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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento e caracterizacdo de um material compdsito
polimérico contendo nanoparticulas de prata, e obtencdo de filmes que aliem propriedade
antibacteriana e hidrofobicidade. O material desenvolvido foi bioinspirado nas estruturas da
superficie foliar da espécie vegetal Colocasia esculenta (L.) Schott, que apresenta efeito Lotus
devido a estruturas hierarquicas (nano e micro), porém esta presente na diversidade de espécies
vegetais existentes no Brasil. Foram obtidos biotemplates por hidroponia indoor da C.
esculenta, cujo tubérculo é conhecido localmente como cara paulista, ou pela denominagéo
mais abrangente, como taro. A replicacdo das estruturas dos biotemplates foi realizada atraves
de duas técnicas de impresséo distintas, soft lithography e impressédo Drop on Demand (DoD)
de materiais. A impressdo DoD foi utilizada como prova em conceito para a reproducdo das
estruturas de folhas da C. esculenta a partir do software TopoSlicer®, desenvolvido em
colaboracédo na presente pesquisa, que converte imagens 2D em cotas para imprimir estruturas
3D bioinspiradas, através de processo de impressdo Layer by Layer (LbL). O software
desenvolvido apresentou melhor performance com imagens de microscopia de forca atbmica
(AFM) que as obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). O software foi validado
com a impressdao DoD das estruturas com um fluido imprimivel desenvolvido. O material
impresso apresentou um aumento de 8° no angulo de contato, porém a fidelidade da replicacéo
é limitada pelo atual limite de resolugdo da impressora. Utilizando-se a técnica de soft
lithography, a reproducéo das estruturas da folha foi alcangada com éxito, resultando em angulo
de contato de aproximadamente 122° para a agua e fidelidade no tamanho das estruturas
originais de acordo com micrografias de MEV. Por fim, foi apresentado o desenvolvimento de
dispositivos imprimiveis com propriedades bactericidas utilizando impresséo do compdésito de
matriz polimérica, polivinil butiral incorporando nanoparticulas de prata (PVB@NpAQg), tendo
também como inovacéo o uso de templates com impressao lateral de fluido contendo extrato da
casca de romd como inibidor de flagelina produzida por bactérias, aglomerante de
nanoparticulas que causaria reducdo da atividade bactericida do material. Todos os filmes

impressos foram submetidos testes que apresentaram inibigédo bacteriana.

Palavras-chave: Bioinspiracdo. Soft lithography. Impressio DoD. Nanocompdsitos.

Hidrofobicidade. Inibi¢do bacteriana.



ABSTRACT

The present work describes the development and characterization of a polymeric composite
material containing silver nanoparticles, and obtaining films that combine antibacterial property
and hydrophobicity. The material developed was bioinspired on the leaf surface structures of
the plant species Colocasia esculenta (L.) Schott, which shows Lotus effect due to hierarchical
structures (nano and micro), but is present in the diversity of plant species existing in Brazil.
Biotemplates were obtained by indoor hydroponics of C. esculenta, whose tubercle is known
locally as Cara Paulista, or by the more comprehensive denomination, as taro. The replication
of the structures of the biotemplates was performed through two distinct printing techniques,
soft lithography and Drop on Demand (DoD) printing of materials. The DoD print was used as
a Proof of Concept (PoC) for the reproduction of the C. esculenta leaf structures from the
software TopoSlicer®, developed in collaboration in the present research, that converts 2D
micrography images in a set of 2D quota related images to print bio-inspired 3D structures,
through a process of Layer by Layer (LbL) printing. The developed software presented better
performance with images of atomic force microscopy (AFM) than those obtained by scanning
electron microscopy (SEM). The software was validated with the DoD print of the structures
with a developed printable fluid. Printed material showed an 8 ° increase in contact angle, but
replication fidelity is limited by the printer's current resolution limit. Using the technique of
soft lithography, the reproduction of the leaf structures was successfully achieved, resulting in
a contact angle of approximately 122 ° for water and fidelity in the size of the original structures
according to SEM micrographs. Finally, it was presented the development of printable devices
with bactericidal properties using polymer matrix composite printing, polyvinyl butyral
incorporating silver nanoparticles (PVB @ NpAg), also having as innovation the use of
templates with lateral impression of fluid containing fruit peel extract of pomegranate as
inhibitor of flagellin produced by bacteria, a nanoparticle binder that would cause reduction of
the bactericidal activity of the material. All printed films were submitted to tests that showed
bacterial inhibition.

Keywords: Bioinspiration. Soft lithography. DoD printing. Nanocomposites. Hydrophobicity.
Bacterial inhibition.
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1 INTRODUCAO

Apesar do termo “nanotecnologia” ter sido utilizado pela primeira vez em 1974, pelo Prof.
Norio Taniguchi da Universidade de Téquio, foi sé no inicio deste século que a nanotecnologia
passou efetivamente a ser explorada comercialmente da forma com que se entende hoje, ou
seja, explorando novas propriedades associadas a materiais na escala nanometrica.

O estudo das novas propriedades associadas a escala hanométrica, que deu posteriormente
origem a nanociéncia, foi pioneiramente destacada em 1959, em palestra do Prof. Richard
Feynman (Nobel de fisica de 1965), mas apenas em 1981 o microscopio de tunelamento foi
desenvolvido (IBM Zurique, Nobel 1986), permitindo a analise da matéria em escala atémica.
Em 1991 o fisico japonés Sumio lijima, da multinacional NEC, publica um importante artigo
sobre a producdo de nanotubos de carbono, e dez anos depois, no inicio deste século (2001),
uma equipe da IBM constroi uma rede de transistores usando nanotubos, resultado da
nanociéncia gerando nanotecnologia.

Além da nanotecnologia do carbono, envolvendo fulerenos, nanotubos, grafenos, C-dots
(pontos quanticos de carbono, descobertos apenas hd 15 anos) e seus compositos
nanoestruturados, materiais nanoestruturados com nanoparticulas metalicas vem dominando
grande parte dos trabalhos envolvendo nanociéncia.

As nanoparticulas metélicas constituem o0s materiais nanoestruturados mais antigos
manufaturados pelo homem. O célice de Licurgo, feito provavelmente na Alexandria entre os
anos de 295 e 325, é um objeto vitreo decorativo de pouco mais de 16 cm de altura, que chama
a atencdo por suas propriedades ao interagir com a luz, devido a presenca de nanoparticulas
metalicas. Pode ser visto atualmente em Londres, exposto no British Museum, que o adquiriu
ha cerca de 60 anos, e encontra-se perfeitamente preservado, depois de cerca de 1700 anos. A
analise do vidro que o constitui, revelou que se trata de um compdsito vitreo com nanoparticulas
metalicas (~70 nm), de prata e ouro na proporcao 14:1. Interagdes da luz com as nanoparticulas
resultam num célice vermelho quando a luz branca o atravessa, ou num célice verde, quando a
luz branca é refletida por ele (BARBER e FREESTONE, 1990).
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Trabalhos envolvendo nanoparticulas metélicas dividem-se atualmente em dois grandes
grupos: os que exploram as interacGes da matéria com plasmons — quantizacéo das oscilaces
coletivas dos elétrons confinados nas nanoparticulas — que deram origem a area da plasmonica,
e o0s que exploram propriedades bactericidas das nanoparticulas, particularmente de prata.

O emprego da prata e de seus compostos na medicina e na purificagdo da &gua se deve a sua
atividade antibacteriana e antifungica. Ha relatos de que provavelmente foram observados
soldados feridos por lancas de prata sendo curados de infeccGes, e na China antiga a prata foi
incorporada na medicina tradicional chinesa. Agulhas de prata datadas de 113 a.C. foram
encontradas na tumba do principe Liu Sheng. Antes dos antibioticos, a prata coloidal era
inclusive administrada de forma intravenosa, e mais recentemente na forma de colirio para
evitar conjuntivite em recém-nascidos, ou na forma de sulfadiazina de prata em pacientes
gueimados para tratar infecgdes. Atualmente a prata € utilizada inclusive nos reservatorios de
agua da Estacao Espacial Internacional (ISS), e em muitos filtros domésticos.

Nanocompositos poliméricos aliam propriedades da fase nanoestruturada as propriedades da
fase polimérica, e modifica¢fes na quimica das superficies permitem a sintonia de propriedades
fisico-quimicas relacionadas ao desempenho dos materiais resultantes. As interacdes
interfaciais entre os nanomateriais, as matrizes poliméricas e a dimensdao nanomeétrica entre 0s
dominios, diferenciam os nanocompdsitos poliméricos dos compdsitos tradicionais. Os
nanocompositos poliméricos sdo uma combinacdo ativa de polimero e nanomaterial (outros
aditivos também podem estar presentes), onde pelo menos uma fase permanece no regime
nanométrico (menor que 100 nm) no material resultante (KARAK, 2019).

As nanoparticulas de prata tém sido amplamente estudadas e aplicadas devido as suas
propriedades Opticas, elétricas e magnéticas, e podem ser incorporadas em aplicacdes
antimicrobianas, fibras compostas, materiais supercondutores criogénicos, produtos
cosméticos, componentes eletrénicos e materiais para biossensores (SANTOS, 2016).

Na década de 80 a UFPE foi pioneira no desenvolvimento de materiais fotdnico-
plasménicos, produzindo aumento da luminescéncia de lantanideos em vidros contendo
nanoparticulas de prata e no ano passado, nosso grupo explorou pela primeira vez propriedades
bactericidas de nanocompositos de prata em dispositivos imprimiveis (MALTA et al, 1985;
BARRERA et al, 2018).

O surgimento e recombinacdo de tecnologias em novos produtos e processos que geram
acles inovadoras, resultam na reformulacdo da inddstria e dindmica que promovem o0

desenvolvimento da sociedade. O processo de “destruigdo criativa”, onde antigas suposi¢des
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sdo "destruidas™ em razdo das novas, e as necessidades das comunidades, respondem a ciclos
de mudanca, ou “ondas de inovagao” (SILVA e DI SERIO, 2016).

As ondas de inovacdo, conceituadas inicialmente por Kondratieff (1892-1938) com ciclos
de 50 a 60 anos de recessdo e prosperidade, refletindo nas economias ocidentais dos Ultimos
duzentos anos entre periodos que alternam surto e calmaria (Figura 1) (LINSTONE e
DEVEZAS, 2012), atualmente s&o descritas por ciclos cada vez mais curtos. A primeira onda
de inovacao foi marcada pela primeira fase da Revolucdo Industrial, que foi responsavel por
promover um grande salto em inovacdo, incorporando novas tecnologias e causando uma
mudanca da producdo artesanal para a industrial. Em seu estagio final, foi influenciado pelo
fim das guerras napolednicas. J& a quinta onda de inovacao baseia-se na tecnologia de redes de
informacdo e comunicacdo, caracterizada pelo uso generalizado de computadores e pela
reconfiguracdo de empresas com o desenvolvimento da internet, e embora esteja bem
estabelecida em nossa sociedade, essa onda também mostra sinais de desaceleracdo, enquanto
que a sexta onda de inovacdo esta em ascensao, impulsionada pelo esgotamento do atual modelo
de capitalismo e pela necessidade de reconfiguracdo em torno das necessidades ambientais e
sociais presentes, criando um ambiente onde 0s negdcios, a humanidade e a natureza possam
coexistir e se desenvolver (SILVA e DI SERIO, 2016). Mais recentemente, no entanto, esta
tendéncia vem sendo afetada por mudangas associadas a geopolitica mundial num cenério de
globalizacdo envolvendo conflitos e desestabilizacdo, que dificultam a previsdo de uma

tendéncia, mesmo para um futuro préximo.
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Figura 1- Ondas de inovagéo descritas a partir das conceituadas inicialmente por
Kondratieff (1892-1938).
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(Adaptado de The Natural Edge Project. The Natural Advantage of Nations (Vol.1):

Business Opportunities, Innovation and Governance in the 21th Century)

Na atual sexta onda de inovagdo, o desenvolvimento de materiais ambientalmente amigaveis
inclui nanotecnologia verde, energias renovaveis, sustentabilidade e
biomimeética/bioinspiracao.

A evolucdo das espécies na natureza resultou em uma diversidade surpreendente de
estruturas complexas, otimizadas por milhares de anos. Apesar de impossiveis, na grande
maioria dos casos, de serem mimetizadas ou copiadas como réplicas idénticas, podem ser
utilizadas para inspiracdo de novos produtos e processos, resultando em sistemas bioinspirados.

Um exemplo tipico de estruturas que evoluiram ao longo dos anos em sistemas biologicos e
que resultaram em propriedades tecnologicamente interessantes sao as encontradas em algumas
plantas e animais, como por exemplo, nas folhas de arroz, Salvinia molesta, asas de borboleta,
escamas de peixe, pele de tubardo e olhos de mosquito, (Figura 2), que desenvolveram
superficies autolimpantes. A agua pode rolar seguindo uma diregdo preferencial ditada pelas
caracteristicas estruturais (M. ZHANG, et al 2015).
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Figura 2- Superficies autolimpantes tipicas da natureza com suas respectivas micrografias de
MEV.

(M. ZHANG, et al 2015)

Recentemente em nosso Grupo, Sousa (2017), utilizou a técnica soft lithography em seu

projeto de pos-graduacdo, para reproduzir estruturas de superficies de folhas hidrofébicas de
espécies vegetais, com resultados eficientes para replicar superficies em escala micro- e
nanométricas, com estabilidade rapidez e baixo custo para modelagem dessas superficies,
resultando em materiais poliméricos bioinspirados, reproduzindo a propriedade de
hidrofobicidade dos moldes naturais.

As impressoras de materiais com tecnologia Dropo on Demand (DoD) para jateamento de
fluidos funcionais utilizam uma tecnologia promissora para reproduzir estruturas ordenadas
através da superposicdo de camadas - layer by layer (LbL), devido a sua alta preciséo,
reprodutibilidade dos padrdes de impressdo e compatibilidade com diversos substratos, sem
danificar o fluido, jateado por pressdo, e ndo por aquecimento. Esta técnica propicia o uso de
diversos materiais complexos como fluidos funcionais, além de utilizar pequenas quantidades
de materiais, sem geracdo de residuos e, portanto, ambientalmente amigavel.

O presente trabalho busca a criagdo de novos materiais funcionais hibridos, aliando
estruturas bioinspirados em superficies hidrofébicas de plantas, a propriedades de materiais
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nanoestruturados com atividade bactericida, e preservagédo desta propriedade em situagdes em
que a natureza evolui para inativar esta atividade, como ocorre atualmente com antibidticos.
Para isto, o desenvolvimento de nanocompaositos poliméricos com nanoparticulas de prata é
utilizado na como material para biomimetizacdo das estruturas superficiais da folha de
Colocasia esculenta (L.) Schott, cujo tubérculo é conhecido localmente como caré paulista, ou
pela denominacdo mais abrangente, como taro. Serdo utilizadas duas técnicas de reproducédo
microestrutural, na tentativa de produzir a hidrofobicidade da superficie dos moldes naturais: a
impressdo DoD camada por camada (LbL) através da preparacdo de fluido imprimivel, e a
técnica de soft lithography, preparando-se um molde negativo polimérico a partir do
biotemplate, seguido da moldagem do nanocompdsito ativo, que resulte num material que alie
propriedades hidrofobicas e bactericidas.

Por fim, sera apresentado o desenvolvimento de dispositivo impresso com padrédo que alterna
0 nanocompdsito bactericida ao lado de fluido contendo um inibidor natural de flagelina,
proteina produzida por bactérias, que atua como aglomerante de nanoparticulas, podendo
resultar na diminuicdo da atividade bactericida do material. Esta Ultima etapa envolve inovacéao
relacionada a constatacdo relatada em literatura (PANACEK et al, 2017), de aumento de
producdo da flagelina em bactérias que evoluem em contato com nanoparticulas metalicas,

como forma de protecdo, gerando cepas mais resistentes.
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2 OBJETIVO

O principal objetivo deste trabalho é desenvolver filmes de nanocompdsitos poliméricos com
atividade antibacteriana com superficie hidrofébica bioinspirada nas folhas da Colocasia
esculenta (L.) Schott.

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:
Produzir de biotemplates para reproducdo de estruturas hidrofébicas a partir do cultivo de
Colocasia esculenta (L.) Schott in vitro, por hidroponia indoor;
Desenvolver software de conversdo de micrografias de AFM 2D (X, y, niveis de cinza) em um
conjunto de n imagens 2D (X, Yy, preto/branco) em n cotas, para impressao camada por camada
de bioestruturas 3D, utilizando impressora de materiais tipo Drop on Demand;
Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata como fase nanoestruturada dos compdsitos
poliméricos;
Desenvolver fluidos dos compdsitos poliméricos com nanoparticulas metalicas para impressdo
Drop on Demand,;
Produzir filmes de compdsitos poliméricos com nanoparticulas de prata para impressdo das
estruturas das folhas da Colocasia esculenta (L.) Schott e caracterizar as propriedades fisico-
quimicas das réplicas obtidas por impressdo DoD e soft litography;
Desenvolver fluidos imprimiveis do extrato de casca de roma na impressdo Drop on Demand;
Desenvolver dispositivos imprimiveis via impressdo Drop on Demand do compdsito
polimérico com nanoparticulas de prata e extrato de casca de roma;
Realizar testes de inibi¢do bacteriana dos filmes obtidos por soft litography e impressdo Drop

on Demand.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 DABIOMIMETICA AOS MATERIAIS FUNCIONAIS BIOINSPIRADOS

O termo “biomimética”, surgiu da combinacdo das palavras gregas bios, que significa vida
e mimesis que significa imitacdo. A biomimetizacao € a imitacdo da biologia ou da natureza,
utilizando as diversas areas da ciéncia. Envolve a compreensdo das fungdes bioldgicas,
estruturas e principios encontrados na natureza (HAN, 2016).

Alguns autores incluem o design biologicamente inspirado, adaptacdo ou derivacdo da
natureza dentro da biomimética, mas na ciéncia de materiais, na maioria das vezes os produtos
e processos incluem apenas algumas caracteristicas biolégicas importantes para a preservacao
de determinada propriedade, sendo na maioria das vezes impossivel a imitacdo ou réplica, de
forma que, neste trabalho, o termo “bioinspiracdo” sera considerado mais apropriado, € os
materiais funcionais bioinspirados sdo aqueles que reproduzem apenas determinada
caracteristica importante para a funcao para a qual evoluiu na natureza.

Segundo Sousa (2017), a bioinspiracdo nédo resulta apenas da observacdo de estruturas
naturais, mas requer por exemplo, uma investigacdo completa das relagdes estrutura-fungdo em
materiais bioldgicos, se a propriedade a ser explorada depende da estrutura. Na evolucdo das
espécies, a natureza criou varias estratégias para criar ou otimizar excelentes propriedades
funcionais, que podem servir de base para o desenvolvimento de materiais funcionais muitas
vezes envolvendo comparativamente baixos custos, em alguns casos apenas através de
estruturacdo hierarquica. A pesquisa e desenvolvimento de materiais inspirados na natureza traz
oportunidades para a criacdo de novas estratégias para criar materiais multifuncionais, por
exemplo por meio de montagem hierarquica, para o0 uso inteligente de interfaces e o
desenvolvimento de materiais ativos ou autorregeneraveis (FRATZL, 2007).

Os seres vivos, através da evolucdo das espécies descrita pioneiramente pelo naturalista
britdnico Charles Darwin em 1859, desenvolveram diversas e criativas estratégias de
sobrevivéncia. Distintas funcbes foram surgindo e sendo otimizadas, como para evitar
predadores, selecionar presas, escolhas de parceiros, adaptar-se a seus ambientes de
convivéncia, etc. Os elementos fundamentais dos corpos dos animais e as caracteristicas
morfologicas da superficie de seus corpos deram origem as superficies multifuncionais dos
seres vivos (HAN, 2016).
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Superficies funcionais inspiradas em estruturas biolégicas podem ser desenvolvidas com
propriedades aprimoradas para aplicacbes especificas, como redugdo de arrasto, reducdo de
ruido, superficies que atuam como adesivos inteligentes, superficies antidesgaste, antierosao,
super-hidrofdbicas, opticamente funcionais, captacdo de agua, entre outras. Tais propriedades
resultam da influéncia matua entre morfologias de superficie, de microescala e/ou nanoescala,
assim como propriedades fisicas e quimicas dos materiais que a constituem (HAN, 2016). A
complexidade dos meios em que as micro/nanoescalas se relacionam permite a obtencédo de
superficies com propriedades cada vez mais atraentes.

Das questdes relevantes para cientistas de materiais que cercam a reproducéo das estruturas
naturais complexas, uma é a capacidade de reproduzir estruturas multiescala e outra é a
ordem/desordem topoldgica em materiais antropogénicos (feitos pelo homem) (NIU, 2016).
Trabalhos envolvendo o melhoramento de materiais e métodos nos possibilita aprimorar
superficies artificias multifuncionais, fazendo uso da ciéncia em 4reas distintas,
compreendendo abordagens biomiméticas ou bioinspiradas para o desenvolvimento de novos

materiais funcionais derivados dessas estruturas.

3.1.1 Molhabilidade de superficies

A molhabilidade esta relacionada com a facilidade de espalhamento de um liquido em uma
superficie, que esta diretamente relacionado as forcas intermoleculares entre as fases e, em
geral, € estimada pelas medidas do angulo de contato. O angulo de contato (0) da superficie é o
angulo formado pela intersecéo da interface solido-liquido e liquido-vapor, e é obtido tracando-
se uma tangente ao longo da interface liquido-vapor (AGRAWAL, 2017). Em um meio poroso,
contendo dois ou mais fluidos imisciveis, a molhabilidade ¢ uma medida da tendéncia

preferencial de um dos fluidos de molhar (propagacgdo ou aderir) a superficie (TIAB, 2016).

3.1.2 Energia superficial e tensdo superficial

Quando duas fases diferentes entram em contato, uma interface ¢ formada e a interagdo das
moléculas ao longo da interface resulta em tensdo interfacial, que € Unica e depende das fases
contribuintes (VOGLER, 1993).

A tensdo superficial é uma propriedade fisica que é exibida pelas moléculas existentes na

superficie limitrofe de um material e a de um liquido. Estas moléculas na superficie ttm menor
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interacdo estabilizadora em comparacdo com a fase volumosa, devido ao menor nimero de
moléculas vizinhas presentes na superficie, resultando em excesso de energia. Essa energia
superficial gera uma tensdo na superficie, denominada tensdo superficial, e sdo propriedades
termodinamicas intensivas de um material (YUAN, 2013).

A energia superficial e a tensdo superficial desempenham papéis importantes no
comportamento de molhabilidade dos materiais (AGRAWAL, 2017).

Ao desenvolver superficies inspiradas na natureza que possuem propriedades interessantes,
como microtexturas com estruturas unitarias, anisotropicas, hierarquicas de escala dual e outras
geometrias, € indispensavel se avaliar corretamente os efeitos da rugosidade superficial nas
propriedades molhantes, pois h& correlacdo direta com o angulo de contato estatico de uma
superficie, que se pretende aprimorar (MA et al, 2017). Para uma compreensao das correlacdes
das fungdes com as estruturas e composicao quimica das superficies que exibem autolimpeza
encontrados na natureza, muitos estudos ja foram realizados (ZHANG et al, 2015).

A maioria das estruturas bioldgicas evoluiram em contato com a chuva. Em relacdo ao
contato com a agua como fluido, as superficies sdo classificadas como hidrofilicas quando o
angulo de contato é menor que 90°, hidrofébicas quando o angulo de contato é maior que 90°
e super-hidrofébicas quando este angulo é superior a 150°. Quando o angulo de contato tende
a zero, a superficie é chamada super-hidrofilica, como mostrado na Figura 3 (BURKARTER,
2010). Em certos casos, alguns autores correlacionam o estado super-hidrofobico com
combinacdo de uma estrutura de superficie hierdrquica, que retém o ar por baixo de uma
goticula de agua, e a hidrofobicidade superficial de uma cera (ZHANG et al, 2015).

No presente trabalho, no entanto, a hidrofobicidade serd promovida apenas pelas estruturas
hierarquicas bioinspiradas, reproduzidas em superficies poliméricas escolhidas por
constituirem nanocompdsitos incorporando outras propriedades funcionais, associadas a uma
fase nanométrica, como nanoparticula metalicas com propriedades antibacterianas. A estrutura

da superficie do material seré entdo determinante para o controle de sua molhabilidade.
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Figura 3- Regimes de molhabilidade de uma superficie: a) superficie super-hidrofilica 6 <5°;
b) superficie hidrofilica 8 <90°; c¢) superficie hidrobdbica 6 > 90° e d) superficie super-
hidrofébica 6 > 150°.

c)

(Imagem do autor).

3.1.3 Histerese de angulo de contato e angulo de deslizamento

A histerese do angulo de contato (CAH), Figura 4 a), € definida como a diferenca entre
avancar e retrair os angulos de contato, e estd diretamente relacionada a forca motriz e ao
comportamento de deslizamento de uma gota de liquido sobre uma superficie sélida rugosa,
dependendo fortemente da estrutura da superficie (MA et al, 2017).

O angulo deslizante (DA), Figura 4 b) é definido como o angulo critico em que uma gota de
agua com um determinado peso comeca a deslizar para baixo da placa inclinada, o que também
pode mostrar a forga motriz e a forca adesiva da gota de um liquido. O angulo de deslizamento
e a histerese do angulo de contato tém uma definicéo diferente, mas natureza fisica semelhante.
A equacdo que descreve a relacdo entre o angulo deslizante e a histerese do angulo de contato,
(equacdo 1) (MA et al, 2017):

(mg sin a)/w = y.y(cosfg — cosb,) @

onde o é 0 angulo deslizante; m é o peso da gota de dgua; w € a largura da gota; Y.v € energia
livre do liquido na interface liquido-gas; 6r e 6a séo os &ngulos de contato de recuo e avango,
respectivamente. Esta equacdo também indica que as superficies com a mesma histerese do

angulo de contato nem sempre apresentam os mesmos angulos deslizantes (MA et al, 2017).
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Figura 4- Imagens da (a) histerese de angulo de contato de uma superficie, &ngulo de avanco e
de recuo numa superficie plana obtidos através do aumento e diminui¢do do volume da
gota, respectivamente; e do (b) angulo de deslizamento de uma gota em uma superficie

inclinada com um angulo de inclinacéo o.

ETEEN

Angulo de avango  Angulo de recuo

(b)

(Adaptado de BURKARTER, 2010)

A histerese do angulo de contato desempenha um papel importante na litografia por imerséo,
revestimentos e impresséo a jato de tinta (AGRAWAL, 2017).

3.1.4 Modelos de Wenzel e Cassie-Baxter

Os angulos de contato (CA), caracteristico da molhabilidade de um sélido por um liquido,
pode ser medido experimentalmente. Para uma superficie sélida lisa e homogénea ideal, o
angulo de contato intrinseco (Oy) pode ser teoricamente descrito usando a equagédo de Young
(equacdo 2), que expressa a relagdo entre as tensdes interfaciais do vapor solido (ysv), 0 vapor
de liquido (yLv) e as interfaces solido-liquido (ysL), Figura 5 (a) (MA et al, 2017):

cosby = (Ysv — Ysu)/Viv' - (2)

Para superficies rugosas reais, dois estados de molhagem podem ocorrer se uma gota de dgua
é depositada em uma superficie rugosa: os estados de Wenzel e Cassie-Baxter (MA et al, 2017).
O estado de Wenzel ocorre quando a goticula de liquido penetra nos sulcos superficiais,
enquanto a equacdo de Cassie-Baxter explica a condi¢cdo em que o liquido ndo adere nos
espacos vazios deixando uma camada de vapor aprisionada (AGRAWAL, 2017).

No estado de Wenzel, a penetracdo do liquido nas cavidades de uma superficie rugosa é
completa, conforme ilustrado na Figura 5 (b), e o CA pode ser descrito pela equacdo de Wenzel
(equacdo 3) (MA et al, 2017):

cosOy, =1¥sy — ¥s.)/Vv = TC0S Oy . 3)
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A equacdo de Wenzel mostra que as propriedades de molhamento de uma substancia solida
sdo proporcionais a rugosidade da superficie molhada, em que r corresponde ao "fator de
rugosidade™, definido como a proporc¢éo da area de superficie real para a geometria projetada e
6w, By sdo o CA aparente em uma superficie rugosa e o CA intrinseco em uma superficie lisa,
respectivamente. Pequenas mudancas em 6y resultardo em maiores mudangas em 6w para o
efeito de amplificacéo do fator de rugosidade, r. Se v> 90 °, o efeito de aumentar a rugosidade
r fard com que uma superficie hidrofébica se torne mais hidrofobica, enquanto o efeito de
aumentar a rugosidade r reduzira o 6w em diregdo a 0 °, se &y <90 (MA et al, 2017).

No estado de Cassie-Baxter, 0 ar encontrar-se preso nas estruturas da superficie rugosa,
conforme ilustrado na Figura 5 (c). Este estado de molhagem € utilizado para descrever o
fendmeno de super-hidrofobicidade, especialmente aquelas superficies com alta rugosidade
como folhas de I6tus, penas de pato, superficies super-hidrofébicas artificiais, etc. O CA 6
aparente para o estado de Cassie-Baxter, pode ser calculado usando a equacao de Cassie-Baxter
(equacdo 4) (MA et al, 2017):

c0sB,pp = nmr®(1 + cosf)? — 1 4)

onde r é a aproximag&o do raio da microestrutura em contato com o liquido e n = (a3+/3/2)71,

a é o raio da superficie das estruturas e & 0 CA medido sobre as superficies.

Figura 5- Estados de molhabilidade de uma goticula em substratos solidos: a) Modelo de
Young, b) Modelo de Wenzel, ¢) Modelo de Cassie-Baxter.

a) b) ©)

liquido

7y 1]

BT

solido

(L1U, YAO. e JIANG, 2010)

3.1.5 Estruturas hierarquicas

Segundo Fratzl (2007), a estruturacdo hierdrquica € uma das consequéncias do processo de

crescimento de 6rgdos grandes e complexos com base em blocos de construgdo muito menores,
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muitas vezes muito semelhantes. Além disso, a estruturacdo hierarquica permite a adaptacao e
a otimizacdo do material em cada nivel de hierarquia, para gerar um excelente desempenho.

As estruturas em multiescalas combinadas com micropapilas e nanopelos proporcionam
formacéo de bolsas de ar, assim, a &gua pode interagir apenas com 0s picos da superficie rugosa
ao invés de molhar toda a superficie, e neste caso, o0 angulo de contato aparente é dado pela
equacdo de Cassie-Baxter para molhabilidade em superficies compostas feitas de sélido e ar
(CASSIE e BAXTER, 1944). Para superficies com estruturas hierarquicas, bolsas de ar
formadas dentro dos sulcos sob o liquido reduzem a area de contato entre o liquido e a
superficie, resultando na reducdo da histerese do angulo de contato, &ngulo de inclinagdo e forca
adesiva. A combinacdo das micro e nanoescalas nas estruturas € responsavel pelas propriedades
de super-hidrofobia e autolimpeza, e a estrutura semelhante a pelos em escala nanométrica
desempenha um papel mais importante no aspecto da propriedade de autolimpeza da folha de
I6tus (ZHANG et al, 2015).

Cheng et al. (2006), em seus estudos sobre a influéncia das estruturas em micro e nanoescala
no comportamento de molhabilidade das folhas de 16tus, mostraram que ap6s fundicdo das
folhas por 1 hora a 150°C, todas as estruturas semelhantes a pelos em escala nanométrica da
folha foram removidas, deixando apenas a superficie da microestrutura e com angulos de
contato da agua estatica na folha de 16tus ndo tratada e folha de 16tus recozida de 142,4 + 8,6 °
e 126,3 + 6,2 °, respectivamente. Assim, a rugosidade em microescala nas superficies de 16tus
é efetiva em aumentar o angulo de contato estatico, e a presenca da estrutura em nanoescala é
responsavel pelo aumento adicional de 16 ° no angulo de contato. Além disso, as gotas de agua
depositadas nas folhas de I6tus rolam na mais leve inclinagdo, enquanto que gotas do mesmo
tamanho se tornam pegajosas na folha recozida, aderindo a superficie mesmo quando a folha
esta inclinada 90 ° ou virado de cabeca para baixo. Isso significa que a estrutura em nanoescala
da folha de I6tus € propicia para reduzir a aderéncia a superficie desta folha. Portanto, no caso
da folha de 16tus, observa-se o papel importante da estrutura capilar em escala nanométrica em
suas propriedades autolimpantes (ZHANG et al, 2015).

3.1.6 Colocasia esculenta (L.) Schott

Taro é o nome frequentemente utilizado para se referir aos tubérculos da Colocassia
esculenta L. Schott, conhecidos regionalmente como cara paulista. O taro € uma das principais

raizes da familia Araceae com ampla distribuig&o nos tropicos e subtropicos (LEBOT, 2009).
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O taro possui no rizoma o principal produto comercial, devido aos expressivos teores de
minerais (Ca, P e Fe), carboidratos, aminoécidos essenciais, provitamina A provitamina D,
vitaminas C e do complexo B e suas propriedades medicinais, que garantem 0 UsO na
farmacologia, normalmente na sintese de cortisona e hormonios esteroides. Pode ser utilizado
na alimentacdo, na dieta de criancas alérgicas e adultos com desordens gastrointestinais
(SILVA, 2011).

Neste trabalho, o objeto de estudo inclui a investigacao do uso folha da Colocasia esculenta
L. Schott, facilmente cultivada por hidroponia, como uma alternativa local para producéo de
biotemplates que apresentem o “efeito 16tus”, j& que se observa a baixissima molhabilidade de
sua superficie. O estudo inclui a caracterizacdo da superficie das folhas desta espécie e suas
estruturas hierarquicas. A Figura 6 apresenta um espécime cultivado por hidroponia para este
trabalho e as caracteristicas estruturais da superficie de sua folha, destacando-se as estruturas

hierarquicas observadas por MEV.

Figura 6- (a) Fotografia da folha da C. esculenta L. Schott com destaque de uma gota d"agua
em sua superficie, (b) e (c) Micrografias de MEV da superficie da folha, com hierarquias

de micro e nanoestruturas, respectivamente.

(Imagem do autor)

Este comportamento de repelir a &gua, destacado na Figura 6 (a), assemelha-se com a super-
hidrofobicidade do “efeito l6tus”, fendmeno de superficie j& conhecido e bem estabelecido,
proveniente da combinacdo de estruturas hierarquica de micro e nano escalas, mostradas nas
Figura 6 (b) e (c).

Na folha I6tus, as papilas de escala micrométrica da superficie sd@o recobertas por
nanoestruturas formadas por cristais de cera sobrepostos, como mostrado na Figura 7 (MA et
al 2017; SOUSA, 2017 e CHEN et al, 2019).
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Figura 7- (a) Fotografia da folha de 16tus super-hidrofobica com goticula de &gua.
(b)Micrografia de MEV com ampliagdo das microestruturas de superficie. ¢) Micrografia

de MEV com ampliacdo das nanoestruturas de superficie.

(L1U, YAO e JIANG, 2010)

A natureza harmonizou uma diversidade de estruturas que evoluiram em funcdo da
preservacao de cada espécie, e a performance desses materiais e processos muitas vezes
depende de sinergias envolvendo organizacdo subjacente e otimizacdo multifuncional da
arquitetura das estruturas naturais, em hierarquias crescentes de escala (NIU et al., 2016).
Muitas rotas de fabricacdo estdo sendo estudadas para desenvolvimento de materiais
biomimetizados e bioinspirados, e para isto a importancia de cada estrutura hierarquica precisa
ser avaliada. Han et al. (2016) e Zhang et al. (2015) em seus trabalhos, discorrem sobre 0s
principais métodos quimicos e fisicos para replicacdo de superficies com micro e
nanoestruturas: processo sol-gel, fotolitografia, litografia a laser, sonoquimico, deposicdo de
vapor quimico (CVD), infiltracdo de vapor quimico (CVI), self-assembly (automontagem),
evaporacao fisica e deposicdo, impressao, escrita direta a laser, remocédo do modelo, calcinagéo,
dissolugéo seletiva, sonicagdo, anodizacdo , revestimento por imersdo, entre outras. Neste
trabalho, para replicacédo das estruturas da C. esculenta (L.) Schott utilizadas como biotemplate,
serdo exploradas as técnicas de soft lithography e de impressdo Drop-on-Demand (DoD) de

materiais utilizando fluidos funcionais.

3.2 TECNICAS DE IMPRESSAO DOS BIOTEMPLATES

3.2.1 Soft lithography

O processo de “litografia suave” (soft lithography) é um método simples, pratico e eficaz de

replicacdo de padrdes (templates) a partir da elaboracdo de moldes negativos a serem usados
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para estampagem de réplicas. Aqui serdo utilizados biotemplates, ou seja, padrdes de
superficies biologicas. Um molde elastomérico pode replicar com uma preciséo tipica de 500
nm, inclusive estruturas 3D, devido a suavidade e elasticidade do elastbmero (XIA e
WHITESIDES, 1998; ACIKGOZ et al, 2011 e WANG et al, 2017). Basicamente, 0 processo
se divide em duas etapas, mostrada na Figura 8: 1) moldagem do padrdo negativo a partir de um
polimero com boa estabilidade e 1) replicacdo de uma estrutura pela ndo adesdo do polimero

da réplica ao molde negativo.

Figura 8- Etapas para replicacdo de uma superficie utilizando a soft lithography.

I) Moldagem do padrdo negativo

Polimero de moduiem
Superficie da folha
mu*“mwlode negativo

II) Replicagdio da estrutura biomimético

C

FPolimero para réplica

Molde negativo

(Imagem do autor)

Réplica positiva

Neste trabalho, a soft lithography foi empregada para biomimetizar as estruturas de
superficie da folha da Colocasia esculenta (L.) Schott, em ensaios comparados com moldes
negativos de polidimetilsiloxano e poliacrilato fotopolimerizavel. Como material de replicacdo
dos filmes, foram desenvolvidos nanocompdsitos funcionais contendo nanoparticulas de prata

dispersas em uma fase polimérica - polimero@NpAg.

3.2.2 Impressdo Drop on Demand

As tecnologias utilizadas em impressoras de materiais se baseiam em dois principais

processos distintos, utilizados em impressoras de jato de tinta: Continuous Inkjet e Drop-on-
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Demand. Segundo Derby (2015), a impressédo de jato de tinta pode utilizar mecanismo de
impressdo continua (Continuous Inkjet - CIJ) e impressdo a jato de tinta eletrostatica
(Electrostatic Inkjet - EI1J), e a impressao de gotas individuais sob demanda (Drop-on-Demand,
DoD) pode utilizar atuadores térmicos ou piezoelétricos. Cada um desses processos tem seus
requisitos particulares para as propriedades fisicas do fluido utilizado e um intervalo
de tamanho de gota caracteristico.

Impressoras CIJ jateiam um fluxo de gotas geradas atraves da instabilidade de Rayleigh de
uma coluna de liquido ejetada através de um pequeno bocal ou bico, mantido sob uma diferenca
de potencial elétrico que transfere uma pequena carga para cada gota. As gotas séo direcionadas
pela aplicagdo de outro potencial a placas defletoras (Figura 9 a). Os didmetros de gota s&o
normalmente maiores que 50 um, ligeiramente maiores que o didmetro do bico. As impressoras
CI1J produzem um fluxo continuo de gotas; gotas indesejadas (quando ndo ocorre impressao)
sdo desviadas e normalmente recicladas para evitar desperdicios. A taxa de geracao de queda
pode ser > 50 kHz e as gotas séo ejetadas a velocidades > 10 m/s. Embora o CIJ produza o
maior volume de tinta por minuto, é limitado em termos de precisdo de posicionamento e
resolucdo. A principal preocupacao com este método € que o jato de fluido continuo leva a um
desperdicio de tinta significativo e, se for utilizada recirculacao, ha risco de contaminacéo ou
danos ao fluido (DERBY, 2015).

Impressoras DoD geram gotas individuais direcionadas pelo posicionamento mecénico do
gerador de gotas e substrato, e se formam através da propagacdo de um pulso de pressdo em
reservatorio de fluido acoplado a bicos de impressao. Esse pulso de pressao deve superar forcas
de tensdo superficial que retém as gotas. A coluna ejetada de liquido resultante é comprimida
para formar uma gota por uma combinacdo de forcas de tensdo superficial e
o fluxo de retorno do liquido ao reservatorio.

Em impressoras DoD com atuadores térmicos, um pulso de pressdo € produzido pela
formacéo e colapso de uma bolsa de vapor no fluido através de aquecimento local, enquanto
que em impressoras DoD com atuadores piezoelétricos, o pulso de pressdo é produzido pela
oscilacdo mecanica de um cristal piezoelétrico controlado em cada bico de impressdo pela
diferenca de potencial elétrica aplicada, sem aquecimento do fluido - Figuras 9 b) e c),
respectivamente. O mecanismo de bolsa de vapor é usado principalmente em dispositivos de
impressdo de menor produtividade, enquanto a atuacdo piezoelétrica € mais utilizada em
aplicacGes comerciais que exigem controle mais preciso. Com impressoras DoD, os volumes

das gotas situavam-se na faixa de 1 pL — 1 nL, com didmetros correspondentes na faixa de 10—
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100 um. As gotas sdo ejetadas sob demanda a taxas de até 20 kHz (DERBY, 2015). No final do
ano passado esta tecnologia conseguiu produzir gotas com volumes menores do que 1 fL (1
femtolitro = 10 L), resultando em gotas menores que 1 pm?®, e consequente aumento de
resolugcdo. No entanto, gotas desta dimensé@o passam a interagir eletrostaticamente entre si se
ejetadas lado a lado, o que impede mais de um bico por cartucho, enquanto que os cartuchos
das impressoras utilizadas no presente trabalho possuem 16 bicos, que resulta no aumento da
velocidade de impressdo pelo jateamento simultaneo por controle individual de 16 cristais

piezoelétricos acoplados.

Figura 9- llustracdo esquematica dos principios operacionais de uma impressora a jato de tinta

(@) (C1J) e (DoD) com atuador (b) térmico e (c) piezoelétrico.
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(DERBY, 2010).

As impressdes CI1J e DoD séo fortemente controladas pelas forgas de tenséo superficial e
pela fisica convencional da mecanica dos fluidos e microfluidica.

Por fim, as impressoras EIJ produzem gotas pela repulsdo eletrostatica experimentada em
uma superficie liquida carregada. Se uma superficie liquida for mantida em um potencial
elétrico suficientemente alto e restrito mecanicamente, ela se deformara fora de seu plano e,
eventualmente, formara uma superficie apical altamente curva. O gradiente de campo proximo
a ponta do cone pode se tornar muito grande, resultando na ejecdo de pequenas goticulas de
liquido no processo de eletropulverizacao.

As impressoras EIJ séo restritas a alguns tipos de fluido, e as impressoras DoD utilizando
atuadores térmicos introduz uma restricdo nas propriedades da tinta, porque um componente

de baixo ponto de ebulicdo € necessario para garantir a facil formacdo da bolsa de vapor
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(DERBY, 2015), além de poder resultar na degradacédo térmica do fluido, comprometendo sua
funcionalidade.

No presente trabalho utilizou-se a impressora Dimatix Materials Printer DMP 2831 Fujifilm,
uma impressora de materiais que utiliza tecnologia Drop on Demand com atuador piezoelétrico.
Foi utilizada com fluidos funcionais preparados neste trabalho para prova de conceito (PoC) de
software desenvolvido para permitir impressées 3D de biotemplates, a partir de micrografias
2D obtidas por AFM. O software, desenvolvido no nosso grupo em colaboracédo com o Centro
de Informaética (CIN-UFPE), fez parte de dois projetos de pos-graduacao: o presente projeto de

mestrado, e o projeto de doutorado da estudante Rosely (Santa-Cruz et al, 2018).

A prova de conceito foi executada utilizando-se biotemplates digitais gerados a partir de
micrografias das estruturas presentes na folha da Colocasia esculenta (L.) Schott. A partir de
uma micrografia AFM 2D em niveis de cinza correspondentes a cotas no eixo z, um conjunto
de n imagens 2D em preto e branco é gerado para ejecdo de gotas DoD em posi¢des (X, y),
camada por camada (LbL) em n camadas, resultando em impressdo 3D dos biotemplates. A
técnica DoD permite precisdo, reprodutibilidade, relativa rapidez de impressdao e
principalmente diversidade de materiais que podem ser utilizados como fluido funcional de
impressao e substrato.

3.2.2.1 Impressora de materiais DMP 2831

A impressora de materiais Dimatix Materials Printer (DMP 2831) utilizada no presente
trabalho é apresentada na Figura 10. A mesma utiliza cartuchos descartaveis com atuadores
piezoelétricos, acoplados a uma cabeca de impressdo independente. Cada cartucho utilizado
possui 16 bicos de jateamento com controle individual das curvas de potencial de cada cristal
piezoelétrico, resultando em gotas espacadas de 5 a 254 um, dependendo do angulo de
inclinacdo da cabeca de impressdo (angulo de ataque) utilizado. A escolha é feita em funcdo da
resolucdo (até 5080 DPI) do template digital a ser impresso, e limitada ao volume da gota,
determinada pelo didametro o bico de impresséo utilizado (o menor, de 9 um, resulta em gotas
de 1 pL).

O substrato é fixado por vacuo e o jateamento é controlado via PC por software dedicado,

acoplado hardware embarcado, incluindo cAmeras para monitoramento visual do jateamento da
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gota com filmagem estroboscopica, Drop Watcher, e cdmera de inspecdo da qualidade dos
padrdes impressos, Fiducial Camera (SOUSA, 2015).

Figura 10- Impressora Dimatix Materials Printer utilizada (DMP-2831-FUJIFILM).

[Imagem do autor]

3.2.2.2 Desenvolvimento de fluidos imprimiveis

A printrénica é a area da ciéncia que estuda o desenvolvimento e impressdo de fluidos
funcionais para a preparacdo de novos materiais e dispositivos imprimiveis, a partir do controle
e otimizacdo de parametros de microfluidica para uso de novos materiais. A impressdo de
materiais por processos Drop on Demand, exige a adequacdo de parametros fisico-quimicos e
algoritmos de controle que juntos corroboram para 0s parametros ideais controle associados a
microfluidica do novo material. O fluido de impressdo que transporta o material funcional ativo
deve apresentar boa estabilidade no processo e boa interagdo substrato-fluido. Neste caso, 0
ideal é que a tensdo superficial do fluido seja menor do que a do substrato para molhagem
adequada e sem formacao de gotas satélite.

A combinacdo de todas as etapas de controle apresentadas na Figura 11 sdo complementares
e juntamente com os parametros fisico-quimicos de operacdo apresentados na Tabela 1,
garantem o 6timo funcionamento da impressora, com jateamento do material reprodutivel e
preciso (SOUSA, 2015).
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Figura 11- Elementos estratégicos para otimizacdo do processo de impressao DoD.
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(Adaptada de CHEN, 2011)

As vantagens do uso da impressdo DoD com atuadores piezoelétricos incluem flexibilidade
da composicao do fluido de impressdo e do substrato, relativa rapidez, baixo custo, envolver
processo ambientalmente amigavel por ndo haver desperdicio de material nem geracdo de
subprodutos ou rejeitos e utilizacdo de pequenas quantidades, além de ser uma técnica de

fabricacdo de alta precisao, que ndo emprega mascaras fisicas.

Tabela 1- Parametros de controle para impressora Drop-on-Demand (DoD) com

atuacdo piezoelétrica, Dimatix Materials Printer 2831 -Fujifilm.

DMP 2831
Tensdo superficial 28-33 x10° N
Viscosidade 10-12 cP
Densidade p>1
pH 4-9
Volume do reservatorio 1,5mL
Volatilidade Pe>100°C

Temperatura do cartucho e

70 e 60 °C respectivamente

substrato
Volume da gota 1ou10pL
Diametro do bico 9ou2l um

Diametro maximo recomendado

de particulas no fluido

1/100 do diametro do bico

Bicos

16

Espagamento dos bicos

5 um em cartucho inclinado 1,1°
254 ym com cartucho a 90°
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3.2.2.3 Design do fluido e geracéo de gota

De modo geral, as gotas formadas usando a impressdo DoD com atuadores piezoelétricos
apresentam longas caudas fluidas, se estendendo por trds das gotas ejetadas, conforme
apresentado na Figura 12. A tensdo superficial atuante na cauda estendida ira puxa-la para a
cabeca esférica durante o transporte, no entanto, é possivel que a cauda se solte durante o
processo de retracao, levando a producéo de gotas satélite. Assim, os fluidos e as condigdes de
impressdo devem ser projetados para eliminar a formacéo dessas gotas satélite. Estes satélites
podem interagir e fundir-se antes do impacto, sempre deteriorando a qualidade da
impressdo. Para permitir um tempo adequado para a retracdo da cauda ou para que as gotas
satélites se fundam com a gota principal, na impressdo DoD €é normal se imprimir com um
espacamento de 1 a 3 mm entre o cabecote de impressdo e o substrato. No entanto, o
espacamento ndo pode ser muito grande, porque também afeta a precisdo da colocacdo de gotas
devido a influéncia de correntes de ar no meio, que podem desviar a trajetdria desejada da gota.
Ap0s impresso, o material ativo deve solidificar, seja por evaporagdo de solvente ou mudanca
de fase, para formar uma estrutura estavel para pds-processamento (DERBY, 2015).

Figura 12- Gotas geradas a partir na impressdo a jato de tinta, mostrando a caracteristica

cauda alongada e a formacéo de gotas satélites.

. .- - — -9

200 ym

(DERBY, 2010)

O comportamento fluido das gotas pode ser caracterizado por grandezas adimensionais,
determinadas com base nos parametros fisico-quimicos citados no item anterior e a
imprimibilidade do fluido deve ser definia para a técnica DoD. (DERBY, 2010), tais como 0s
numeros de Reynolds (Re), Weber (We) e Ohnesorge (Oh):

_ vpa
Re = " )
We = 22 ©)
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_VWe 7
Oh‘Re‘W (7)

Onde p, n e y sdo a densidade, a viscosidade dinamica e a tensdo superficial do fluido,
respectivamente, v é sua velocidade e a € um comprimento caracteristico, associado ao
diametro do bico de impressao.

O parametro Z=1/0Oh é comumente utilizado avaliacdo da geracdo estavel das gotas. Reis e
Derby (2000), utilizaram simulagdo numérica de formac&o de gotas para propor o intervalo 10>
Z> 1 para a formac&o de gotas estaveis. Uma estratégia para reduzir gotas satélites é o aumento
da viscosidade do fluido (diminuindo Z), que estabiliza a cauda do fluido e reduz a tendéncia
para formacdo dessas gotas satélite. Em valores de Z muito baixos a dissipagéo viscosa evita a
ejecdo da gota, enquanto que em valores altos, a gota priméaria é acompanhada por um grande
namero de gotas satélites (DERBY, 2015).

Outro fator limitante para a geracdo das gotas € a influéncia da tensao superficial do fluido/ar
no bico de impressao, sugerindo uma velocidade minima para ejecao (equacao 8):

Vmin = % . (8)

Atraveés do uso das equacdes apresentadas acima e dos valores limites de Z, é possivel definir
uma regido de fluido imprimivel por processo DoD, em um grafico com os parametros Re e We
nas coordenadas. A Figura 13 mostra a regido imprimivel, limitada pelos valores desses
parametros, com as regides de energia insuficiente para a ejecdo da gota (We <4), salpicos em
contato com a superficie (valores altos de We), regido com gotas satélites dominando o processo
de impressao, na area a direita da linha tracejada vermelha (Z>10) e de fluido muito viscoso
para impressdo, na area a esquerda da linha pontilhada azul (Z <1).
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Figura 13- Representacdo da regido imprimivel do fluido em funcdo dos numeros de
Reynolds e Weber.
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(DERBY, 2015)

3.2.2.4 Algoritmos de controle

Os principais algoritmos de controle sdo monitorados via software dedicado, que controla a
interface PCl/utilizador da impressora. De acordo com Sousa (2015), os parametros de
impressdo para jateamento da gota sdo ajustados na diferenca de potencial elétrica aplicada aos
piezoelétricos, frequéncia maxima de jateamento do fluido e os ciclos de impressdo, na
plataforma waveform. Outro pardmetro importante é a frequéncia da execucdo do ciclo, que
pode ser determinado com base na ferramenta Drop Watcher (visualizador de gotas), que
permite visualizar a formacdo das gotas através de uma camera estroboscopica, onde é
observada a distancia percorrida para que a gota seja formada e a frequéncia méxima do ciclo
de jateamento.

3.3 POLIMEROS UTILIZADOS

3.3.1 Polidimetilsiloxano (PDMS)

O PDMS é um material elastomérico muito utilizado em moldagens e desmoldagens em

processos de soft litography, devido sua deformabilidade intrinseca e propriedades
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hidrofébicas, proveniente de sua baixa energia superficial e grupos CHs (MA E HILL, 2006).
Cada unidade do PDMS, consiste em grupos (CH3)2SiO estabilizados por grupos (CHz3)sSiO,
conforme Figura 14.

Figura 14- Estrutura do PDMS.
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(SOUSA, 2017)

Multiplos moldes PDMS podem ser fabricados de forma barata a partir de um Gnico molde
primério. Além disso, possui vérias propriedades Uteis para a nanofabricacao, pois é duravel,
inerte a maioria dos materiais que sdo padronizados ou moldados e quimicamente resistente a
muitos solventes (ACIKGOZ et al, 2011).

3.3.2 Poliacrilato fotopolimerizéavel

A principal caracteristica dos monémeros acrilicos € a presenca de carbonos vinilicos no
grupo terminal pendente na cadeia principal. Os acrilatos séo resinas fotopolimerizaveis muito
utilizadas devido sua reatividade e a versatilidade de oligbmeros de acrilatos funcionalizados
(DECKER,1998). A Figura 15 mostra estruturas quimicas do composto vinilico, do acrilato de

metila e do metacrilato de metila.

Figura 15- Composto vinilico, acrilato de metila e metacrilato de metila.

H
H CHy
"\C / H .‘\C =c/ \C =C<
7 =C\ w \c—o—cu, 4 ﬁ—o—cu,
C—R (l)l o
Composto vinilico Acnilato de metila Metacrilato de metila

(PEUTZFELDT, 1997)
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Os mondmeros acrilatos e metacrilatos sdo frequentemente usados devido as suas qualidades
como alta reatividade, baixas velocidades de terminagdo e baixo custo. Os mondmeros de
acrilato tém maiores reatividades que os de metacrilatos devido ao fato de possuir o grupo metil
como substituinte o que dificulta a entrada do radical a dupla ligacdo (FREGOLENTE, 2006).

A polimerizacdo de monémeros multifuncionais induzida por luz (fotopolimerizagdo) é um
processo eficiente para alcancar, seletivamente nas areas irradiadas, uma transformagéo quase
instantanea de uma resina liquida em um polimero solido. A radiacdo UV rompe ligagdes

quimicas e pode ser usada para iniciar essas reagdes fotoquimicas (DECKER,1998).

3.3.3 Poliélcool vinilico (PVA)

O PVA é a resina sintética, solivel em agua, produzida em maior volume no mundo. As
propriedades basicas do poli (&lcool vinilico) dependem do grau de polimerizacédo e do grau de
hidrélise. Por suas excelentes propriedades, o PVA tem sido utilizado em um grande nimero
de aplicacdes industriais. Este polimero é um excelente adesivo, possui boa resisténcia a
solventes, Oleos e graxas e sua resisténcia a passagem de oxigénio é superior a de qualquer
polimero conhecido. E um dos poucos polimeros semicristalinos soltveis em agua com boas
caracteristicas interfaciais e mecanicas (ARANHA, 2001). E um polimero polihidroxilado, cujo

monomero “alcool vinilico” (Figura 16) ndo existe no estado livre (WU et al, 2002).

Figura 16- Estrutura quimica do monémero de PVA.
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(Imagem do autor)

3.3.4 Polivinil butiral (PVB)

O PVB é uma resina termoplastica muito utilizada em aplicagdes de revestimento ou adesivo
com aderéncia, resisténcia, transparéncia optica e flexibilidade. E formado por unidades vinil

alcool, vinil acetato e vinil butiral, conforme Figura 17 (MORALIS, 2008).
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Figura 17- Estrutura quimica do PVB, com as trés unidades vinis.
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(KINGSTON e YUEN, 1987)

O diferencial do PVB, esté na sua estrutura que possui unidade hidrofilicas (vinil &lcool),
que garante que o polimero apresente afinidade com materiais inorganicos, e unidades
hidrofobicas (vinil butiral), conferindo boa processabilidade termoplastica e solubilidade em
um grande numero de solventes (Morais, 2008). Além disso, o filme de polivinil butiral é
amplamente utilizado na industria automotiva em vidros laminados, como camada de protecéo
mecénica e como filtro UV (XU et al, 2011).

34 NANOPARTICULAS DE PRATA (NpAg)

As nanoparticulas metélicas possuem novas propriedades associadas a escala, que resultam
em novas aplicacbes, que diferem das aplicacBes no seu estado Bulk. As propriedades
intrinsecas dessas nanoparticulas metalicas sdo determinadas principalmente pelo tamanho,
forma, composicdo, cristalinidade e estrutura (solido versus vazio). Em principio, pode-se
controlar qualquer um desses parametros para se ajustar as propriedades dessa nanoparticula
(SUN e XIA, 2002).

Solucdes coloidais de metais como prata e ouro sdo sistemas em nanoescala particularmente
interessantes, devido a facilidade com que podem ser preparadas e modificadas quimicamente
(MELO, 2012). Por serem muito reativas e instveis, as nanoparticulas precisam ser
estabilizadas para que ndo se agreguem. Isso pode ser feito através de uma estabilizacdo
eletrostatica, na qual espécies carregadas, como cations e anions se adsorvem a superficie das
nanoparticulas, dotando-as de carga e dificultando a agregacéo por repulsdo coulombiana. De
outro modo, pode-se estabilizar as nanoparticulas através de templates organicos capazes de
complexar, por exemplo, o ion Ag* e influenciar o processo de redugdo da prata metalica até
estabilizar as nanoparticulas, determinando uma camada organica ao redor da superficie

metalica, numa estrutura casca-carogo. Sdo exemplos, poli (vinilpirrolidona) (PVP), poli
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(&lcool vinilico) (PVA) e &cido poliacrilico (PAA), que possuem em suas estruturas, sitios
basicos de Lewis com alta afinidade pelas nanoparticulas, e cadeias organicas suficientemente
compridas que criam um impedimento estérico, evitando interacdes entre as mesmas (MELO,
2012 e PINHEIRO et al, 2015).

Uma das caracteristicas principais que confere as nanoparticulas de prata tantas aplicacfes
tecnoldgicas é o efeito SPR (Surface Plasmon Ressonance), que esta diretamente relacionado a
forma, tamanho, organizacdo das nanoparticulas e indice de refracdo do meio, de modo que
para nanoparticulas de mesma natureza, é possivel observar frequéncias de ressonancia de
plasmons (oscilagBes coletivas quantizadas de elétrons de conducgdo) diferentes, através da
variagdo destas propriedades (PINHEIRO et al, 2015).

Além de propriedades dpticas, elétricas e magnéticas dessas nanoparticulas, que podem ser
utilizadas em fibras compostas, materiais supercondutores criogénicos, componentes
eletronicos e materiais para biossensores (SANTOS et al, 2016), uma das aplica¢cbes mais
importantes esta relacionada a sua atividade antimicrobiana, papel desempenhado por elas nos
materiais desenvolvidos no presente trabalho.

Existem diversas formas comumente utilizadas para sintetizar NpAg, como métodos
eletroquimicos, reducdo quimica utilizando sais de prata em meio aquoso, ablacdo a laser,
irradiacdo por micro-ondas, entre outros, incluindo sinteses verdes. (FERNANDES et al, 2016),
e 0 método de sintese escolhido deve ser adequado a sua aplicacdo, pois cada método pode

resultar em diferentes morfologias, tamanhos, formas e concentracéo.

3.4.1 Método de reducdo quimica com borohidreto de sédio (NaBH4)

Normalmente este método utilizado para sintese de suspensdes de NpAg é uma variacao do
método de Turkevich, em que nitrato de prata AgNO3 é usado como fonte de metal, produzindo
uma ampla distribuicdo de tamanhos de particulas. Comumente, utiliza-se a reducdao de AgNO3
com NaBHj4 para sintese de particulas de prata nanométricas. O processo condiz com o método
de Creighton, que tipicamente resulta em particulas de 10 nm, com distribuicdo estreita de
tamanho (EVANOFF e CHUMANOQV, 2005).

Nessa abordagem, como mostrado na Figura 18, o borohidreto de sédio atua tanto como
agente de reducdo como agente encapsulante, e na medida em que se forma as NpAg, elas séo
impedidas de formarem particulas maiores, conferindo-lhes simultaneamente uma estabilidade

média, devido a repulséo eletrostatica entre as NpAg cobertas do ion BH4s” (SANTOS, 2016).

Mestrado em Ciéncia de Materiais Elibe Silva Souza



Fundamentacao Tedrica 46

Figura 18- Esquema de formac&o das NpAg por reducdo quimica com NaBHa.
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Nucleacdo Coalescéncia Crescimento

(HAIDER e KANG, 2015)

Apos a reducéo da prata, 0 BH4 fica adsorvido na superficie das nanoparticulas, dotando-as
de cargas negativas e dificultando a agregacdo por repulsdo coulombiana (PINHEIRO,
SIQUEIRA e PANDOLLI, 2015).

3.4.2 Meétodo de reducdo quimica com N, N- dimetilformamida (DMF)

A reducdo quimica ions de prata proveniente de um sal precursor, com formacdo e
crescimentos de NpAg sob acdo de uma molécula organica que atua como agente da reducéo
dos ions Ag* e passivante das NpAg formadas é bem estabelecida na literatura (PASTORIZA-
SANTOS e LIZ-MARZAN, 2002; CUSHING, KOLESNICHENKO e O’CONNOR, 2004;
SARKAR, KAPOOR e MUKHERJEE, 2005 e COSTA, 2011).

Pastoriza-Santos e Liz-Marzan (2002), relatam que o N, N — dimetilformamida, frente aos
fons Ag*, é um excelente agente redutor, onde a reacdo de ambos formam o &cido carbamico
(MecNCOOH) e fons H*, como na equacao 9 abaixo:

HCONMe; + 2Ag* + H,0 = 2Ag° + Me2NCOOH + 2H". 9)
O esquema de formacéo das nanoparticulas de prata com DMF é mostrado na Figura 19.

Figura 19- Esquema de formacéo das nanoparticulas de prata no solvente organico DMF.

N ee® o 0.0

(Adaptado de COSTA, 2011)
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3.4.3 Ressonancia plasménica

A Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR - Surface Plasmon Ressonance) tem origem
nos elétrons da superficie do metal em escala nanométrica que comegam a oscilar coletivamente
na presenca do campo elétrico da radiagédo eletromagnética. O efeito SPR é observado quando
a frequéncia da oscilagdo desses elétrons entra em ressonancia com a frequéncia da radiacdo
incidente. A frequéncia de ressonéncia do plasmons (quantizacdo da oscilacdo) depende da
forma, tamanho, organizacdo das nanoparticulas e indice de refracdo do meio, de modo que
para nanoparticulas de mesma natureza, € possivel observar frequéncias de ressonancia
diferentes através da variacao destas propriedades (PINHEIRO et al, 2015).

Ao alterar a estrutura da superficie de um metal, as propriedades dos plasmons de superficie
- em particular sua interacdo com a luz - podem ser adaptadas. Nesta interacdo, os elétrons livres
respondem coletivamente, oscilando em ressonancia com a onda de radiacdo. A interacao
ressonante entre a oscilacdo da carga de superficie e o campo eletromagnético da luz constitui
o plasmons de superficie e da origem a suas propriedades (BARNES, 2003).

Foi estudado o efeito do tamanho e da forma na resposta espectral de nanoparticulas de prata
individuais e suas propriedades plasmdnicas, de forma que a analise espectral também pode ser
utilizada para a caracterizacdo dessas nanoparticulas. Formas geométricas especificas dao
respostas espectrais distintas, desempenhando um papel importante na determinacdo da
ressonancia plasmonica. Além disso, um tratamento térmico simples pode modificar a forma e
tamanho de uma particula, resultando em uma mudanca em suas propriedades plasmonicas. Tal
classificacdo e ajuste da forma e propriedades épticas de nanoparticulas de prata as tornam
excelentes candidatas para outras aplicacbes em microscopia Optica de campo préximo e
ensaios bioldgicos (MOCK, 2002).

3.4.4 Atividade bactericida das nanoparticulas de prata vs resisténcia bacteriana

As nanoparticulas de prata possuem grande potencial de aplicacdo antibacteriana, conforme
descrito anteriormente em contexto histérico. Muitos produtos comerciais exploram estas
propriedades, com aplica¢des em produtos cosméticos (GAJBHIYE e SAKHARWADE, 2016),
por exemplo. Além disso, aplicagdes em tintas condutoras (FERNANDES et al, 2016) também

vém sendo utilizadas na impressdo DoD no campo da eletrdnica flexivel (ZHANG e ZHU,
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2015); eletrodos modificados para aplicacdo préatica na deteccdo de poluentes nitroaromaticos
(LIMA, 2016); além de membranas para purificagdo de agua (LEE et al, 2016).

Barrera e colaboradores (2018) desenvolveram em nosso Grupo dispositivos antibacterianos
imprimiveis por tecnologia Drop-on-Demand (DoD), usando NpAg como parte ativa em
fluidos imprimiveis funcionais. Os resultados comprovaram inibi¢do bacteriana provocada pelo
dispositivo impresso.

Um dos mecanismos associados a acao antibacteriana da prata esta ligado a sua interacao
com grupos tiol encontrados nas enzimas do sistema respiratorio das células bacterianas. A
prata liga-se a parede celular bacteriana e & membrana celular e inibe o processo respiratorio.
As nanoparticulas de prata apresentam propriedades antimicrobianas eficientes em comparacao
com outros sais, devido a sua area superficial extremamente grande, que proporciona melhor
contato com as células bacterianas. As nanoparticulas se ligam a membrana celular e também
penetram na bactéria (RAIl; YADAY e GADE, 2009). Por outro lado, estudos mostraram um
novo mecanismo pelo qual as bactérias originalmente suscetiveis a nanoparticulas de prata,
tornam-se resistentes. O mecanismo baseia-se no aumento da producdo da flagelina, uma
proteina que induz a agregacdo de nanoparticulas de prata, suprimindo assim o seu efeito
antibacteriano (PANACEK et al, 2017). Além disso, 0 mesmo estudo demonstrou a eficacia do
extrato de casca de roma para inibir a producdo da proteina flagelina. Também séo conhecidas
diversas aplicacOes dos extratos provenientes da roma, com propriedades antimicrobiana, anti-
inflamatdria, antioxidante, cicatrizante entre outras. Estas propriedades sdo atribuidas aos
compostos fendlicos, substancias que sdo produzidos pelo sistema de defesa da planta contra o
ataque microbiano e de animais (SOUZA, 2013; OLIVEIRA, 2016 e BORGES 2017).

O uso indiscriminado de antibidticos contribuiu e acelerou o processo emergente de
microrganismos super-resistente, provocando a busca de novos agentes antimicrobianos. Os
compostos bioativos naturais que possuem tal funcdo sdo o acido eldgico, acido galico e
punicalagina, presentes na romé& pelos seus efeitos antioxidantes e antimicrobianos
(OLIVEIRA, 2016 e MORZELLE, 2016).

Em seu trabalho, Borges (2017), utilizou a técnica de impressdo de compostos fendlicos do
extrato de romd em matrizes poliméricas com filmes estaveis por um longo periodo de
armazenamento. A técnica € uma alternativa para produgdo em escala industrial de filmes com
extratos naturais com concentracdo sob demanda devido a facilidade de obter multicamadas de

impressao.

Mestrado em Ciéncia de Materiais Elibe Silva Souza



Fundamentacao Tedrica 49

No presente trabalho o interesse da impressdo do extrato de romé esta associado a inibi¢éo
da producéo de flagelina pelas bactérias, no sentido de evitar a aglomeracdo de nanoparticulas
de prata e reducéo da atividade antibacteriana.

A técnica de impressdo DoD utilizada permite a impressdo de materiais conjugados, lado a
lado seguindo um template, ou layer by layer, sobrepostos. Para este trabalho, o uso da técnica
de impressdo DoD com templates conjugados foi explorada tendo em vista o estudo do efeito
antibacteriano da prata e reducdo da agregacao das nanoparticulas de prata pelo extrato da casca

de roma como inibidor da flagelina.

3.5 ESTADO DA ARTE

Propriedades inspiradas em superficies biologicas tém resultado em diversos trabalhos para
desenvolvimento de materiais com aplica¢cdes funcionais.

Superficies com microestrutura, nanoestrutura e estrutura hierarquica foram mimetizadas.
As estruturas hierdrquicas de superficies de folhas de plantas super-hidrofébicas e
autolimpantes foram reproduzidas por replicacdo de micropadrdes e auto-associacdo de alcanos
hidrofobicos (BHUSHAN; KOCH e JUNG, 2009).

Stratakis e colaboradores (2010) desenvolveram substratos sensiveis ao pH funcionalizados
com polimeros que podem alternar reversivelmente entre a super-hidrofilicidade em pH baixo
e a repeléncia de super-hidrofobicidade / &gua em pH alto. O comportamento de comutagdo da
superficie € impulsionado pelos efeitos combinados da resposta quimica do polimero e da
rugosidade de escala dupla.

Liu et al (2010) estudaram sobre as superficies sintéticas biologicas e bioinspiradas com
propriedades especiais de adesdo, pois a topografia e o tamanho de micro e nanoestruturas tém
grande influéncia no valor da adesdo liquido-s6lido, como baixa e alta adeséo.

Membranas de fibra oca de polipropileno super-hidrofébicas foram preparadas, e exibiram
superficie super-hidrofdbica e angulo de contato estatico de 157° para a agua (XU et al, 2017).
Ja Maurer e colaboradores (2018) demonstraram um método facil para a formacdo de
superficies super-hidrofobicas e autolimpantes por aquecimento por pulso de laser de um
composito de nanotubos de carbono. Latthe et al (2019), estudou um revestimento proveniente
de uma suspensdo de nanoparticulas de silica hidrofébica em diversos materiais usando técnicas

simples de mergulho e pulverizacdo. Cada substrato revestido apresentou super-
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hidrofobicidade com &ngulo de contato com a &gua de aproximadamente 160° e angulo de
deslizamento menor que 6°.

A presenca de aditivos ou contaminantes na dgua foram averiguados por meio da mudanca
do angulo de contato de uma gota sobre as réplicas biomiméticas de estruturas de superficie das
espécies Simaba ferruginea e C. esculenta ‘black magic’ a partir da nao-adesdo de polimeros,
utilizando o PDMS para obtencdo dos templates negativos e PVB para obtengdo das réplicas
biomimeticas, estas réplicas apresentaram valores de angulo de contato para agua de 79 a 131°
(SOUSA, 2017). A patente de um dispositivo para avaliacdo da salinidade de agua potavel
utilizando medida de angulo de contato em superficie bioinspirada foi depositada recentemente
pelo Grupo (SOUSA e SANTA-CRUZ, 2018).

Dispositivos com impressao de materiais DoD também estdo sendo valorizados pelo fato da
técnica apresentar alta reprodutividade, atenuacao de perdas de materiais, além da flexibilidade
da composicao do fluido de impresséo e do substrato a ser utilizado.

Sousa (2015), desenvolveu fluidos funcionais para performance em dispositivo fotdnico para
dosimetria de radiacdo UV, impressos em folhas de celulose por tecnologia DoD inkjet. Os
dispositivos impressos mostraram alta sensibilidade e a uniformidade dos padrbes jateados
mostrou o grande potencial para o desenvolvimento de outros dispositivos impressos,
principalmente para monitoramento ambiental.

Cho e colaboradores (2017) fabricaram uma tela multicamada impressa por jato de tinta de
metal / polimero / metal, usando os parametros de impressdo ajustados e os resultados
demonstraram a integridade da tecnologia totalmente impressa a jato de tinta para aplicacfes
de impressdo eletronica.

No Grupo, Barrera e colaboradores (2018) desenvolveram dispositivos antibacterianos
imprimiveis por tecnologia de jato de tinta Drop-on-Demand (DoD), usando NpAg como parte
ativa em fluidos imprimiveis funcionais.

Filtros de agua antibacteriano foram produzidos utilizando a impressao a jato de tinta para
depositar nanoparticulas de prata sobre uma membrana fibrosa de poliuretano (HORVATH;
KAWAKITA e CHIKYOW, 2016).

Modificacdo na superficie do tecido de algoddo produzida pelo método simples de imerséo
em solucdo de hexadeciltrimetoxisilano n&o fluorado, mostrou repeléncia a 4gua e liquidos com
tensdo superficial de mais de 47 mN/m, com um angulo de contato estatico de mais de 150° e
angulo de inclinagdo inferior a 10°, além de exibir propriedades antibacterianas (CHAUHAN;
KUMAR e BHUSHAN, 2018).
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As réplicas com nanocompositos, elaboradas por mimetizacéo da estrutura hierarquica da
folha de 16tus autolimpante super-hidrofdbica, foram produzidas usando uma combinacdo de
automontagem de um surfactante de silicone na superficie de suspensdes de acrilato/silica e um
processo UVNIL com um padrdo de PDMS (CULLY et al, 2018).

Revestimentos nano-hibridos GPTMS-silica foram imobilizados em substratos de
policarbonato (PC) por um método de sol-gel. O revestimento nano-hibrido modificado exibiu
hidrofobicidade (CA, 110°) sendo muito eficiente na remocéo de poeira através de goticulas de
agua (ESHAGHI, 2019).

Diversos metodos estdo sendo utilizados no desenvolvimento de superficies super-
hidrofébicas, assim como em superficies com propriedades antibacterianas. Neste trabalho, o
enfoque principal é o desenvolvimento e aplicabilidade de filmes compoésitos com propriedades
que aliem hidrofobicidade, eficiéncia na erradicacdo de bactérias e reducdo de inibicdo da
atividade antibacteriana. O processo proposto envolve bioinspiracdo, ja que o objeto de
inspiracdo da superficie ativa € uma espécie bioldgica, e sdo testadas duas técnicas de impresséo
para analise comparada da replicacdo das estruturas: a impressdo DoD pela producdo de
biotemplates digitais pelo software desenvolvido e devido a flexibilidade composicional do
fluido de impresséo e a soft lithography, pela ndo-adesdo de polimeros, também utilizada por
Sousa (2017).
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4 EXPERIMENTAL

41 REAGENTES QUIMICOS

Na hidroponia foi utilizado nutrientes para crescimento de raizes contendo N-P-K (Forth);
nas sinteses de nanoparticulas de prata foi utilizado nitrato de prata — AgNO3(Sigma Aldrich
99%); borohidreto de sdédio — NaBH4 (Sigma Aldrich 98%); N, N-dimetilformamida - DMF
(Exodo Cientifica, P.A.) e polivinilpirrolidona (Sigma Aldrich). Na preparacao e impressao dos
compositos foi utilizado polivinil alcool - PVA (Sigma Aldrich, 99% hidrolisado); polivil
butiral - PVB (BUTVAR B-18); polidimetilsiloxano — PDMS comercial (Acetic Silicone
WH089284931, WURTH); poliacrilato fotopolimerizavel comercial (Chu Jie); etanol

(Dinamica, P.A.) e cascas de roma in natura.

4.2  HIDROPONIA PARA PRODUCAO DE BIOTEMPLATES

A hidroponia é uma alternativa para cultivo de plantas quando néo se deseja utilizar o cultivo
tradicional com o solo (GOZZI e PAIXAO, 2017). J4 na hidroponia indoor, o cultivo das
plantas, além de ndo utilizar o solo, a iluminacédo ¢ feita de forma artificial. Assim, pode-se
controlar com precisdo as condi¢bes em que o material foi cultivado, para uma melhor
reprodutividade dos biotemplates, permitindo também experimenta¢des em funcéo do controle
de parametros de cultivo.

O ciclo da cultura da Colocasia esculenta (L.) Schott é afetado por varios fatores, como
temperatura, umidade relativa, luminosidade e disponibilidade de agua e nutrientes (SILVA,
2011). As principais vantagens do cultivo por hidroponia indoor € a facilidade do controle
preciso de parametros como concentragdo dos nutrientes, temperatura e intensidade e faixa
espectral luminosa.

Neste trabalho, o cultivo de espécimes de Colocasia esculenta (L.) Schott foi realizado para
obtencdo de biotemplates, as folhas, que serviram de base para a replicacdo das estruturas de
superficies nos filmes composito, através impressao Drop on Demand e soft litography. Assim,
uma biofabrica de templates foi montada por hidroponia em escala piloto na Ponto Quantico
Nanodispositivos, hub de inovacdo do grupo instalado na Positiva, NIT da UFPE, com

monitoramento da producdo em tempo real por cdmera IP acessivel em rede 24 horas por dia.
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Alguns ensaios em funcdo da adicdo de contaminantes e corte dos tubérculos, foram
executados para a verificagdo do efeito no desenvolvimento das folhas e consequentemente nas
micro e nano estruturas hierarquicas de suas superficies.

O meétodo de cultivo foi adaptado de Nhut, Huong e Khiem (2004), que consiste na alocacao
de cestos suspensos em banheiras com aproximadamente 15 litros de agua, de modo que 0s
tubérculos fiqguem 1/2 submersos em agua. A circulacdo de agua foi feita através de 4 bombas
submersas que forcam a circulacdo de 220 L/h e entornam a 4gua a meia altura dos cestos que
abarcam os tubérculos. A iluminacéo foi realizada artificialmente por trés lampadas de 18 LEDs
de 20 W cada: 6 LEDs emitindo luz em 450 nm (azul) e 12 LEDs emitindo luz em 625 nm
(vermelho), relacionados aos comprimentos de onda de absorcdo da clorofila. O sistema de

hidroponia indoor realizado para a Colocasia esculenta (L.) Schott é apresentado na Figura 20.

Figura 20- Biofabrica de cultivo hidropoénico indoor para fabricacdo dos biotemplates.
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(Imagem do autor)

A partir do 21° dia, € realizada a primeira troca de agua e adicdo dos nutrientes para
crescimento de raizes (N-P-K em proporg6es preestabelecidas), na proporcdo de 22,5gramas
dos nutrientes para 15 litros de 4gua. Em seguida, a troca de agua é feita a cada 15 dias,

juntamente com a adi¢é@o dos nutrientes.
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4.3 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA (NpAg)

4.3.1 Método de Reducdo quimica com borohidreto de sodio (NaBHa)

Com base nos estudos realizados por Mojica-Sanchez (2018), desenvolveu-se um
planejamento fatorial 23 com duas repeti¢des no ponto central (Tabela 2), para a sintese das
nanoparticulas de prata por reducdo quimica do sal de prata (AgNOs), com o borohidreto de
sodio (NaBHs), como agente redutor e agente estabilizante. Este estudo buscou verificar as
concentragfes mais adequadas para obtencdo das nanoparticulas de prata homogéneas e
monodispersas. As varidveis de entrada foram concentracdo de borohidreto de sodio,
concentracdo de nitrato de prata e tempo de agitagdo, enquanto que para a variavel resposta,
buscou-se relagdo do comprimento de onda de absorcdo e distribuicdo de tamanho das
particulas, com as técnicas de espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Visivel e
espalhamento dindmico de luz (DLS), respectivamente.

A Tabela 2 apresenta a matriz do planejamento para sintese das nanoparticulas de prata com

0 agente redutor borohidreto de sédio, com as varidveis independentes e seus respectivos niveis.

Tabela 2- Matriz do planejamento fatorial 23 com duas repeti¢cdes no ponto central para a

sintese de nanoparticulas por reducao quimica via borohidreto de s6dio (NaBHa), com as

variaveis independentes e seus respectivos niveis.

Tempo de agitacédo [AgNOs3] [NaBH4]
(min) (mMol.L?) (mMol.L?)
+ 90 4,5 4,5
- 30 2,5 2,5
0 60 3,5 3,5

Com a solucdo de borohidreto em um Erlenmeyer, sob resfriamento prévio por cerca de 20
minutos, inicia-se a agitacdo adicionando gota a gota a solucéo de nitrato de prata a solucéo de
borohidreto de sddio contida no Erlenmeyer, até a formacdo de uma solucdo coloidal de cor
amarelo ouro, como mostrada na Figura 21. Apos formada, a solucdo coloidal € mantida sob
agitacdo em banho de gelo durante o tempo determinado no planejamento. Para que esta solugéo
coloidal de NpAg mantenha-se estavel, acondiciona-se em geladeira com aproximadamente 3-

4°C e em frasco ambar (para protecédo contra luz) até o momento de serem utilizadas.
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Figura 21- Esquema de sintese de nanoparticulas de prata por reducéo quimica com

borohidreto de sédio
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(Imagem do autor)

4.3.2 Método de Reducao quimica com N, N- dimetilformamida (DMF)

Com base nos estudos realizados por Costa (2011), construiu-se um planejamento fatorial 22
com duas repeti¢des no ponto central com as varidveis de entrada massa de AgNOs e o volume
de DMF N, N-dimetilformamida (Tabela 3), a fim de verificar a homogeneidade e dispersao das
particulas obtidas, logo, para a variavel resposta, buscou-se relacdo do comprimento de onda
de absorcdo e distribuicdo de tamanho das particulas com as técnicas de espectroscopia de
absorcdo na regido do UV-Visivel e espalhamento dindmico de luz (DLS), respectivamente.
Nesse procedimento para sintese das nanoparticulas de prata, adiciona-se 0 DMF ao sal

precursor e logo em seguida ha a formacao das NpAg, esquematizado na Figura 22.

Figura 22- Esquema de sintese de nanoparticulas de prata por reducéo quimica com DMF
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(Imagem do autor)
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E importante ressaltar que a sintese ocorreu em temperatura ambiente de aproximadamente
23°C, e que a massa de PVP, utilizado como estabilizante, foi mantida fixo em todos os
experimentos. Como as NpAg possuiam estabilizantes, ap0s a sintese as mesmas foram
armazenadas em geladeira com aproximadamente 3-4°C e em frasco ambar (para protecédo

contra luz) até o momento de serem utilizadas.

Tabela 3- Matriz do planejamento fatorial 22 com duas repeticdes no ponto central para a
sintese de nanoparticulas por reducéo quimica via solvente DMF, com as variaveis
independentes e seus respectivos niveis.

Niveis AgNOz (mg) DMF (mL)

+ 2,0 20,0
- 1,0 15,0
0 1,5 17,5

* Valor fixo de PVP de 270 mg

4.4 DESENVOLVIMENTO DO FILME COMPQOSITO - Polimero@NpAg

Preliminarmente, testes de compatibilidade para formacdo de filmes compositos de
nanoparticulas de prata com o polimero, foram realizados. Os sistemas utilizados para
desenvolvimento destes sdo listados na Tabela 4 a seguir, com as respectivas quantidades dos
seus componentes e temperaturas. Os aspectos destes compdsitos foram analisados apds

evaporacdo do solvente.

Tabela 4- Composicao dos sistemas analisados para formacéao do filme de compdsito

polimérico.
) ] Temperatura de
Sistemas Quantidades
evaporacao do solvente

PVB (etanol) / NPAQ (H20) [2% (m/m)] -3 mL /0,5 mL 23 °C
PVB(s) / NpAg (omF/PvP) 0,59/2mL 60 °C

PVBs) / NpAg omERve) 0,59g/2mL 23°C
PVAH20) / NpAg (H20) [10% (m/m) ]- 3mL / 1mL 23°C

PVAs / PVBs) / AQNOs/ DMF 10mg/ 10mg/ 1mg/ 7mL 23 °C
PVAes / PVB(s) / (etanol) / NpAg (H20) 10mg/10mg/7 mL/1 mL 23°C
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Diante dos resultados mais satisfatorios, realizou-se um estudo das propor¢oes cabiveis entre
o0 polimero e nanoparticulas para formacao do filme compdsito com propriedades estaveis para
replicar as estruturas das superficies das folhas da Colocasia esculenta (L.) Schott, na impresséo

por soft lithography.
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45 |IMPRESSAO

45.1  Soft lithography

A soft lithography é um método simples de replicacdo de estruturas e foi utilizado na

producdo de filmes bioinspirados na estrutura hierdrquica da Colocasia esculenta (L.) Schott,
sendo executado em duas etapas.
Na primeira etapa, de producdo do padrdo negativo, foram depositados uniformemente sobre
as folhas da Colocasia esculenta (L.) Schott os polimeros para moldagem: PDMS comercial e
poliacrilato fotopolimerizdvel comercial. Para remogdo do polimero da folha, no PDMS
esperou-se a completa cura durante 24 horas, ja o poliacrilato fotopolimerizavel, foi removido
apos cura por irradiacdo por 10 minutos em camara UV.

Na segunda etapa, para obtencao da réplica da folha, preliminarmente utilizou-se a deposicéao
uniforme do polivinil butiral - PVB 20 % (m/m) em etanol sobre os moldes negativos
produzidos na etapa anterior, deixado-0s em temperatura ambiente durante 24 horas para
evaporacdo do solvente e formacdo do filme. Em paralelo, um estudo para desenvolver um
composito polimero@NpAg, foi realizado e em seguida este compdsito foi utilizado para
deposicao e formacdo do filme réplica.

As réplicas obtidas foram caracterizadas por medidas do angulo de contato, microscopia

eletronica de varredura e analise termogravimétrica.

4.5.2 Printronica — Impressdo Drop on Demand (DoD)

4.5.2.1 Desenvolvimento do software para producéo de biotemplates digitais e impressao 3D

Para o desenvolvimento tanto deste projeto de mestrado quanto para o projeto de doutorado
de Rosely Queiroz, sob a mesma supervisdo no Grupo, foi desenvolvido um software inovador,
em parceria com o departamento de Informatical, e depositado no INPI com o nome de
TopoSlicer® (SANTA-CRUZ et al, 2018). O TopoSlicer® transforma uma micrografia 2D (em
niveis de cinza) em um conjunto de imagens preto e branco que correspondem a camadas a
serem impressas Layer-by-Layer (LbL), permitindo a impressdo DoD em 3D, através de

conversao dos niveis de cinza em cotas

1Parceria com Professor Silvio B. Melo, CIn, UFPE-Recife
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no eixo z, com as coordenadas (x,y) de impressdo de cada camada. As micrografias séo
inseridas no formato bitmap com 24 bits de niveis de cinza, e a saida é de imagem de 1 bit
(preto) em fundo branco. A conversao da imagem 2D (X,y) para n imagens 3D (x,y para cada
cota z) é feita de acordo com os niveis de cinza da micrografia, relacionadas ao eixo z. O nimero
de camadas n é dado por zmax/passo, sendo cada valor de z relacionado a um dos 224 (16 milhdes)
de niveis de cinza da micrografia original. O nivel mais escuro de cinza corresponde a parte
mais profunda da estrutura, e 0 mais claro ao topo. O nivel mais escuro de cinza é usado para
produzir a primeira camada de impressdo DoD, e os mais claros geram as camadas seguintes,
em funcdo da altura em z. De acordo com o algoritmo desenvolvido, cada pixel com um nivel
de cinza igual ou menor que o nivel mais escuro deve ser impresso na primeira cota, para a
segunda cota, cada pixel com um nivel de cinza igual ou menor que o segundo nivel mais escuro

deve ser impresso na segunda cota e sucessivamente conforme apresentado na Figura 23.

Figura 23- Funcionamento do software TopoSlicer®, que transforma micrografias 2D
em um conjunto de camadas imprimiveis por cotas para impressdo LbL em 3D numa

impressora 2D de materiais DoD.
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(Adaptado de Queiroz et al, 2018)

Conforme as cotas sdo geradas, para uma superficie com dimensdes micrométricas da
micrografia, um mosaico dessa quota € formado para cobrir a area de impresséo desejada. Neste

trabalho, objetiva-se usar o software TopoSlicer® para prova de conceito do uso de
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micrografias de AMF e MEV dos biotemplates das folhas da Colocasia esculenta (L.) Schott,
e validagdo do software desenvolvido. Foram utilizados como substratos de impressdo, neste

caso, laminas de vidro.

46 PREPARACAO DO INIBIDOR DE FLAGELINA BACTERIANA: EXTRATO DE
CASCA DE ROMA

Cascas de romé foram lavadas em agua corrente, cortadas de tamanhos iguais, e em seguida
levadas a estufa a 60 °C até peso constante. Apos resfriamento, estas cascas foram trituradas
para serem usadas no processo de extracao.

Foi realizada uma extracao Soxhlet, usando etanol como solvente. A relacdo pé solvente foi
1:25 (m/v), a 80°C, durante 1 ciclo de extracdo. O extrato foi caracterizado por espectroscopia
de absorcédo na regido do UV-Visivel. O extrato de casca de roma foi utilizado para produzir
um dispositivo imprimivel contra resisténcia bacteriana a nanoparticulas bactericidas,
utilizando fluido imprimivel de casca de roma e fluido imprimével do composito PVB@NpAg
(1:1 PVB 2% (m/m) e NpAg (DMF)). Esses materiais foram impressos alternadamente na
forma de linhas, através de mudanca de templates, em substrato de filme de acetato, a impressao

esta exemplificada na Figura 24.

Figura 24- Dispositivos imprimiveis contra a resisténcia bacteriana a nanoparticulas
bactericidas

PVB@NpAs

Inibidor (extrato
da casca de romi)

(Imagem do autor)

4.7 CARACTERIZACAO

As técnicas utilizadas para caracterizacdo neste trabalho foram: espalhamento dindmico de

luz (DLS), espectroscopia de absor¢do na regido do UV- Visivel, microscopia de forga atdmica
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(AFM), microscopia eletrénica de varredura (MEV), angulo de contato (CA), angulo de
deslizamento (DA) e anélise termogravimétrica (TGA).

4.7.1 Espalhamento Dinamico de Luz - (DLS)

As medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS — Dynamic Light Scattering), foi
utilizada para medir o tamanho das nanoparticulas e distribuicdo de tamanhos em funcéo da
quantidade. Foram obtidas em equipamento Zetasizer Nano-ZS, com laser de comprimento de
onda de 633nm, sob um angulo de espalhamento de 90° e temperatura de 25°C. As medidas
foram realizadas no Laboratorio Multiusuario do CETENE.

A determinacao é feita a partir de dados da espectroscopia de correlacao de fétons para medir
0 tamanho das particulas. O movimento aleatério das particulas, browniano ou térmico, faz com
que a intensidade da luz dispersa a partir de particulas varie com o tempo. Particulas grandes
movem-se mais lentamente que as pequenas, deste modo, a taxa de variacdo da luz dispersa €
mais lenta. A espectroscopia de correlacao de fotons utiliza a taxa de alteracdo destas flutuacdes
de luz para determinar a distribui¢do de tamanho das particulas (YE e SINGH, 2006).

Para amostras monodispersas e diluidas, em movimento browniano é possivel extrair o
coeficiente de difusdo translacional da particula, DT. Caso as particulas possam ser assumidas
esfericamente simétricas, utiliza-se a equacdo de Stokes-Einstein (equacao 8) para o calculo do
diametro efetivo (Def) ou hidrodindmico das particulas em equilibrio térmico com o solvente
(NOMURA et al, 2013):

KT
Def=L
3ntnDT

. (8)
sendo kg a constante de Boltzmann, T a temperatura (K) e m a viscosidade do solvente. Para o
diametro efetivo, conta-se o didmetro da particula associada a contra-ions e camadas de

hidratacdo que difundem junto com a mesma.

4.7.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do UV-Visivel

A espectroscopia UV-Visivel se refere a analise da absorcdo de radiacdo eletromagnética
por uma amostra na regido espectral do ultravioleta e visivel. As medidas das amostras foram
realizadas em fase liquida com amostras em cubetas de quartzo, utilizando-se um
espectrofotdmetro PerkinElmer modelo Lambda 650. A faixa de absorcéo analisada foi de 200

a 800 nm e foi utilizado o solvente de cada amostra como referéncia para que ndo houvesse
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contribuicdo do solvente nos espectros. As medidas foram realizadas na Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da UFPE.

De acordo com a Lei de Beer-Lambert a intensidade de absorcdo de um feixe paralelo de
radiacdo monocromatica que passa por uma solucao absorvente, depende da concentracdo das
moléculas absorventes (c) e da extensdo do caminho Optico (b) percorrido pela radiacdo, Figura
25. A medida em que a radiagdo atravessa um meio contendo um analito que absorve, um
decréscimo de sua intensidade ocorre na proporcao em gue o analito é excitado. Em virtude das
interacdes entre os fotons e as particulas absorventes, a poténcia radiante do feixe decresce de
Po a P. A transmitancia T da solucéo ¢ a fragdo da radiacdo incidente transmitida pela solucéo,

mostrado na equacgdo 9 (SKOOG, 2006):

= ©)
=5
A absorvéancia A de uma solucdo esté relacionada com a transmitancia de forma logaritmica,

como mostrado na equacao 10 (SKOOG, 2006):
Py
A= —logT=log?=ebc , (10)

onde, € ¢ a constante de proporcionalidade denominada absortividade. Quando a absorvancia
de uma solucdo aumenta, a transmitancia diminui exponencialmente. A absorvancia ¢ uma
grandeza adimensional, enquanto que a absortividade € deve ter unidades que cancelam as

unidades de b e c.

Figura 25- Atenuacédo de um feixe de radiacdo por uma solucao absorvente.

Solugdo
absorvente de
concentracdo ¢

=" . P

b

(SKOOG, 2006)
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4.7.3 Microscopia de Forca Atémica - (AFM)

A microscopia de forca atbmica (AFM) é uma técnica que fornece informacdes sobre a
topologia do material, através da forca de interacéo entre os &tomos de uma sonda mecanica na
forma de uma ponta muito fina (cantilever) e os &tomos da amostra.

Neste trabalho, as micrografias de AFM foram utilizadas como input para o software
TopoSlicer®. As anélises foram realizadas no modo de ndo-contato nas amostras da folha de
C. esculenta e do material impresso, para uma analise comparada das topografias. As amostras
foram limpas com jato de N2 e fixadas em porta amostras com fita adesiva dupla face. As
imagens de AFM foram obtidas com o microscopio EasyScan-57 da Nanosurf de grandes areas
(10x10x1,8um) do nosso laboratério, LandFoton (DQF-UFPE).

Como em AFM a imagem é produzida atraves de informacao de deslocamento z da sonda
em cada coordenada X, y, atribuindo-se um nivel de cinza em funcdo deste deslocamento, 0s
niveis de cinza da imagem construida apresentam correlacéo direta e linear com o eixo z, em

cada ponto (X, y, z) da superficie analisada.

4.7.4 Microscopia Eletrénica de Varredura - (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma técnica que permite a analise da
morfologia e estruturas de superficie das amostras com ampliacdo muito maior do que a
microscopia Otica, ja que o comprimento de onda de de Broglie associado ao elétron é muito
menor do que o comprimento de onda da luz, permitindo assim interacGes com estruturas muito
menores.

Neste trabalho, a microscopia eletronica de varredura foi utilizada para caracterizar as
estruturas hierarquicas das superficies das folhas da C. esculenta. As micrografias obtidas por
MEV foram usadas como input no software TopoSlicer® para a producdo do conjunto de
templates digitais utilizados para impressdio DoD dos filmes funcionais bioinspirados,
impressos com fluidos funcionais. Em seguida a técnica de MEV foi utilizada para uma analise
comparada das estruturas correlacionadas com propriedades hidrofébica nos moldes de réplicas
produzidas por soft litography e os biotemplates naturais.

As amostras das plantas e dos filmes foram cortadas e fixadas sobre porta amostras
utilizando-se fitas de carbono. Para garantir a condutividade elétrica da superficie do material,

a metalizacdo das amostras foi realizada com deposicdo de ouro, na espessura de
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aproximadamente 20 nm, utilizando-se o SC 701 Quick Coater. As micrografias foram obtidas
utilizando-se um microscopio MIRA3 LMH FE-SEM (Tescan) com uma tensao de 10 kV, sob

diferentes magnificacdes do Departamento de Fisica (DF) da UFPE..

4.75 Angulo de contato (CA) e angulo de deslizamento (DA)

Para medidas de angulo de contato (CA) e angulo de deslizamento (DA), foi o utilizado um
tensiémetro optico Biolin Scientific Attension®, no laboratério Campolab do Departamento de
engenharia mecéanica (DEMEC) da UFPE, com gotas de 10 puL de agua destilada. Esta analise

foi realizada na superficie das folhas e filmes replicados.

4.7.6 Analise Termogravimétrica - (TGA)

A andlise termogravimétrica € uma técnica que mede mudancas no peso em relacdo a
mudangas na temperatura. A curva de perda de peso fornece informagdes sobre mudancas na
composi¢do da amostra, estabilidade térmica, pureza do material, determinacdo da umidade na
amostra, entre outros.

Neste trabalho, as andlises foram realizadas no equipamento TGA-50H (Shimadzu), do
nosso laboratério, LandFoton (DQF-UFPE), com amostras na forma de filme em cadinho de
platina, sob atmosfera de Nitrogénio (50 mL/min) com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min

numa faixa de temperatura de 25 °C até 900 °C.

4.8 ATIVIDADE DE INIBICAO BACTERIANA

Foram realizados diferentes testes de inibi¢do bacteriana por duas bactérias para os filmes
impressos, uma Gram-negativa (Escherichia coli) e uma Gram-positiva (Staphylococcus
aureus). Os testes de inibigcdo bacteriana foram realizados de duas formas, em meio de cultura
liquido de Mueller-Hinton para os filmes produzido por soft lithography e em meio de cultura
de Mueller-Hinton Agar para os filmes impressos por DoD e seus respectivos fluidos de
impressao.

Os inoculos bacterianos de Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram preparados e
ajustados para a escala de McFarland 0,5 que ¢é usada na preparacdo de inéculos bacterianos

para realizacdes de testes de sensibilidade antimicrobiana.
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Em meio de cultura liquido, foi realizado o teste de inibi¢cdo bacteriana para os filmes
produzidos por soft lithography. Os microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus
foram semeados em Erlenmeyer contendo 20 mL do meio de cultura e 10 pL do micro-
organismo. Foram realizados testes com 2 e 4 mg de cada filme. Os Erlenmeyer foram fechados
e colocados em agitagdo de 140 rpm a 32°C, durante 36 horas, como na Figura 26. Apds tempo
de incubagdo, aliquotas de cada ensaio foram coletadas, diluidas para que estivessem na escala
de McFarland 0,5 e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro. Cada ensaio foi realizado em

triplicata.

Figura 26- Esquema de andlise de inibicdo bacteriana dos filmes por Soft lithography em
meio de cultura liquido de Mueller-Hilton

(Imagem do autor)

Em meio de cultura sélido, os microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus
foram semeados nas placas de Petri pelo método de difusdo de disco, onde o meio preparado
foi previamente vertido. Os microorganismos foram retirados da diluicdo salina com a ajuda de
um cotonete estéril e a semeadura foi realizada em toda a superficie da placa de Petri. Em
seguida, com o auxilio de uma pinca estéril, os discos previamente cortados em 4 mm de
diametro foram colocados na superficie de semeadura, de modo que o material impresso ficasse
em contato direto com as bactérias. As placas foram seladas com Parafilm® e incubadas a 37
°C por 36 horas. Ap6s o tempo de incubacdo, mediu-se a inibicdo gerada pelos discos
produzidos por impressdo DoD, com PVB@NpAg, PVB@NpAg+extrato da casca de roma e
dos fluidos de impressdo do extrato da casca de roméd e PVB@NpAg. Para os testes com o0s
fluidos de impressao, foi realizado um furo de 11 mm e preenchido com 50 puL do fluido em
analise, sendo que na interagcdo de PVB@NpAg+extrato da casca de roma foi colocada 25 puL.
dos respectivos componentes. Cada ensaio foi realizado em triplicata, como mostrado na Figura
27.
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Figura 27- Esquema de andlise de inibicdo bacteriana dos fluidos impressos por DoD em
meio de cultura sélido Mueller-Hilton Agar pelo método de difuséo de disco

—

(Imagem do autor)
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5 RESULTADOS

5.1 CULTIVO DOS BIOTEMPLATES

Utilizou-se a hidroponia indoor para o cultivo dos biotemplates para a preparacdo dos
materiais funcionais bioinspirados. Foi observado que a partir do 82 - 102 dia, as primeiras
folhas sdo abertas e ja possuem super-hidrofobicidade e deslizamento da gota de &gua na
superficie caracteristicos do efeito I6tus. No transcorrer de 16 dias de cultivo das plantas, as
respectivas folhas, apresentaram tamanho de aproximadamente 10 cm. A primeira troca de 4gua
é realizada entre 209 - 252 dia, com adi¢do dos nutrientes para manuten¢do do crescimento. A
Figura 28, mostra o sistema montado de hidroponia para a Colocasia esculenta (L.) Schott no
inicio do cultivo, com 16 dias e 36 dias de cultivo, o efeito 16tus da folha e sua respectiva
micrografia da superficie da folha.

Figura 28- a) Inicio da hidroponia indoor para a Colocasia esculenta (L.) Schott, b) 16
dias de cultivo sob condi¢des controladas; c¢) 36 dias de cultivo, d) gota de 4gua
submetida ao efeito 16tus em uma folha cultivada, ) e f) Micrografias (SEM MIRA3

Tescan) da superficie da folha, com 36 dias de cultivo, evidenciando micro e nano-

hierarquias, respectivamente.

1
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Estudos preliminares com variagbes em parametros como estresse hidrico, corte de
tubérculos em fracdes e adigcdo de surfactante foram promovidos durante o cultivo para avaliar

o efeito dos mesmos na estrutura de superficie da folha.

Em condicOes de estresse hidrico induzido durante o cultivo das plantas, foi observado
retardo no crescimento e amarelamento folhas, conforme mostrado na Figura 29. Nesta
situacdo, as folhas possuem aproximadamente 4 cm apds 42 dias de cultivo, com angulo de
contato menor e com histerese de angulo de contato elevado, comparados com a folha saudéavel
(Tabela 5). A explicagdo para esse efeito é dada pela mudanca da estrutura original combinado
com a reducdo das estruturas nanométricas, resultando nas mudancas dos parametros
caracteristicos que resultam na super-hidrofobicidade e rolamento da gota de 4gua na superficie
da folha. Sivan (1995) em seus estudos acerca do estresse hidrico do taro, também observou
que a condutancia estomética, o nimero de folhas e a area foliar de ambas as cultivares sdo

afetados em decorréncia do estresse hidrico.

Figura 29- a) Plantas submetidas a estresse hidrico. b) e ¢) Micrografias da superficie de
sua folha (SEM MIRAS3 Tescan).
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Tabela 5- Angulos de contato e deslizamento para a agua na superficie da folha da C.

esculenta.
C. esculenta (L.) Schott angulo de contato (°)  angulo de deslizamento (°)
Normal 154,24 7,3
Submetida a estresse hidrico 164,95 14,9

Ensaios de corte de fracdo de tubérculo acompanhado de adi¢do dos nutrientes resultaram
na aceleracdo do crescimento das folhas (6° dia de cultivo), ja a insercdo de surfactante gerou
retardo no crescimento das mesmas para o 20° dia de cultivo, seguido de morte dos espécimes
em poucos dias ap6s o surgimento das primeiras folhas, no 30° dia. Considerou-se a importancia
da analise estrutural das superficies das folhas cultivadas nesses ensaios, por imagens de

microscopia e angulo de contato, para correlacdo com as variaveis manipuladas.

5.2 DESENVOLVIMENTO DOS FILMES COMPOSITOS POLIMERICOS

Os compasitos poliméricos foram iniciados pela sintese das nanoparticulas de prata, seguido

da incorporacdo no polimero para formacao de filmes nanocompasitos.

5.2.1 Sintese das nanoparticulas de prata (NpAQ)

5.2.1.1 Reducédo quimica com Borohidreto de sddio (NaBH4)

Foi realizada uma sintese quimica em banho de gelo, via reducdo com borohidreto de sédio
e um precursor do sal de prata, utilizando um planejamento fatorial 23 com duas repeticdes no
ponto central (Tabela 6). As variaveis de entrada foram: concentracdo do agente redutor,
concentracdo de precursor e tempo de agitacdo das nanoparticulas. Como respostas, foram
utilizados o comprimento de onda por espectrofotometria de absorcéo na regido do UV-Visivel

e a distribui¢do de tamanho de particula medida por espalhamento dindmico de luz (DLS).
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Tabela 6- Planejamento fatorial 23 com duas repeti¢cdes no ponto central para a sintese de

nanoparticulas por reducdo quimica via NaBHas, com 0s niveis e as respectivas variaveis.

Amostras

+++

++-

© 00 N o o B~ W N
1
+
+

o
o
o
o
o

Tempo de agitacdo [AgNOs]
(min) (mMol.L?)
90 4,5
90 4,5
90 2,5
30 2,5
30 4,5
30 2,5
30 4,5
90 2,5
60 35
60 35

[NaBH4] Comprimento de onda A
(mMol.LY) (nm)
4,5 401,96
2,5 399,03
2,5 397,78
2,5 395,69
4,5 400,73
4,5 392,29
2,5 398,06
4,5 389,34
35 398,48
35 391,45

Os espectros de absorcdo na regido do UV-visivel, apresentados na Figura 30, mostraram

absorcdo em bandas centradas em torno de 390 nm e 400 nm, caracteristicas das NpAg.

Figura 30- Espectros de absorcédo na regido do UV-visivel para reducdo com NaBHa.
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Estes resultados estdo em concordancia com os obtidos por Borralho (2017), que estudou a
reducdo de nanoparticulas de prata pelo mesmo método. Os espectros de absor¢do s&o
dependentes do tamanho e forma das nanoparticulas, e a analise dos resultados obtidos sugere
nanoparticulas esféricas pela existéncia de apenas uma banda de ressonancia plasmonica de
superficie (SOSA; NOGUEZ e BARRERA 2003).

Os histogramas de distribuicdo de tamanho de particulas da Figura 31 indicam que a sintese
usada resulta em particulas monodispersas, com tamanhos médios de até 30 nm, exceto para as
amostras 5 e 6, em que se variou a concentracdo do precursor metalico. Para estas amostras
foram encontrados uma maior distribuicdo de tamanhos, mostrando uma polidispersividade.
Estes resultados apresentaram o mesmo perfil de distribuicdo de tamanho de NpAg, observados
por Borralho (2017).

Figura 31- Histogramas de distribuicdo de tamanho de particulas para os experimentos

utilizando a redugdo quimica de NpAg com borohidreto de sodio.
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A reprodutibilidade desta sintese foi constatada pelos pontos centrais (amostras 9 e 10),
devido a similaridade de distribuicdo de tamanho das particulas, corroborados com a posi¢do

dos picos de absorcdo de suas bandas. Contudo, as condigdes utilizadas na amostra 3, com
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proporcdes iguais de precursor metalico e o agente redutor (2.5 M) em um tempo maior tempo
de agitacdo (90 min), apresentaram maior teor de particulas centradas numa faixa de tamanho

menor (até 20 nm), sugerindo seu uso nos estudos posteriores.

5.2.1.2 Reducdo quimica com N, N- dimetilformamida (DMF)

Foi realizada uma segunda sintese utilizando DMF como agente redutor e mantendo o
precursor metalico de prata, utilizando-se um planejamento fatorial 22 com duas repeti¢fes no
ponto central. As varidveis de entrada/independentes utilizadas foram: massa do sal precursor
e volume do solvente redutor das nanoparticulas. Como respostas, utilizou-se 0 méximo da
banda de absor¢do observado no espectro UV-Visivel e dados da distribuicdo de tamanhos de

particula obtidos por DLS. Os resultados sao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7- Planejamento fatorial 22 com duas repeti¢cdes no ponto central para a sintese de

nanoparticulas por reducéo quimica em solvente (DMF), com 0s niveis e as respectivas

variaveis.
Experimentos AgNOs; DMF Comprimento de onda A
(mg) (mL) (nm)
1 ++ 2,0 20,0 424,18
2 + - 2,0 15,0 331,80, 411,81 e 697,90
3 -- 1,0 15,0 423,21
4 -+ 1,0 20,0 420,05 e 597,36
5 00 1,5 17,5 420,64
6 00 1,5 17,5 425,18

* Valor fixo de PVP de 270 mg

Os espectros na regido do UV-visivel (Figura 32) apresentam bandas de absorcdo com
maximos entre 412 nm e 425 nm, com excecdo de duas amostras (2 e 4). As diferengas nos
espectros, com o surgimento de outras bandas de absor¢do nas amostras 2 e 4, podem ser

atribuidas a morfologia das NpAg formadas, que exibem ressonancias de plasmons distintas.
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Figura 32 Espectros de absorc¢do na regido do UV-visivel para reducdo com DMF.
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Ressonancias de plasmons de superficie sdo dependentes da forma e tamanho das particulas
metalicas, resultando em mudanca de cor dos coloides, como apresentadas na Figura 33. Para
as nanoparticulas esféricas € esperada apenas uma banda de ressonancia plasménica de
superficie, enquanto que particulas anisotrépicas ddo origem a duas ou mais bandas,
dependendo do formato das particulas (SOSA; NOGUEZ e BARRERA, 2003).

Figura 33- Solucdes com nanoparticulas produzidas por redu¢do quimica em DMF.

Inicialmente a sintese de NpAg utilizando DMF como redutor, coloracdo amarelada estaveis
para todas as amostras, no entanto para as amostras 2 e 4, foi prosseguido com a formacgéo de
solucdo amarela (caracteristico de particulas esféricas de prata), tornando-se laranja-
avermelhado e em seguida, no decorrer de 15 minutos, tempo de sintese para todas as amostras,
a solugdo apresentou coloracéo esverdeada e como a coloracdo da solugéo coloidal de NpAg é
caracteristica de nanoparticulas com formas geométricas especificas que dao respostas
espectrais distintas e estdo relacionadas a ressonancia plasmonica, que por sua vez afeta a
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posicdo da banda de absor¢do dos plasmons de superficies, apresentando picos de absorcdo em

diferentes comprimentos de onda.

A amostra 2, apresentou bandas de absorcdo em 332, 412 e 698 nm. Nesse contexto, a
literatura reporta trabalhos onde nanoparticulas de prata na forma de prismas apresentam picos
de absor¢do semelhantes aos que foram observados na amostra 2. O pico em 332 nm é atribuido
a ressonancia quadrupolar fora do plano, o pico em 412 nm é referente a existéncia de
nanoparticulas esféricas na solucéo e o pico em 698 nm ¢é atribuido a ressonancia quadrupolar
no plano, responsavel pela cor da solucdo, esverdeada. Autores relatam ainda, que a forma das
nanoparticulas esféricas pode mudar para o triangular pelo envelhecimento e o processo néo é
afetado pela luz (MANSOURI e GHADER, 2009 e DARMANIN et al, 2012).

Pastoriza-Santos & Liz-Marzan (2002) sintetizaram nanoprismas de prata com nitrato de
prata em N, N-dimetilformamida (DMF), na presenca de poli (vinilpirrolidona) (PVP) e as
concentrages de AgNOz e PVP foram um fator chave na definicdo da morfologia final.
Também relataram que o PVP, além de estabilizar as particulas, reduzem Ag* através de grupos
terminais de hidroxilas, a uma taxa suficientemente lenta que o crescimento de particulas se
torna cineticamente controlado, favorecendo formas triangulares. Durante a sintese, uma

mistura de nanoprismas e nanoesfera é formada.

A amostra 4 € observado duas posi¢des de picos de absorc¢do, correspondentes a ressonancia
plasmbnica da superficie transversal e ressonancia plasménica da superficie longitudinal,
respectivamente em 420 e 597 nm. De acordo com a literatura 0s nanobastdes de prata
apresentam oscilacdo de elétrons na superficie possuem os modos de oscilaces de plasmons
transversal, que estad relacionada principalmente aos diametros dos nanobastdes de prata, e
longitudinal, que esta relacionada ao comprimento dos nanobastfes de prata. (ZHANG et al,
2012; ZHANG et al, 2014 e REKHA, NAYAR e GOPCHANDRAN, 2018).

Kekha e colaboradores (2018), testaram a estabilidade das suspensdes coloidais de
nanobastfes em diferentes intervalos de tempo e nenhuma mudanca significativa foi observada

mesmo apos trés meses, indicando que essas suspensdes sdo altamente estaveis.

Os graficos de distribuicdo de tamanho de particulas (Figura 34), mostram que na sintese de
reducdo quimica com DMF, as nanoparticulas de prata obtidas apresentaram polidispersdo, com
particulas dentro de uma grande faixa de tamanhos. As amostras 1, 3 e 6 apresentaram as

distribui¢Ges de tamanho mais centradas numa faixa de tamanho. No entanto, esperava-se obter
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resultados similares para as amostras 5 e 6, pois séo amostras com as mesmas concentracoes e
condicBes de sintese, porém foram constatadas diferencas nas suas dispersdes de tamanho,
mostrando que a sintese ndo apresentou a reprodutibilidade esperada para os tamanhos das
particulas, que inicialmente pode ser atribuida a erros da operacdo do equipamento de anélise,

sugerindo assim a repeticdo da anélise de tamanho de particulas para este método de sintese.

A reducéo quimica com borohidreto, descrita anteriormente, mostrou-se mais eficiente

no controle das morfologias e tamanho das particulas.

Figura 34- Graficos de distribuicdo de tamanho de particulas para os experimentos

utilizando a redugdo quimica de NpAg com DMF.
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Diante desses resultados, para continuidade do presente trabalho com o compdsito
polimérico, a amostra 3 foi escolhida, por apresentar dispersao mais razoavel entre 10 a 120 nm

através deste método de reducao.

5.2.2 Incorporacdo das nanoparticulas de prata na matriz polimérica (PVA e PVB)

Dentre os sistemas estudados descritos no procedimento experimental para incorporagao das
nanoparticulas de prata, apenas dois sistemas, PVB (s) / NpAg omrrvey € PVAH0) / NPAJ (H20),
formaram filme consistente com boa transparéncia e estabilidade das nanoparticulas de prata,

apresentados na Figura 35.

Figura 35- Filmes compésitos polimero@NpAg: (a) PVA e (b) PVB.

2 | N =

b) ¢m energia a partir da
aordinaria estabilidac

No entanto, os filmes de PVA@NpAg, sdo sollveis em &gua, o que inviabiliza sua aplicacdo
neste estudo, considerando-se apenas o sistema PVB@NpAg para continuacdo do trabalho com
as impressodes por soft lithography e a impressédo DoD.
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5.3 REPRODUCAO DOS BIOTEMPLATES

Para a replicacdo das estruturas da folha da Colocasia esculenta (L.) Schott, foram utilizadas
duas técnicas distintas descritas anteriormente, a Soft lithography e a impressdo Drop on

Demand. A seguir, sao apresentados e discutidos os resultados para cada um dos processos.

5.3.1 Soft lithography

Conforme descrito em capitulo anterior, esta técnica é realizada em duas etapas. Na primeira
etapa, um padrdo negativo da estrutura da folha é obtido e a segunda etapa é prosseguida da
deposicdo do compdsito polimérico (PVB@NpAQ) sobre o padrdo negativo para obtencdo da
réplica bioinspirada na folha da Colocasia esculenta (L.) Schott. Neste trabalho, estudou-se a
influéncia de diferentes materiais para obtencdo do padrdo negativo e seus resultados no
template positivo. Os materiais utilizados para producdo do molde negativo foram PDMS e
acrilato fotopolimerizavel, e as micrografias obtidas por MEV sé&o apresentadas na Figura 36.

Figura 36- MEV de moldes negativos em a) PDMS, b) acrilato fotopolimerizado (C.

esculenta).
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De acordo com as estruturas superficiais das folhas da Colocasia esculenta (L.) Schott,
(Figura 37 a), as micrografias do molde negativo mostram o0 mesmo padréo das microestruturas
e fidelidade das dimensdes (Figura 36). Ao replicar estas estruturas nos moldes negativos com
solucéo de PVB 20% (m/m) em etanol, as estruturas caracteristicas da planta foram observadas,
e os &ngulos de contato entre os dois materiais foram similares - aproximadamente 125° (Tabela
8). No entanto, o molde de acrilato fotopolimerizavel apresentou falhas nas estruturas,
provavelmente causadas pela alta viscosidade, que impediu que a deposicdo ocorresse de forma
uniforme. Moldes negativos de PDMS de estruturas convexas foram obtidos com éxito nos
trabalhos de Kim; Lee e Park (2010) e Sousa (2017).

Figura 37- Micrografias de MEV a) da folha da Colocasia esculenta (L.) Schott b)

réplica C. esculenta PVB / PDMS, c) réplica C. esculenta PVB/acrilato fotopolimerizavel.
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Wang et al (2017), obteve a microestrutura da folha de 16tus replicada das superficies de
bambu por soft litography, usando uma folha fresca como modelo e polidimetilsiloxano
(PDMS) para geracdo do padrdo negativo. A superficie foi replicada posteriormente com
sucesso, com angulo de contato superior a 150° e propriedade super-hidrofobica semelhante a

folha de 16tus.

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, os moldes negativos de PDMS foram

selecionados para replicacéo das superficies biomimetizadas.

Tabela 8- Angulos de contato da superficie da folha da Colocasia esculenta (L.) Schott e

réplicas obtidas via soft lithography.

CA (°) | Desvio
Colocasia esculeta (L.) 154,24 | 41,13
Schott

Réplica PVB/PDMS 125,22 | +-1,57

Réplica PVB/acrilato 124,25 | +-0,667

fotopolimerizavel

Réplica do compasito
PVB@NpAg

122,77 | +-1,28

Compésito PVB@NPpAg liso 69,21 | +-1,07

O
0.
O,
O
-

Mestrado em Ciéncia de Materiais Elibe Silva Souza



Resultados 81

Desta forma, a replicacdo com o nanocompdsito polimérico PVB@NpAg, foi realizada com
sucesso, resultando na funcionalidade bioinspirada da estrutura do biotemplate, comprovada
pelo valor de o angulo de contato obtido no filme bioinspirado produzido (Tabela 8) e as
micrografias caracteristicas da planta, apresentadas na Figura 37. Os filmes bioinspirados
tiveram o comportamento hidrofobico, e suas micrografias de MEV (Figura 38) evidenciaram
0 mesmo padrdo das estruturas convexas observadas na folha in natura, assim como na réplica

apenas com PVB.

A replica¢do com o compdsito polimérico PVB@NpAg apresentou angulo de contato médio
de 122,8°, com um valor minimo de 121,5° e um valor maximo de 124°. J& para a réplica com
0 PVB, o angulo de contato médio foi de 125,2°, com um valor minimo de 123,7° e um valor
méaximo de 126,8°, logo, as diferencas encontradas sdo pouco significativas para o angulo de

contato.

Figura 38- Micrografias de MEV da réplica C.esculenta com o compdsito PVB@NpAg.

Devido a limitagdo da ampliacdo e resolucdo das imagens de MEV da réplica com
PVB@NpAg, ndo foi possivel observar as estruturas hierarquicas, no entanto, foi demonstrado
com a réplica de PVB (Figura 37 b), que é possivel a utilizacdo do compoésito para obter a

biomimetizag&o da réplica por esta técnica de impressao.

Nos angulos de contato das réplicas do biotemplate, foi observado uma diferenca de
aproximadamente 30°. Sousa (2017) ao desenvolver filmes biomiméticos via soft lithography
utilizando modelos com nano e microestruturas provenientes de superficies das folhas de
espécies vegetais nativas da caatinga, com deposicao de PVB sobre molde negativo de PDMS,
obteve resultados similares e associou este efeito a estrutura e composicdo do PVB, pois a
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presenca de seus grupos vinil alcool e vinil acetato, s&o hidrofilicos e atuam aumentando a

adesdo da fase liquida da superficie.

As curvas termogravimétricas do PVB e do composito PVB@NpAg sdo mostradas na Figura
39. E possivel observar perfis térmicos similares para ambos os materiais, devido a maior perda
de massa ser das cadeias poliméricas de PVB. A partir de 250 °C observa-se a maior perda de
massa, 75%, que esta associada a decomposicédo térmica do polimero, em 460 °C. Observa-se
uma segunda perda de 15%, que esta associada as ligacdes intercruzadas e compostos ciclicos
do polimero. O compdsito apresenta 0 mesmo perfil, exceto na regido abaixo de 300 °C, em
que apresenta uma primeira perda, de massa, de 15%, associada a quantidade de solvente
qguando incorporadas as nanoparticulas de prata na matriz, e resquicios de agente redutor. A

segunda e terceira perda estdo associadas a matriz polimérica.

Figura 39- Curva termogravimeétrica dos filmes PVB e PVB@NpAg.
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Os filmes resultantes deste topico foram submetidos a testes de inibicéo bacteriana.

5.3.2 Impressdo a jato de tinta Drop on Demand (DoD)

A técnica de impressdo DoD foi apresentada no capitulo anterior para a realizacao de prova

de conceito para uso e validacdo do software TopoSlicer, recentemente desenvolvido e
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registrado, para a impressdo bioinspirada. Utilizou-se micrografias da folha da Colocasia
esculenta como biotemplate para geracdo de templates digitais a serem utilizados na impressora
DoD DMP2831 2D para impressdo 3D através de processo camada por camada (LbL), com os

maultiplos templates digitais gerados pelo software.

5.3.2.1 Software TopoSlicer®

A impressdo Drop on Demand, foi utilizada com templates digitais. O software TopoSlicer®
foi desenvolvido para produzir esses templates para impressdo LbL a partir de uma micrografia
AFM ou MEV. Para validar o software para cada tipo de micrografia, precisa-se constatar a

linearidade entre os niveis de cinza das imagens com as cotas do eixo z (profundidade).

Com o auxilio do software Gwyddion® de tratamento de imagens para AFM, que permite a
visdo em perspectiva das imagens, simulando uma visdo 3D, as micrografias obtidas por AFM
e MEV foram confrontadas as imagens 2D com niveis de cor associados ao eixo z do AFM,
como mostrado na Figura 40.

Como esperado, as imagens de AFM (Figura 40 a), mostraram uma relacao confiavel entre
a escala de contraste de cor e os valores de profundidade z, uma vez que o0 AFM é uma técnica
topoldgica, que forneceu valores quantitativos para o eixo z, resultando em coordenadas (X, V,
z), que permite produzir uma autentica projecdo 3D. No entanto, as micrografias de MEV
(Figura 40 b), ndo apresentaram linearidade entre os valores da escala de cinza 2D e da
profundidade z, uma vez que as estruturas hierarquicas micro e nano da Colocasia esculenta
foram mostradas na micrografia na mesma propor¢do em z, ou seja, ndo correspondendo a
estrutura real. Essa ndo-linearidade pode se dar, por exemplo, pelas diferentes densidades

eletronicas dos distintos materiais, resultando em diferentes valores de z na mesma cota.

Mestrado em Ciéncia de Materiais Elibe Silva Souza



Resultados 84

Figura 40- Estrutura da Colocasia esculenta representada em contraste de cor em 2D e
em perspectiva pela converséo de valores da profundidade no eixo Z a partir de a)

micrografia de AFM, com boa resposta e b) micrografia de MEV, com grave distorcao na

projecao.

Conclui-se assim que o software TopoSlicer® pode utilizar como input as micrografias AFM
com confiabilidade para gerar os templates das camadas para impressdo 3D LbL, mas as
imagens de MEV n&o devem ser utilizadas como input, a ndo ser que se providencie a
linearizacdo entre os niveis de cinza das imagens 2D e as cotas do eixo z, linearizacao essa que

deve depender de varios parametros, ndo sendo trivial.

Desta forma, utilizou-se o software TopoSlicer®, fazendo-se o uso das imagens de AFM
como entrada. A inser¢éo de diversas informag6es como tamanho absoluto da imagem, tamanho
da area a ser impressa, densidade da impressdo (resolucdo), altura maxima impressa da
superficie, volume da gota ejetada, concentracdo do fluido e diametro do bocal, deve ser feita
no aplicativo desenvolvido, mostrado na Figura 41 a). A Figura 41 b) mostra o conjunto de
templates digitais 2D gerados a partir da micrografia de entrada, a serem usados no processo

layer by layer em impressora de materiais DoD.

Mestrado em Ciéncia de Materiais Elibe Silva Souza



Resultados 85

Figura 41- Layout do TopoSlicer® com a) informacdes de entrada e b) conjunto de
templates digitais gerados pelo software para impresséo 3D layer by layer a partir de uma

impressora de materiais DoD 2D.
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5.3.2.2 Parametros de impressao do fluido PVB 0,7 % (v/v): etanol : etilenoglicol

Preparou-se um fluido, desenvolvido de acordo com os parametros de imprimibilidade DoD
(Figura 42), conforme parametros descritos anteriormente, conforme Derby (2010). Utilizou-
se PVB 0,7% (v/v) em etanol e etilenoglicol. A partir dos parametros de impressdo Re e We, o
fluido foi ajustado para que se situasse em regido de fluido imprimivel (area verde no grafico
da Figura 42). O circulo vermelho foi tragado a partir dos parametros do fluido. Os algoritmos
de controle de impressio, sdo apresentados no APENDICE A. Vale salientar que todos 0s
parametros de impressdo (Re e We) reportados neste trabalho, sdo calculados a partir de
variaveis fisico-quimicas (n, Y, p) que sdo reportados na literatura e como o fluido é composto
de varias componentes, € feito uma média com tais valores da literatura e a percentagem de

cada componente no fluido.
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Figura 42- Graficos dos parametros de impressdo do fluido imprimivel PVB: etanol:

etilenoglicol (copia de tela de software online).
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Apos impressdo, o angulo de contato estatico da réplica impressa bioinspirada foi de 88,5°,
enquanto a superficie lisa do PVB, 76,5°. O aumento de 8° para o filme do PVB impresso é
gerado pelo aumento da rugosidade na superficie do polimero, mostrado na Figura 43, com as

respectivas imagens da topologia de superficie por AFM.

Figura 43- Comparacdo da rugosidade na a) superficie lisa impressa e b) réplica C.

esculenta impressa
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O pequeno aumento no angulo de contato estatico, apesar de suficiente como prova de
conceito, mostra que ha uma limitacdo na resolucdo de impressdo da impressora DMP2831,
mesmo com 0s menores bicos disponiveis no mercado, que produzem gotas de 1pL. Esta é a

principal razéo que impede a reproducéo correta dessas bioestruturas.

De acordo com os resultados apresentados aqui, seria necessario uma impressora com bicos
capazes de ejetar gotas com volume em torno de 10°°L, para reproduzir as microestruturas

desejadas.

Uma nova geragdo de impressoras DoD foi langada e apresentada na Printed Electronics
USA 2018. Com tecnologia denominada SIJ (superfine inkjet), apesar de mais lenta por utilizar
apenas um bico no cartucho (para evitar interacdo entre gotas proximas), o novo limite de
volume de gotas atingido, de 0,1 fL (1 femtolitro = 10"° L), permitira a aplicacio completa do
TopoSlicer® para a printronica bioinspirada.

5.4 DISPOSITIVOS IMPRIMIVEIS CONTRA A RESISTENCIA BACTERIANA A
NANOPARTICULAS BACTERICIDAS

O aumento da resisténcia bacteriana a NpAg em cepas expostas a nanoparticulas metalicas
ao longo de poucas geracOes € ocasionada pelo aumento da producdo da proteina flagelina por
bactérias, que atua como uma cola promovendo a agregacao das nanoparticulas e fazendo com
que elas percam sua eficiéncia bactericida (PANACEK et al., 2017). Diante desta recente
constatacdo, foram projetados e preparados fluidos imprimiveis funcionais contendo extrato da
casca de roma como conhecido inibidor de flagelina (PANACEK et al., 2017) e com o
composito PVB@NpAg como fluido funcional com atividade antibacteriana. Em seguida é
realizada uma abordagem de impressdo destes fluidos no mesmo dispositivo, para analise de
inibicdo bacteriana e inibidor de flagelina. A possibilidade de ser impresso com padrdo de
hidrofobicidade, permitira a seletividade na molhabilidade em funcdo dos parametros da

estrutura, para recobrimentos bactericidas com atividade seletiva a determinados fluidos.
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5.4.1 Impressdo do extrato da casca de roma

A partir do extrato da casca de roma, um fluido imprimivel foi desenvolvido com os
parametros de impressdo. Em seguida o estudo da cinética de liberacéo do extrato impresso, foi

realizado.

5.4.1.1 Parametros de impressao do fluido com extrato da casca da roma

O fluido de impressao foi preparado conforme descrito no procedimento experimental, e
para este fluido, calculou-se os pardmetros de impressao para impressoras DoD, que prevé a
imprimibilidade do fluido elaborado. Os principais parametros sd@o 0s nimeros de Weber e
Reynolds, e para determina-los, estimou-se os valores de densidade, tensdo superficial e
viscosidade, levando-se em consideracdo valores experimentais jd determinados para 0s
componentes individualmente. O resultado, mostrado no circulo vermelho do grafico da Figura

44, mostra que o fluido caiu na area imprimivel (em verde no mesmo grafico).

Figura 44- Grafico com os parametros de impressdo para o fluido do extrato da casca da
romd, mostrando que situa-se (circulo vermelho) em regido imprimivel por DoD (area

verde) - copia de tela de software online.
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De acordo com os valores obtidos para os numeros de Reynolds e Weber, pode-se descrever
o presente fluido como imprimivel conforme a literatura (DERBY, 2010), a ejecdo das gotas
dest fluido é mostrada na Figura 45. Os algoritmos de controle de impressao, sdo apresentados
no APENDICE B.

Figura 45- Imagem da formacéo das gotas, obtida por cAmera estroboscopica embarcada

na impressora DMP, para o fluido imprimivel do extrato da casca de roma.

5.4.1.2 Cinética de liberacdo do extrato da casca da roma em meio aquoso

O fluido de impressao desenvolvido foi impresso em templates quadrados (12 mm x12 mm),
em trés camadas (Figura 46 a). O extrato da casca da roméa e o fluido de impresséo preparado

com esse extrato sdo apresentados nas fotografias da Figura 46 b) e c) respectivamente.

Figura 46- Fotografias a) impressao extrato da casca da roma em filme de acetato com
templates quadrados; b) extrato da casca da roma e c) fluido de impresséo do extrato da

casca da roma.

a)
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A Figura 47 mostra o acompanhamento da liberagdo dos compostos presentes no extrato da
casca da roma a partir de espectroscopia de absorcao UV-visivel. O fluido foi impresso em

filme de acetato e a cinética quantificada durante 2 horas.

Figura 47- Cinética de liberacdo do extrato da casca da roma em filme de acetato
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A partir dos espectros de absor¢do obtidos na cinética, foi possivel constatar a eficiéncia da
liberacdo dos compostos fenolico ativos, e apesar dos compostos serem depositados
diretamente no substrato, a deposi¢éo nao danificou os mesmos. Resultados semelhantes foram
observados por Borges (2017) ao estudar incorporacdo de ativos naturais da roma em matrizes
poliméricas para liberacdo oral utilizando a técnica de impressdo. A Figura 48, mostra o

espectro do extrato da casca da roma concentrado.
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Figura 48- Espectro do extrato da casca da roma concentrado.
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O espectro de absorcdo na regido do UV-Visivel obtido para o extrato da casca da roma
concentrado e o fluido impresso apresentaram os principais compostos fendlicos que, de acordo

com (Oliveira (2016) e Morzelle (2016), sdo também agentes antimicrobianos.

Abrantes (2016), obteve bandas de absor¢do centradas nos comprimentos de onda de 210 e
267 nm, relatando que sdo relativos a absorcdo de compostos fendlicos, enquanto que a banda

centrada em 267 nm é proveniente do acido galico.

Fuku et al (2016) observou bandas de absor¢do centradas em 275 nm e 373 nm, e as atribuiu
as bandas de absorcdo da punicalagina, um polifenol complexo. Amyrgialaki et al (2014), em

seu estudo, atribuiu estes picos de absor¢do ndo sé a punicalagina, mas também ao &cido elagico.

5.4.2 Impressdo do composito PVB@NpAg com extrato da casca da roma

O fluido imprimivel do composito de PVB@NpAg foi impresso lado a lado do fluido
imprimivel do extrato da casca de roma, através de templates, para analisar sua influéncia na
inibicdo bacteriana do dispositivo hibrido. A seguir s&o apresentados os resultados do
desenvolvimento do fluido com os pardmetros para impressoras DoD com o composito
PVB@NpAQg, e posteriormente, a impressao de dispositivos hibrido, com a impresséao do fluido

composito impresso paralelo ao fluido inibidor de flagelina.
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5.4.2.1 Parametros de Impressdo PVB@NpAg

O fluido de impressdo para o compoésito PVB@NpAg foi preparado na proporcéo 1:1 do
volume do polimero na concentracdo de 2 %(m/m) e do volume de nanoparticulas de prata
reduzidas em DMF. Foram calculados os parametros de impressédo para impressora DoD,
numeros de Weber e Reynolds, que preveém o comportamento do fluido, apresentados no

gréfico da Figura 49.

Figura 49- Graficos dos parametros de impressdo do composito PVB@NpAg
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Os valores obtidos para os numeros de Reynolds e Weber descreveram o fluido como
imprimivel, conforme a literatura (DERBY,, 2010). A Figura 50 mostra a ejecdo de gotas deste

fluido. Os algoritimos de controle de impressdo s3o apresentados no APENDICE C.

Figura 50- Imagem da formacé&o das gotas por seis dos 16 bicos do cartucho utilizado,

para o fluido imprimivel do composito PVB@NpA(Q, registrada por cémra estroboscopica

embarcada na impressora.
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A impresséo do compdsito PVB@NpAQg e extrato da casca da romd, foi realizada na forma
de linhas alternadas de cada material, através de mudanca de templates. Foram impressas, 30
camadas sobrepostas para 0 compdsito PVB@NpAg e 15 camadas sobrepostas para o extrato
da casca da roma. O dispositivo hibrido impresso do compdsito PVB@NpAg + extrato da casca

da romad e o fluido de impressdo do composito PVB@NpAg sdo apresentados na Figura 51.

Figura 51- Fotografias a) impressdo do compdsito PVB@NpAg com extrato da casca da

roma em filme de acetato; b) fluido de impressao do compdsito PVB@NpAgQ.
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Estes dispositivos impressos em filme de acetato foram submetidos a testes de inibicao

bacteriana, apresentados no topico a seguir.

5.5 ATIVIDADE DE INIBICAO BACTERIANA

Os testes de inibigdo bacteriana foram tratados com anélise de variancia (ANOVA) no
programa estatistico IBM SPSS® (student version). Para os testes de inibicéo, foram utilizadas
bactérias Gram-positiva e Gram-negativa: Staphyloccocus aureus e Escherichia coli,

respectivamente.

5.5.1 Filme de PVB@NpAg via Soft litography

Os testes de inibigdo bacteriana foram realizados em meio de cultura liquido para 2 tipos de
bactérias, 3 tipos de filmes e 2 pesos diferentes para cada filme, formando um desenho fatorial
2X3X2. A Tabela 9 mostra os p_valores, que indicam o menor valor do nivel de significancia

para 0 qual rejeitamos a hipotese nula. A hipdtese nula existe influéncia na diminuigdo da
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atividade bacteriana e a hipdtese alternativa ndo existe influéncia na diminuicéo da atividade

bacteriana.

Os p_valores dos niveis peso e substrato sdo maiores do que 0,05, logo pode-se dizer com
95% de certeza que a hipOtese alternativa é aceita, portanto ndo ha influéncia destes niveis sobre
a diminuicéo da atividade bacteriana analisada. No entanto, o p_valor do nivel bactéria é menor
que 0,05, logo a hipotese nula é aceita com certeza de 95%, ou seja, 0 tipo de bactéria tem

influéncia sobre a diminuicéo da atividade bacteriana.

Tabela 9- Anova do desenho fatorial 2X3X2 para os filmes via soft lithography.
ANOVA UNIVARIANTE

Variavel dependente: Diminuicao da atividade bacteriana

Somados Graus de Media

quadrados liberdade quadratica p_valor
Bactéria 0,014 1 0,014 298’16 0,003
Peso 0,000 1 0,000 2,582 0,249
Substrato 0,000 2 6,175E-05 1,183 0,544
Bactéria * Peso 2,178E-05 1 2,178E-05 0,586 0,524
Bactéria * Substrato 9,606E-05 2 4,803E-05 1,291 0,436
Peso * Substrato 8,272E-05 2 4,136E-05 1,112 0,473
Bactéria * Peso * Substrato ~ 7,439E-05 2 3,719E-05 6,729 0,005

A interacdo entre os trés niveis (bactéria, peso e substrato), também apresentou o p_valor
menor que 0,05, logo com 95% de certeza a hipdtese nula é aceita, ou seja, a interacao de todos
os niveis tem influéncia sobre a diminuicdo da atividade bacteriana gerada.

A Figura 52, mostra a diminuicdo da atividade bacteriana com os filmes do compdésito

desenvolvido e o controle.
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Figura 52- Inibic&o bacteriana para os filmes produzidos via soft lithography
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De modo geral, foi observado um comportamento de aumento de inibi¢do bacteriana para 0s
filmes PVB@NpAg com relacdo ao PVB, provavelmente devido a presenca das NpAg. A
atividade bacteriana nos filmes de PVB, deve estar relacionada com a estrutura superficial
replicado do biotemplate.

No entanto, é importante ressaltar que foi utilizado o biotemplate da folha da C. esculenta
para o controle, logo o0 aumento da inibicao bacteriana observada neste, pode estar relacionado
aos provaveis agentes microbianos presentes nas folhas, que normalmente existem para atuar
como mecanismo de defesa das plantas (SOUZA, 2013; OLIVEIRA, 2016 e BORGES, 2017).
Nesta analise de inibi¢do bacteriana, a escolha do controle deveria ser melhor avaliada, tendo
em vista a pretensdo de analisar a estrutura superficial e atividade das nanoparticulas de prata
no filme composito, logo o controle deveria ser uma superficie lisa com o filme de PVB, por

exemplo, sem substancias inibidoras de bactérias.

5.5.2 Filme de PVYB@NpAg com inibidor via impressdo Drop on Demand

Os testes de inibicdo bacteriana foram realizados por testes de difusdo de discos com dois
tipos de bactérias e trés tipos de material inibidor, formando um desenho fatorial 2x3. A Tabela
10, mostra os p_valores de cada fator, que indicam o menor valor do nivel de significancia para
0 qual rejeitamos a hipotese nula. A hipotese nula existe influéncia no halo de inibicao

bacteriana e a hipétese alternativa ndo existe influéncia no halo de inibi¢&o bacteriana.

O p_valor do nivel bactéria foi maior do que 0,05, logo a hipotese alternativa é aceita com

95% de certeza, ou seja, ndo existe influéncia deste nivel sobre o halo de inibi¢cdo. De maneira
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oposta, o p_valor do nivel tratamento € menor do que 0,05, o que significa que com certeza de
95% a hipotese nula é aceita, ou seja, o tipo de material inibidor tem influéncia sobre o halo de

inibicdo bacteriano gerado.

Tabela 10- Anova do desenho fatorial 2X3 para os filmes via impressdo DoD
ANOVA UNIVARIANTE

Variavel dependente: Halo de inibicéo

Somados Graus de Media

quadrados liberdade quadrética " p_valor
Bacteria 0,849 1 0,849 3,038 0,223
Material inibidor 95,98 2 47,99 171,676 0,006
Bacteria * Material inibidor 0,559 2 0,28 2,879 0,095

O p_valor da interacdo entre os dois niveis, € maior do que 0,05, porém ndo esta muito longe,
portanto considerando uma certeza de 90%, o valor poderia ser considerado como aceita a
hip6tese nula e dizer que a interacdo dos niveis bactéria e tratamento tem influéncia no halo de

inibicdo formado.

A Figura 53, mostra o halo de inibicdo existente quando as bactérias Staphyloccocus aureus
e Escherichia coli estdo em contato com os discos impressos com PVB@NpAg em filme de
acetato, no entanto, mostram uma inibigdo maior quando estdo em contato com os discos

impressos de PVB@NPpAQg e extrato de roma (Figura 54).

Figura 53- Inibicdo bacteriana para os filmes produzidos via impressdo DoD.
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Figura 54 - Fotografias do efeito bactericida das NpAg e extrato de roma para as
bactérias a) E. coli e b) S aureus.
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Os resultados obtidos apresentaram atividade de inibigéo bacteriana promovida pelas
nanoparticulas de prata e potencializada pela presenca do extrato da casca de roma.

Estudos recentes mostraram que a resisténcia bacteriana decorrente do aumento da
producdo da flagelina no flagelo adesivo, que desencadeia a agregacao das nanoparticulas
de prata mesmo que estejam estabilizadas com polimeros. foi fortemente reprimida pela
inibicdo da producio da flagelina com o extrato da casca da roma liquido (PANACEK et
al, 2017). Neste contexto, faz-se necessario que estes dispositivos impressos sejam
sujeitos a testes de longa duracéo de resisténcia bacteriana, envolvendo algumas geragdes
de bactérias continuamente expostas ao dispositivo, para avaliacdo de sua eficiéncia

quanto a persisténcia da atividade antibacteriana ao longo de vérias geragdes de bactérias.
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CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho avaliou fluidos imprimiveis funcionais para se aliar trés propriedades
distintas em um dispositivo final: a hidrofobicidade induzida por estruturas bioinspiradas, a
atividade bactericida proporcionada por nanoparticulas metalicas em nanocompdsitos
poliméricos e fluido contendo produto natural inibidor de flagelina, para impedir desativacéo

da atividade antibacteriana das nanoparticulas por gerac6es evoluidas de bactérias.

Conseguiu-se projetar e produzir cada fluido monitorando-se a imprimibilidade para
impressoras Drop-on-Demand por avaliacdo de parametros de microfluidica, bem como a
atividade funcional de cada um, inicialmente de forma individual. Assim, a hidrofobicidade de
filmes bioinspirados foi monitorada por medidas de angulo de contato, a atividade
antibacteriana foi avaliada por testes de inibicdo bacteriana realizados em meio de cultura com
bactéria Gram-positiva e Gram-negativa, e a impressdo do extrato de roma foi obtida com

SUCESSO.

O trabalho iniciou com o desenvolvimento de um compdsito polimérico contendo
nanoparticulas de prata para obtencdo de filmes com comportamento hidrofébico e bactericida,
inspirado nas estruturas da superficie foliar da C. esculenta (L.) Schott, sendo estes biotemplates
cultivados em piloto de biofabrica por hidroponia indoor. A reproducédo das estruturas da folha
por soft lithography, foi alcancada com éxito, com angulo de contato de aproximadamente 122°

e fidelidade no tamanho das estruturas originais de acordo com micrografias de MEV.

A impressdo a jato de tinta, foi feita como prova de conceito na reproducdo das
estruturas de folhas da C. esculenta, a partir do software TopoSlicer® aqui desenvolvido para
producdo de camadas de templates digitais, e mostrou-se uma ferramenta Gtil para reproduzir
biotemplates 3D utilizando-se uma impressora de materiais DoD 2D, por processo Layer-by-
Layer. Apesar das limitacOes de hardware, que ndo permitem a reproducdo exata da estrutura
bioinspirada, o software esta pronto para ser usado com a nova geragao de impressoras SIJ, que

produz gotas de 0,1 fL.

Foi produzido um dispositivo utilizando unicamente a técnica de impressdo DoD
contendo o compdésito polimérico com atividade antibacteriana e o inibidor da flagelina, porém

sem propriedades hidrofobicas devido a limitacao de resolucéo da impressora.
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Por fim, foi projetado um dispositivo imprimivel aliando as trés propriedades citadas, a
partir da impresséo lado a lado do nanocompdsito bactericida impresso com textura hidrofébica
bioinspirada e o extrato de romd, ambos em diversas camadas sobrepostas. A hidrofobicidade
pode ser Gtil na seletividade da molhabilidade da superficie do dispositivo em funcdo do meio.
Em patente recente no grupo, explorou-se a variagdo da molhabilidade de superficies em funcédo
da salinidade da &gua, por exemplo. Os dispositivos desenvolvidos com o composito
PVB@NpAQg e extrato de roma nao tiveram alteracdo de compostos fendlicos ativos do produto
natural, sendo potencialmente usados contra a resisténcia bacteriana, a ser comprovada no
dispositivo em ensaios de longa duragdo no decorrer da evolucao de cepas bacterianas expostas

continuamente ao dispositivo hibrido aqui desenvolvido.
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APENDICES

APENDICE A - ALGORITMOS DE CONTROLE DE IMPRESSAO
OTIMIZADOS PARA FLUIDO DE PVB: ETANOL/ETILENOGLICOL.

Fluido imprimivel
PVB/Etanol:Etilenoglicol

Tenséo de disparo [V] 20
Frequéncia de ejecdo [kHz] 12
Temperatura do cartucho [°C] 30
Purga 2
Ciclos de limpeza Purga 0.3
Run every 300 seg

Temperatura do substrato [°C] 35
Numero de camadas impressas 144

1-8 camadas, 180 seg
> 8 camadas, 270 seg
> 24 camadas, 360 seg
Interval entre as camadas [seg]
> 40 camadas, 410 seg
>56 camadas, 500 seg

>72 camadas, 590 seg

>80 camadas, 600 seg




Apéndices

APENDICE B - ALGORITMOS DE CONTROLE DE IMPRESSAO
OTIMIZADOS PARA FLUIDO DO EXTRATO DA CASCA DA ROMA.

Fluido imprimivel

do extrato da casca da roma

Tensdo de disparo [V] 20
Frequéncia de ejecdo [kHz] 25
Temperatura do cartucho [°C] 30
Purga 2
Ciclos de limpeza Purga 0.3

Run every 300 seg

Temperatura do substrato [°C] 50
NuUmero de camadas impressas 15
Intervalo entre as camadas [seg] 200
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APENDICE C - ALGORITMOS DE CONTROLE DE IMPRESSAO
OTIMIZADOS PARA FLUIDO DO COMPOSITO PVB@NPAG.

Fluido imprimivel
do compdsito PVB@NpAg

Tens&o de disparo [V] 20
Frequéncia de ejecdo [kHz] 23
Temperatura do cartucho [°C] 30
Purga 2
Ciclos de limpeza Purga 0.3
Run every 300 seg
Temperatura do substrato [°C] 40
NuUmero de camadas impressas 30
Intervalo entre as camadas [seg] 200
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