discutam sobre sua sintese e

propriedades.



34

3.3 Corantes orgéanicos

O uso de corantes organicos em diversos materiais, principalmente como sensores tem
muitas vantagens, uma vez que a toxicidade dos corantes organicos € baixa, também possui
elevada fluorescéncia, alto rendimento quéntico e um menor custo. Devido a estes fatores,
foram utilizados corantes organicos fluorescentes da classe das cumarinas para atribuir aos
nanotubos de carbono propriedades fluorescentes e consequentemente maior campo de

aplicagéo.

3.3.1 Cumarinas

O primeiro composto da classe das cumarinas, também conhecida como benzopirona
(Figura 6a) foi isolado por Vogel, em 1820, de vegetais da espécie Coumarona odorata
(MIRANDA, 2001). E uma importante classe de corante organico com emissio na regido
espectral do violeta ao verde (VIJILA et al. 2001).

Muitos derivados de cumarina sdo fortemente fluorescentes com o seu rendimento
guantico muitas vezes proximo da unidade (NEDUMPARA et al. 2007). Propriedades
medicinais, como anticancer, antioxidante, anticoagulante e anti-HIV também foram
observadas em derivados de cumarinas. Devido ao alto rendimento quantico, diversas
cumarinas sdo empregadas como meio ativo em lasers de corante e oferecem potencial para
outras aplica¢des no campo da fotdnica, como sondas biologicas, dentre outras. (VIJILA et al.
2001; SOUZA, 2014).

Neste trabalho foram utilizados os seguintes derivados de cumarinas: 3-(2-
benzotiazolil)-7-dietilaminocumarina, (Cumarina 6); 3-(2-N-metilbenzimidazol)-7-N,N-
dietilaminocumarina, (cumarina 30), cuja estruturas sdo mostradas, respectivamente, nas
figuras 6b e 6¢. Estes derivados possuem alta eficiéncia quantica, tém emissdo dual com
maximo de fluorescéncia aproximadamente em 500 e 570 nm, regido do espectro

correspondente ao azul-verde.
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Figura 6: Estrutura da cumarina (a). Estrutura do derivado de cumarina-6 (b). Estrutura do derivado de

cumarina-30 (c).

Devido as suas propriedades, as cumarinas 6 e 30 s&o utilizadas como laser de corante
(NEDUMPARA et al. 2007), sondas fluorescentes (MAKWANA, JETHVA, e ROY, 2011),
coletor de energia solar, dopante em OLED (diodo organico emissor de luz) (UDDIN, LEE, e
ANDERSSON 2010), marcadores fluorescentes, entre outros. Esses corantes também sdo
amplamente utilizados como sondas de fluorescéncia para a compreensdo dos microambientes
de diferentes meios heterogéneos. Além disso, também sdo utilizados para estudar a dinamica
de diferentes processos quimicos e fisico-quimicos, como reacGes de transferéncia de elétrons,
dindmicas de solvatagdo, dindmica rotacional. (SENTHILKUMAR et al. 2004).

3.3.2 Propriedades fotofisicas das cumarinas

As propriedades fotofisicas de um corante podem ser discutidas em termos do diagrama
de Jablonski, que é o ponto de partida para o estudo sobre a absorcéo e emissao de luz para
compostos organicos. No diagrama, representado na Figura 7, € possivel observar os processos

fotofisicos para os compostos moleculares.
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Figura 7: Diagrama de Jablonski, onde os processos fotofisicos sdo representados por (1) absorcéo de luz, (2)
conversdo interna (IC), (3) fluorescéncia (processo radiativo, com tempo da ordem de 10-9 s), (4) cruzamento
entre sistemas (ISC) e (5) fosforescéncia (processo radiativo, com tempo da ordem de 10-°s). Adaptado de Paula
(2003).

No diagrama de Jablonski (Figura 7), os estados eletronicos singlete fundamental,
primeiro e segundo estados excitados sdo descritos por Sp, S1 e Sy, respectivamente.

As transigdes eletronicas entre estados sdo indicadas por linhas verticais, ilustrando a
natureza quase instantanea da absorcdo e emissdo de luz. A absorcdo da radiacéo
eletromagnética ocorre em aproximadamente 10 s, um tempo muito curto comparado ao
movimento nuclear. Dessa forma, a transicdo eletrdnica mais provavel sera aquela em que nédo
estdo envolvidas mudancas nas coordenadas nucleares (UDDIN, LEE, e ANDERSSON, 2010).
Essa transicdo € chamada de maximo de Franck-Condon (FC), e representa uma transicéo
vertical no diagrama de energia potencial. O mé&ximo de FC corresponde & sobreposicdo
méaxima entre a fungdo de onda vibracional do estado fundamental e a fungéo de onda do estado
excitado (RIBEIRO, 2003).

Ap0s a excitacdo eletronica da molécula para um estado eletrdnico superior (n>1), a
tendéncia usual é que haja desexcitacdo por conversao interna (IC), (2), até o primeiro estado
singlete excitado. Esse processo envolve a desexcitacdo da molécula a partir dos niveis
vibracionais que unem esses estados (DE PAULA, 2003).

A partir do primeiro estado excitado singlete, a molécula podera fluorescer, (3), no qual
o elétron preservara, no estado excitado, a multiplicidade que tinha no estado fundamental,

permitindo um retorno ao estado fundamental mais rapido, com a emissdo de um foton. Essa
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molécula também podera desativar-se por conversdo interna. Além disso, é possivel, obter-se

uma populagdo de um estado triplete (T,), desde que E(T,) < E(S,), (4), e algumas restricdes de

simetria orbital sejam obedecidas. Esse processo ocorria por cruzamento entre sistemas (ISC),
0 qual é um processo de desativacdo vibracional que envolve a mudanca de multiplicidade do
spin eletrénico (LAKOWICZ, 2006).

A partir do estado triplete, se n>1, a espécie excitada tende a perder vibracionalmente

parte do excesso de energia por conversdo interna, até atingir o estado T,. A partir desse estado,

a molécula excitada pode desativar-se para o estado fundamental por dois caminhos:
cruzamento entre sistemas e fosforescéncia (SOUZA, 2014).
A depender do tempo de vida dos estados S, e T,, outros processos podem ocorrer, tais

como transferéncia de energia, transferéncia de elétron, etc., que podem levar a desativacdo da
molécula ao estado fundamental, ou a transformagdes quimicas, resultando em novas

moléculas. Esses sdo chamados processo de supressdo (DE PAULA, 2003).

3.3.3 Influéncia dos grupos substituintes nas propriedades fotofisicas das cumarinas

As caracteristicas fotofisicas das cumarinas podem ser alteradas através da inclusao de
substituintes no anel cumarinico, da polaridade do meio e do pH, com desvios da lei de Lippert-
Mataga, devido a interagdes especificas com o solvente (DE MIRANDA, 2001).

A inclusédo de grupos substituintes retiradores ou doadores de elétrons na benzopirona
em determinadas posicOes altera as propriedades fotofisicas, tais como a intensificacdo ou
diminuigdo da emissdo de fluorescéncia (DE MIRANDA,2001).

Ao incluir um substituinte retirador de elétrons na posicéo 3, o carater fluorescente é
intensificado. Este carater também pode ser intensificado ao adicionar um substituinte doador
de elétrons na posicao 7. Além disso, a utilizagdo desses substituintes nesta posi¢ao permite um
deslocamento no méximo de absorc¢éo do composto (DE MIRANDA, 2001).

As cumarinas que possuem um substituinte dialquilamino na posi¢do 7, como a
cumarina 6 e a cumarina 30 (fig. 6b e 6¢), tendem a apresentar caracteristicas solvatocrémicas
e fotofisicas ndo usuais. Essas cumarinas podem apresentar fluorescéncia dual. Tendo como um
dos modelos mais aceitos para explicar a emissdo dual, o modelo de Grabowski e colaboradores,

no qual propde a formacédo de um estado excitado fortemente polar (NEDUMPARA et al. 2007;
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SATPATI et al. 2005; RAIKAR et al. 2006), resultado da rotacdo do grupo doador com relagao
ao grupo aceptor, com transferéncia de carga intramolecular e consequente desacoplamento
eletrénico entre os dois grupos.

Devido a rotacao, esse modelo, propde que o estado S, passa a apresentar energia menor
que a do estado S,, sendo o estado S, (com menor energia) conhecido como o estado de

transferéncia intramolecular de carga torcido, ou do inglés, TICT.

3.3.4 Influéncia do meio para as propriedades fotofisicas das cumarinas

Além dos substituintes, os corantes de cumarina sdo sensiveis a polaridade dos solventes
e a microambientes. Raikar et al. (2006) observaram um desvio da banda de transferéncia de
carga de cerca de 01-33 nm no espectro de absorcao, alterando o solvente a partir de etanol (Aabs
457 nm) para n —hexano (Lans425,8 nm). Os espectros de emissdo mostram maior mudanca em
comparagdo com os espectros de absorcdo. Os pesquisadores acreditam que a mudancga nos
espectros de absor¢do menos pronunciada de acordo com o solvente é devido a distribuicdo de
energia do estado fundamental ser menos afetada, possivelmente por causa da natureza menos
polar dos corantes no estado fundamental ao invés do estado excitado (RAIKAR et al. 2006).

Os corantes de cumarina que possuem o0 grupo 7-dietilamino também apresentam
comportamento incomum em certos solventes apolares. E relatado que os corantes adotam
conformac@es diferentes deste grupo em solventes apolares e alguns outros (NEDUMPARA et
al. 2007; SATPATI et al. 2005; RAIKAR et al. 2006). E observada uma relacéo linear entre o
rendimento quéantico e a polaridade do solvente em elevada e moderada polaridade, mas se
desvia para valores mais elevados em solventes apolares (NEDUMPARA et al. 2007).

Para entender o comportamento da Cumarina 6 frente a solventes com diferentes
polaridades, Satpati e col. (2005) realizaram estudos tedricos para prever a estrutura da
Cumarina 6 no estado fundamental e excitado em fase gasosa. Nesse estudo, a estrutura
otimizada da Cumarina 6 no estado fundamental indica que os dois grupos etilamino estéo fora
do plano da 1,2-benzopirona com angulos diedros de — 67,3° e — 23,0°. Uma vez que nenhuma
interacdo dielétrica significativa é esperada em solventes apolares, € esperado que a estrutura
de Cumarina 6 nestes solventes seja semelhante a fase gasosa, e assim suporta a atribuicdo da
estrutura ndo planar (SATPATI et al. 2005).
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Para estudar o efeito da polaridade do solvente na estrutura da Cumarina 6, a geometria
molecular em fase gasosa foi reotimizada e incorporada 10 moléculas de agua em volta da
Cumarina 6. Com a inclusdo deste efeito do solvente, os dois grupos etilamino apresentaram
angulos diedro de apenas 4,0° e -3.4°. A inclusdo do efeito do solvente também aumenta o valor
do ug (momento de dipolo no estado fundamental) do corante para 14,4 D a partir do seu valor
de 6,0 D na estrutura isolada em fase gasosa. A partir desses resultados é sugerido que o corante
Cumarina 6 adota conformacdes diferentes em seus grupos etilamino em solventes
apolares (SATPATI et al. 2005).

Ao comparar o0s resultados com outros derivados de cumarina, que ndo possuem o grupo
benzotiazol, foi sugerido que o grupo 3-benzotiazol de Cumarina 6 ndo tem qualquer influéncia
significativa sobre as alteracGes observadas nas propriedades do corante em solventes apolares
e outros (RAIKAR et al. 2006).

Além da polaridade, a constante dielétrica, indice de refracdo e consequentemente
viscosidade do solvente também afetam a formagéo dos estados S, (LE) e S,(TICT). Sendo esses

parametros relacionados pela lei de Lippert-Mataga, no qual se considera que a diferenca do
namero de onda (1/A) entre os estados fundamental e excitado ¢ uma propriedade do indice de
refracdo (n) e da constante dielétrica (¢). (DE PAULA, 2003)

Os desvios na Lei de Lippert-Mataga tém sido atribuidos a ligacGes de hidrogénio com
o0 solvente e a formacao de estados ICT e TICT. Satpati et al (2005) verificaram que na C6, 0s
valores de Kr (constante de decaimento radiativo) e Knr (constante de decaimento néo
radiativo), &f (rendimento quéntico) e tf (tempo de vida) variam quase linearmente com Af
(polarizabilidade do meio) para solventes de moderada a alta polaridade, no entanto em
solventes apolares, todas essas propriedades se desviam bastante, o que também sugere um tipo
de mudanca estrutural para o corante sobre a alteragcdo dos solventes para apolar (SATPATI et
al. 2005).

Kaholek et al (2000) estudaram propriedades espectrais de derivados da cumarina
substituidos na posicdo 3 em solventes de diferentes viscosidades e em matrizes poliméricas.
No qual, verificaram que em solventes de baixa viscosidade estas substancias exibem bandas
largas e baixo rendimento quéntico de fluorescéncia. Ja em solventes de alta viscosidade e
filmes poliméricos os rendimentos quanticos e tempos de vida de fluorescéncia sdo maiores
(KAHOLEK, HRDLOVIC e BARTOS, 2000).

Com relacdo a cumarina 30, Senthilkumar et al. (2004) também analisaram o

comportamento das propriedades fotofisicas frente a solventes com diferentes polaridades, e
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também observaram os mesmos desvios discutidos para a cumarina 6, no qual o alto valor
de ug (7.6 D) sugere que o estado fundamental da Cumarina 30 seja de natureza bastante polar.
Os autores ainda indicam uma transferéncia de carga intramolecular (TIC) do grupo 7-
NEt, para a fracdo 1,2-benzopirona. J& em solventes proéticos de polaridade moderada a alta é
observada que a ligacdo de hidrogénio intermolecular entre corante-solvente provoca
aparentemente um aumento na diferencga entre os momentos de dipolo do estado fundamental e

do estado excitado.

3.3.5 Efeito nas propriedades fotofisicas a partir de variacdes do pH

As caracteristicas espectrais dos corantes de cumarina podem sofrer alteracdes de
acordo com pH. Com o intuito de estudar o comportamento dos acidos em solventes organicos
e 0 mecanismo de protonacdo da Cumarina 6, Mina, Puzyk, and Puzyk (2013) verificaram que
o0s espectros de fluorescéncia em acetona, acetonitrila, butanol-1 e etanol sdo semelhantes.

No entanto, em acetona observou que existe algum intervalo de concentragédo dentro do
qual a fluorescéncia da Cumarina 6 muda de forma semelhante com a adicdo de &cidos
cloridrico, clorico e nitrico; ou seja, a intensidade do comprimento de onda maxima (~ 507 nm)
diminui de forma acentuada, enquanto que a intensidade do segundo maximo (~ 560 nm)
permanece quase constante (MINA, PUZYK, e PUZYK 2013).

Entretanto, foi observado que solugdes de acido acético em concentragdes de 107 —
10% M ndo causam alteracdes pronunciadas no espectro de fluorescéncia da Cumarina 6, com
excecdo de uma ligeira mudanca batocrdmica, que, provavelmente é causado por ressolvatacdo
de moléculas de Cumarina 6. Indicando que em acido acético se comporta como um nao-
eletrolito nestes solventes. Segundo os autores, na molécula de Cumarina 6, cinco heteroatomos
sdo centros de potenciais protonacdo. No entanto, em consonancia com o grupo de Corrent
(1998) é apenas o atomo de nitrogénio do anel tiazol, que sofre protonacdo, no qual o proton é
transferido para o anel da benzopirona por ressonancia.

Além disso, Corrent et al (1998) ainda afirmam que em concentracdes acima de 10- M
ha a formacéo de excimeros e agregados, pela observacdo de uma banda adicional em 620 nm
no espectro de fluorescéncia, que se desloca para o azul e diminui de intensidade, ao diluir a
solucdo. No espectro de absorcdo, a banda desloca-se para o vermelho atribuida a formacéo de

dimeros.
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3.4 Quitosana

Neste trabalho a quitosana foi escolhida como suporte para formacdo de filmes de
nanocompositos de CNT/PS-Cumarina devido as suas interessantes propriedades e
disponibilidade.

E um copolimero natural, composto por unidades p-1,4 D-glucosamina ligadas a N-
acetilglucosamina, distribuidas aleatoriamente ao longo da cadeia (Figura 8) (CHATTERJEE
et al. 2005). A quitosana é obtida através da desacetilacdo da quitina presente em cascas de
camardo, caranguejo e insetos, € insolivel em &gua e o segundo polimero natural mais
abundante (LI et al. 2010).

r H20H CHYOH

R= — COCH, > 50% —> Quitina

R= —H < 50% —> Quitosana

Figura 8: Estruturas quimicas da quitina e da quitosana, retirado de Khor and Lim (2003).

Na desacetilacdo da quitina ocorre a substituicdo de grupo acetilas (COCHz) por grupos
aminos livres (-NH2) que podem ser protonados em meio acido (-NHs") tornando a quitosana
soluvel em diferentes solucGes &cidas. O grau de desacetilacdo da quitosana comercialmente
disponivel varia entre 70 e 95% e sua massa molar, entre 10 a 1000 kDa (MALAFAYA,
SILVA, e REIS, 2007). Produzindo quitosanas com diferentes pesos moleculares e diferentes
disposicdes dos grupos N-acetil residuais na cadeia do polimero. (ZHONG, SONG e LI 2011).

Segundo Regiel et al. (2013) a atividade antimicrobiana da quitosana é proporcional ao
seu grau de desacetilacdo. Um alto grau de desacetilacdo indica que h4 um maior nimero de
grupos protonados, 0s quais interagem com as paredes negativamente carregadas dos micro-
organismos. Assim, a atividade antimicrobiana da quitosana é fortemente afetada pelo pH,

sendo mais elevada em condicdes de baixo pH.
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Uma vez que, em meio &cido, a quitosana, se comporta como um polieletrolito, por
apresentar uma alta densidade de cargas positivas (uma por unidade de glicosamina), pode
interagir com biomoléculas que apresentam cargas negativas, tais como proteinas,

polissacarideos anidnicos, acidos nucléicos e acidos graxos (DALLAN, 2005).

3.4.1 Propriedades da quitosana

Desde a descoberta do grande potencial de aplicagbes, a quitosana vem sendo
extensivamente estudada. Apresenta excelente biocompatibilidade; quase nenhuma toxicidade
ao ser humano e animais; alta bioatividade; biodegradabilidade; reatividade do grupo amino
desacetilado; permeabilidade seletiva; acdo polieletrolitica; atividade antimicrobiana;
habilidade em formar gel e filme; habilidade de quelacdo e capacidade adsortiva.
(STAMFORD-ARNAUD, 2012)

Essas propriedades conferem a quitosana aplicabilidade em diversas areas, tais como,
carreador de farmacos de liberacdo gradual, regeneracdo de tecidos epiteliais, confeccdo de
membranas artificiais, absor¢do de gordura e reducdo do colesterol sérico, componente de
cosmeéticos, agente floculante no tratamento de efluentes, agente antimicrobiano, formacao de
biofilmes, etc (FAl, STAMFORD e STAMFORD, 2008).

Além disso, no pH biol6gico a quitosana apresenta-se como um polication. Em meio
acido os grupos amino da quitosana captam ions hidrogénio do meio, resultando em uma carga
global positiva no polimero. Esta caracteristica permite a sua interacdo com moléculas
carregadas negativamente tais como: gorduras, tecido animais ou vegetais, membrana celular,
entre outras formas (STAMFORD-ARNAUD, 2012).

Outras caracteristicas apresentadas pelos filmes a base de quitosana sdo as propriedades
de barreira moderada ao oxigénio, boas propriedades de barreira ao didxido de carbono, mas
alta permeabilidade ao vapor de agua, devido a sua natureza hidrofilica, (SANCHEZ-
GONZALEZ et al. 2010) o que restringe a sua utilizacéo.

O controle efetivo da transferéncia de agua é uma propriedade desejavel para a maioria
dos alimentos (PEREDA, AMICA, e MARCOVICH, 2012). Essa limitagdo dos filmes de
quitosana pode ser minimizada pela adi¢cdo de aditivos hidrofobos tais como, nanotubos de
carbono, acidos graxos, lipideos e agentes tensoativos (DIAS, 2013).

Além do mais, ha a necessidade de se melhorar as propriedades térmicas, mecanicas e
de barreira dos filmes de quitosana. Estratégias utilizando blendas de polimeros, adi¢do de
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plastificantes como a glicerina, nanoparticulas de prata e nanotubos de carbono, tém sido usados
para melhorar o desempenho de polimeros biodegradaveis, como a quitosana. (ZHONG,
SONG, e LI, 2011)

A quitosana também é muito estudada como agente antimicrobiano. Numa matriz sélida
de quitosana, tais como, filmes, fibras e hidrogéis, apenas sdo exibidos comportamentos
antibacterianos, parcialmente na superficie microbiana através da reacéo de contato interfacial.
O mecanismo de acao antibacteriana ainda nao é totalmente esclarecido (RABEA et al. 2003),
mas 0 modelo de interacdo fornece uma possibilidade de descrever as atividade antibacterianas
da quitosana como um seguimento sequencial, onde inicialmente, ocorre uma série de
interacOes fisica e bioquimicas, e depois a morte celular (KONG et al. 2008).

A massa da quitosana também influencia 0 mecanismo de atuacdo. Na quitosana com
alto peso molecular, a quitosana dissociada pode interagir com a membrana da célula para
alterar a permeabilidade celular, ou pode atuar como um agente quelante que se liga
seletivamente aos metais tracos e, assim, inibe a producdo de toxinas e crescimento microbiano
(KONG et al. 2008).

3.4.2 Nanocompdsitos de quitosana e nanotubos de carbono

Assim como ja foi discutido na sessao 3.1, 0s nanotubos de carbono sdo materiais ideais
para o reforco em matrizes poliméricas, devido as suas excelentes propriedades mecanicas,
além da alta condutividade térmica e elétrica, que podem ser atreladas as propriedades do
polimero e produzir um material com alto desempenho e multifungbes (WANG et al. 2005; Oh
et al. 2015). A quitosana, por sua vez possui inimeras vantagens, utilizada em varios campos,
como tratamento de agua, membranas de separacdo, embalagem de alimentos, engenharia de
tecidos e entrega de drogas. Com a adicdo de nanotubos de carbono em sua estrutura a
permeabilidade ao vapor de dgua diminui, alem de aumentar as suas propriedades mecanicas,
0 que amplia suas aplicacGes (WANG et al. 2005; OH et al. 2015).

Dos varios métodos de processamento disponiveis para fabricacdo de nanocomposito
CNT/polimero baseados em polimeros termoplasticos ou termofixos, a mistura de solucdes,
polimerizacdo in situ, mistura de processos de fusdo e modificacdo quimica sdo 0s mais
utilizados. De forma geral, os métodos de processamento de solugcfes incluem a dispersdo do
CNT em um liquido, por meio de agitagdo vigorosa e/ou sonicacdo, mistura da dispersdo de

CNT com uma solucdo de polimero, e consequentemente evaporacao do solvente com ou sem
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condi¢Bes de vacuo em um molde adequado (SPITALSKY et al. 2010). Para quaisquer
metodologias utilizadas na sintese de nanocompdsitos, sdo formados produtos com
propriedades superiores aos materiais puros.

Wang et al. (2005) produziram nanocompositos através do método de mistura de
dispersdes, no qual observaram que a adicdo de MWCNTs melhora significativamente as
propriedades de tragdo da matriz de quitosana, as propriedades mecéanicas aumentam com o
aumento do carregamento de MWCNTSs. Essa melhoria é resultante da compatibilidade e a forte
interacdo entre os enchimentos de MWCNT e a matriz, aumentando a dispersdo, bem como a
adesdo interfacial.

Com apenas 0,4% em peso de MWCNT, o mddulo de tragdo do nanocompdsito aumenta
drasticamente em cerca de 78% em comparacdo com os filmes sem MWCNT. Eles ainda
observaram que a medida que o nivel de carga de MWCNTSs aumenta para 0,8% em peso, 0
modulo de resisténcia a tracdo e a resisténcia do composto de quitosana/MWCNTS sdo
reforcados em cerca de 93% e 99%, respectivamente. No entanto, em concentragdes mais alta
de MWCNTSs h& maior tendéncia em formar agregados dentro da matriz, devido a isso 0 médulo
de tracdo s6 aumenta ligeiramente, enquanto a resisténcia a tracdo mantém-se estavel. (WANG
et al. 2005).

Os mesmos pesquisadores ainda afirmam que esse melhoramento nas propriedades pode
ser devido ao efeito do reforco dos MWCNTSs de alto desempenho, finamente dispersos ao
longo da matriz de biopolimero, além da forte interacdo entre MWCNTSs funcionalizados e a
matriz de quitosana. Uma vez que os MWCNTSs tratados com acido contém muitos defeitos e
grupos hidrofilicos, tais como -OH e -COOH, que sdo muito Uteis para melhorar a
dissolubilidade de MWCNTS na agua.

A quitosana, um biopolimero hidrofilico, possui trés tipos de grupos funcionais, amino,
e grupos hidroxilo primarios e secundarios, em uma unidade de glucosamina, que podem formar
uma forte ligacdo de hidrogénio entre quitosana e MWCNTSs. A compatibilidade e a forte
interacdo entre os enchimentos MWCNT e a matriz do polimero aumentam muito a dispersao,
bem como a adesdo interfacial, aumentando significativamente as propriedades mecanicas da
matriz (WANG et al. 2005).

Os nanocompdsitos MWCNT/quitosana também apresentam um aumento da
condutividade elétrica em varias ordens de grandeza em limiares de percolagdo muito baixos
(<0,1% em massa) de CNTs em matrizes poliméricas sem comprometer outros aspectos de

desempenho dos polimeros, como seu baixo peso, clareza dptica e baixas viscosidades de fusdo.
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A presenca da rede de nanotubos interligados resulta em um aumento dramético de sua
condutividade elétrica nesses compositos. No entanto, numerosos estudos mostram que o limiar
de percolacdo e a condutividade dependem fortemente do tipo de polimero, método de sintese,
proporcdo de nanotubos de carbono, presenca de nanotubos aglomerado, sua distribuicao

uniforme e o grau de alinhamento.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e reagentes

Tabela 1: Materiais e reagentes utilizados durante o trabalho.

Materiais/Reagentes Marca Pureza

Nanotubos de carbono de - -

multiplas paredes

Nanotubos de carbono de - -

multiplas paredes dopados

Quitosana Sigma Aldrich 93,0 %
Glicerina Dindmica 99,5%
Metanol Neon 99,8%
N,N-Dimetilformamida Sigma Aldrich 99,8
Acido acético Sigma Adrich 99,7 %

Agua deionizada - -
Acido cloridrico ACS Fmaia 37,0 %

Sintese dos nanotubos de carbono utilizados neste trabalho

Em todo estudo aqui descrito foram utilizadas amostras de MWCNT e nanotubos de
carbono dopados com nitrogénio (CNX) sintetizadas pelo processo de pirélise em aerossol, cuja
rota de sintese foi desenvolvida pelo grupo de pesquisa (NyN-IPICYT, SLP-MEX) no
laboratorio de Nanoestruturas de Carbono baixo assessoria dos professores I. Vega-Cantu.

A partir dos métodos relatados por Meneses-Rodrigues et al. (2010), Kamalakaran et al.
(2011) e Navarro et al. (2008), o processo de pirolise em aerosol envolve o uso de solucgdes
precursoras de carbono e particulas metalicas. Para a producdo de MWCNT esta mistura €
dissolvida em tolueno e para os CNx-MWCNT utiliza-se a benzilamina. O aerossol é formado
em um tubo de quartzo localizado dentro de um sistema de dois fornos aquecido a 850 °C,
durante 30 minutos. Os MWCNTSs e CNXx sintetizados sdo depositados na parede do tubo, e tém

diametro na ordem de 40 nm-70 nm e comprimento 10um -20 pum.
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E importante ressaltar que todos os procedimentos descritos a seguir foram realizados
tanto para o0s MWCNTSs quanto para os CNx. Portanto, ao utilizar o termo CNTs refere-se a

utilizacdo de ambos os nanotubos nos procedimentos.
4.2 Processo de purificagdo dos nanotubos de carbono

Dentre os varios processos de purificacdo analisados, o que apresentou melhores
resultados foi 0 método descrito abaixo e foi 0 método utilizado em todos os procedimentos de
purificacdo. Para o processo de purificacdo escolhido foram utilizadas duas etapas, a primeira
etapa teve como objetivo a remocéo parcial do carbono amorfo, uma vez que ao retira-los, as
espécies metalicas ficam mais expostas, facilitando a sua oxidacdo numa segunda etapa de
digestdo acida. Conforme, mostrados no esquema abaixo (Figura 9).

Na primeira etapa os CNTs foram ultrasonicados, usando ponta ultrassénica durante 12
h, com amplitude de 30%, com pulsos operando em 9 segundos on e 5 segundos off. Ap6s o
término da ultrasonicacdo, a nata formada na superficie, conhecida como carbono amorfo, foi
removida com espatula e em seguida a mistura foi filtrada, sob vacuo, em membrana de nylon
(Millipore) com tamanho do poro de 0,45 um e seco em estufa a vacuo numa temperatura de
100 °C durante a noite.

Na segunda etapa da purificacdo foram adicionados 200 mg de CNT a um bal&o de
fundo redondo de 500 mL contendo 500 mL de uma solucéo de &cido cloridrico (HCI) 6 M. O
baldo foi acoplado a um condensador de bolas com agua circundante e, com o auxilio de uma
manta aquecedora, foi realizado o refluxo da mistura durante 6 horas numa temperatura de 100
°C. Em seguida, a mistura foi filtrada, sob vacuo, em membrana de teflon (Millipore) com
tamanho de poro de 0,45 um e lavada com agua destilada até pH proximo da neutralidade. Os

CNTs foram secos em estufa a vacuo numa temperatura de 100 °C.

#
20 Oxidacdo e
remocado das

Purificacdo
Hidrotermal

L 1
i — { particulas
12 remogdio do H = f metalicas, através
A & do refluxo com HCI.

™ Filtragdo e E
secagem .

carbono amorfo

Figura 9: Procedimentos de purificagdo dos CNTSs.
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4.3 Processo de funcionalizacdo para os hanotubos de carbono

Na funcionalizacdo ndo covalente foram utilizadas amostras de CNx e MWNT,
seguindo o método proposto pela patente intitulada de “processo para obtencdo de
nanocompositos decorados formados por nanoestruturas de carbono com latex ou latex

luminescente” depositada em 2016.

4.4 Sintese de latex de nanoparticulas de poliestireno com cumarina

As nanoparticulas de poliestireno/cumarina foram sintetizadas através do método de
minemulsdo. Para um melhor estudo do comportamento da fluorescéncia, foram utilizadas as
cumarina 6 e cumarina 30, no qual foram formadas, respectivamente, as nanoparticulas PS/C-
6, PS/C-30.

Estas nanoparticulas foram sintetizadas por Sidicleia Bezerra, também vinculada ao
laboratério de Compostos hibridos Interfaces e Coloides, localizado no Departamento de
Quimica Fundamental — UFPE.

4.5 Decoragdo de nanotubos de carbono com latex de nanoparticulas de

poliestireno/cumarina

Os nanotubos de carbono CNx e MWCNT foram decorados com nanoparticulas de
poliestireno/cumarina através da mistura das dispersGes. Nesta etapa do processo foram
dispersos 5 mg de CNTSs funcionalizados em 5mL de dimetilformamida (DMF) durante 1 hora
em banho ultrasénico. Em seguida, 50 mg de nanoparticulas de poliestireno/cumarina (PS/C-6
e PS/C-30) foram dispersas em 5 mL de agua deionizada durante 2 horas em banho ultrassonico,
seguido por agitacdo magnética durante 1 hora.

Posteriormente, as dispersdes do latex foram misturadas a dispersdo de CNT e levada
ao banho ultrassdnico durante 1 hora. Em seguida, a mistura foi agitada mecanicamente e
aquecida até 45 °C, em banho de silicone para uniformizar a temperatura, durante até 120 horas.

Em seguida, as dispersdes foram transferidas para tubos eppendorf e centrifugadas
durante 30 minutos a 15.000 RPM para remocdo do excesso de DMF e particulas de
poliestireno. Este procedimento de lavagem foi repetido duas vezes, e depois, foi deixado secar
em dessecador.
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Nessa etapa foram produzidas 6 amostras para cada tipo de CNT (CNx e MWCNT)

decorrentes da variacdo do tempo utilizado na decoragéo dos CNTSs, e considerando apenas um

tipo de nanoparticula. As condi¢Ges experimentais utilizadas nas sinteses estdo resumidamente

na Tabela 2.

Tabela 2: CondicOes experimentais para ancoragem de nanotubos de carbono

Amostra CNT PS/C6 Tempo
1 MWCNT -5 mg 50 mg 6h
2 MWCNT -5 mg 50 mg 24h
3 MWCNT -5 mg 50 mg 48h
4 MWCNT -5 mg 50 mg 72 h
5 MWCNT-5 mg 50 mg 96 h
6 MWCNT - 5mg 50 mg 120 h
7 CNx—-5mg 50 mg 6h
8 CNx—-5mg 50 mg 24 h
9 CNx —5mg 50 mg 48 h
10 CNx—-5mg 50 mg 72 h
11 CNx—-5mg 50 mg 96 h
12 CNx —5mg 50 mg 120 h

Ap0s analises de Raman e microscopia eletrénica de transmissao (MET) foi selecionado

o melhor tempo de agitacdo para ancoragem de nanoparticulas nas superficies dos nanotubos.

Neste trabalho foi escolhido o tempo de 72 horas, e consequentemente esta etapa foi repetida

para todas as nanoparticulas (PS/C-6 e PS/C-30), mantendo todos os outros parametros citados

acima.

Resumidamente, todo o processo descrito anteriormente para a decoracdo dos CNTSs

com latex de nanoparticulas de poliestireno/cumarina é apresentado no esquema abaixo (Figura

10).
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Figura 10: Representagdo da decoracéo dos CNTs com latex de nanoparticulas de poliestireno/cumarina

4.6 Sintese de nanocompdsito de nanotubos de carbono e quitosana

Apds a ancoragem das nanoparticulas na superficie dos nanotubos, os nanocompositos
de CNT-PS-C/quitosana, em forma de filmes, também foram sintetizados a partir da mistura
das dispersoes.

Os filmes a base de quitosana foram preparados de acordo com Zhong et al (2011), com
algumas modificacGes. A solucdo filmogénica de quitosana foi preparada dissolvendo 1,5 g de
quitosana em 80 mL de solucgdo de acido acético 2% (v/v) e deixada em agitacdo, utilizando um
agitador magnético a temperatura ambiente (24 °C) durante 24 horas. Em seguida foi adicionada
0,3% de glicerina® e mantida a solucéo em agitagdo por mais 1hora. A solucéo foi mantida em
repouso para decantacdo da quitosana ndo solubilizada. Esta solucdo foi utilizada para o
desenvolvimento de todos os filmes. Para futuras dispersdes de CNT/PS-C foram reservados
20 mL da solugdo de acido acético preparada para solubilizar a quitosana.

Amostras de CNT/PS-C foram dispersas em 2 mL da solucéo de acido acético (2%),
reservada previamente. Esta dispersdo permaneceu em banho ultrassénico durante 2 h. Em
seguida, a dispersdo de CNT/PS-C foi vertida em 8 mL de solugdo filmogénica de quitosana,
sob agitacdo magnética durante 3 horas. Depois, a mistura foi levada ao banho de ultrassom por
mais 1 hora, que além de auxiliar na etapa de mistura, serve também para a remocéo das bolhas
formadas durante o processo de agitacao.

Finalmente a mistura foi colocada em um molde de material pléastico (2,5x2,5cm),

conectado a uma placa de aguecimento numa temperatura de 35 °C ateé a completa secagem do

1 O percentual de 0,3% de glicerina foi escolhido ap6s um estudo comparativo entre diferentes quantidades de
glicerina (0,3%, 0,5% e 1,0%). Com 0,3% de glicerina foi obtido um filme parcialmente eléstico e com relativa
resisténcia.
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material. O protocolo usado na preparacdo dos nanocompositos esta representado na Tabela 3.
Para estudo comparativo das propriedades dos filmes foram utilizados diferentes percentuais
de CNT/PS-C na formacdo dos filmes, resultando em sete diferentes filmes, que serdo listados
na Tabela abaixo.

Apbs completa evaporacdo do solvente, os filmes foram removidos das placas e
separados por folhas de papel branco, estocados em sacos plasticos em temperatura ambiente
para analises posteriores. Foram produzidos filmes com concentracdes diferentes de CNT/PS-
C, 0,03 e 0,1 m/m, sendo que o filme controle (0 %) foi representado pelo filme de quitosana
sem a incorporacdo das nanoparticulas. A espessura de cada filme foi obtida pela média de
afericOes tomadas em 6 diferentes pontos do filme, ao acaso, utilizando micrometro Mitutoyo
(0-25 mm).

Tabela 3: CondicGes de preparo para as amostras de nanocompdsitos.

Massa de CNT Massa de
Amostra Compésito (mg) Quitosana* (g)
Quitosana - - 9,47
MW/C6-3 MWCNT - PS/C6 3 mg 9,47
MW/C6-10 MWCNT - PS/C6 10 mg 9,47
MW/C30-3 MWCNT - PS/C30 3 mg 9,47
MW/C30-10 MWCNT - PS/C30 10 mg 9,47
CNx/C6-3 CNx- PS/C6 3 mg 9,47
CNx/C6-10 CNx — PS/C6 10 mg 9,47
CNx/C30-3 CNx —PS/C30 3 mg 9,47
CNx/C30-10 CNx — PS/C30 10 mg 9,47

* A massa da quitosana apresentada corresponde a massa de 10 mL da solucdo de quitosana, que

inclui solucdo de &cido acético e glicerina.
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4.7 Métodos de caracterizacao

4.7.1 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica importante e amplamente usada para identificar
a desordem da rede sp? de diferentes estruturas de carbono.

Os espectros Raman foram obtidos num equipamento modelo Alpha 300s acoplado a
um microscépio Optico (e detector). Para os nanotubos de carbonos pristine, purificados e
funcionalizados foi utilizado comprimento de onda de 532 nm, com uma poténcia de 63 mW e
um tempo de aquisicdo de 10 s. Os espectros de nanotubos de carbono decorados com
poliestireno/cumarina foram obtidos utilizando o laser com comprimento de onda de 633 com
uma poténcia 28 mW e tempo de aquisicao de 10s, devido a alta fluorescéncia apresentada pela
amostra. Para uma melhor analise, em todos os ensaios, foram obtidos 3 espectros de diferentes
regibes da amostra. Esta técnica foi realizada no Laboratério de Microscopia e Microanalise
(LAMM) do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste — CETENE.

4.7.2 Infravermelho com Transformada de Fourier

Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada para analisar a eficiéncia dos procedimentos realizados nos nanotubos de carbono,
através das alteracdes da interacdo intermoleculares entre 0os materiais. As amostras foram
caracterizadas em um equipamento IRTracer — 100 (Shimadzu), no intervalo de 4000 a 400
cm?, utilizando resolucéo espectral de 4 cm™, em modo de transmisséo. Para cada espectro
foram acumuladas 128 varreduras. As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr e
mantidas sob o vacuo. Esta técnica foi realizada no Laboratorio de Polimeros N&o

Convencionais — do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Pernambuco.

4.7.3 Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET)

O microscépio eletrénico de transmissdo utilizado foi um Tecnai G2 da marca FEl,
operando com tensdo de aceleracdo de elétrons de 200 kV, localizado Laboratério de
Microscopia e Microanalise (LAMM) do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste —

CETENE. As amostras analisadas foram dispersas em iso-propanol e gotejados diretamente no
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grid (holley carbono de 300 mesh, Fed Pella). As telas contendo as amostras foram secas a

temperatura ambiente, sob atmosfera de ar, e foram analisadas posteriormente.
4.7.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos filmes, das nanoparticulas e a estrutura celular das bactérias foram
avaliadas através da microscopia eletrénica de varredura (MEV) em microscépio, modelo
Quanta 200 FEG FEI, operando em alto vacuo, disponivel no Laboratério de Microscopia e
Microanalise (LAMM) do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste — CETENE.

Para as analises, as amostras de filme e as nanoparticulas (dispersas em alcool
isopropilico) foram fixadas em um stub apropriado, com o auxilio de uma fita condutora de
carbono, e metalizadas atraves da deposicdo de uma fina camada de ouro em sua superficie,
aproximadamente 20 nm de espessura. Para a avaliacdo da seccéo transversal dos filmes, as
amostras foram criofraturadas em nitrogénio liquido antes de sua metalizagéo.

Para anélises da superficie dos filmes em contato com os microrganismos, 0s mesmos
foram preparados de forma adequada, através da utilizacdo de solugdo fixadora, tratamento de

pos-fixacdo, desidratacdo, secagem em ponto critico, fixacdo em stub e metalizacéo.
4.7.5 Capacidade de absorcdo dos nanocomp@sitos

A capacidade de absorcdo dos filmes foi determinada por meio do grau de
intumescimento paulatino em agua deionizada. Para os ensaios de intumescimento, amostras
com cerca de 0,8 cm x 2,0 cm e 0,7 mm de espessura foram recortadas e suas dimensdes foram
medidas com um micrémetro Mitutoyo e a massa foi pesada em balanca analitica. O solvente
escolhido foi a agua. A massa inicial das amostras foi determinada antes da imersdo em 10 mL
de agua deionizada. Apos 24 h da imersdo, o excesso de solvente da superficie do filme foi
removido com papel filtro. Depois, a amostra foi submetida & pesagem em balanca analitica,
para a determinacdo das massas umidas finais (Mu). Todo o procedimento foi realizado em

duplicata. A capacidade de absorcdo (A) para cada filme foi calculada através da Equagéo 1:

_ (Mu-Mi)
T M

A

Onde Mi corresponde a massa seca inicial.
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4.7.6 Potencial Zeta

A medida do potencial Zeta fornece informacdes sobre a carga superficial das
nanoparticulas, que é uma caracteristica importante para avaliar a presenca de carga disponivel
para ligacbes com outros materiais. Estas cargas mudam com a variagdo dos parametros
experimentais e através deste potencial pode-se medir a magnitude das interacdes repulsivas
entre particulas e avaliar a estabilidade destas em solucéo. O potencial Zeta para cada amostra

foi medido em triplicata.

4.7.7 Espectroscopia de absor¢do no UV-visivel

As anélises de absorcéo na regido do UV-Vis foram realizadas utilizando-se uma cubeta
retangular de quartzo em um espectrofotbmetro da Ocean Optics modelo DH-2000 com
lampadas de deutério e tungsténio. As medidas foram realizadas em modo de refletancia para

as amostras.

4.7.8 Espectroscopia de emissdo

Os espectros de emissdo e excitacdo das cumarinas C6 e C30 encapsuladas nas
nanoparticulas de poliestireno foram registrados utilizando o equipamento Horiba Fluorolog.
Inicialmente foi feito um mapa de excitacédo, através do comprimento de onda de absor¢do, em
seguida, os espectros de emissdo foram obtidos através do comprimento de onda méaximo de
excitacdo, que foi considerado 395 nm.

Os espectros foram obtidos através das amostras em pé ou em filmes, no qual foram

fixadas adequadamente através de fitas de carbono em temperatura ambiente.

4.7.9 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) é uma técnica poderosa
fundamentada na aplicacdo de um estimulo elétrico (continuo) fixo (uma voltagem ou corrente
conhecida) ao eletrodo de trabalho, onde adicionalmente é sobreposto outro estimulo elétrico

(alternado) de amplitude fixa e frequéncia variante com o tempo. Esta abordagem permite se
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observar a impedancia (resposta) frente a perturbacéo alternada realizada num extenso intervalo
de frequéncia. (SILVA, 2013)

Assim, torna-se necessario definir certos termos que sdo de comum uso na EIE.
Impedéancia (Z): Resisténcia genérica a passagem de corrente elétrica que reune tanto uma
resisténcia pura “R” (6hmica, independente da frequéncia), apresentada por elementos
resistores, quanto uma reatancia “X” (resisténcia que é dependente da frequéncia aplicada ao
sistema) apresentada por elementos indutores, capacitores. (SILVA, 2013)

Embora ambas as resisténcias e a reatancias sejam de carater fisico real, a teoria de
nameros complexos é amplamente empregada para o estudo de EIE. A impedancia no plano
complexo é representada pela seguinte expressdo genérica:

z2=2-jz°
Onde:

Z’= componente real que incorpora as resisténcias 6hmicas.

7> = componente imaginario que incorpora as reatancias, juntamente com j.

Assim, toda a algebra desenvolvida para o estudo dos niUmeros complexos se aplica nos estudos
de EIE.

Os resultados obtidos sdo demonstrados através do diagrama de “Nyquist” ou diagrama
de impedancia. O diagrama é um plano complexo (real imaginario) de coordenadas cartesianas,
em que se tem na abscissa a parte real (termos resistivos) e na ordenada a parte imaginaria
(termos capacitivos ou indutivos).

Para a realizagéo destas medidas foi utilizado o Impedanciometro Solarton modelo 1260
Impedance/Gain phase Analyser, que permite a aplicacdo de uma amplitude de tenséo de O a
3V num intervalo de frequéncia de 1 Hz a 1 MHz. Esta técnica foi realizada no Laboratorio de
Polimeros Ndo Convencionais — do Departamento de Fisica da Universidade Federal de

Pernambuco, pelo doutorando Romario Justino da Silva.

4.8 Ensaios microbioldgicos

Os testes microbioldgicos foram realizados para determinar se os filmes de quitosana,

assim como as nanoparticulas de PS/Cumarina adsorvidas aos CNTs séo capazes de inibir o
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crescimento de bactérias Gram-negativa (Escherichia coli) e Gram-positiva (Staphylococcus
aureus).

Além de analisar a interacdo/crescimento da Salmonela typhimurium e Escherichia coli
com a superficie dos filmes, ambas bactérias Gram-negativas e as principais bactérias
identificadas em surtos de doencas transmitidas por alimentos (BRASIL, 2017). As analises
foram realizadas em colaboracdo com a doutoranda Tayane Mendes no Laboratorio de

Bioprocessos, no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste — CETENE.

4.8.1 Método de difusdo em Agar

A atividade antibacteriana dos filmes foi determinada utilizando as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) Gram-positiva, e Escherichia coli (ATCC 25922) Gram-
negativa, pelo método de difusio em Agar, e comparados a sua eficiéncia com antibidtico. O
meio de cultura utilizado nas placas de petri foi 0 &gar PCA (padrdo para contagem), e apos a
inoculacdo, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 h.

Amostras dos filmes, com didmetro de 1,2 cm e o antibidtico foram depositados
assepticamente sobre a superficie dos meios inoculados, os quais foram incubados a 37 °C por
24 h. Ap6s a incubacdo, as placas foram observadas quanto a homogeneidade do crescimento
bacteriano e, nos casos em que foi verificada inibicdo do crescimento, o diametro do halo foi
medido com auxilio do software ImageJ® a partir das imagens das placas. Os testes foram
realizados em duplicata e os resultados apresentados correspondem aos valores médios. Os

filmes foram esterilizados através de radiacdo ultravioleta.

4.8.2 Avaliacdo do comportamento dos filmes em contato com solugdes de microrganismos

Esta anélise tem o objetivo de analisar a fluorescéncia dos filmes em contato com
Salmonela typhimurium e Escherichia coli, assim como a interacdo desses microrganismos com
a superficie dos filmes. Amostras de filmes esterilizadas, com luz UV, foram submersas em
solucdes de ambas as bactérias com concentragdes 105, 10*e 102 UFC/mL, e retirados apds 1h

e 24 h de contato. Todos os parametros estdo listados na tabela 4.
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Tabela 4: Parametros analisados para filme MWCNT/C6-3 em contato solugdes de microrganismos.

Tempo em contato

Amostra Micro-organismo Concentracao com a solucéo
E.coli 102 1h
E.coli 102 24 h
E.coli 10 1h
E.coli 10 24 h
E.coli 10° 1h
MW/C6-3 E.coli 106 24 h
Salmonela 102 1h
Salmonela 102 24 h
Salmonela 10 1h
Salmonela 10 24 h
Salmonela 10° 1h
Salmonela 10° 24h

Assim como foi ilustrado, na Tabela 4, para o filme MWCNT/C6-3, 0 mesmo
procedimento foi realizado para os filmes MWCNT/C6-10, MWCNT/C30-3, MWCNT/C30-
10. Dessa forma, para cada filme foram originadas 12 amostras, resultando em 48 filmes.

Apos a retirada dos filmes das solucbes de bactérias, estes foram colocados em tubos

eppendorf com 1 mL de solucdo de fixador, uma solucdo com de Glutaraldeido (2,5%) em

tampdo Cacodilato de sodio (0,1M) e mantidas em refrigeracdo, esta solucdo fixadora tem a

fungéo de preservar a estrutura dos microrganismos e impedir o crescimento das células nos

filmes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no decorrer deste
trabalho, com o foco na preparagdo de filmes de nanotubos de carbono-quitosana,
caracterizacdo e avaliacéo das propriedades dos filmes de quitosana puro, diferentes percentuais

de nanotubos de carbono e corantes organicos.

5.1 Processo de purificacdo e funcionalizacdo dos nanotubos de carbono

Os CNTs utilizados nesse trabalho apresentam como caracteristica principal a presencga
de ferro metalico e outras estruturas de carbono inseridas nas cavidades dos tubos. Ao realizar
0s processos de purificacdo por H.O2/NH4OH, proposto por Datsyuk et al. (2008) e o tratamento
com HzH2/HCI, elaborado por Wang et al. (2007), foi observado, através de micrografias de
MET (dados ndo apresentados) que os CNTs estavam com bastante carbono amorfo e particulas
metalicas em sua estrutura.

Sabe-se que o processo ideal de purificacdo tem o objetivo de eliminar as outras formas
de carbono e residuos metalicos, sem afetar, significativamente, as propriedades das paredes
dos CNTs. Este tipo de tratamento visa a obtencdo de dispersdes adequadas permitindo a
formacdo de nanocompdsitos mais homogéneos. Nesse caso, é necessario que a purificacdo seja
realizada em duas etapas, tendo como objetivo a remocéo de carbono amorfo na primeira etapa
e a remocao de particulas metalicas na segunda.

Nesse trabalho, a remocao parcial do carbono amorfo foi conseguida através da forte
sonicacao durante 12 horas, através desta sonicacdo as moléculas dos solventes séo capazes de
interagir com os CNTs, levando a uma diminuicdo da interagéo tubo-tubo e consequentemente
0s CNTs véo sendo dispersos na solucdo (Y. WANG et al. 2007). Devido a uma diferenga de
densidade, o carbono amorfo e outros produtos da sintese vao sendo depositados na superficie
do béquer, formando uma nata, na qual foi retirada com o auxilio de uma espatula.

Apos a filtracdo e secagem, foi realizado o refluxo com é&cido cloridrico (HCI), um
oxidante fraco que ndo cria defeitos sobre a superficie dos tubos, mas que remove as particulas
metalicas até certa extensdo limite. Nessa etapa o HCI dissolve as nanoparticulas de ferro

presente nos NTCs, apds sua exposicdo e consequentemente o surgimento de ions ferrosos
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formados durante a oxidagdo dos NTCs, caracterizado pela coloragdo amarela da solucéo acida.
(HOU, LIU e CHENG 2008) e (CHIANG et al. 2001).

A partir das micrografias de MET foi possivel observar que a estrutura dos CNTs nédo
foi danificada, assim como o carbono amorfo foi removido, também foi observado que as
particulas metalicas ndo foram completamente retiradas, o que ja era previsto através da escolha
de um oxidante fraco. Os MWCNTSs e CNx funcionalizados ndo tiveram as paredes danificadas
de forma significativa, no entanto foi observado a abertura em algumas partes das paredes

laterais e extremidades dos nanotubos devido a funcionalizacgéo.

Figura 11: Micrografia de CNx funcionalizados.

100 nm-

Figura 12: Micrografia de MWCNT funcionalizados
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A partir dos espectros Raman para as amostras de CNx (Figura 13) e MWCNTSs (Figura
14), pode-se observar a presenca de bandas caracteristicas para os nanotubos de carbono. A
primeira banda, em torno de 1350 cm™ chamada de banda D se refere a relaxacio induzida por
defeitos (heteroatomos, vacancias, carbonos com hibridizacdo diferentes dos a&tomos da rede,
entre outros). A segunda banda, em torno de 1580 cm™, a banda G, é associada a vibragéo entre
dois atomos de carbono vizinhos no plano, ou seja, esta relacionada ao grau de cristalinidade e
simetria dos nanotubos (GEORGAKILAS et al. 2014) e (KRUEGER, 2010).

A qualidade dos CNTs pode ser avaliada a partir da razdo das intensidades entre as
bandas D e G. Com isso, pode-se observar que os CNx’s pristine (sem tratamento) possuem
uma relacdo I/l de 0,72 que se refere a presenca de carbono amorfo, atomos de nitrogénio
introduzidos na dopagem, além de outros defeitos. Apds a purificacdo é observada que ha uma
diminuicdo desta relacdo, que pode ser associada a retirada de carbono amorfo. No processo de
funcionalizacdo também ha favorecimento da organizacdo da estrutura, pode-se observar que
em todos os procedimentos realizados a relagéo Ip/lc sofreu reducdo, indicando que a estrutura
dos CNx esta sendo ordenada em cada processo, com um aumento da cristalinidade e

eliminacdo do carbono amorfo.

—— CNx funcionalizado
|D/|G = 0,60

—— CNx purificado
ID/|G = 0,64

Intensidade Raman

—— CNx pristine
|D/|G = 0,72

1000 1250 1500 1750 2000
Comprimento de onda (nm)

Figura 13: Espectro Raman de CNx funcionalizados

Com relacdo aos espectros Raman dos MWCNTS (Figura 14), pode-se observar que a

relacdo das intensidades Ip/lg é consideravelmente menor do que a apresentada pelos CNX, pois



61

a presenca de heterodtomos aumenta o grau de desordem (HE et al. 2005). Além disso, é
observado que os picos dos MWCNTS sdo mais estreitos, o que indica uma melhor cristalizagdo
dos nanotubos ou um tamanho maior do cristal e, consequentemente, um menor grau de
desordem. E possivel observar que os procedimentos realizados nos MWCNTSs também
favoreceram a organizacdo da estrutura, uma vez que a intensidade Ip/lc dos MWCNTSs

funcionalizados é menor que os pristine.

—— MWNT funcionalizado
ID/IG = 0,34

—— MWNT purificado
ID/IG = 0,38

Intensidade Raman

—— MWNT pristine
|D/|G = 0,35

1000 1200 1400 1600 1800 2000

Numero de onda (cm™)

Figura 14: Espectro Raman dos MWCNT pristine, purificados e funcionalizados.

A partir dos espectros de FTIR (Figura 15) dos CNx pristine pode-se observar os modos
vibracionais associados as ligagdes C=C em 1552 cm™. Além disso, sdo observadas bandas que
podem ser associadas a grupos funcionais adsorvidos sobre os tubos, tais como, aldeidos em
1702 e 1380 cm?, relacionados as vibragoes de deformacéo axial da ligagdo C=0 e deformacdo
angular na ligagdo C-H, respectivamente. Pode-se também relacionar bandas em 1662 cm™ a
deformacdo axial da ligagilo C=0O em amidas, e em 1486 e 747 cm™ correspondem,
respectivamente a deformacéo axial da ligagdo C-N e deformac&o angular da ligagdo N-H.

Ap0s o tratamento de purificacdo com &cido cloridrico, também é possivel observar a
presenca de grupos funcionais contendo oxigénio, tais como, o alcool em 1050 cm™ referente a
deformacéo C-O, anion carboxilato em 1559 cm™ associados a ligagdo C=0. A vibragdo em
1711 cm pode ser atribuida a deformacio axial C=0O de éster ou alcodis com insaturagio

adjacente ao grupo C-O-, em 1695 cm™* também corresponde a deformagéo axial de C=0 que
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pode ser relacionada a forma acetamida. J4 em 1508 cm™ sugere o acoplamento da deformagao
angular de amida, nas ligagdes N-H. A deformacéo axial da ligagdo C-N em amina pode ser
observada em 1140 cm™. Além destas bandas, também estdo presentes bandas que podem ser
associadas a deformagcéo das ligagdes C=C e N-H, respectivamente em 1646 e 856 cm™.

Ao realizar a funcionalizagdo, pode-se observar a diminuicdo de alguns grupos
funcionais, assim como o deslocamento de outros, o que sugere que houve efetiva
funcionalizagdo. Assim como nos CNx purificados, hd uma banda em torno de 2900 cm™ que
pode ser associado ao estiramento simétrico e assimétrico do CH,. Além disso, pode-se
observar que as bandas em 1515, 1220 e 1140 cm™ sdo referentes, respectivamente ao
acoplamento da deformacgéo de amida, nas ligacbes N-H, deformacéo axial e angular de C-

C(=0)-C em cetonas, e deformacdo axial da ligagdo C-N em amina.

—— CHNx funcicnalzadeo

— CNx pur fficado

% Transmitincia
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Figura 15: Espectro de infravermelho com Transformada de Fourrier para CNXx pristine, purificado e
funcionalizado.

Nos espectros de FTIR de MWCNTSs pristine (Figura 16) sdo observadas apenas
vibracOes caracteristicas de materiais de carbono, que podem ser associados a deformacéo

angular da ligacdo C-H em 1381 e 669 cm™ e deformagcéo axial da ligagdo C=C em 1640 cm™.
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Ao realizar a purificacdo, pode-se observar o surgimento de bandas que podem ser
associadas a grupos funcionais, tais como alcool em 1180 cm™ com deformacéo da ligagdo C-
O, as bandas em 1560 e 1402 cm™ podem ser associadas ao anion carboxilato. Além destas,
podem ser observadas bandas associadas as ligacdes C=C em 1515 cm™ e em 747 e 664 cm™
referentes as ligagdes C-H.

Nos MWCNTSs funcionalizados (Figura 16) também podem ser observados um aumento
nas intensidades das bandas de vibracdes associadas ao alcool em 1140 cm™, e bandas de
carbonila em 1625 cm™ que pode ser referente a acidos carboxilicos ou amidas, esse aumento
na intensidade pode ser resultado principalmente da indugdo de momentos de dipolo pela
criagdo de defeitos, observada tanto nos CNx quanto nos MWCNTS.

Além disso, sdo observadas as bandas referentes as vibracdes das ligacbes C=C em 1572
cm?, C-Hem 2930 cm™ e N-H em 667 cm™. A vibragdo em 2850 cm™ refere-se ao estiramento
simétrico do CHs, 0 que também indica que grupos foram adicionados a estrutura dos

MWCNTSs, assim como foi observado pelo espectro Raman.
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Figura 16: Espectro Infravermelho com Transformada de Fourrier para 0s MWCNTS pristine, purificados e
funcionalizados.



64

5.2 Caracterizacdo das nanoparticulas de poliestireno/cumarina

As nanoparticulas de poliestireno/cumarina foram utilizadas como adquiridas e para
caracterizad-las foram realizadas andlises de MEV, MET, potencial zeta e o grau de
monodispersidade no didmetro das particulas, utilizando o software imageJ®.

A partir das micrografias de MEV foi observado que as particulas apresentam
morfologia esférica. Embora as condi¢cdes de sintese tenham sido mantidas para todas as
particulas, a distribuicdo do diametro das particulas varia conforme o corante utilizado,

indicando que o corante influencia no tamanho das particulas.

& N :
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80 000 x [20.00 kV|ETD 13.20 ym| 3.0 [ 7.8 mm CETENE - PE

Figura 17: Micrografia de MEV. Particula PS pura (A). Particula PS/C-6 (B). Particula PS/C-30 (C).
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A partir do histograma para a distribuicdo do tamanho das particulas foi observado que
a particula PS pura possui menor tamanho de didmetro, em torno de 70 nm. A particula PS/C-
6 tem tamanho médio de 110-130 nm, esse aumento esta relacionado a incorporacao do corante
cumarina 6 em sua estrutura. A particula PS/C-30 apresentou maior diametro médio, variando
de 220 nm a 240 nm, possivelmente devido a estrutura da cumarina 30.

Esse aumento do didametro das particulas apds a incorporacdo dos corantes também é
relatado no trabalho de Lee et al. (2011), onde relata que apos a adi¢cdo da solucdo de corante
numa suspensdo de PS, as particulas incham e os corantes preferencialmente difundem no PS

devido a uma diminui¢do da solubilidade dos corantes na mistura.
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Figura 18: Distribuicdo do diametro médio das nanoparticulas de PS pura, PS-C6 e PS-C30.

Com base nos espectros de absor¢do e emissdo no UV-Vis (Figuras 19-20) foi possivel
observar a incorporacdo dos corantes nas nanoparticulas de poliestireno, bem como um
deslocamento nas bandas, devido a interacdes dos corantes com o solvente ou pH acido da

solugdo. As nanoparticulas de poliestireno puras tém fraca emissao de fluorescéncia na regido
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de 400 nm (Figura 19), ao incorporar as cumarinas 6 e 30 foram obtidas nanoparticulas com
altas fluorescéncia, evidenciando que a fluorescéncia foi mantida com as encapsulagdes das
cumarinas. As nanoparticulas PS/C6 apresentam méaximos de fluorescéncia em 480 nm e 504
nm, ja as nanoparticulas PS/C30 emitem em 470 nm e 533 nm. Esses deslocamentos podem ser
associados as interag¢des das cumarinas com as nanoparticulas de poliestireno, entre outros. Nos
espectros de emissdo das cumarinas hd uma pequena banda em torno de 440 nm, que pode ser
associada a contaminante durante a sintese, uma vez que a cumarina 6 e 30 ndo apresentam

bandas nessa regido, sendo necessarias futuras investigacdes.
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Figura 19: Espectros de fluorescéncia das nanoparticulas de poliestireno pura (PS); poliestireno/cumarina 6
(PS/C6); poliestireno/cumarina 30 (PS/C30)

Os espectros de absor¢do das nanoparticulas PS/C6 e PS/C30 mostram que ha absor¢éo
méaxima em 447 nm (Figuras 20 e 21), apresentando também bandas em torno de 298 nm,
assim como séo relatados em outros trabalhos (EL-KEMARY e RETTIG 2003; MIRANDA,
2001). As Figuras 20 e 21 também mostram que a banda de emissdo de fluorescéncia esta
localizada em comprimentos de onda com menor energia, assim como foi relatado por Stokes.
Uma causa comum da mudanca de Stokes € a rapida deterioragdo para o nivel vibracional mais
baixo de Si. Além disso, para esses efeitos, os fluordforos podem exibir mais mudancas de
Stokes devido a efeitos do solvente, reacfes do estado excitado, complexo formacgéo e/ou
transferéncia de energia (MIRANDA, 2001).
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Figura 20: Espectro de Absor¢do da PS-C6 (linha Figura 21: Espectro de Absor¢do da PS-C30 (linha
preta). Espectro de emissdo da PS-C6 (linha preta). Espectro de emissdo da PS-C30 (linha
vermelha). vermelha.

Ao realizar medidas do potencial Zeta para as nanoparticulas de poliestireno foi
observado que a suspensdo apresenta boa estabilidade e disponibilidade de interagbes com os
nanotubos de carbono. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, as nanoparticulas
de poliestireno/cumarina apresentaram maior estabilidade coloidal, pois quanto maior o valor
das cargas em modulo, maior a repulsdo eletrostatica entre as particulas e menor o estado de

agregacao e a probabilidade de floculagdo ou sedimentacéo.

Tabela 5: Potencial Zeta das nanoparticulas de poliestireno

Amostra Potencial Zeta
PS pura - 49,60
PS-C6 -50,50
PS- C30 - 63,20

5.3 Decoracéo de nanotubos de carbono com nanoparticulas de poliestireno/cumarina

Conforme foi relatado nos procedimentos experimentais, foi realizado um pequeno
estudo acerca do melhor tempo de agitacdo para decoracdo dos CNTs. A partir das micrografias
de MET (n&o apresentado) foi observado que os maiores periodos de agitacdo favorecem um

maior numero de particulas adsorvidas nas paredes dos tubos. No entanto, em periodos
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superiores a 72 horas de agitacdo, as nanoparticulas PS/Cumarina comecam a polimerizar e/ou
dissolver. Além disso, os espectros Raman indicam que a estrutura dos CNTs néo é afetada em
maiores periodos de agitacdo, indicando que o tempo mais adequado foi de 72 horas, dessa
forma, este serd o periodo considerado nas discussdes e procedimentos seguintes.

Apos a lavagem e secagem dos CNT/PS-Cumarina foi observado que a massa final dos
MWCNTS era superior a massa dos CNx, indicando que nos MWCNTSs a perda de massa de
PS/cumarina com as lavagens era menor. Nos espectros Raman para 0s CNTs decorados com
as nanoparticulas PS/cumarina (Figuras 22 e 23) foi possivel observar os sinais caracteristicos
deste polimero, sugerindo que houve efetiva decoracdo dos nanotubos de carbono. Em torno de
105 cm™ é observado o pico base do poliestireno, em 1003 cm™ ha duplete intenso referente as

ligacGes C-H no plano, além de outros picos caracteristicos.

Intensidade Raman

—— MWCNT/C-6 |
Ip/Ig = 0,41

——CNx/iC-6 |
ID/IG = 0,76

1 1 1 1 1 1 1 1
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
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Figura 22: Espectros Raman dos CNTs decorados com PS/C6.

Além disso, a relacdo das intensidades das bandas D e G (Ipo/lg) mostra que a decoracgao
da superficie dos CNTs ndo provocou defeitos na estrutura. Ao comparar as intensidades Ip/lg
dos MWCNTSs apo6s funcionalizacdo, 0,34, (Figura 14) com a relacdo das intensidades das
bandas apos a decoracdo (Io/lc = 0,41, Figura 22) é observado que a estrutura eletrénica da
superficie foi preservada. Os CNx, conforme foi discutido anteriormente, possui a relacao Ip/lg

maior devido a dopagem durante a sintese. Depois da decoracdo com as nanoparticulas PS/C6
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foi notado um aumento na relagdo, mas sem comprometer as propriedades essenciais dos
nanotubos. Com base em outros trabalhos, que mostravam alta relagéo das intensidades, esse
método se mostrou bastante eficiente na decoracéo de CNTSs através de interacOes eletrostaticas.

Através dos espectros Raman dos CNTs/PS-C6 também foi observado que houve
interacdo das nanoparticulas tanto com CNx quanto com MWCNTSs, entretanto nas
micrografias de MEV (Figuras 23 (a) e (b)) sdo mostradas que as superficies dos CNx estdo
mais decoradas com nanoparticulas de PS/C6 do que a MWCNT. Assim como foi relatado por
Ayla et. al. (2010), no qual a incorporacdo de atomos de N em nanotubos de carbono puros
torna-os quimicamente mais reativos, facilitando a ancoragem de grupos ou particulas em sua

superficie.

mag O | HV det |spot| WD HFW 500 nm
120 000 x |20.00 kKV[ETD| 3.0 |10.0 mm 2.13 pnr CETENE - PE
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Figura 23: Micrografias dos nanotubos de carbono e nanoarticulas de poliestireno com cumarina 6. (a) Superficie
de CNx. (b) Superficie do MWCNT.

A decoragdo das superficies dos CNTs com as nanoparticulas PS/C30 também foi
eficiente. Através dos espectros Raman (Figura 24) sdo observados picos caracteristicos do
poliestireno, assim como foi discutido anteriormente. Outro fato interessante é que a decoracao
dos CNTSs néo alterou a hibridagdo dos carbonos, uma vez que a relagdo das intensidades Ip/lg
para 0s CNx foi de 0,92 e para os MWCNTSs foi de 0,63. Estes resultados mostram que a
cumarina utilizada ndo interfere na decoracdo e que nenhuma mudangca dréastica foi causada nas
propriedades dos CNTs.



Intensidade Raman

De acordo com as micrografias de MEV (Figura 25) os CNTs apresentam
nanoparticulas PS/C30 adsorvidas em suas superficies, nessas amostras os CNx também

apresentaram mais nanoparticulas que MWCNT nas superficies, devido a sua maior

reatividade.

mag O HV det |
30 000 x |20.00 kV|ETD

Figura 25: Micrografias dos nanotubos de carbono e nanoarticulas de poliestireno com cumarina 30. (a)
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Figura 24: Espectros Raman para 0s CNTs decorados com PS/C-30.
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Superficie de CNx. (b) Superficie do MWCNT.
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A decoracdo dos nanotubos de carbono com as nanoparticulas de PS/cumarina também
foi avaliada através dos espectros de FTIR. Na Figura 26 sdo mostradas bandas caracteristicas
tanto dos CNx quanto das nanoparticulas adsorvidas em sua superficie, ressaltando que nas
anélises de Raman e FTIR n&o foram identificadas bandas referentes as cumarinas, devido a
concentracdo utilizada. Dessa forma, os espectros das nanoparticulas PS/6 e PS/C30 apresentam
as mesmas bandas, e consequentemente os espectros dos CNx/PS-C6 e CNx/PS-C30
apresentam apenas alguns pequenos deslocamentos resultantes de interacdes eletrostaticas e
ligacdo de hidrogénio entre os grupos quimicos CNT e poliestireno.

Nos espectros de FTIR sdo identificadas bandas caracteristicas do poliestireno em 702,
758, 1600 cm™ que estdo associadas ao estiramento da ligacdo C-H em aromaticos. As bandas
em 2926 e 2850 cm™ se referem ao estiramento do C-H (sp®), indicando que grupos foram
adicionados na superficie. Além disso, pode-se observar que as bandas em 1220 e 1140 cm*
podem ser referentes, respectivamente a deformacdo axial e angular de C-C(=0)-C em cetonas,
e deformacdo axial da ligagdo C-N em amina.(AL-KADHEMY, RASHEED, e SALIM, 2016)
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Figura 26: Espectros de FTIR dos CNx decorados.
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Os espectros de FTIR dos MWCNT/PS-C6 e MWCNT/PS-C30 (Figura 27) também
apresentam as mesmas bandas, com apenas alguns deslocamentos, devido a interacGes entre as
nanoparticulas de poliestireno e os MWCNTSs. Também foram identificadas bandas referentes
a ligagdo C-H do anel aromatico, estiramento de ligacdes sp? e sp® e vibragdes de alongamento

do anel C=C foram observados na regido de 1430-1620 cm™. (Hu et al. 2012)
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Figura 27: Espectros de FTIR dos MWCNTSs decorados com cumarinas.

Os espectros de FTIR e Raman mostram que 0os métodos utilizados para tratamento e
decoracdo dos CNTs séo adequados, uma vez que a estrutura dos nanotubos é preservada, assim
como as propriedades elétricas. A fluorescéncia desses nanocompaositos também foi investigada

através dos espectros de emissao, nas Figuras 28 e 29.
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Figura 28: Espectros de emissdo para Figura 29: Espectros de emissdo para
MWCNT/PS-6 e CNx/PS-C6. MWCNT/PS-30 e CNx/PS-C30.

Os espectros de emissdo dos CNT/PS-Cumarina mostram que 0 nanocomposito
MWCNT/PS-C6 apresenta menor intensidade de fluorescéncia, essa diminuicdo pode estar
relacionada a nanoparticulas aglomeradas e ao quantitativo de nanoparticulas PS/C-6 adsorvido
na superficie dos nanotubos.

Os nanocompositos com a cumarina 30 apresentam forte fluorescéncia, com bandas
caracteristicas da cumarina. A Figura 29 também mostra que a emissdao dos MWCNT/PS-C30
é idéntica as nanoparticulas PS/C-30, indicando que ndo houve nenhuma interferéncia durante
a incorporacdo. Entretanto, para os CNx/PS-C30 ¢é observado um deslocamento para menores
comprimentos e uma diminui¢do nas intensidades de fluorescéncia, que pode ser resultado da
agregacdo de nanoparticulas e interagdes com outras particulas durante a decoracdo dos CNTSs.

Estes resultados indicam que a simples metodologia utilizada é adequada para a
decoracdo de nanotubos de carbono e que preserva as propriedades das nanoparticulas
utilizadas. Nos nanocompoésitos CNT/PS existe interagdo de empilhamento de anel (n-7) entre
0 anel de poliestireno e os nanotubos de carbono, resultando em melhores dispersdes e
propriedades dos nanocompositos. (AKRAM, KAUSAR, e SIDDIQ, 2016)

5.4 Caracterizagdo quimica da quitosana

Conforme foi discutido na secdo 3.4, foi utilizada neste trabalho uma quitosana
comercial, extraida da carapaca de caranguejos, e desta forma é necessaria a determinacdo da
massa molecular média da quitosana e também do grau de desacetilagdo para que se tenha as

caracteristicas do material utilizado.
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No trabalho intitulado de “Sintese e Caracterizagdo de Nanoparticulas de Prata para
Tratamento de Lesdes de Caries” depositada no Departamento de Quimica Fundamental —
Universidade Federal de Pernambuco em 2015, foi utilizada a mesma quitosana comercial, onde
foram realizados ensaios para determinacdo da massa molecular média da quitosana e
percentual de desacetilacdo, os quais foram considerados neste trabalho.

A massa molecular média da quitosana foi determinada atraves da Viscosimetria, que é
um dos métodos mais simples e rapido, onde foi considerado o tempo de escoamento do
solvente e das solucBes poliméricas diluidas, e relacionados ao valor da massa molecular. A
partir dos dados apresentados no trabalho, a quitosana utilizada se refere a uma quitosana de
alto peso molecular, apresentando massa molar média de 5,25x10° (g/mL), o que esta de acordo
com os valores reportados na literatura para a quitosana.

Outra analise importante para caracterizar a quitosana é a determinacdo do grau de
desacetilacdo, que indica o conteudo médio de unidades N-acetil-D-glucosamina. Para isto foi
realizado uma analise elementar com a finalidade de determinar a razdo carbono/nitrogénio. Na
literatura os valores de 5,145 e 6,816 correspondem, respectivamente, a razdo C/N de uma
quitosana completamente desacetilada e uma completamente acetilada. A quitosana utilizada
nesse trabalho apresentou o valor de 5,663 para a razdo C/N, o que indica um grau de desatilacéo
de 75,76 %, conforme os procedimentos descritos no trabalho de pesquisa citado anteriormente.

5.5 Otimizacdo do processo de formacdo de filmes de quitosana com nanotubos de

carbono/poliestireno-cumarina

Com objetivo de produzir um material com interessantes propriedades, a etapa de
preparacdo dos filmes € uma das mais importantes etapas. Foram pesquisados diversos fatores
nas condicOes de preparo e secagem, tais como concentracdo da matriz, temperatura de
secagem, e o polimero utilizado na matriz. Para a escolha do polimero da matriz foram
produzidos filmes utilizando os polimeros acetato de celulose e quitosana com 0,3%; 0,5% e
1,0% em massa de glicerina como plastificante.

Foi observado que os filmes de quitosana sdo menos rigidos e que baixos percentuais

de glicerina sdo necessarios para aumentar a flexibilidade. Além disso, os filmes com 1% em
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massa de quitosana eram mais frageis e apresentavam mais bolhas, ja os filmes com 1,5 % de
quitosana e 0,3 % de glicerina ndo exibiram consideraveis falhas e eram mais resistentes.

Além disso, a concentracdo da quitosana e a agua adicionada influenciam na viscosidade
da mistura, que esta diretamente relacionada ao tempo de secagem do material e
consequentemente a sedimentacdo dos nanotubos. Foi observado que um maior percentual de
quitosana favorece a disperséo e dificulta a sedimentacdo dos nanotubos de carbono.

Outro fator que foi considerado é a temperatura de secagem dos filmes. A secagem em
temperaturas acima de 50 °C, embora mais rapida, resultou na formacdo de filmes néo
uniformes e com muitas bolhas. Possivelmente, essas bolhas apareceram devido a dificuldade
de evaporacdo do solvente causada pela formacdo de uma pelicula sobre o filme no inicio da
secagem. Ja os filmes secos numa temperatura de 35 °C ndo apresentam bolhas e apresentam
boa dispersdo boa dispersdo na matriz.

Dessa forma, as condic¢Bes 6timas de preparo e secagem dos filmes acontecem quando
sdo utilizados uma solugdo com de quitosana (1,5% em massa) e 0,3 % de glicerina como matriz

polimérica, e secos numa temperatura de 35 °C.

5.6 Caracterizagdo estrutural dos filmes de quitosana com nanotubos de

carbono/poliestireno-cumarina

A producdo de filmes de quitosana é um processo simples, porém, sdo necessarios
alguns cuidados para a obtencdo de um produto com alta qualidade. De forma qualitativa e
macroscopica, os filmes de quitosana obtidos neste trabalho se mostraram estaveis,
transllcidos, elastico e com poucas falhas aparentes. A utilizagdo de um pequeno percentual de
glicerina (0,3%) aumentou a flexibilidade, e possivelmente melhorou as propriedades
mecanicas, assim como a impediu a formacéo de rachaduras. O que também € relatado em
Aryaei, Jayatissa, and Jayasuriya (2014); Zhong, Song, and L.i, (2011).

De acordo com a Figura 30, os filmes com 0,03 m/m de MWCNT/PS-Cumarina em
relacdo aos filmes CNx/PS-cumarina s&o mais uniformes, homogéneo e ndo apresentam

engilhamento, assim como algumas pequenas bolhas.
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Figura 30: Fotografias dos filmes utilizados nesta dissertagéo. Filme de quitosana (A e D). MWCNT/C6-3 (B).
MWCNT/C30-3 (C). CNx/C6-3 (E). CNx/C30-3 (F).

Os filmes com 0,1 (m/m) de MWCNT/PS-C (Figura 31) ndo apresentaram mesma
dispersdo de nanotubos na matriz de quitosana, pode ser devido a saturacdo dos CNT/PS-
cumarina durante a dispersdo em solucdo de acido acético para formacdo dos filmes. Além
disso, 0s CNTs com maior nimero de nanoparticulas de PS/Cumarina adsorvidas na superficie
dificultavam a dispersao na solugdo acido acético (2%) devido a insolubilidade da cumarina em
solucdo aquosa. No entanto, a Figura 30 demonstra que estas nanoparticulas foram
uniformemente distribuidas na matriz. O nivel de distribuicdo foi aceitavel em comparacao com
outros trabalhos semelhantes anteriores. (WANG et al. 2005; SPINKS et al. 2006)

Figura 31: Fotografias dos filmes utilizados nesta dissertacdo. Filme de quitosana (A e D). MWCNT/C6-10 (B).
MWCNT/C30-10 (C). CNx/C6-10 (E). CNx/C30-10 (F).

Os filmes produzidos também séo visivelmente bem flexiveis e apresentam certo grau
de elésticidade, devido a concentragdo de glicerina (0,3 %) e materiais utilizados, apesar de ndo
ter realizados ensaios mecanicos, é possivel considerar que estes filmes possuem interessantes
propriedades mecéanicas, uma vez que os CNT/PS-Cumarina estdo homogeneamente dispersos
na matriz de quitosana e também ha forte interacdo entre eles, assim como serdo mostradas nas
micrografias de MEV. Na Figura 32 serdo exibidos alguns exemplos de flexibilidades dos

filmes.
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Figura 32: Fotografias dos filmes. MWCNT/C6-3(A). MWCNT/C6-10(b). MWCNT/C30-3(c). MWCNT/C30-
10 (d). Filme de quitosana (E). CNx/C6-10 (F). CNx/C30-10 (G).

De forma microscdpica, os filmes de quitosana puro possuem superficie rugosa, sem
presenca de poros ou relevos em sua superficie, a micrografia da secdo transversal dos filmes

mostra uma estrutura compacta (Figura 33).
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Figura 33: Micrografia eletronica de varredura da superficie de filme de quitosana (A). Corte transversal de filme
de quitosana (B).
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Os filmes com CNT/PS-Cumarina exibiram o0s aspectos tipicos para filmes
MWCNT/quitosana. De forma geral, os filmes com nanotubos de carbono exibiram alta
rugosidade, boa dispersdo na matriz, mas com alguns aglomerados. A partir da Figura 34,
pode-se visualizar a micrografia do filme MWCNT/C6-3, que possui 0,03m/m MWCNT, este
filme apresenta boa dispersdo na matriz, mas com alguns nanotubos aglomerados. A se¢éo
transversal (Figura 34 b) mostra que os MWCNTS estéo dispersos em toda espessura do filme

e que o mesmo adquire aspecto de folhas com a adi¢cdo dos nanotubos.

mag O \ [ E 10 pm
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Figura 34: Micrografia eletronica de varredura da superficie do filme (a). Sec¢do transversal do filme
MWCNT/C6-3 (b).

Os filmes MWCNT/C6-10, que apresentam 0,1 m/m MWCNT (Figura 35) possuem boa
dispersdo, mas com algumas particulas aglomeradas, além disso, apresentam basicamente dois
tipos de superficie, uma superficie mais lisa (35 a) e outra mais rugosa (35 b), devido a
sedimentacdo dos nanotubos no processo de secagem, indicada na micrografia da fratura do
filme (Figura 35 c).

Na micrografia 35 (c) também €é observado que as extremidades dos nanotubos séo
quebradas ao invés de puxadas, indicando 6tima interacdo entre MWCNT e quitosana, assim
como ¢ relatado em Mallakpour and Madani (2015). Na micrografia 35 (d) pode-se observar
que ndo ha praticamente nanotubos agregados, o que contribui para melhores propriedades

mecanicas.
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Figura 35: Micrografias do filme MWCNT/C6-10. Superficie do filme (a), (b) e (d). Secéo transversal (c).

Os filmes MWCNT/C30-3 e MWCNT/C30-10 com respectivamente 0,03 m/m e 0,1
m/m de MWCNT sdo mostrados nas Figuras 36 (a - d). E possivel observar que em todos os
filmes houve sedimentacdo dos nanotubos na secagem. Além disso, o filme com menor

concentracdo de nanotubos também apresenta melhor disperséo na matriz.
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Figura 36: Micrografias das superficies do filme MW/C30-3 (a) e (b). Superficies do filme MW/C30-10 (c) e (d).

De forma geral, os MWCNTSs apresentaram boa dispersdo na matriz de quitosana, e esta
pode estar relacionada a sua maior interacdo com o polimero. A presenca de grupos aminos e
hidroxilo da quitosana e grupos carboxilico e hidroxilo nos MWCNTSs funcionalizados
favorecem uma forte ligacdo de hidrogénio entre a quitosana e 0s MWCNTs (WANG et al.
2005). A sedimentacdo dos nanotubos de carbono € suavizada e a dispersao das nanoparticulas
na matriz € aumentada em menor carga de MWCNT. Em maior concentracao (0,1 m/m) séo
encontradas maior ndmero de nanoparticulas aglomeradas, essas pequenas agregacOes
isotropicas eram inevitaveis porque o processo de sonicacdo ndo induz energia suficiente para

superar a atragdo de van der Waals entre os nanotubos (BADAIRE et al. 2005). Entretanto,
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mesmo nestes filmes com maior carga de MWCNT séo encontradas melhores dispersdes que
nos trabalhos de Wang et al. (2005).

Nas Figuras 37 e 38 sdo apresentadas, respectivamente, as micrografias das superficies
dos filmes CNx/C6-3 e CNx/C6-10, onde foi possivel identificar nanoparticulas aglomeradas,
principalmente nos filmes com maior concentragdo de CNx/PS-Cumarina. Conforme foi
relatado anteriormente, um maior nimero de nanoparticulas PS/Cumarina adsorvidas nas
superficies dos CNTs dificulta a dispersdo na solucdo de &cido acético e consequentemente

compromete a dispersao na matriz de quitosana.
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Figura 37: Micrografias da superficie do CNx/C6-3.

Figura 38: Micrografia de MEV da superficie dos filmes CNx/C6-10.
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Os filmes com 0,03 m/m e 0,1 m/m de CNx/C30 na matriz de quitosana também
exibiram nanotubos de carbono aglomerados. Na micrografia (Figura 39 a-b) ha muitos CNx
na superficie, produzindo filmes com alta rugosidade, entretanto, sdo identificadas muitas

nanoparticulas aglomeradas, o que pode interferir em algumas propriedades.

Figura 39: Micrografias da superficie do filme CNx/C30-3 (A) e CNx/C30-10 (B).

Outro fator interessante na morfologia dos filmes é que a superficie dos filmes de
quitosana pura é pouco rugosa, sem presenca de poros ou relevos em sua superficie (Figura 33).
No entanto, ao adicionar nanotubos de carbono, os filmes passaram a apresentar uma
morfologia com relevos, formando micro-poros que podem vir a favorecer a permeabilidade ao
ar, regeneracdo e reproducdo de células, evidenciando as excelentes perspectivas de
desenvolvimento destes filmes no campo dos materiais biomédicos e de embalagem de
alimentos.

Os filmes com CNx/PS-cumarina apresentaram muitas nanoparticulas aglomeradas,
isto pode ser devido a dificuldade de disperséo das nanoparticulas na solucao de &cido acético
e quitosana, por causa da insolubilidade dos corantes em solugdes aquosas. Uma disperséo
ineficiente das nanoparticulas pode afetar as propriedades fluorescentes, de conducéo,
mecanicas, entre outras. Dessa forma, seréo realizados e discutidos procedimentos apenas dos
filmes com MWCNT/PS-cumarina.

E importante ressaltar que a decoragdo dos CNx com as nanoparticulas resultou em
nanocompositos com alta fluorescéncia, devido a eficiente decoracdo, a Unica desvantagem
encontrada foi a elevada dificuldade de dispersé@o em solucéo aquosa, devido as caracteristicas

da cumarina, e por este motivo, ndo serdo mais considerados nos demais testes.
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5.7 Capacidade de absorc¢ao dos filmes de quitosana/nanotubos de carbono

O estudo da absor¢do de solventes em nanocompdsitos envolvendo polimeros é de
grande interesse, tanto do ponto de vista cientifico, quanto industrial, devido a aplicabilidade
em diversas areas: como na liberagdo controlada de farmacos e cromatografia. Esse tipo de
ensaio pode trazer informacg6es importantes sobre o grau de interacdo entre o material de carga
(MWCNT) e a matriz (BOKOBZA, 2006)

A capacidade de absor¢do das membranas foi determinada por meio do grau de
intumescimento paulatino das membranas secas em agua deionizada. A Tabela 6 mostra o

percentual de absor¢do de dgua para cada filme durante 24 h.

Tabela 6: Percentual de absor¢éo de agua dos filmes.
Quitosana MWCNT/ MWCNT/ MWCNT/ MWCNT/
pura C6-3 C6-10 C30-3 C30-10

% de
absorcao 79% 78% 55% 59% 34%

De acordo com os percentuais de absorcdo apresentados na Tabela 6, o filme de
quitosana pura apresenta maior percentual de absorcao de dgua, devido aos grupos hidrofilicos
presente na estrutura da quitosana, este resultado também foi apresentado em diversas
(NIVETHAA et al. 2016; RABEA et al. 2003). Ao adicionar nanotubos de carbono, o
percentual varia de acordo com a concentracdo de MWCNT/PS, os filmes com 0,1 (m/m) de
MWCNT/PS apresentam menor percentual de absorc¢do, devido as caracteristicas hidrofobicas
dos nanotubos de carbono, além disso, Yang et al. (2010) relataram que filmes de MWCNT
funcionalizado com poliestireno podem ser superhidréfobos, uma vez que o revestimento de
poliestireno na superficie CNT pode inibir a absor¢do de moléculas de oxigénio.

Entretanto, o filme MWCNT/C6-3 exibiu praticamente a mesma absorc¢do que o filme
de quitosana pura, isto pode ser devido a grupos hidrofilicos tais como —OH, -COOH, presentes
na superficie dos MWCNTSs, ap0s tratamento com acido (WANG et al. 2005).

Para Yang et al. (2010) a capacidade de absorcéo da superficie é determinada pela
morfologia e principalmente pela composicao quimica da superficie. De acordo com 0 modelo
de Wenzel (1936), o efeito de rugosidade pode amplificar a molhabilidade inerente do

material. Se os CNTs sdo hidrofilicos, espera-se que um filme CNT rugoso seja



84

superhidrofilo; inversamente, se 0s CNTs sdo hidrofobicos, entdo o modelo Wenzel prediz que
um filme rugoso composto pelos CNT exibiria um comportamento superhidréfobo. Dessa
forma, a modificacdo da superficie dos nanotubos, juntamente com a morfologia sdo fatores
determinantes para as caracteristicas hidrofilicas ou hidrofobicas.

Outro fator que pode ter contribuido para diferentes valores de absorcdo de agua é
sedimentacdo dos nanotubos durante a secagem, através de algumas micrografias, discutidas
anteriormente, pode-se observar a sedimentacdo, o que pode favorecer superficies com

diferentes graus de hidrofobicidade.

5.8 Medidas de Impedancia eletroquimica nos filmes de MWCNT/PS-Cumarina

Os resultados experimentais da impedancia mostram que os nanocompdsitos MWCNT/PS-
quitosana 0,1 m/m formou uma melhor via de conducéo de elétrons na superficie do eletrodo, ou
seja, 0s MWCNTs desempenharam um papel importante como mediador na transferéncia de
elétrons. Isto € devido as caracteristicas estruturais e morfolégicas dos MWCNTSs modificadas, a
grande area de superficie e a excelente condutividade elétrica

Foi observado que 0s hanotubos presentes nos filmes sdo responsaveis pela melhor condugéo
de elétrons, uma vez que o aumento da concentracdo de MWCNT/PS-Cumarina dispersos ha matriz
favoreceu a diminuicdo da impedancia. Além disso, as cumarinas utilizadas ndo participaram
ativamente nas mudancas de impedancia, pequenas variagdes que ocorreram entre as cumarinas 6 e
30 foram aleatérias e podem ser devido a outros fatores. Assim como é mostrado pelo diagrama de

Niquist, na Figura 40.
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Figura 40: Impedéncia eletroquimica dos nanocompdsitos MWCNT/PS-cumarina em filmes de quitosana.

Assim como foi mostrado pela Figura 40, houve uma diminui¢do da impedancia com o
aumento dos nanotubos, principalmente quando se observa a impedancia para o filme de
quitosana pura. No entanto, os semicirculos, que tém seus inicios mostrados nos graficos,

possuem elevado diametro, que esta relacionado a baixos valores de condutividade.
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5.9 Fluorescéncia dos filmes nanocompositos MWCNT/PS-Cumarina em quitosana

Os espectros de fluorescéncia para os nanocompositos em filme (Figura 41) mostram
que os corantes incorporados nas nanoparticulas de poliestireno exibem alta fluorescéncia. A
cumarina 6 possui emissdo maxima em 470 nm, nos filmes com 0,03 m/m é observada uma
elevacdo na intensidade da fluorescéncia. J& nos filmes com maior concentracdo das
nanoparticulas (0,1 m/m) ha diminuicao na intensidade, isso pode ser devido a aglomeracao de
algumas nanoparticulas (MINA, PUZYK, AND PUZYK 2013).

Os filmes de MWCNT com cumarina 30 apresentam maior intensidade de
fluorescéncia, caracteristica deste corante, e praticamente ndo ha diferenca entre os espectros
de emissdo dos filmes com 0,01 m/m e 0,03 m/m de MWCNT/PS-C30, indicando que as
nanoparticulas estdo igualmente dispersas na matriz.

Contudo, os espectros de emissao dos filmes mostram que esta rota é eficiente para a
sintese de filmes fluorescentes, onde sdo preservadas as caracteristicas das nanoparticulas
utilizadas. Atraves dos resultados apresentados, pode-se afirmar que tanto os filmes com 0,1
m/m quanto 0,03m/m de MWCNT/PS-cumarina apresentam interessantes resultados, que

podem ser selecionados e aperfeicoados para futuras aplicagoes.
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Figura 41: Espectros de fluorescéncia dos filmes.
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5.10 Ensaios microbioldgicos

Os ensaios microbiologicos realizados neste trabalho tém o objetivo inicial de avaliar a
atividade antimicrobiana dos filmes em relacdo a uma bactéria Gram-positiva (Staphylococcus
aureus) e outra Gram-negativa (Escherichia coli). E posteriormente, estudar a interacdo das
nanoparticulas presente nos filmes com a Salmonela typhimurium e a Escherichia coli. Estas
bactérias Gram-negativas foram selecionadas por serem as principais bactérias identificadas em

surtos de doencas transmitidas por alimentos.

5.10.1 Teste de difusdo em agar

O teste antimicrobiano foi realizado através do método de difusdo em disco. A eficacia
bactericida da quitosana depende de varios fatores, que podem ser classificados em quatro
categorias: fatores microbianos relacionados as espécies de microrganismos; fator intrinseco da
quitosana, incluindo peso molecular e concentracdo; estado fisico, solucdo ou filme; e
condigdes ambientais como pH e temperatura. (KONG et al. 2010)

A partir do teste de difuséo foi observado que ndo houve zona de inibicdo em meio
solido, tanto para Escherichia coli quanto para a Staphylococus aureus. Esta auséncia de
inibicdo pode ser justificada pela limitacdo da difusdo de quitosana em meio &gar, assim como
foi relatado nos trabalhos de Coma (2008) e Leceta et al. (2013). Além disso, foram utilizadas
solugBes com concentragdo de 10’ UFC/mL, o que pode ter excedido a capacidade inibitoria da
quitosana e das nanoparticulas de poliestireno no filme, assim como é relatado em Ponce et al.
(2008).

Outros fatores que devem ser considerados € o tamanho das particulas presente nos
filmes e a densidade de cargas, em algumas pesquisas foram relatadas que o efeito inibitorio
das nanoparticulas de quitosana € maior, devido a capacidade de difusdo e também do
mecanismo de agdo antimicrobiana. Além disso, quitosana comercial tem um valor intrinseco
de pKa em torno de 6,5 e apenas cerca de 24% dos seus grupos amino primarios sao carregados
positivamente nesta condicdo (MAO, 2006), considerando a interacdo eletrostatica como um

mecanismo determinante na atividade antibacteriana deste polimero.
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5.10.2 Estudo sobre a interagdo dos microrganismos com a superficie dos filmes

Este teste teve 0 objetivo de avaliar o crescimento e interacdo da Escherichia coli e
Salmonela typhimurium ap06s o contato com as superficies dos filmes, assim como avaliar
possiveis mudangas na fluorescéncia dos filmes. Através das micrografias de varredura dos
filmes apds contato com diferentes concentragfes de suspensdes de E.coli foi observado que
houve crescimento microbiano, e pode-se considerar que em concentracfes maiores de
MWCNT/PS-cumarina o crescimento da E.coli foi relativamente menor, assim como mostram
as figuras a seguir. Em todas micrografias abaixo sdo consideradas apenas a maior concentracao

(10° UFC/mL) durante 24 h em contato com os filmes.

5um

CETENE - PE

Figura 42: Micrografias do filme MWCNT/C6-3 apds contato com E.coli 108 UFC/mL durante 24 h, com
diferente magnificacdo. 1.300x (A), 20.000x (B).
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Figura 43: Micrografias do filme MWCNT/C6-10 apds contato com E.coli 106 UFC/mL durante 24 h, com
diferente magnificagdo. 5.000x (A), 80.000x (B).
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Figura 44: Micrografias do filme MWCNT/C30-3 apds contato com E.coli 108 UFC/mL durante 24 h. com
diferente magnificacdo. 1.300x (A), 20.000x (B).

As micrografias de MEV (Figuras 42-45) mostram que a estrutura da E.coli foi
parcialmente danificada, foi observado também a presenca de exopolissacarideos aderidas em
sua superficie, é observado também que enquanto as bactérias se aglomeravam na superficie
dos filmes, as particulas de MWCNT/PS/quitosana interagiam e alteravam a permeabilidade da
membrana. Segundo Kong et al. (2008) essa interacdo correlaciona-se com a interacéo
hidrofébica entre os MWCNT/PS-C/quitosana e os fosfolipidios das membranas

citoplasmaticas das bactérias Gram-negativas.
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Figura 45: Micrografias do filme MW/C30-10 apés contato com E.coli 106 UFC/mL durante 24 h, com diferente
magnificagdo. 10.000x (A), 80.000x (B).

A carga positiva no C-2 do mondmero de glucosamina em pH menor que 6 é responsavel
pela interacdo entre moléculas de quitosana carregadas positivamente e membranas de células
microbianas carregadas negativamente, podendo levar ao vazamento de constituintes
proteindceos e outros constituintes intracelulares (KONG et al. 2008). Com isso a atividade
antibacteriana é diretamente proporcional a concentracdo e a propriedade hidrofébica das
particulas presentes nos filmes de quitosana.

As superficies dos filmes MWCNT/PS-Cumarina, mostradas através das micrografias
de MEV (Figuras 46-49), em contato com a bactéria Salmonela Typhimurium 10° UFC/mL
durante 24 h indicam que as particulas aderiram a superficie bacteriana e que houve crescimento

microbiano.
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Figura 46: Micrografias do filme MWCNT/C6-3 apds contato com Salmonela typhimurium 108 UFC/mL
durante 24 h, com diferente magnificacdo, 2.000x (A), 16.000x (B).
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Figura 47: Micrografias do filme MW/C6-10 apés contato com Salmonela Typhimurium 108 UFC/mL
durante 24 h, com diferente magnificagdo. 10.000x (A), 40.000x (B).
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Figura 48: Micrografias do filme MWCNT/C30-3 apds contato com Salmonela Typhimurium 108 UFC/mL
durante 24 h, com diferente magnifica¢do. 2.500x (A), 40.000x (B).
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Figura 49: Micrografias do filme MW/C30-10 apés contato com Salmonela Typhimurium 108 UFC/mL
durante 24 h, com diferente magnificagéo. 20.000x (A), 40.000x (B).

A partir das micrografias de MEV (Figuras 46-49) das superficies dos filmes em contato
com a Salmonela Typhimurium foi também observado que a estrutura celular foi parcialmente
danificada e que também houve adsor¢do de particulas na superficie da bactéria, no entanto,
n&o foi observada ruptura celular. Estes resultados sugerem que o filme pode apresentar efeito
antibacteriano, uma vez que houve interacao entre o filme e as bactérias. Estudos semelhantes
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sugerem que o efeito antibacteriano é proporcional a adsorcdo de particulas de quitosana a
superficie celular.

O mecanismo de atuacdo da quitosana ainda esta em discussdo. Para Arkoun et al.
(2017) a adsorcao é proporcional ao tempo de contato e pode ser devido (1) a liberacdo de
componentes intracelulares que podem se conectar a superficie de bactérias, refletindo a ruptura
celular local, ou (2) a pequenas cadeias sollveis de quitosana que envolvem as células
bacterianas via interacdes eletrostaticas e hidrofobicas, ou (3) ambas as possibilidades.

Arkoun et al. (2017) ainda afirma que tanto a quitosana liberada no meio quanto a que
resta no material podem contribuir para o efeito antibacteriano, as cadeias de quitosana curtas
podem, assim, penetrar na parede celular e perfurar a membrana plasmatica, enquanto as
cadeias mais longas podem bloquear as bactérias e evitar a troca celular com o meio.

Dessa forma, pode-se sugerir que 0 mecanismo de acao da quitosana € uma combinacéo
complexa de diferentes efeitos bactericidas que podem ocorrer em diferentes estagios, no qual
a adsorc¢do de quitosana a superficie bacteriana é o primeiro passo, seguido de perfuracdo da
membrana, vazamento de componentes intracelulares, tais como proteinas e nucleotideos e,
finalmente, lise celular e desintegracdo. Considerando também que parte da atividade
antibacteriana possa ser devida a dissolucdo parcial, uma vez que disponibiliza quitosana em
solugcdo (ARKOUN et al. 2017).

As possiveis mudancas na fluorescéncia dos filmes, apds contato com micro-
organismos, foram estudadas através da espectroscopia de fluorescéncia (Figuras 50-53).
Dentre os dois corantes organicos utilizados nos filmes, apenas a cumarina 6 apresentou
deslocamento e diminuicdo da intensidade conforme interacdo com as bactérias. Para cumarina
30 as mudancas nas intensidades de fluorescéncia foram de forma desordenada. Desta forma,
apenas serdo mostrados e discutidos os espectros de fluorescéncia para os filmes MWCNT/C6-
3 e MWCNT/C6-10 apos a interacdes com E.coli e Salmonela na superficie.

Os espectros de fluorescéncia (Figuras 50-53) mostram que a solucéo fixadora utilizada,
glutaraldeido e cacodilato de sodio, diminui a intensidade da fluorescéncia, isso pode ser devido
a interagdes entre a cumarina com substituintes da solucéo fixadora.

De acordo com o espectro de fluorescéncia para o filme de MWCNT/C6-3 (Figura 50)
a intensidade da fluorescéncia é em torno de 5,5x10° com o maximo de emissdo em torno de
480 nm. Quando o filme interage com a solucdo de E.coli durante 1 h a intensidade da
fluorescéncia diminui, principalmente para as maiores concentraces da solucdo de E.coli.

Considerando as amostras em contato com a solucdo durante 24 h, é observado que a
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intensidade da fluorescéncia é um pouco maior que a encontrada em 1 hora de contato. Outro

fator interessante é que praticamente a concentragdo da solucdo ndo interferiu nos resultados.
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Figura 50: Espectros de fluorescéncia do filme MW/C6-3 apds contato com E.coli 106 UFC/mL durante 24 h.

O filme MWCNT/C6-10 (Figura 51) apresentou maximo de fluorescéncia em torno de

470 nm com uma intensidade de 4,0x10° também foram exibidas algumas mudancgas nos

espectros de fluorescéncia, que em geral estd mais relacionada com o tempo de interacéo entre

as bactérias e o filme.
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Figura 51: Espectros de fluorescéncia do filme MWCNT/C6-10 em contato com E.coli.

A Salmonela em contato com as superficies dos filmes MWCNT/C6-3 (Figura 52) e
MWCNT/C6-10 (Figura 53) também causam mudancas na intensidade de fluorescéncia. Assim
como foi mostrado anteriormente, a solucédo fixadora também causa diminuicdo na intensidade
da fluorescéncia. Mas a fluorescéncia é mais sensivel ao crescimento bacteriano na superficie
do filme. De forma geral, a solugdo com maior concentragio bacteriana e 0 menor tempo (10°
UFC/mL durante 1h) interfere mais ativamente na fluorescéncia. Na maioria dos filmes, a
menor variacdo da intensidade de fluorescéncia ocorreu nas solu¢gbes com maior concentracéo
e maior tempo (10® UFC/mL durante 24h). Essas mudancas na fluorescéncia podem estar
relacionadas com as interagOes bactérias em crescimento nos filmes, uma vez que no periodo
de 1h os microrganismos estdo em crescimento e praticamente ndo ha estruturas da E.coli ou

Salmonela danificadas.
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Figura 52: Espectros de fluorescéncia do MWCNT/C6-3 em contato com a Salmonela Typhimurium.
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Figura 53: Espectros de fluorescéncia do MWCNT/C6-10 em contato com a Salmonela Typhimurium.
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A partir dessa analise foi possivel verificar que os nanocompositos em filmes de
quitosana permanecem com alta intensidade de fluorescéncia e sensibilidade a polaridade e pH
do meio, foi visto que a concentracdo das nanoparticulas também nao interferem nas mudancas
ocorridas com a intensidade de fluorescéncia. Além disso, os filmes exibiram interessantes
interagcGes com 0s microrganismos.

Nesse contexto, os filmes de MWCNT/PS-Cumarina apresentam propriedades
bacterianas interessantes, uma vez que em todos os filmes as superficies bacterianas sofreram
pequenas alteracdes. Podendo representar, futuramente, biomateriais utilizados como barreiras
bactericidas adequadas na prevengdo de infecgdes bacterianas em varias areas, incluindo
embalagens de alimentos e aplicacdes biomédicas.
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6  CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi apresentada uma rota para a sintese de nanocompdsitos de nanotubos
de carbono em filme de quitosana. Os tratamentos de purificacdo e funcionalizagcdo se
mostraram, respectivamente, muito eficientes na remocdo de particulas metélicas, carbono
amorfo e na adi¢do de grupos funcionais nas superficies dos nanotubos, sem interferir nas
propriedades. Ao adicionar nanoparticulas de PS/cumarina através de interacdes eletrostaticas
sdo conferidos aos nanotubos de carbonos O&timas propriedades fluorescentes. Este
procedimento de decoracdo foi eficiente, tanto para os MWCNTs quanto para 0 CNX.
Entretanto, devido aos nitrogénios na estrutura, os CNx apresentaram maior ndmero de
nanoparticulas na superficie.

A formacéo de filmes de quitosana com CNT/PS-Cumarina, através da mistura das
dispersdes, permitiu verificar que 0s MWCNT/PS-Cumarina sdo melhores dispersos na matriz
de quitosana, devido a facilidade de dispersdo em solugdo de acido acético. Em geral, os filmes
possuem alta fluorescéncia na regido de 480 nm, com poucas variagdes na intensidade ou
comprimento de onda, devido a cumarina utilizada ou formacao de nanoparticulas aglomeradas.
Em termos macroscopicos e microcoscopicos, os filmes formados sdo bem maleaveis,
homogéneos, apresentam também alta rugosidade, boa dispersdo das nanoparticulas e forte
interacdo entre 0s materiais, essas interessantes caracteristicas estdo relacionadas com as
ligacGes de hidrogénio formada entre a quitosana e MWCNT/PS-cumarina.

As medidas de impedancia eletroquimica mostraram que em maiores concentracoes de
nanotubos de carbono (0,1 m/m) ha melhor conducéo de elétrons na superficie do eletrodo.
Maiores concentracdes de nanotubos também interferem na absorcdo de agua, através das
medidas do grau de intumescimento paulatino foi mostrado que os filmes com 0,1 m/m de
MWCNT/PS-cumarina absorvem uma menor quantidade de agua, exibindo um percentual de
hidrofobicidade, que também pode ser modificado pela adigdo de substituintes hidrofilico ou
hidrofobico. Além disso, a sedimentacdo dos nanotubos favorece pequenas mudangas nas
hidrofobicidade das superficies, 0 que promove a aplicacdo em materiais que necessitem de
superficies diferentes.

Ao investigar a atividade antimicrobiana foi observado que os filmes a base de quitosana
ndo apresentaram halo de inibicdo em meio sélido, tanto para Escherichia coli quanto para a

Staphylococus aureus. Esta auséncia de inibi¢do pode ser justificada pela limitagdo da difuséo
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de quitosana em meio solido, e também as concentragBes utilizadas (10" UFC/mL) pode ter
excedido a capacidade inibitdria da quitosana e das nanoparticulas de poliestireno no filme.

Os filmes MWCNT/PS-Cumarina em contato com solucdo bacteriana causaram
pequenas alteracfes na estrutura da E. coli e Salmonela. Estes resultados mostram que os filmes
podem danificar a estrutura das bactérias através de um efeito inibidor de contato interfacial na
superficie dos filmes. Além disso, a intensidade da fluorescéncia também foi alterada conforme
a concentracdo bacteriana e tempo de contato com as bactérias, indicando também que o
nanocomposito pode ser aperfei¢coado para a utilizacdo no sensoriamento de bactérias.

Estes resultados mostram que 0s nanocompadsitos formados possuem diversas fungdes
interessantes, que podem ser aplicados em embalagens de alimentos, materiais de protecéo,
sensoriamento de microambientes, identificacdo e controle de alguns patdgenos. Entretanto, é
importante ressaltar que os filmes produzidos neste trabalho possuem propriedades basicas
adequadas para a utilizagdo nestes campos, mas que serdo necessarios testes mais especificos e

detalhados para uma efetiva utilizacdo nestas areas de aplicaco.
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7 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

e Realizar ensaios mecéanicos;

e Investigar a origem da banda de fluorescéncia em 440 nm para as nanoparticulas PS/C6
e PS/C30;

e Realizar medidas de angulo de contato para verificar o grau de hidrofobicidade dos
filmes;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) da quitosana para Escherichia coli
e Salmonela Typhimurium,

e Investigar os fatores responsaveis pelas mudancas na intensidade e comprimento de
onda dos filmes ap0s interacdes com bactérias;

e Investigar a citotoxicidade dos filmes.
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