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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi a producao de fibras submicrométricas de silica e
diéxido de titdnio contendo nanoparticulas de céria para aplicacdo como agente
antifungico. As fibras de ambas as matrizes foram produzidas pela técnica de fiagcao
solution blow spinning (SBS) e submetidas a tratamentos térmicos com programacao
diferentes. Apés a preparacao, as fibras foram caracterizadas por termogravimetria
(TG), analise térmica diferencial (DTA), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
difracdo de raios X (DRX). Foram feitas analises para avaliagdo da atividade
antimicrobiana das fibras, através do teste do disco de difusdo e do ensaio de
biofilme, utilizando os fungos C. albicans, C. glabrata e C. krusei. Os resultados de
TG e DTA indicaram que possivelmente houve eventos térmicos relacionados a
formagéo de grupos silanol para as fibras de matriz SiO, e da fase anatase para as
fibras de TiO,. Nas fibras em que cloreto de cério foi adicionado foram identificados
eventos térmicos relacionados a formacao de CeO.. Através da difracdo de raios X
foi possivel constatar a presenca de silica na fase amorfa e da fase cristalina
anatase nas fibras de matriz SiO, e TiO,, respectivamente. Para as fibras de SiO,,
em que houve a adi¢do de céria, foi detectado apenas a fase cristalina CeO,. Para
as fibras de TiO, incorporadas com 10 vol.% céria foram detectados as fases
cristalinas anatase e CeO,, enquanto que as fibras incorporadas com 20 e 30 vol.%
mostraram-se amorfas. Apenas a fase cristalina CeO. foi identificada para as fibras
de TiO incorporadas com 50 vol.% de céria. Todas as fibras obiteram fibras com
particulas em escala nanométrica. As fibras de matriz TiO, apresentaram diametros
em escala submicrométrica e nanométrica, exibindo didametro médio na faixa entre
99 e 345 nm. Enquanto que as fibras de SiO, apresentaram diadmetros
submicrométricos, exibindo didmetro médio na faixa entre 391 e 657 nm. Das fibras
submicrométricas de matriz SiO,, apenas as fibras com 50 vol.% de CeO,
apresentaram atividade antimicrobiana contra o fungo C. albicans. Para as fibras de
matriz TiO,, 0 melhor comportamento antimicrobiano foi obtido para as fibras com 50
vol.% de CeO,, calcinada a 600 °C, contra o fungo C. glabrata.

Palavras chaves: Fibras de silica céria, fibras de didéxido de titanio céria, atividade
fungicida, SBS.



ABSTRACT

The purpose of this work was the production of submicrometric fibers of silica and
titanium dioxide containing ceria nanoparticles for application as an antifungal agent.
The fibers of both matrices were make for solution blow spinning (SBS) and
submitted to different programming heat treatments. After preparation, the fibers
were characterized by thermogravimetry (TG), differential thermal analysis (DTA),
scanning electron microscopy (SEM), and X-ray diffraction (XRD). Analyses were
carried out to evaluate the fibers antimicrobial activity, by the diffusion disc test and
the biofilm assay, using C. albicans, C. glabrata and C. krusei fungi. Results of TG
and DTA indicated that there were possibly thermal events related to the formation of
silanol groups for the SiO, matrix fibers and the anatase phase for the TiO, fibers. In
the fibers wherein cerium chloride was added, thermal events related to CeO:
formation were identified. By X-ray diffraction it was possible to verify the presence of
silica in the amorphous phase and the anatase crystalline phase in the SiO, and TiO,
matrix fibers, respectively. For the SiO, fibers, in which there was addition of ceria,
only CeO: crystalline phase was detected. For the TiO, fibers incorporated with 10
vol% ceria, anatase and CeQO. crystalline phases were detected, whereas the fibers
incorporated with 20 and 30 vol% were amorphous. Only the CeO; crystalline phase
was identified for the TiO, fibers incorporated with 50 vol% ceria. All the fibers
obtained fibers with particles in nanoscale scale. The TiO, matrix fibers presented
diameters in submicron and nanometric scale, exhibiting mean diameter in the range
between 99 and 345 nm. While SiO, fibers presented submicron diameters,
exhibiting mean diameter in the range between 391 and 657 nm. Among the
submicron SiO, matrix fibers, only the fibers with 50 vol% of CeO. showed
antimicrobial activity against C. albicans fungus. For the TiO, matrix fibers, the best
antimicrobial behavior was obtained for fibers with 50 vol% CeO,, calcined at 600 °C,
against C. glabrata fungus.

Keywords: Silica-ceria fibers, titanium dioxide-ceria fibers, fungicidal activity, SBS
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1. INTRODUCAO

Materiais em escala nanométrica chamam a atengdo devido as suas
propriedades fisico-quimicas unicas (Fayaz et al., 2010) com potencial para ser
aplicado nas mais diversas areas, tais como, biomedicina, biologia e farmacia. Os
nanomateriais podem ser utilizados como agentes bacteriano e fungicida, uma vez
que, a resisténcia aos medicamentos de tratamento atuais é uma preocupacao na
pratica clinica, além de ser interessante 0 uso de medicamentos que sejam téxicos a
diversos microrganismos (Theuretzbacher, 2013). Materiais como a prata, cobre e 0
cério sdo conhecidos pelas suas atividades antimicrobianas, tendo diversos estudos
desses em escala nanométrica (Dutkiewicz e Fallowfield, 1998; Pang et al., 2009; Lu
et al., 2012; Gopinathan et al., 2015; Shanmugan et al., 2015; Magdalane et al.,
2016; Magbool, 2017).

Nesse sentido, pesquisas no século passado mostraram que ions de terras
raras, cComo 0 cério, possuem boas propriedades para serem usados como agentes
bactericida (Burkes e Mccleskey, 1947), fungicida (Babenko et al, 2012), anti-
inflamatério (Hirst et al., 2009) e anti tumoral (Wason et al., 2013; Khan et al., 2017).
A primeira e segunda caracteristicas devem-se, possivelmente, a capacidade que o
ion cério tem de dissociar-se na membrana externa de células (Aimei et al., 2010),
com efeito téxico através de forte estresse oxidativo provocado pelo ion Ce**
(Zeyons et al., 2009; Rogers et al., 2010). Enquanto que as demais caracteristicas
deve-se ao cério ser um limpador de radicais livres (Das et al., 2007).

No entanto, o uso direto de nanoparticulas pode gerar problemas de
toxicidade ou diminuicdo da atividade antimicrobiana pelo aumento da sua
agregacdo. Assim, normalmente sao utilizados outros materiais para suportar as
nanoparticulas (Dhanalekshmi e Meena, 2014), como por exemplo, SiO, (Oh et al.,
2006) e TiO2 (Mufnoz-Batista et al., 2014; Kasinathan ef al., 2016). A silica (He et al.,
2013; Voicu et al., 2013; Ma et al., 2016) e o didxido de titanio (He et al., 2013; Voicu
et al., 2013; Ma et al., 2016) possuem superficie biocompativel e ndo sédo téxicos ao
ser humano. Neste contexto, materiais em escala nanométrica a base de silica e de
diéxido de titanio, particularmente nanoparticulas, nanofilmes e particulas
submicrométricas, tém sido utilizados como suporte para nanoparticulas com

propriedades antimicrobianas (Oh et al., 2006; Chen et al., 2012; Dhanalekshmi e
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Meena, 2014; Mufoz-Batista et al., 2014; Shanmugan et al., 2015; Gagnon et al.,
2016; Wang et al., 2017).

Entretanto, esses suportes apresentam uma série de desvantagens e/ou
dificuldades para processamento e/ou aplicagdes. Dentre elas pode-se destacar: a
facilidade de aglomeracdo das nanoparticulas e, por vezes, das particulas
submicrométricas, diminuindo a area especifica do sistema e consequentemente a
acao antimicrobiana das nanoparticulas do agente ativo; a dificuldade de aplica¢des
desses materiais sem perda de atividade, mantendo o carater nanométrico, e sem
evitar a dispersdo, lixiviacdo ou diluicdo do agente ativo no sistema, frente a
facilidade que materiais pulverulento possuem de se dispersar em contato com
fluidos.

Neste contexto, tem-se as nanofibras de 6xidos ceramicos, que surgiram na
ultima década como uma grande alternativa aos sistemas nanoparticulados
pulverulentos para aplicacbes em diversas éareas tecnologicas que requerem
elevada area especifica. Esses materiais ndo apresentam problemas severos de
aglomeracdo e retém a elevada area especifica intrinseca dos materiais
nanoestruturados. Ademais, podem ser processados, manipulados e aplicados com
maior facilidade que pés nanoestruturados. Deste modo, vislumbra um enorme
potencial cientifico, de inovagédo e tecnoldgico para o desenvolvimento de sistemas
suportados em nanofibras de éxidos ceramicos visando aplicagdes antimicrobianas.

Nesse sentido, ndo foram encontrados trabalhos de fibras submicrométricas
de silica e dioxido de titAnio com nanoparticulas de céria visando a atividade
fungicida através do método de fiacdo por sopro em solugcédo. Dessa forma o objetivo
desse trabalho foi a producdo de fibras submicrométricas de silica e dioxido de
titAnio contendo nanoparticulas de céria para aplicacdo como agente antifungico.
Para isso buscar-se-a produzir nanoparticulas de céria suportadas em fibras
submicrométricas de silica e titania através de fiagao por sopro em solugao; definir a
influéncia da céria na produgdo das fibras; o teor étimo de céria na atividade

antimicrobiana e qual sistema é mais eficiente para fins antimicrobiano.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Nanomateriais

Nanomateriais s&o definidos como quaisquer material que apresente alguma
de suas dimensdes em uma escala entre 1 e 100 nm (Borm et al., 2006). Estes séao
de grande interesse da comunidade cientifica, em virtude das suas propriedades
unicas, que ndo sdo exibidas pelo mesmo material em escala maior (Gato et al.,
2017). A reducéo das dimensdes dos materiais para a escala nanométrica altera as
propriedades fisico-quimicas em comparagdo com o mesmo material em escala
micrométrica (Peters et al., 2016). Levando consequentemente a uma alteracao da
capacidade de liberacao de ions, aumento da reatividade da superficie e da relacao
superficie/massa. Assim os fenémenos superficiais passam a ter uma significancia
nao observada no mesmo material em escala maior (Peters et al, 2016). Os
nanomateriais apresentam diversas aplica¢des (Park et al., 2016), quer seja natural
ou sintético (Buzea et al., 2007), organico ou inorganico, possuindo, ou nao,
propriedades diferentes dos seus respectivos materiais em tamanho micrométrico
(Laconte et al., 2005; Wu et al., 2008).

Os nanonomateriais podem estar na forma de nanoparticulas, nanofibras,
nanotubos ou nanofilimes (Borm et al., 2006). Nanoparticula € considerada um
subconjunto dos nanomateriais e deve estar em escala nanométrica (Borm et al.,
2006). As nanofibras e nanotubos sdo considerados uma sub classe das
nanoparticulas, duas de suas dimensdes deveram ser menores que 100 nm,
enquanto a terceira deve ser maior (Borm et al., 2006). Ja os nanofilmes apresentam
apenas uma de suas dimensdes com tamanho inferior a 100nm e as outras duas
dimensdes maiores. Mesmo que esses estejam aglomerados e sua dimensao seja
maior que 100 nm, o material continuard sendo chamado de nanomaterial, uma vez
que o aglomerado pode ser destruido através de forcas mecénicas ou com seu
respectivo solvente, porém suas propriedades de interesse quando aglomerado
podem ser reduzidas em comparagdo com o material nanométrico ndo aglomerado
pela reducao da area superficial.

O segmento tecnolégico que envolve a fabricacdo, caracterizacdo e
manipulacdo de materiais que estejam em escala nanométrica € a nanotecnologia,
tendo se tornado a nova fronteira da tecnologia de materiais. E uma area que requer

0 conhecimento e interligacdo com as mais diversas areas do conhecimento tais
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como: fisica, quimica, biologia, ciéncias da computacdo e engenharias (Huczko,
2000). E pode ser agrupada, de forma geral, em procedimentos voltados para a
sintese, para a caracterizagdo e para a aplicagdo dos nanomateriais.

Deste modo, uma etapa fundamental para a evolugdo da nanotecnologia € a
fabricacdo e sintese, dos nanomateriais com morfologia, tamanho, composicéao
quimica e estrutura cristalina controlados (Gopinathan et al., 2015), uma vez que,
estas caracteristicas definem suas propriedades e, portanto suas aplicagcoes. Assim,
o controle da sintese e o desenvolvimento de novas rotas de produgcdo desses
materiais tém atraido grande atencao (Honig e Spatek, 1998; Geng et al., 2006; Liu
et al, 2013) e estimulado o aumento dos estudos e pesquisas nesse setor
tecnoldgico nos ultimos anos, de modo a ampliar as aplicagbes e o desempenho
desses materiais.

Os nanomateriais sao aplicados, atualmente, em diversas areas
tecnoldgicas (Kong et al., 2011; Gato et al., 2017), tais como industria de alimentos,
agricultura primaria (Chaudhry et al., 2008; Kah et al, 2013), indlstria téxtil,
materiais de embalagem, revestimentos anti-infecciosos (Kumar et al., 2008)
eletrdnica, materiais, biomedicina e biomateriais (Gato et al., 2017).

Devido o seu tamanho diminuto, comparavel com sistemas bioldgicos, e
propriedades fisico-quimicas diferenciadas os nanomateriais possuem diversas
aplicacoes nas clinicas biomédicas (Sahoo et al., 2007). Dentre essas aplicagdes
tem-se o uso em sistemas que visam ter funcdo antimicrobiana, evitando
proliferacdo de bactérias e fungos ou agindo de forma a eliminar os

microorganismos em determinado meio.
2.2. Atividade Antimicrobiana

Os microrganismos estao espalhados em todas as partes, alguns podem ser
prejudiciais ao ser humano, causando uma série de possiveis doencas
(Theuretzbacher, 2013). Agentes com atividade antimicrobiana e a contaminagao
por microrganismos sao problemas criticos para diversas aplicacdes, tais como, na
industria téxtil, desinfec¢do de agua, em embalagens destinadas ao setor alimenticio
(Dhanalekshmi e Meena, 2014), dispositivos médicos e superficies de objetos
pessoais e publicos (Harris e Richards, 2006; Davis et al., 2012). Dessa forma faz-se
necessario o uso de agentes antimicrobianos cada vez mais eficazes (Pant et al.,

2011; Veerapandian e Yun, 2011), que controlem ou evitem a transmissado de
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infeccdes das mais diversas fontes aos seres humanos e que sejam minimamente
nocivos ao meio ambiente e ao ser humano.

Nesse sentido a resisténcia de bactérias a antibiéticos e bactericidas tem
aumentado nos ultimos anos devido ao desenvolvimento de estirpes resistentes
(Sondi e Salopek-Sondi, 2004). Ademais, alguns agentes antimicrobianos sao
extremamente irritantes e toxicos e ha interesse em encontrar maneiras de formular
novos tipos de materiais biocidas seguros e com boa relagdo custo-beneficio. Como
por exemplo, compostos organicos usados na desinfeccdo possuem diversas
desvantagens, nas quais destaca-se elevada toxicidade ao corpo humano.

Dessa forma o interesse na desinfeccdo através de inorganicos, tal como
nanoparticulas de Oxidos metalicos (Hajipour et al, 2012), tem aumentado
significativamente nas ultimas décadas. Agentes antibacterianos inorganicos séo
superiores aos organicos em termos de durabilidade, resisténcia ao calor,
toxicidade, seletividade e diversas outras caracteristicas (Li et al., 2000). Em adicéo
a preparagdo de particulas de farmaco nanométricas uniformes com requisitos
especificos em termos de tamanho, forma e propriedades fisicas e quimicas séo de
grande interesse na formulagdo de novos produtos farmacéuticos (Forestier et al.,
1992; Brigger et al., 2002; Hans e Lowman, 2002; Merisko-Liversidge et al., 2003).

Estudos anteriores demonstraram que formulagdes antimicrobianas na forma
de nanoparticulas poderiam ser utilizadas como materiais bactericidas eficazes
(Fresta et al., 1995; Hamouda et al., 1999). Foi demonstrado que nanoparticulas de
oxidos metalicos altamente reativas exibem excelente acao biocida contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (Stoimenov et al.,, 2002). Assim, a preparacao,
caracterizacao, modificacdo superficial e funcionalizacdo de particulas inorganicas
nanomeétricas abre a possibilidade de formulagdo de uma nova geracdo de materiais
bactericidas (Sondi e Salopek-Sondi, 2004).

Ademais, nanomateriais tais como prata (Kim e Park, 2008; Akhavan e
Ghaderi, 2009), cobre (Kim e Park, 2008), zinco (Karunakaran et al., 2010; Nath et
al., 2016) e cério (Zeyons et al., 2009; Wang, S. et al., 2016; Magdalane, C Maria et
al.,, 2017) tém sido pesquisados intensamente em razao das suas propriedades
antimicrobianas, para aumentar o espectro antimicrobiano (Theuretzbacher, 2013).
Este € um interesse generalizado entre varios pesquisadores para estabelecer um

material antimicrobiano de largo espectro, que tenha eficiéncia ndo apenas para
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uma ou outra cepa de bactéria, mas sim, para varias cepas e também para fungos
(Pant et al., 2011; Veerapandian e Yun, 2011).

2.3.Materiais com atividade antimicrobiana

Alguns materiais como a prata (Guangjian et al., 2012), o cobre (Akhavan e
Ghaderi, 2010) e o zinco (Li et al., 2008) sdo conhecidos pelas suas atividades
antimicrobianas. A prata, em comparagcdo com 0s demais materiais, possui um
espectro antimicrobiano maior, ou seja, combate de forma eficaz uma maior
quantidade de bactérias e fungos (Sondi e Salopek-Sondi, 2004; Guangjian et al.,
2012), sendo altamente toxica para os microrganismos (Slawson et al., 1992; Zhao e
Stevens, 1998), mostrando fortes efeitos biocidas em até 16 espécies de bactérias,
incluindo E. coli (Spadaro et al., 1974).

Assim, a prata, como componente antibacteriano, tem sido utilizada na
formulacdo de compdsitos de resina dentaria (Yoshida et al., 1999; Herrera et al.,
2000), em revestimentos de dispositivos médicos (Schierholz et al., 1998; Hillyer e
Albrecht, 2001) e diferentes tipos de fibras téxteis (Duran et al., 2007). Porém o uso
da prata é dificultado em virtude do seu alto custo (Lok et al., 2007).

O cobre, por vezes, é utilizado como um agente para purificacdo de agua e
inativagdo de alguns microrganismos e bactérias (Dutkiewicz e Fallowfield, 1998;
Pang et al., 2009). A atividade bactericida de nanoparticulas e nanoestruturas de
cobre e 6xido de cobre ndo sao extensivamente estudadas, provavelmente devido a
oxidacao rapida das nanoparticulas de cobre metalico em exposicédo ao ar (Akhavan,
2008) e a instabilidade fisica e quimica dos éxidos de cobre formados a temperatura
abaixo de 200 ° C, principalmente se Cu®* é formado (Apen et al., 1998).

O éxido de zinco possui propriedade bactericida (Li et al., 2008), porém essa
é baixa quando comparada com a prata, em virtude da dissolugéo do ion Zn?* (Cai et
al., 2012). As pesquisas realizadas s&o na maioria com o fon zinco Zn** ou éxido de
zinco combinado com outros materiais tais como o cério e zircbnia, para
potencializar a propriedade antimicrobiana, seja como material dopante (Cai et al.,
2012) ou como nanocompdsito (Zhang et al., 2007; Guangjian et al., 2012).

Com estes fatores limitando o uso da prata, do cobre e do zinco, torna-se
imprescindivel a pesquisa e o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.
Nesse sentido, os elementos de terras raras podem ser uma alternativa ao uso da
prata. Devido ao amplo espectro antimicrobiano, alta seguranca, efeito sinérgico
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com outros agentes (Aimei et al.,, 2010) e baixa toxicidade (Aimei et al., 2012).
Dentre esses elementos, o mais utilizado e estudado é o cério. Porém com o uso
direto de nanoparticulas de Ce, tal como ocorre com a Ag (Tejamaya et al., 2012),
Cu e Zn, pode gerar problemas de toxicidade ou uma diminuicdo da atividade
antimicrobiana pelo aumento da agregacao dessas nanoparticulas (Cao et al.,
2010). Nesse sentido, normalmente séo utilizados outros materiais para suportar as
nanoparticulas (Dhanalekshmi e Meena, 2014), tais como Al,O3 (Chang et al., 2007),
SiO, (Oh et al., 2006) e TiO, (Akhavan, 2009), em virtude das suas propriedades
fisicas e quimicas estaveis e por serem nao téxicos ao ser humano.

Assim, varias pesquisas (Zhang et al., 2007; Fateixa et al., 2009; Ma et al.,
2011; Hassan et al., 2012; He et al., 2013; Dhanalekshmi e Meena, 2014; Wang, Y.
et al., 2016) vém utilizando nanoparticulas para fins antimicrobianos, notadamente
particulas de Ag, mas aderidas a um suporte, substrato (arcabouco) constituido por
um material estavel, de forma a aumentar a imobilizacao e diminuir a agregacao das

particulas nanométricas.
2.3.1. Céria

Nos ultimos anos o didéxido de cério tem despertado interesse na area
bioldgica (Unnithan et al., 2014), observando-se que materiais com céria incorporada
possuem atividade antimicrobiana (Lin et al., 2007; Cai et al., 2012), em virtude da
sua capacidade Unica de alternar entre os estados de oxidagao Ill (Ce;O3 ou Ce*) e
IV (CeO; ou Ce**) (Karakoti et al., 2007). Dessa forma para melhor entendimento,
essa secdo foi dividida em duas subsecdes sdo elas estrutura e atividade
antimicrobiana.

e Estrutura

O CeO; possui estrutura cristalina do tipo fluorita (Figura 1a) e apresenta
quatro ions cério e oito ions oxigénio por célula unitaria, de forma que cada cétion
Ce** esta coordenado a oito anions O? e cada anion O esta coordenado a quatro
cations Ce** vizinhos (Skorodumova et al., 2001; Schwarz, 2006; Sun et al., 2012;
Magdalane et al., 2016). O sesquidoxido Ce,O3 possui estrutura cristalina hexagonal
(Figura 1b) com dois ions cério e trés ions oxigénio por célula unitaria e razédo c/a
igual a 1,55 (Skorodumova et al., 2001).
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Figura 1 — Estruturas cristalinas dos principais éxidos de cério. (a) Estrutura cubica do tipo
fluorita do CeO.. (b) Estrutura hexagonal do Ce,O; (Skorodumova et al., 2001).

A alternancia entre os estados de oxidagdo Ce** (estrutura fluorita) para
Ce®* (estrutura hexagonal) ocorre em atmosfera redutora ou a partir da reducéo do
CeO, em temperaturas elevadas (Engelhard et al., 2004; Mochizuki e Fujishiro,
2009). Uma vez que em atmosferas redutoras (pobres em oxigénio) e temperaturas
elevadas (=800 °C), CeO, libera oxigénio (formacado de vacancias de oxigénio) e
parcialmente se converte em Ce,O3 (Calvache-Munoz et al., 2017). Com a formacao
de vacancias de oxigénio, ocorre um aumento da fragdo de Ce>* na estrutura do
cério de forma a manter a eletroneutralidade (Sun et al., 2012), formando o estado
de valéncia lll. Portanto essa variagdo no estado de oxidacdo ocorre a partir da
variacao do teor de oxigénio criando defeitos de superficie que sao principalmente
lacunas de oxigénio superficiais (Celardo et al., 2011; Unnithan et al., 2014) que
estabilizam o estado de oxidacéo Il (Campbell e Peden, 2005; Patil et al., 2006).

A quantidade de defeitos na superficie do 6xido de cério esta diretamente
relacionada com a quantidade de ions Ce>* e vacancias de oxigénio (Fronzi et al.,
2009), tendo sido demonstrado que na superficie do cério os defeitos de oxigénio
sdo vizinhos apenas aos fons Ce® agrupados em clusters na camada sub-
superficial, sendo os ions Ce** adjacentes a esses aglomerados (Esch et al., 2005).
Por conseguinte, quando na forma de nanoparticula, dado o aumento na relagéo

3+

superficie / volume, a concentracao de ions Ce °" aumenta, conduzindo a uma
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reatividade melhorada para as nanoparticulas de éxido de cério (Celardo et al.,
2011).

e Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana da céria nanoestruturada deve-se a sua
capacidade de entrar (Goh et al., 2014) e/ou interagir com a membrana da bactéria.
Embora ele nao seja claramente entendido (Magdalane et al., 2016), atualmente sao
aceitos dois mecanismos, de acao, que requerem, ambos, contato direto e proximo
entre a membrana e a céria.

O primeiro é o estresse oxidativo na oxidacdo do Ce®* para Ce** (Das et al.,
2007; Zeyons et al., 2009), ocorre pela alternancia entre os estados de oxidacao Il e
IV (Karakoti et al., 2007). Quanto menor a relacdo Ce®*/Ce** das particulas de
nanocéria maior a atividade mimética de catalase e, portanto maior as propriedades
anticancerigenas e antibacterianas (Gupta et al., 2016; Alpaslan et al., 2017). Foi
sugerida a possibilidade de um mecanismo autodegenerativo para explicar a
atividade antimicrobiana pelo estresse oxidativo para a nanocéria tratada com
peréxido de hidrogénio, com uma oscilagdo continua entre os estados Ce** para
Ce®* (Ce* - Ce* - Ce*) e uma meia vida pseudoinfinita (Das et al., 2007), Figura 2.

Eliminacdo de radicais livres

Ceslh + 2[0°H] = 2Ce05 + Hal

‘ 200, —r (a0 + 1,20, \

Recuperacdo por reacio quimica de superficie

Figura 2 — Mecanismo autodegenerativo da nanocéria (Das et al., 2007).
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A toxicidade da nanocéria pelo estresse oxidativo pode ser explicada em
parte pela oxidacédo de lipidios da membrana ou compostos proteicos ou a captura
de elétrons de processos metabdlicos da célula bacteriana (Zeyons et al., 2009).
Stoimenov et al. (2002) e Sondi e Salopek-Sondi (2004) explicam que para ocorrer
atividade antibacteriana em nanomateriais é necessario que esses estejam
carregados positivamente e a célula bacteriana carregada negativamente ocorrendo
a atracao eletrostatica. Esse tipo de interacdo induz a geracdo de espécies de
oxigénio reativo (ROS), inibe o crescimento bacteriano, o que também leva a morte
da célula (Basith et al., 2014).

Para Magdalane et al. (2016) e Magdalane, C Maria et al. (2017) um
provavel mecanismo de interacao entre a nanocéria e bactérias pode envolver:

i) Liberacdo dos cations Ce** do material (apés a oxidagdo) que penetra nas
células e interage com a parte negativa das bactérias, levando a morte do micrébio
devido a forca de atracdo e através da geracdo de ROS, inibe o crescimento da
bactéria.

ii) Exposicdo dos nanomateriais a luz com energia maior que a do intervalo
entre bandas, os elétrons da banda de valéncia sdo promovidos para a banda de
conducgao, criando um buraco eletrénico na banda de valéncia. Os elétrons da banda
de conducdo e os buracos sdo bons redutores e oxidantes respectivamente. O
elétron pode reagir com a molécula de oxigénio para produzir anions superéxido *O?,
através de um processo de reducao (Lee et al., 2013). O anion se combina a
molécula de agua livre e forma espécies de oxigénio ativo e perdxido de hidrogénio
(Arumugam et al., 2015), que destroem a membrana celular. O buraco eletrénico na
banda de valéncia pode se ligar aos elétrons de agua e/ou ions hidroxilicos, gerando
radicais hidroxila (*OH’) através de um processo de oxidacdo. O peroxido de
hidrogénio é um poderoso agente oxidante, levando a morte celular bacteriana,
enquanto os radicais hidroxilicos e o superoxido ficam impossibilitados de penetrar
na membrana celular, permanecendo em contato direto com a superficie externa das
bactérias, levando, consequentemente, a danos graves as proteinas, lipidios e DNA.

No segundo mecanismo a céria atua dificultando o transporte de nutrientes
através da membrana da bactéria o que resulta principalmente da interacao direta de

nanoparticulas com a membrana celular externa, mas a origem dessa toxicidade nao
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€ bem conhecida (Zeyons et al., 2009). Pode estar ligado a adsorcdo em locais
especificos, como transportadores e/ou poros, interferindo assim com o transporte
de nutrientes (Zeyons et al., 2009). Segundo Kannan e Sundrarajan (2014) a
toxicidade do CeO, provavelmente deve-se a inativagdo de proteinas celulares e
desativacdo de enzimas apds a penetragdo, gerando perdxido de hidrogénio e
levando consequentemente a morte celular.

Gopinathan et al. (2015) explica que 0os nanomateriais, como por exemplo a
céria, liberam ions que reagem com o grupo —SH das proteinas presentes na
superficie da bactéria, essas proteinas se projetam através da membrana,
permitindo o transporte de nutrientes. Os nanomateriais inativam essas proteinas,
diminuindo a permeabilidade da membrana, causando a morte celular (Dumas et al.,
2009). Estes podem ainda desativar enzimas celulares e DNA, coordenar grupos de
doacéo de elétrons, causando uma abertura na parede celular levando a uma maior
permeabilidade e finalmente, morte celular (Gopinathan et al., 2015).

Quando as nanoparticulas penetraram no interior das células microbianas, o
CeO; perturba o equilibrio entre processos de oxidacdo e antioxidacdo e causam
respostas do oxigénio (formacgéo de +0;, «037) (Hao e Chen, 2012; Wang, S. et al.,
2016). A alta producao de ROS supera a capacidade de defesa dos organismos ao
longo do tempo, resultando na inativacdo de algumas enzimas, oxidacdo de
proteinas, danos ao DNA e outras biomoléculas essenciais. A liberagdo de LDH
(lactato desidrogenase - enzima que participa do processo de transformacdo de
glicose em energia) aumenta com a elevagdo da quantidade de nanoparticulas,
indicando a producdo de ROS, que resulta na destruicdo da integridade da
citomembrana. Esse dano resulta no vazamento de substancias intracelulares, o que
poderia afetar a morfologia e as fungdes fisioldégicas das células microbianas (Wang,
S. etal., 2016).

A partir os trabalhos apresentados nesta secdo, acredita-se que os dois
mecanismos que explicam a atividade antimicrobiana da nanocéria se completam, e
consequentemente, provavelmente, existe apenas um mecanismo de atuacao que é
o estresse oxidativo, isto € a producdo de ROS que interage com a membrana da
célula provocando uma série de distlrbios na estrutura celular, resultando na morte
do microorganismo.

Existem varios estudos mostrando o efeito toxico do cério em sistemas
bacterianos (Burkes e Mccleskey, 1947; Hugh e Leifson, 1953; Fox et al., 1978; Hirst
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et al., 2009; Zeyons et al., 2009; Aimei et al., 2010; Celardo et al., 2011; Aimei et al.,
2012; Babenko et al., 2012; Kannan e Sundrarajan, 2014; Abbas et al., 2016;
Magbool et al., 2016; Alpaslan et al., 2017), onde foi demonstrada sua atividade
bactericida tanto para bactéria gram-positiva como para bactérias gram negativa e
fungos embora a maior parte dos trabalhos sejam com numero limitado de
microrganismos (Karunakaran et al., 2010; Guangjian et al., 2012; Krishnamoorthy et
al., 2014; Lu et al., 2014; Akondi et al., 2016; Magdalane et al., 2016; Nath et al.,
2016; Magdalane, C Maria et al., 2017; Wang et al., 2017). Ha trabalhos do cério
com outros materiais como TiO, (nanocompdsito) (Mufioz-Batista et al., 2014),
fosfato de zirconia a (Guangjian et al., 2012), biovidro (Goh et al., 2014), 6xido de
cobre e zinco (Gopinathan et al., 2015), CdO (Magdalane et al., 2016) e Y.O3
(Magdalane, C Maria et al., 2017) que demonstram sua atividade antibacteriana.
Sendo necessarios, portanto, trabalhos que demonstrem a atividade antimicrobiana
do oOxido de cério combinado com diferentes materiais, obtidos por diferentes

métodos de sintese e com diferentes microrganismos, principalmente fungos.
2.4.Materiais utilizados como suporte

O uso direto de nanoparticulas pode gerar problemas de toxicidade e ou
diminuicdo da atividade antimicrobiana devido a sua agregacao, nesse sentido sao
utilizados, normalmente, outros materiais como suporte, que podem estar na forma
de filme, tubo ou fibra. Dessa forma, esse material pode possuir atividade
antimicrobiana, e agir em conjunto com a nanoparticula que possui atividade
antimicrobiana aumentando os sitios ativos. Ou pode ndo apresentar atividade
antimicrobiana, exibindo inércia quimica quando em conjunto com a nanoparticula.

Diversos materiais sdo pesquisados para utilizagcdo como suporte, tais como,
diéxido de titanio e dioxido de silicio (silica). A silica nédo exibe atividade
antimicrobiana em ambiente fisioldégico (He et al., 2013; Akondi et al., 2016).
Enquanto o diéxido de titanio (Hassan et al., 2012; Wang, Y. et al, 2016)
apresentam tal propriedade.

A silica possui dezessete estruturas cristalinas, ou seja, 17 polimorfos. A
silica possui como principais caracteristicas estabilidade fisica e quimica (Ma et al.,
2011), ser hidrofilica, bioinerte, biocompativel (Balaure et al., 2016), atoxica (Voicu et
al., 2013) e possuir elevada area especifica (Balaure et al., 2016), com estabilidade
fisica e quimica em ambiente biolégico (Voicu et al., 2013). Em virtude dessas
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propriedades o diéxido de silicio pode ser utilizado como agente antimicrobiano em
conjunto com materiais que possuam tal propriedade (He et al., 2013). Existem
varias pesquisas que investigam a silica como material antimicrobiano suportado em
varios materiais (Oh et al., 2006; Vamvakaki et al., 2008; Yamaguchi et al., 2008; Ma
et al., 2011; Nischala et al.,, 2011; Angelova et al., 2012; Yang et al., 2012;
Dhanalekshmi e Meena, 2014; Akondi et al., 2016; Ma et al., 2016).

O diéxido de titanio possui trés polimorfos sdao eles anatase (sistema
cristalino tetragonal) rutilo (sistema cristalino tetragonal) e brookite (sistema cristalino
ortorrdbmbico) (Cromer e Herrington, 1955; Baur, 1961). O TiO, tem atraido a
atencdo para atividade antimicrobiana, em virtude, da biocompatibilidade, baixo
custo, disponibilidade, ndo toxicidade e propriedades éticas (Yang et al., 2004;
Mellott et al., 2006; Malato et al., 2009; Venkatasubramanian e Sundaraj, 2014). A
propriedade antimicrobiana ocorre em virtude da propriedade fotocatalitica do TiOo,
esta é bem conhecida (Montazer et al., 2011). E como ocorre com o diéxido de cério,
ocorre através de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Li et al., 2008; Foster et al.,
2011; Montazer et al., 2011). Porém o diéxido de titdnio ndo pode ser usado de
forma isolada, pois a atividade fotocatalitica exibida € apenas na faixa de radiacao
UV, sendo portanto baixa, uma vez que, a recombinacao elétron buraco é muito alta
(Linsebigler et al., 1995). Dessa forma existem diversos trabalhos do diéxido de
titAnio com diversos materiais seja formando materiais compdsitos e/ou através da
dopagem (Nino-Martinez et al., 2008; Zhang et al., 2008; Wang et al., 2010;
Montazer et al., 2011; Chen et al., 2012; Archana et al., 2013; Mufioz-Batista et al.,
2014; Gagnon et al., 2016; Kasinathan et al., 2016; Wang, Y. et al., 2016; Wang et
al., 2017; Dhanasekar et al., 2018).

2.5.Técnicas utilizadas para fiacao de nanofibras

Fibras cerdmicas podem ser produzidas de forma direta ou indireta
(Schawaller et al., 2012). Quando a produgéo da fibra ocorre por algum método de
fiacdo envolvendo precursores ceramicos esta € denominada forma direta, dentre as
varias técnicas destacam-se melt spinning (fiagdo por fundido), solution spinning
(flacao por solucdo), melt blowing (fiagdo por sopro de fundido) entre outros
(Schawaller et al., 2012). Enquanto que na producéo indireta a fibra é produzida pelo
revestimento das fibras de outros materiais, como por exemplo, na técnica de

Deposicao Quimica de Vapor (CVD) (Farias et al., 2015).
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A maioria das micro e nanofibras ceramicas sao produzidas por
electrospinning ou eletrofiagdo. A primeira publicagcdo de nanofibras cerémicas
ocorreu em 2002, com a sintetizagcdo de fibras de borato de aluminio, apds
calcinacdo a 1400 °C, o didmetro médio das nanofibras foi de 550 nm (Dai et al.,
2002). A partir de 2002, varios trabalhos relacionados a produgdo de fibras
ceramicas através da técnica eletrofiacdo foram produzidos (Zhang et al., 2007;
Hassan et al., 2012; Oriero et al., 2015) com diversos materiais ceramicos e
morfologias diferentes como, por exemplo, fibra sélida continua (Xiang et al., 2012),
“scaffolds” (Dai e Shivkumar, 2007) e “core-shell” (Mccann et al., 2005; Eick e
Youngblood, 2009).

A principal vantagem da eletrofiacdo é a sua simplicidade, versatilidade (Li et
al., 2002) e producado de fibras com alta razdo de aspecto, ou seja, fibras de
comprimento na escala de centimetros e didmetro variando entre nanometros e
micrometros (Sigmund et al., 2006). Apesar dessas vantagens, existe a necessidade
de altas voltagens durante o processamento, tornando-a perigosa para o operador,
possui limitacbes no que tange a disponibilidade de solventes apropriados para a
técnica (requer solventes com elevada constante dielétrica), além da sua baixa taxa
de produgédo, tornando-a inviavel para produgdo em larga escala (Medeiros et al.,
2009).

Diante dessas desvantagens, é clara a necessidade de novas técnicas para
a producao de nanofibras ceramicas. Para substituir a eletrofiacédo, alguns grupos de
pesquisa, vem desenvolvendo técnicas para producao de fibras ceramicas baseadas
em forgas aerodindmicas em substituicdo as forgcas eletrostaticas — eletrofiagao.
Estas técnicas sao “air jet spinning” (AJS) (Abdal-Hay et al., 2013) e solution blow
spinning (SBS) (Medeiros et al., 2009; Da Costa Farias et al., 2015), com obtencao
de resultados promissores na producdo de fibras cerdmicas nanométricas e
submicrométricas (Farias et al., 2015).

A técnica SBS foi consolidada, recentemente, como uma técnica para
producéo de fibras (Medeiros et al., 2009; Da Costa Farias et al., 2015) que oferece
diversas vantagens, dentre as quais destacam-se: baixo custo, simplicidade e maior
taxa de producao de fibras (Costa et al., 2016).
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2.5.1.Solution blow spinning (SBS)

A técnica solution blow spinning (SBS) ou fiacdo por sopro em solugéo foi
criada por Medeiros et al., (2009). Esta usa principios de varias outras técnicas,
como eletrofiacdo e melt blowing. O mecanismo da SBS é semelhante a
eletrofiacéo, diferenciando pela substituicao do potencial elétrico pela diferenca de
pressao, isto é, substituicao da forca elétrica pela forca aerodinamica. Pelo ndo uso
de altas voltagens a técnica SBS tem menor consumo de energia elétrica e é mais
segura para o operador que a eletrofiagcdo, além de ser uma técnica inovadora para
producdo de micro e nanofibras com alta produtividade (Medeiros et al., 2009) e
simples quando comparada com a eletrofiagao.

Em geral, para a formacao de nanofibras ceramicas é utilizado uma solugao
com os precursores da ceramica a ser obtida e um polimero para ajustar as
propriedades reoldgicas, o polimero adicionado sera retirado apds tratamento
térmico. A Figura 3 ilustra a técnica SBS que consiste, basicamente por uma fonte
de gas pressurizado, um regulador de pressdo, uma bomba de injegcdo, uma matriz

de fiagdo com bicos concéntricos e um coletor (Medeiros et al., 2009).

p—

D
N

Figura 3 — Esquema do aparelho utilizado para processar fibras por SBS. (1) Reservatorio
do gas, (2) bomba de injecao, (3) matriz de fiagao, (4) distancia de trabalho e (5) coletor
(Medeiros et al., 2009).
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A matriz de fiagdo com bicos concéntricos, Figura 4, é constituida por duas
agulhas, denominadas externa e interna, concéntricas onde s&o injetados
simultaneamente ar sob alta pressdo e a solucdo (precursores ceramicos e 0
polimero). Para o processamento de fibras, a solugdo € colocada numa seringa e
bombeada até a ponta do bico interno a uma taxa de ejecado pré-determinada e
constante. Simultaneamente, a ponta do bico entra em contato com a solucao,
quando o fluxo de gas pressurizado atravessa o bico externo, pressionando e
arrastando a solucdo de modo a formar na ponta algo semelhante ao cone de Taylor

da eletrofiacéo, intitulado jato de formacgéao das fibras.

Bico interno
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Bico externo

Cone da solugio

/
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Figura 4 — Bicos concéntricos utilizados no SBS (Oliveira et al., 2012).

Quando o fluxo de ar sai do bico externo ocorre uma queda de presséo
repentina que € convertida em energia cinética, segundo o principio de Bernoulli
(Medeiros et al., 2009), isto é, ha um aumento da energia do fluxo e da velocidade
do gas. A queda de pressao no centro do jato cria uma forga motriz que promove o
estiramento da solucdo e a sua aceleracdo (Bilbao-Sainz et al., 2014; Da Silva
Parize et al., 2016). O gas de alta pressao é responsavel também por deformar a
solucado que contém o polimero, ap6s a saida do bico, em uma forma cébnica (Da
Silva Parize et al., 2016). Quando a tensao superficial € superada por essas forcas,
fluxos de solucdo de polimero sdo direcionados ao coletor (Da Silva Parize et al.,
2016). Durante o percurso da saida do bico, ou cone de Taylor, até o coletor ocorre
evaporagao do solvente e a formacédo das fibras que sado depositadas no coletor
(Medeiros et al., 2009).
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A técnica SBS pode ser utilizada para produzir fibras submicrométricas e
nanométricas de diversos polimeros, como por exemplo, poli (metil metacrilato),
poliestireno, poli (acido latico) (Medeiros et al., 2009), poli (vinil pirrolidona) (Zhang et
al., 2009), poliacrilonitrila (Sinha-Ray et al., 2010) e poli (alcool vinilico) (Santos et
al., 2016). Existem poucos estudos referentes a producédo de fibras cerémicas
submicrométricas e nanométricas pelo método SBS. Dentre os quais se destacam
fibras submicrométricas e nanométricas de alumina (Li et al., 2015), mulita (Farias et
al., 2015), 6xido de zinco (Costa et al., 2016), itria — bario — 6xido de cobre (Rotta et
al., 2016) e diéxido de titanio (Costa et al., 2016; Santos et al., 2018). Conforme
pode ser observado nao foram encontrados trabalhos em periddicos cientifico de
submicro e nano fibras de SiO,/CeO, e TiO,/CeO, produzidas pelo método SBS,
porém foram encontrados trabalhos em que foram produzidos fibras de TiO..

Costa et al. (2016) produziram fibras submicrométricas de diéxido de titanio
utiizando o polimero poli (vinil pirrolidona) com razdo polimero solvente 10
(peso/volume), calcinadas a temperaturas 600 °C e 700 °C através da técnica de
fiacdo SBS. As fibras submetidas ao tratamento térmico com temperatura de 600 °C
obtiveram didmetro médio 594 nm (variando entre 273 e 1141 nm) e estrutura
cristalina composta pelas fases anatase e rutilo, enquanto as fibras submetidas a
temperatura de 700 °C obtiveram didmetro médio de 441 nm (com variacdo entre
185 e 996 nm) e polimorfo rutilo.

Santos et al. (2018) produziram nanofibras de TiO, pelo método SBS, foi
utilizado o polimero PVP com razdo peso/volume de 7,2%, as fibras foram
submetidas a tratamento térmico com temperatura de 500 °C, taxa de aquecimento
de 5 °C/min e patamar de 2 horas. As fibras antes da calcinacao apresentavam-se
com didmetro médio 704 £ 134 nm e apds o tratamento térmico as fibras obtiveram
reducao de diametro em torno de 50% com valor médio 270 + 55 nm e fase anatase.

Alguns parametros influenciam na formagdo e morfologia das nanofibras
resultantes da técnica SBS, tais como (Medeiros et al., 2009; Oliveira et al., 2012):

e parametros relacionados a solucdo: concentracao da solucao, volatilidade
do solvente e reologia;

e parametros operacionais: taxa de ejecdo, pressdo e densidade do gas,
distancia de trabalho e distancia de protrusao;

e parametros ambientais: umidade relativa do ar e temperatura ambiente.
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Fatores como o aquecimento ou ndo das fibras ainda no coletor e os
parametros do tratamento térmico como temperatura, taxa de aquecimento e tempo
de permanéncia para retirada dos compostos orgéanicos (isto € a retirada total do
polimero) podem interferir na formacgao da(s) fase(s) desejada(s) e na morfologia das
fibras. No entanto por vezes, para retirada eficiente do solvente é necessario
aplicacao de temperatura no bico de fiagdo e/ou entre o bico de fiagdo e o coletor.
Influenciando igualmente na morfologia das fibras resultantes, sendo fatores
decisivos na formacéo ou nao das fibras.

Existem poucos trabalhos publicados em periédicos cientificos reportando a
influéncia das variaveis de processamento de nanofibras pelo processo SBS na
formagéo e morfologia de nanofibras ceramicas. Dessa forma, sdo necessarios mais
estudos para o entendimento das variaveis de processamento dessa técnica quando

aplicada a producéao de nanofibras ceramicas e nanocompdsitos ceramicos fibrosos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Nessa secao estdo descritos os materiais e a metodologia utilizados neste
trabalho. A Figura 5 ilustra o fluxograma do procedimento experimental, envolvendo
as etapas para a producdo e caracterizagdo dos sistemas nanofibras

ceramicas/céria e a avaliacdo de seu comportamento antimicrobiano.

Preparacdo das
solucbes precursoras
das fibras de matriz
dioxido de titdnio

Preparacao das
solucbes precursoras
das fibras de matriz
silica

Fiacdo SBS a quente Fiacdo SBS a frio

Tratamento térmico Tratamento t&rmico

/. f
' A / j
Analise o
antimicrobiana Analise
- disco difuséo antimicrobiana
- biofilme

Figura 5 - Fuxograma do procedimento experimental.

3.1. Materiais

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram utilizados o polimero, os
solventes e 0s precursores ceramicos descritos a seguir:

o tetraetilortosilicato (TEOS), com formula quimica Si(OC2Hs)4, Sigma Aldrich
Chemistry, com pureza de 98% — foi utilizado como precursor do diéxido de silicio

por se converter facilmente em silica na presenca de agua;
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e isopropdxido de titanio (TTIP), com férmula quimica C12H2504Ti e pureza
99%, Sigma Aldrich Chemistry — o TTIP é o precursor do dioxido de titanio e uma
das principais fontes de TiO, utilizada em pesquisas cientificas;

e cloreto de cério heptahidratado (CeCl; 7H20), Vetec Quimica PA, é um sal
com pureza de 99% — foi utilizado como precursor na sintese do dioxido de cério,
que contém os fons Ce>* e Ce**;

e poli (vinil pirrolidona) ou PVP, cuja estrutura quimica basica é [CsHgNQO],
com massa ponderal média 1.3x10° g.mol”, Sigma Aldrich Chemistry — foi o
polimero escolhido como polimero auxiliar de fiagdo por apresentar capacidade de
fiacdo (Ren et al., 2014);

e alcool etilico P.A. absoluto, da marca Synth, com pureza 99,5%, com
férmula quimica CH3CH-OH, um solvente prético polar, de baixa toxicidade ao ser
humano e ao meio ambiente — foi utilizado para dissolugdo do PVP e dos
precursores ceramicos.

e agua destilada (férmula quimica H>.O) € um solvente prético polar e nao
téxico — foi escolhido como solvente por promover a hidrélise do TEOS (Karmakar
et al., 1991) permitindo a adi¢cao do cloreto de cério e do PVP sem precipitagéo.

e dimetil carbonato ou DMC, cuja férmula quimica é C3zHgO3 € um solvente
aprotico polar ndo toxico — foi utilizado devido a sua baixa pressdao de vapor,
quando comparado com os demais solventes, e consequentemente sua evaporacao
lenta permitindo a compactacao das fibras de forma facilitada quando comparado
com a sua néo utilizagao.

e dimetilformamida ou DMF, Nuclear, e pureza 99,8%, € um solvente
aprético polar, cuja formula quimica é CsH/,NO — foi utilizado por permitir a
solubilizacédo da solucédo com cloreto de cério e PVP.

e acido acético, VWR Prolabo Chemicals, € um &cido organico, com formula
quimica C2H40,, considerado um solvente polar prético — foi utilizado por promover
a hidrélise do TEOS (Karmakar et al., 1991) e TTIP.

3.2. Metodologia

A obtencao de nanofibras ceramica pela técnica de SBS foi dividida em trés

etapas:
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e preparacao das solugbes de fiagdo, contendo precursores ceramicos,
polimero e os solventes;

e producdo das nanofibras a partir do aparato de SBS;

e tratamento térmico das nanofibras para a remocao dos compostos organicos

e a formacéao das fases desejadas;
3.2.1. Preparacao das solucoes

A solucao precursora da fibra de silica foi sintetizada da seguinte forma:
foram preparadas duas solugdes: na primeira foram adicionados agua destilada,
TEOS e &cido acético com propor¢cdo em volume 3:1:1 respectivamente, esta
permaneceu sob agitacdo constante por 2 horas; na segunda solugdo foram
adicionados alcool etilico absoluto e agua destilada na propor¢céo (em volume) 6:1
depois foi dissolvido o PVP com razdo polimero solvente (massa/volume) igual a
8,57%, esta permaneceu sob agitacdo constante até a completa dissolugcdo do
polimero. Em seguida, a primeira solucdo foi gotejada na segunda solucao,
permanecendo sob agitacdo constante por uma hora. As solugbes que deram
origem as fibras SiO,/Ce foram preparadas da mesma forma que a solugéo que deu
origem as fibras SiO,, diferenciando pela adicdo de cloreto de cério, na proporcéao 30
e 50 % em volume final das fibras calcinadas, na segunda solugéo.

A solucao precursora que deu origem as fibras de didxido de titanio foi
preparada da seguinte forma: foram adicionados etanol, DMC e TTIP com proporg¢ao
em volume 1:1:0,8 respectivamente. O acido acético foi adicionado a solugao
através da razao TTIP/acido acético (em volume) igual a 8. Estes permaneceram
sob agitacdo constante durante uma hora. Em seguida, foi adicionado PVP com
razdo polimero solvente (massa/volume) igual a 5,6%. A solugao permaneceu sob
agitacao constante durante vinte minutos. As solu¢cées que deram origem as fibras
TiO./CeO,, na proporcao 10, 20, 30 e 50% de CeO,, em volume, final das fibras
calcinadas, foram sintetizadas da seguinte forma: foram adicionados etanol e TTIP
com proporcédo em volume 1:0,33 respectivamente e acido acético com razao TTIP
acido acético (em volume) igual a 8. Estes permaneceram sob agitacdo constante
por uma hora. Por fim foram adicionados cloreto de cério (10, 20, 30 e 50% em
volume), DMF com proporgéo etanol/DMF (em volume) de 2:1 e PVP com razéo
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polimero/solvente (massa/volume) igual a 5,6%. A solucdo permaneceu sob
agitacao constante por vinte minutos para dissolu¢ao dos reagentes.

3.2.2. Producao das fibras submicrométricas

As solugdes previamente preparadas foram submetidas a fiacdo utilizando o
processo de fiacdo por sopro em solucdo. As solucdées que levaram TEOS foram
produzidas pela técnica de fiacdo SBS nomeada a quente, uma vez que, o caminho
entre o bico de fiacdo e o coletor passa por dentro de um forno tubular aquecido. A
Figura 6 ilustra o aparato de fiacdo a quente utilizado o qual é constituido por (1)
uma fonte de gas comprimido, representado por um cilindro de gas, (2) regulador de
pressao, (3) bomba de injecao, (4) bico de fiagao, (5), forno tubular (com funcéo de
secar as fibras e direciona-las ao coletor), (6) coletor, (7) caixa com lampada para
secagem das fibras e (8) capela para evitar contato com as fibras. As condi¢cdes
experimentais utilizadas nessa parte do estudo foram: taxa de injecéo de 6,2 mL h™,
pressao do gas (ar comprimido) 30 psi e temperatura do forno de fiacao de 300 °C.
A distancia de trabalho (distancia entre a ponta do bico e o coletor) e a de protrusdo
(distdncia entre os bicos interno e o externo) foram fixadas em 50 cm e 15 mm,

respectivamente.
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Figura 6 — Aparato utilizado para fiacdo a quente das solugdes que foi adicionado TEOS,
onde (1) representa o cilindro de gas, (2) mondmetro, (3) bomba de ejecao, (4) bico de
fiacao, (5) forno tubular, (6) coletor, (7) caixa com lampada e (8) capela de fiacdo Fonte:
autor.

A Figura 7 ilustra de forma esquematica o aparato utilizado para producao
das fibras das solucdes que foram adicionados TTIP. O método de fiacao foi o SBS,
porém diferentemente da metodologia do SBS a quente, toda a fiagcao foi realizada a
temperatura ambiente e por isso foi nomeada SBS a frio. Estes s&do semelhantes,
diferenciando pela auséncia do forno e da caixa com lampada. Para direcionar as
fibras entre o bico de fiagdo e o coletor foi colocado um cone conforme indicado na
Figura 7 (objeto numero 5). As condi¢cbes experimentais utilizadas nessa parte do
estudo foram: taxa de inje¢do de 6,0 mL h™' e pressao do gas (ar comprimido) 20 psi.
A distancia de trabalho e de protrusdo foram fixadas em 24 cm e 15 mm
respectivamente.
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Figura 7 — Aparato utilizado para fiagéao a frio das solugdes que foi adicionado TTIP, onde (1)
representa o cilindro de gas, (2) monémetro, (3) bomba de ejecao, (4) bico de fiagédo, (5)
cone direcionador de fibras, (6) coletor e (7) capela de fiacdo Fonte: autor.

Apbs obtencdo das fibras verdes, de ambas as matrizes, estas foram
caracterizadas por andlise térmica (termogravimetria (TG) e analise térmica

diferencial (DTA)) e microscopia eletronica de varredura (MEV).
3.2.3. Tratamento térmico das fibras submicrométricas

Em seguida as nanofibras foram submetidas ao processo de queima para
remocao dos compostos organicos e formacao das fases desejadas, utilizando-se
um forno tipo mufla. As nanofibras de ambas as matrizes passaram por uma unica
etapa de queima. As fibras de matriz SiO, (com 0, 30 e 50% em volume de céria
foram nomeadas neste trabalho por Si, SiCe 30 e SiCe 50 respectivamente) foram
submetidas a uma taxa de aquecimento lenta 5 °C/min, para evitar a sua destruigao,
devido eliminacdao de compostos organicos durante a decomposicao térmica do
PVP. A temperatura de queima foi de 600 °C e patamar de uma hora. As nanofibras
de matriz TiO, foram submetidas a um tratamento térmico diferente, taxa de
aquecimento de 3 °C/min, temperatura de calcinagdo de 550 °C e patamar de duas
horas. A nanofibra de matriz TiO, com 50 % em volume de CeO. foi submetida a
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duas temperaturas de calcinacdo, 550 °C e 600 °C, a fim de avaliar como a
temperatura influencia na fase final do material e esta na atividade antimicrobiana do
sistema produzido. Onde as fibras com 0, 10, 20, 30 € 50% em vol de CeO, foram
nomeados neste trabalho por Si, SiCe 10, SiCe 20, SiCe 30 e SiCe 50 (as fibras
SiCe 50 calcinada a 550 °C foi nomeada por SiCe 50 550 e a calcinada a 600 por
SiCe 50 600 respectivamente) respectivamente. Apés queima as fibras foram
submetidas a caracterizacdo através das técnicas de difracdo de raios X,
microscopia eletrénica de varredura, disco difusdo (apenas para as nanofibras de
matriz SiO,) e biofilme (essa caracterizacdo foi realizada apenas para as fibras

submicrométricas de matriz TiO,).
3.2.4. Caracterizacao

v' Analise térmica
A anadlise termogravimétria (TGA) e analise térmica diferencial (DTA) foram
realizadas simultaneamente em um equipamento TA-60H da Shimadzu sob
atmosfera de ar (50 mL/min), em uma panela aberta de platina, a uma taxa de
aquecimento de acordo com o tratamento térmico adotado para cada matriz e
temperatura de 600°C.
v Microscopia eletrénica de varredura
A microscopia eletrbnica de varredura foi realizada no equipamento
SHIMADZU, modelo SSX-550 e TESCAN, modelo VEGA 3. As amostras foram
recobertas com ouro, com o auxilio de um metalizador por cerca de 4 minutos. Os
didmetros das fibras foram medidos através de um software analisador de imagens
(Image J, National Institutes of Health, USA). Para cada amostra o didmetro médio e
sua distribuicdo foram determinados a partir da analise de no minimo 100 fibras
aleatérias.
v" Difracao de raios X
A difracdo de raios X foi realizada em um equipamento de difracdo de raios
X da marca SHIMADZU, modelo XRD-6000. A radiacdo utilizada foi Cu Ka
(40kV/30mA) e modo de operacdo de tempo fixo; com tempo de permanéncia de
0,60 segundos, varredura de 10° a 80° e passo de 0,02°. A interpretacédo foi
efetuada por comparacdao com padrées JCPDS, do International Centre for
Diffraction (anteriormente conhecido como Joint Committee on Powder Diffraction
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Standards). O tamanho de cristalito foi estimado com base na equagédo Scherrer
(Patterson, 1939) (Eq. 1).

K2
pcosf

(1)

Onde D é o tamanho do cristalito; K € o fator de forma (K = 0,94); A é o
comprimento de onda dos raios X incidentes; 3 € a largura intermediaria do pico de

maior intensidade; e 8 € o angulo de Bragg do pico (hkl/).

v" Disco difuséo

O teste de disco difusdo € um método simples e confidvel para analisar
atividade antimicrobiana fornecendo resultados qualitativos. O principio basico
consiste na difusdo de um agente antimicrobiano na superficie Agar através de um
disco com esse agente pré-existente. A difusdo do antimicrobiano no Agar depende
de alguns fatores tais como com as propriedades de difusdo, solubilidade e peso
molecular dos compostos por exemplo.

Dessa forma, foram preparados quatro corpos de prova da fibra calcinada
em formato de disco de 5 mm de didmetro em molde metélico, apenas para as fibras
de matriz SiO2 como método alternativo ao teste do biofilme, uma vez que os discos
produzidos para o teste de biofilme sofriam fratura, ndo permitindo a extracdo dos
resultados. O teste disco difuséo foi realizado através de trés fungos. Sao eles: C.
albicans, C. glabrata e C. krusei. Foram cultivadas colénias de cada microrganismo
em meio de cultura Sabouraud Caldo por 48 horas a temperatura 37 °C. Em placa
de petri foram preparados meio de cultura Sabouraud Agar, para atestar a
esterilidade dos sistemas, com tempo do teste de esterilidade de 48 horas. Apds o
teste de esterilidade foi realizada a inoculagdo de 500 puL dos microrganismos nas
placas contendo agar de forma individualizada e, apds secagem, foi realizado o
posicionamento da amostra sobre o agar inoculado. Apdés 48 horas de cultivo foi
realizada a leitura do halo de difus&o.

v Biofilme

Para realizagdo do teste de biofilme foram preparados corpos de prova em
molde metalico na forma de disco de 10 mm, logo apés a fiagdo. O teste de biofilme
foi realizado através dos mesmos trés fungos do teste de disco difusdo. Foram
cultivadas colénias de cada microrganismo em meio de cultura Sabouraud Caldo por

48 horas a temperatura 37 °C. Apods 48h de cultivo, foi preparada a padronizacao



39

dos indculos na escala 0.5 de Mc Farland (10° UFC/ml). Dados: A 560 nm/
Absorbancia entre 0.08-0.10. Em tubo de criogenia, foi posicionado o corpo de prova
e adicionados 900 uL de meio de cultura Sabouraud Caldo + 100 pL do inéculo
padrao (concentragdo final de 105 UFC/ml). Apds incubacédo por 48 horas, foi
realizada a homogeneizacado e remocao de aliquota de 100 uL do meio de cultura
para verificacdo do crescimento fungico no meio e seu cultivo em placa de petri com
meio de cultura Sabouraud agar. Por fim foi realizada a incubagao por 24 horas e
leitura visual.

A unidade formadora de col6nia (UFC) por mL foi calculada através da
formula (Eq. 2):

numero de coldnias x 10"

UFC/ = 3 (2)

onde n é o numero absoluto da diluigdo (1, 2, 3 ou 4) e g equivale a

quantidade, em mL, pipetada para cada diluicao durante a semeadura das placas
0,01mL
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Caracterizacao das fibras obtidas

A Figura 8 apresenta as curvas de analise termogravimétrica (TG) e analise
térmica diferencial (DTA) das fibras de matriz de didxido de silicio. Para a fiora com 0
% de CeO, houveram trés perdas de massa, no entanto, quando adicionado céria
houve duas perdas de massa. A primeira perda, observada em todas as fibras,
ocorreu da temperatura ambiente até em torno de 150 °C, com valor que variou de
15 a 22%, associada a um pico endotérmico. Este evento pode ser atribuido a
eliminacado da umidade e evaporacao dos solventes, isto € a perda do etanol, agua e

acido acético (Santos et al., 2018).
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Figura 8 — Andlise térmica das fibras de matriz SiO,, (a) analise termogravimétrica e (b)
andlise térmica diferencial.

Para a fibra Si o segundo evento térmico ocorreu de 290 a 420 °C com
perda de massa em torno de 47% em massa, associada a dois picos, um endo e
outro exotérmico que podem ser atribuidos a degradacado/decomposicao do PVP
(Nuansing et al., 2006; Shi et al., 2009; Ravichandran et al., 2014; Santos et al.,
2018), pico endotérmico e decomposicao e oxidacao de residuos organicos (lzutsu
et al., 1997), pico exotérmico. O terceiro evento térmico resultou em uma banda
exotérmica, observando-se uma perda de massa de, aproximadamente, 20%,
ocorrendo entre as temperaturas 470 e 600 °C.Esta banda pode ser atribuida a
condensacao (ou formacédo) de grupos silanol (lzutsu et al., 1997; Vetrivel e
Pandurangan, 2005; Zhao et al., 2008; Shi et al., 2009; Li et al., 2011).
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Para as fibras SiCe 30 e SiCe 50 observa-se um retardo na segunda perda
de massa, que foi de 60 e 53 % respectivamente, acompanhada por trés picos, dois
exotérmicos e um endotérmico, entre 380 a 500 °C. Estes eventos térmicos podem
ser atribuidos a degradacao/decomposicao térmica do PVP (Nuansing et al., 2006;
Shi et al.,, 2009; Ravichandran et al., 2014; Santos et al., 2018), oxidacao de
residuos orgéanicos (lzutsu et al, 1997), transformagao do cloreto de cério em
diéxido de cério (Zhou et al., 2017) e condensacado de grupo silanol (lzutsu et al.,
1997; Vetrivel e Pandurangan, 2005; Zhao et al., 2008; Shi et al., 2009; Li et al.,
2011).

A Figura 9 apresenta as curvas de analise termogravimétrica (TG) e analise
térmica diferencial (DTA) das fibras de matriz de dioxido de titanio. Para a fibra sem
céria e com 50 % em volume de CeO, percebem-se trés perdas de massa, as
demais amostras obtiveram duas perdas de massa. A primeira perda de massa para
as fibras de matriz TiO, ocorreram da temperatura ambiente até em torno de 150 °C
com perda de massa variando de 25 a 30%. Todos acompanhados por um pico
endotérmico. Este evento pode ser atribuido a eliminagdo da umidade e evaporacao
dos solventes, isto é a perda do etanol, DMC (para a fibra Ti), acido acético (Santos
et al., 2018) e DMF (para as fibras TiCe 10, TiCe 20, TiCe 30 e TiCe 50) (Kawasaki
et al., 2009).
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Figura 9 — Andlise térmica das fibras de matriz TiO,, (a) analise termogravimétrica e (b)
andlise térmica diferencial.

Para as fibras Ti a segunda perda de massa foi de 25 % em massa, seguida
de um pico exotérmico, ocorrendo entre as temperaturas 225 a 365 °C. Podendo ser
atribuida a degradacéo térmica do PVP (Nuansing et al., 2006; Shi et al., 2009;
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Ravichandran et al., 2014; Santos et al., 2018). A terceira perda de massa foi de 25
% em massa, acompanhada por um pico exotérmico, ocorrendo entre as
temperaturas 380 a 530 °C. Este evento pode ser atribuido a formagao da fase
cristalina anatase (Nuansing et al., 2006; Santos et al., 2018).

Para as fibras TiCe 10, TiCe 20 e TiCe 30 a segunda perda de massa variou
entre 38 e 45 % em massa com variacao de temperatura entre 250 a 460 °C. As
fibras TiCe 10 e TiCe 20 apresentam dois picos exotérmicos e a TiCe 30 um pico
exotérmico. Este evento térmico no grafico pode ser atribuido a trés eventos
ocorridos de tal forma que o equipamento ndo conseguiu distingui-las, sao elas:
degradacao/oxidagao do PVP (Nuansing et al., 2006; Shi et al., 2009; Ravichandran
et al., 2014; Santos et al., 2018), formacao da fase cristalina anatase (Nuansing et
al., 2006; Santos et al., 2018) e da fase CeO, (Zhou et al., 2017).

Para a fibra TiCe 50 a segunda perda de massa de 40 %, ocorreu entre as
temperaturas 250 a 400 °C acompanhadas por dois picos exotérmicos. A terceira
perda de massa de 3 % ocorreu entre as temperaturas 400 a 460 °C acompanhada
por um pico exotérmico. Ambas as perdas de massa ocorreram proximas, seus
eventos nao podem, portanto, ser distinguidos, dessa forma estes sao atribuidos a
degradacao térmica do PVP (Nuansing et al., 2006; Shi et al., 2009; Ravichandran et
al., 2014; Santos et al., 2018) e formacao das fases anatase (Nuansing et al., 2006;
Santos et al., 2018) e CeO, (Zhou et al., 2017).

A Figura 10 apresenta as micrografias de MEV das fibras a verde de matriz
SiO, e TiO,. Observa-se que todas as fibras apresentam-se aderidas umas as
outras, este comportamento deve-se provavelmente a evaporagao incompleta dos
solventes, mantendo as fibras aderidas umas as outras (Santos et al., 2018),
principalmente as fibras SiCe 30, SiCe 50 e TiCe 50 (ver Figura 10 b, c e h). A partir
das Figura 10 b e ¢ é perceptivel o maior diametro e engrossamento em algumas
regides das fibras SiCe 30 e SiCe 50, as demais composi¢cdes (ver Figura 10 a d, e,
f, g e h) apresentaram-se finas e uniformes quando comparadas as fibras SiCe 30 e
SiCe 50.
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Figura 10 — Microscopia de MEV das fibras a verde (a) Si, (b) SiCe 30, (c) SiCe 50, (d) Ti,
(e) TiCe 10, (f) TiCe 20, (g) TiCe 30 e (h) TiCe 50.



44

Esse comportamento pode estar relacionado a uma série de variaveis do
sistema de fiagdo, ndo podendo ser atribuida a uma anica variavel. Provavelmente a
morfologia das fibras de matriz SiO., pode ser atribuida principalmente a
concentragao polimérica na solugéo e a presséo do gas baixas para esse sistema de
fiacdo (Oliveira et al., 2012; Da Silva Parize et al., 2016). Uma vez que uma baixa
razdo polimero solvente leva a instabilidade do cone de fiacdo e a fibras
heterogéneas, porém o didmetro da fibra & diretamente proporcional a razao
polimero solvente e inversamente proporcional a pressdo do gas de arraste. Dessa
forma, uma solugdo para esse problema seria 0 aumento da pressao do gas de
fiacao e da concentracao polimérica até torna-las ideais ao sistema de fiacao.

A Figura 11 apresenta a distribuicdo de didmetro das fibras e o diametro
médio com o respectivo desvio padrao das fibras obtidas por ambas as matrizes,
onde pode ser observado que as fibras produzidas a partir do TTIP sdo de fato mais
finas. Destacando a fibra TiCe 20 (ver Figura 11 f), que apresenta menor dispersao
(ou seja, menor desvio padrao) (ver Figura 11 d - h) nos resultados quando
comparado com as fibras anterior. Tal comportamento pode ser explicado em virtude
da baixa razdo polimero solvente utilizado, apesar da baixa pressado de fiagao
empregada, percebe-se que essa pode ser considerada otimizada para esse
sistema de fiagao.
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A Figura 12 apresenta as micrografias de MEV das fibras apds o tratamento
térmico para ambas as matrizes. De forma geral as fibras calcinadas obtiveram uma
diminuicdo no diametro quando comparadas com as fibras a verde (ver Figura
10Figura 12). Conforme foi observado na analise térmica, durante o tratamento
térmico (ver Figura 8 e Figura 9) ocorre uma série de reacbes quimicas que
culminam na redugcédo de massa das fibras e, portanto, levam a redug¢ao do diametro
e geralmente maior homogeneidade. As fibras de matriz TiO» (ver Figura 12 d, e, f,
g, h e i) apresentaram-se aglomeradas em certos pontos, porém aparentemente
mais finas que as fibras de matriz SiO, (ver Figura 12 a, b e ¢) o que era esperado,
uma vez que havia pronunciada diferenga de didmetro antes do tratamento térmico.
A Figura 13 exibe a distribuicdo de diametro das fibras calcinadas por ambas as
matrizes bem como o didmetro médio e desvio padréo. As fibras TiCe 10, TiCe 20 e
TiCe 30 (ver Figura 13 e, f e g) possuem diametros abaixo de 100 nm, as fibras TiCe
20 obtiveram menor didmetro médio com 99,24 nm, sendo todas as trés
consideradas nanofibras, justificando a aglomeragdo em alguns pontos em virtude

do baixo diametro.
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Figura 12 — Micrografia de MEV das fibras calcinadas (a) Si, (b) SiCe 30, (c) SiCe 50, (d) Ti,
(e) TiCe 10, (f) TiCe 20, (g) TiCe 30, (h) TiCe 50 550 e (i) TiCe 50 600.
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Figura 13 — Grafico de distribuicdo de diametro das fibras calcinadas (a) Si, (b) SiCe 30, (c)
SiCe 50, (d) Ti, (e) TiCe 10, (f) TiCe 20, (g) TiCe 30, (h) TiCe 50 550 e (i) TiCe 50 600.

A Figura 14 apresenta os difratogramas de difracao de raios X para as fibras
de matriz SiO,. A Figura 14 a expdem o difratograma da fibra Si, caracteristica da
silica amorfa com a banda centrada em 206 ~ 22° (lzutsu et al., 1997; Choi et al.,
2003; Joo, 2006; Ma et al., 2011; He et al., 2013; Ma et al., 2016). As demais fibras
de silica apresentam padrao de difracdo do CeO. de estrutura fluorita (JCPDS No
43-1002), os picos de difracdo e seus respectivos planos estao identificados nas
Figura 14 b e c. Nao houve deslocamento pronunciado de pico com o aumento de
diéxido de cério (ver Figura 14 b e c), porém percebe-se picos maiores e mais
definidos no difratograma da fibra SiCe 50 (ver Figura 14 ¢) quando comparada com
a SiCe 30 (ver Figura 14 b).
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Figura 14 — Difratograma de raios X das fibras (a) Si, (b) SiCe 30 e (c) SiCe 50.

A Figura 15 apresenta o difratograma de raios X das fibras com matriz de
TiO,. A Figura 15 a mostra o padrao de difracéo das fibras Ti, onde todos os picos
sao caracteristicos da fase anatase de estrutura cristalina tetragonal (JCPDS No 84-
1285) e foram identificados por TA no gréafico, seguido pelo respectivo plano
cristalino. O difratograma da fibra TiCe 10 esta representado na Figura 15 b, nessa
amostra foram identificados picos caracteristicos da fase anatase de estrutura
cristalina tetragonal (JCPDS No 84-1285) e CeO. de estrutura fluorita (JCPDS No
43-1002) representados por TA e C no grafico, respectivamente, seguidas pelos
planos cristalinos correspondentes.

Os difratogramas das fibras TiCe 20 e TiCe 30 estado representados nas
Figura 15 c e d respectivamente, estes sdo correspondentes a um material amorfo,
porém percebe-se uma banda que pode ser associada ao plano (101) da fase
anatase (JCPDS No 84-1285) e aos planos (111) e (200) do CeO, (JCPDS No 43-
1002) representados por TA e C no gréfico, respectivamente. Os difratogramas das
fibras TiCe 50 calcinadas a 550 e 600 °C estao representados nas Figura 15 e e f

respectivamente. Estas possuem estrutura cristalina do CeO, de estrutura fluorita
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(JCPDS No 43-1002), onde todos os picos estdo representados pela letra C (no
gréfico) e o plano cristalino correspondente. A fibra TiCe 50 calcinada a 600 °C
apresentou picos mais definidos que a fibra calcinada a 550 °C. Conforme pode ser
concluido pela discussao de difragdo de raios X da matriz TiO, a adicdo de CeO,
possivelmente diminui a cristalinidade da fase anatase do TiO» (a partir de 10 % em
volume de CeO,) tornando mais evidente a fase CeO, a partir da analise de DRX
(nas fibras TiCe 50), passando por uma fase amorfa (nas fibras TiCe 20 e TiCe 30).
Porém segundo Zhang et al. (2014) a adi¢cdo de CeO, na estrutura cristalina da fase
anatase pode diminuir os picos da fase anatase tornando essa fase ausente no
difratograma de raios X. Esse comportamento pode indicar que os cristalitos sao

pequenos de tal forma que n&o sédo detectados pelo equipamento.
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Figura 15 — Difratograma de raios X das fibras (a) Ti, (b) TiCe 10, (c) TiCe 20, (d) TiCe 30,
(e) TiCe 50 calcinada a 550 °C e (f) TiCe 50 calcinada a 600 °C onde os picos identificados
com TA sao referentes a fase anatase do TiO, e com C referentes a fase CeO..

O tamanho de cristalito foi calculado, utilizando a equacdo Scherrer, para
todas as fibras com adigdo de CeO,, foram escolhidos os trés picos de maior
intensidade de cada difratograma. A Tabela 1 apresenta o tamanho de cristalito para
todas as fibras cristalinas. As fibras submicrométricas de matriz SiO, obiteram
aumento do tamanho de cristalito com aumento do teor de CeO, apresentando
resultado semelhante a literatura (Strunk et al., 2011). Para as fibras de matriz TiO>
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houve diminuicdo do tamanho de cristalito com a adicdo de CeO,, para a mesma
temperatura de calcinagcao este resultado esta em concordancia com a literatura (Shi
et al., 2013). Com aumento da temperatura de calcinacao para as fibras TiCe 50 550
e TiCe 50 600 houve aumento no tamanho de cristalito, uma vez que o aumento da
temperatura do tratamento térmico leva consequentemente ao aumento dos
cristalitos. Dessa forma pode ser inferido com base nos resultados de DRX e calculo
do tamanho de cristalito que, possivelmente, as fibras submicrométricas de ambas
as matrizes com adicdo de CeO,, independente da fase resultante, possuem

particulas nanométricas de céria.

Tabela 1 - Tamanho de cristalito das fibras com adi¢cdo de céria para ambas as matrizes.

Fibra Tamanho de cristalito (nm)
SiCe 30 2,63
SiCe 50 4,08
TiCe 10 8,37
TiCe 50 550 4,65
TiCe 50 600 5,3

4.2. Analise de acao antimicrobiana
4.2.1. Matriz silica

A Figura 16 apresenta os resultados do teste do disco de difusdo. Este teste
foi realizado apenas para as fibras de matriz SiO, como um teste alternativo ao
biofilme, uma vez que, os discos para o teste de biofilme para essa matriz sofriam
fratura durante o ensaio, ndo sendo permitido extrair resultados.

Apenas a fibra SiCe 50 apresentou propriedade fungicida para a espécie C.
albicans (ver Figura 16 b). A atividade antimicrobiana da SiCe 50 frente ao fungo C.
albicans provavelmente ocorreu através do mecanismo do estresse oxidativo
(explicado na segdo 2.3.1 tdpico atividade antimicrobiana). Para os demais fungos
frente a SiCe 50 e todos os fungos expostos a fibra SiCe 30 nao foi observado halo
de inibicao (ver Figura 16 a, ¢, d, e e f). A baixa atividade fungicida pode ser
explicada pelo didmetro elevado das fibras (ver Figura 12 b e c¢), que
consequentemente diminui a area especifica deixando os materiais menos reativos
(Kuang et al, 2011; Krishnamoorthy et al., 2014; Gopinathan et al., 2015;
Magdalane, C. M. et al., 2017) e pela matriz SiO, possivelmente escoar e molhar as
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particulas de CeO,, ndo deixando-as expostas, e portanto diminuindo a propriedade
fungicida das fibras.

Figura 16 — Teste de disco difusdo das fibras (a) SiCe 30 e (b) SiCe 50 contra o fungo C.
albicans, (c) SiCe 30 e (d) SiCe 50 contra C. glabrata e (e) SiCe 30 e (f) SiCe 50 contra C.
krusei.
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4.2.2. Matriz dioxido de titanio

O teste de biofilme foi utilizado para mensurar a formagédo de biofilme
através da contagem de viabilidade do microrganismo em placa de Petri. Como pode
ser observado na microscopia de MEV na Figura 17 a prensagem nao destruiu a
estrutura fibrilar das pastilhas como esta apresentado na microscopia de MEV
(Figura 17) para as fibras TiCe 20 antes (ver Figura 17 a) e apds a calcinacao (ver
Figura 18 b), evidenciando que o teste foi realizado em fibras na forma de disco. A
Figura 18 indica a viabilidade de col6nias para as amostras de matriz TiOp, isto é a

viabilidade de cada fungo (unidade formadora de colénia UFC) em 1 ml de diluigéo.

Figura 17 — Micrografia de MEV das pastilhas TiCe 20 (a) a verde e (b) calcinada.
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Figura 18 — Teste de biofilme das fibras de matriz TiO, contra (a) C. albicans, (b) C. glabrata
e (c) C. krusei.

As nanofibras expostas ao fungo C. glabrata, Figura 18 b, obtiveram
aumento da resposta fungicida com o aumento no teor de CeO, e maior temperatura
de calcinagéo, destacando a alta atividade fungicida (ou baixo valor de UFC/ml) da
nanofibra TiCe 50 600 em relagdo as demais amostras.

Os microrganismos C. albicans e C. krusei obtiveram comportamentos
diferentes frente as fibras. O microrganismo C. albicans (ver Figura 18 a, e C. krusei
(ver Figura 18 c) foram mais sensiveis as nanofibras TiCe 10 e TiCe 50 550
respectivamente. Nao houve relacdo entre a toxicidade das nanofibras com a
quantidade de CeO, e nem com a temperatura de calcinagao.

Dessa forma, a partir dos resultados do teste de biofilme, pode-se inferir que
a espécie C. albicans foi mais sensivel as fases cristalinas anatase e CeQO;; as
espécies C. glabrata e C. krusei sdo mais sensiveis a fase cristalina CeO,. Onde o
didmetro elevado da fibra TiCe 50 600 foi possivelmente decisivo para a sua baixa
atividade fungicida contra a espécie C. krusei, uma vez que a estrutura cristalina das
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fibras TiCe 50 550 e TiCe 50 600 sao parecidos. Enquanto que para a espécie C.
glabrata tal diferenca nao foi relevante e a fibra TiCe 50 600 obteve excelente
atividade antimicrobiana quando comparado com os demais resultados.

Conforme foi explicado na secado 2.3.1 (atividade antimicrobiana) a interacao

sinérgica do didéxido de cério e didxido de titanio ou apenas a interacao da céria com
a célula do microrganismo possivelmente ocorre através do mecanismo estresse
oxidativo, a alta produgdo de ROS ocasiona inativacdo de algumas enzimas,
oxidacao de proteinas, danos ao DNA e outras biomoléculas essenciais levando
consequentemente a morte microbiana. Segundo Babenko et al. (2012)
possivelmente o CeO, interage com os componentes da parede celular (ou seja do
emaranhado de hifas) do fungo causando efeitos irreversiveis através do bloqueio
da atividade enzimatica causando morte celular.
As diferencas no comportamento de cada fibra frente aos diferentes microrganismos
podem ter duas explicacbes. A primeira é em relacao ao diametro da fibra, quanto
menor o diametro maior a area superficial e consequentemente maior a atividade
antimicrobiana do material (Kuang et al, 2011; Krishnamoorthy et al., 2014;
Gopinathan et al., 2015; Magdalane, C. M. et al., 2017). A segunda é com base nas
diferencas fenotipicas de cada cepa, diferencas essas que os distingue uns dos
outros, que podem ser, por exemplo, quanto a fermentacdo, metabolismo, perfil
enzimatico e bioquimico (Antony et al., 2009; Spolidorio et al., 2010).
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5. CONCLUSOES

Foram obtidas com sucesso e alta taxa de producao fibras submicrométricas
de SiO; e TiO, contendo CeO, através do método de fiagdo por sopro em solugao.
As fibras de matriz SiO, com 0% em volume de CeO, obtiveram apenas a fase
amorfa da silica, com a adicao de CeO, houve a formacao da fase cristalina céria de
estrutura cristalina fluorita. As fibras de matriz TiO, com 0% em volume de CeO,
apresentaram estrutura cristalina anatase. Com adi¢cao de 10% em volume de céria
houve a formacgao das fases cristalinas céria e anatase, com 20 e 30% a formacao
de fase amorfa. Enquanto que para 50% de CeO, apenas a fase cristalina CeO. foi
encontrada, com maior cristalinidade para a temperatura de maior calcinagao. Todas
as fibras apresentaram particulas de céria em escala nanomeétrica suportadas em
fibras submicrométricas. Foram encontrados eventos térmicos correspondentes a
formacao das fases cristalinas citadas acima, bem como a degradacao do polimero
PVP. As fibras de matriz TiO>, com 10, 20 e 30% em volume de CeQO, obtiveram
didmetro em escala nanométrica. Enquanto as demais fibras, de ambas as matrizes,
obtiveram didmetro em escala submicrométrica

O microrganismo C. glabrata foi mais sensivel a fibra submicrométrica com
50% em volume de CeO., calcinada a 600 °C (obtendo maior atividade
antimicrobiana quando comparada com as demais fibras frente aos demais fungos).
Os fungos C. albicans e C. krusei foram mais sensiveis as fibras com 10 e 50% em
volume de CeO, respectivamente, ambas calcinadas a 550 °C.

Dessa forma, foram produzidas com éxito nanoparticulas de céria
suportadas em fibras submicrométricas e nanométricas de silica e titania pelo
método de fiacao por sopro em solugéo para aplicacdo antimicrobiana com resultado
promissor contra o microrganismo C. glabrata.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As sugestdes para trabalhos futuros sao as seguintes:

e Produzir pela técnica SBS, nanofibras de matriz TiO, com 10, 20, 30, 40 e
50% em volume de CeO. e submeté-las aos seguintes programas de
calcinagdo: temperatura de calcinacao de 600 °C, taxa de aquecimento 3 e 5
°C/min e patamar de 2, 3 e 4 horas;

e Avaliar a atividade antimicrobiana das fibras apds a incidéncia de luz UV e
com maior espectro de fungos.

e Produzir pela técnica SBS, nanofibras de matriz ZnO com 10, 20, 30, 40 e
50% em volume de CeOs,.
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