UCS

UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COORDENADORIA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DOS
MATERIAIS
MESTRADO ACADEMICO EM ENGENHARIA E CIENCIA DOS MATERIAIS

ANDRESSA ROCHA BYSTRONSKI

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE FILMES DE LATEX DE BORRACHA
NATURAL CONTENDO PROPOLIS VERMELHA E COBRE PARA APLICACOES
BIOMEDICAS

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Giovanela

Coorientadora: Dr". Nayrim Brizuela Guerra

CAXIAS DO SUL
2023



ANDRESSA ROCHA BYSTRONSKI

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE FILMES DE LATEX DE BORRACHA
NATURAL CONTENDO PROPOLIS VERMELHA E COBRE PARA APLICACOES
BIOMEDICAS

Dissertagcdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Materiais da Universidade de
Caxias do Sul, visando a obtencao do grau de
Mestre em Engenharia e Ciéncia dos

Materiais.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Giovanela

Coorientadora: Dr". Nayrim Brizuela Guerra

CAXIAS DO SUL
2023



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacéo (CIP)
Universidade de Caxias do Sul
Sistema de Bibliotecas UCS - Processamento Técnico

B997p Bystronski, Andressa Rocha
Preparacdo e caracterizacdo de filmes de latex de borracha natural

contendo prépolis vermelha e cobre para aplicacGes biomédicas [recurso
eletrdnico] /Andressa Rocha Bystronski. — 2023.

Dados eletrdnicos.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade de Caxias do Sul, Programa de
Pos-Graduacdo em Engenharia e Ciéncia dos Materiais, 2023.

Orientacdo: Marcelo Giovanela.

Coorientacdo: Nayrim Brizuela Guerra.

Modo de acesso: World Wide Web

Disponivel em: https://repositorio.ucs.br

1. Latex 2. Materiais biomédicos. 3. Propole. I. Giovanela, Marcelo, orient.
Il. Guerra, Nayrim Brizuela, coorient. I1l. Titulo.

CDU 2.ed.: 633.9

Catalogacéo na fonte elaborada pela(o) bibliotecaria(o)
Carolina Machado Quadros - CRB 10/2236



ANDRESSA ROCHA BYSTRONSKI

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE FILMES DE LATEX DE BORRACHA
NATURAL CONTENDO PROPOLIS VERMELHA E COBRE PARA APLICACOES
BIOMEDICAS

Banca Examinadora

Prof. Dr. Marcelo Giovanela (orientador)
Universidade de Caxias do Sul

Dr*. Nayrim Brizuela Guerra (coorientadora)
Universidade de Caxias do Sul

Prof*. Dr". Marcia Margarete Meier
Universidade do Estado de Santa Catarina

Prof. Dr. César Aguzzoli
Universidade de Caxias do Sul

Prof*. Dr*. Janete Eunice Zorzi
Universidade de Caxias do Sul

Dissertagcdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Materiais da Universidade de
Caxias do Sul, visando a obtencdo do grau de
Mestre em Engenharia e Ciéncia dos

Materiais.

Caxias do Sul, 16 de junho de 2023.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais Marialice e Cezar, por serem a minha base, por todos os
esfor¢cos que fizeram para que eu conseguisse chegar até aqui. A toda a minha familia, pelo
carinho, amor e compreensao dedicados a mim. Ao meu namorado, Lucas Tomasetto Scopel,
por estar sempre ao meu lado, por todo apoio e dedicagdao. Obrigada por tudo!

A todos os meus colegas de laboratorio e amigos que fiz durante o mestrado.

A minha psicéloga Vanessa de Cesero Holuigue por nio me deixar desistir ¢ me
manter de pé.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Marcelo Giovanela e a minha coorientadora Dr* Nayrim
Brizuela Guerra, por toda a paciéncia e auxilio durante essa jornada. Agradeco imensamente
por ter trabalhado com vocés!

A Prof*. Dr*. Marcia Margarete Meier e ao Prof. Dr. Alexandre Michels pelas valiosas
contribui¢cdes na banca de qualificagdo. Ao Prof. Dr. César Aguzzoli, que me auxiliou em
varios momentos ¢ a Prof*. Dr". Janete Eunice Zorzi por aceitar o convite para fazer parte da
banca.

Agradeco a todos os professores do PPGMAT, pelas valiosas contribuigdes a minha
formagdo. A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
bolsa de mestrado.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagdo desse trabalho,
muito obrigada!

Por fim, agradeco a Deus, sem o Qual nada disso seria possivel.



RESUMO

A cicatrizagdo de feridas pode ser retardada em fungao da resisténcia e da tolerancia a varios
antimicrobianos topicos que sao frequentemente utilizados para essa finalidade. Nesse
contexto, o desenvolvimento de curativos com materiais que possuem propriedades
angiogénicas e bactericidas ¢ desejavel, uma vez que possibilitam tratar tais infec¢des por um
longo periodo de tempo e de forma local. Nesse estudo foram preparados filmes de latex de
borracha natural (LBN) contendo prépolis vermelha e 6xido de cobre (II)/nanoparticulas de
oxido de cobre (II) (CuO/CuONPs). Os filmes foram obtidos em diferentes condi¢des de
temperatura e tempo (65 °C por 24 h, 40 °C por 24 h, 40 °C por 12 h com circulagdo for¢ada
de ar, e a temperatura ambiente). Tratamentos superficiais adicionais com plasma, utilizando
os gases oxigénio, hidrogénio e uma mistura de ambos, além da deposi¢ao de cobre usando a
técnica de magnetron sputtering, foram igualmente realizados. Os filmes foram ento
caracterizados pelas técnicas de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier e refletancia total atenuada (FTIR-ATR), microscopia eletronica de varredura com
emissao de campo (MEV-FEG), espectroscopia por dispersao em energia (EDS) e
fluorescéncia de raios X (XRF), e por medidas de angulo de contato. A liberacao de cobre dos
filmes, por sua vez, foi avaliada pela técnica de espectroscopia de emissdo atdomica por
plasma acoplado indutivamente (ICP-OES), enquanto os ensaios antibacterianos foram
realizados com indculos de Escherichia coli. De modo geral, os filmes apresentaram carater
hidrofilico, com valores de angulo de contato entre 22° e 65°; porém, com o passar do tempo,
e devido ao envelhecimento do LBN, tornam-se mais hidrofobicos. Além disso, os resultados
obtidos a partir dos filmes que foram preparados por meio da incorporagdo direta de
CuO/CuONPs ao latex indicaram auséncia de atividade bactericida, uma vez que o cobre
reage com a matriz polimérica, promovendo a desintegracdo dos mesmos com o passar do
tempo e, consequentemente, impossibilitando a visualizacdo do mesmo por MEV-FEG e
EDS. Em contrapartida, os resultados inerentes aos filmes preparados por magnetron
sputtering revelaram que o modo de acondicionamento influencia diretamente na atividade
bactericida. Os filmes conservados em dessecador apresentaram propriedades bacteriostaticas
a partir de 10 s de deposicdo de cobre, enquanto aqueles que ficaram sob a bancada
apresentaram uma menor atividade bacteriostaticas, devido a formagao de 6xidos. A analise
por meio das técnicas de MEV-FEG e EDS demonstrou que a quantidade de cobre na
superficie das amostras e o aumento do angulo de contato estdo diretamente ligados ao tempo
de deposicao de cobre. O resultado de liberagao de cobre foi 0,16 mg/L, estando bem abaixo
do limite padrao para langcamento de efluentes. Finalmente, o conjunto de todos os resultados
indicou que os filmes de LBN/propolis vermelha/cobre podem ser considerados uma
alternativa frente aos curativos de feridas tradicionais; porém, estudos mais aprofundados
principalmente de carater bioldgico, como de citotoxicidade, e a melhora da hidrofilicidade
dos filmes sdo ainda necessarios.

Palavras-chave: Latex de borracha natural. Propolis vermelha. Cobre. Biomaterial.
Antibacteriano. Filmes. Magnetron sputtering.



ABSTRACT

Wound healing can be delayed due to resistance and tolerance to several topical
antimicrobials that are often used for this purpose. In this context, the development of
dressings with materials that have angiogenic and bactericidal properties is desirable, since
they make it possible to treat such infections for a long period of time and locally. In this
study, natural rubber latex (NRL) films containing red propolis and copper (II)
oxide/copper (II) oxide nanoparticles (CuO/CuONPs) were prepared. The films were obtained
under different conditions of temperature and time (65 °C for 24 h, 40 °C for 24 h, 40 °C for
12 h with forced air circulation, and at room temperature). Additional surface treatments with
plasma, using oxygen, hydrogen and a mixture of both gases, in addition to copper deposition
using the magnetron sputtering technique, were also performed. The films were then
characterized by the techniques of infrared spectroscopy with Fourier transform and
attenuated total reflectance (FTIR-ATR), scanning electron microscopy with field emission
(FEG-SEM), energy dispersion spectroscopy (EDS) and X-ray fluorescence (XRF), and by
contact angle measurements. The release of copper from the films was evaluated using the
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES) technique, while
antibacterial assays were performed with inoculum of Escherichia coli. In general, the films
showed a hydrophilic character, with contact angle values between 22° and 65°; however, in
the course of time and due to the aging of the NRL, they become more hydrophobic. In
addition, the results obtained from the films that were prepared through the direct
incorporation of CuO/CuONPs into the latex indicated the absence of bactericidal activity,
since copper reacts with the polymeric matrix, promoting their disintegration over time and,
consequently, making it impossible to visualize it by FEG-SEM and EDS. On the other hand,
the results inherent to the films prepared by magnetron sputtering revealed that the way of
conditioning directly influences the bactericidal activity. The films preserved in a desiccator
showed bacteriostatic properties after 10 s of copper deposition, while those that remained
under the bench showed less bacteriostatic activity due to the formation of oxides. The
analysis using FEG-SEM and EDS techniques demonstrated that the amount of copper on the
surface of the samples and the increase in the contact angle are directly linked to the time of
copper deposition. The copper release result was 0.16 mg/L, below the standard limit for
wastewater release. Finally, the set of all results indicated that NRL/red propolis/copper films
can be considered an alternative to traditional wound dressings; however, deeper studies,
mainly of a biological nature, such as cytotoxicity and the improvement of the hydrophilicity
of the films are still necessary.

Key words: Natural rubber latex. Red propolis. Copper. Biomaterial. Antibacterial. Films.
Magnetron sputtering.
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1 INTRODUCAO

Um dos principais problemas associados a cicatrizacdo de feridas ¢ a resisténcia e
tolerancia aos antimicrobianos topicos utilizados convencionalmente para reduzir as
infec¢des, devido ao seu uso recorrente (MIHALI et al., 2018). Por isso, o desenvolvimento de
curativos contendo substancias com propriedades bactericidas ¢ desejavel, uma vez que
possibilitam tratar tais infec¢des por um longo periodo de tempo e de forma local
(SCHEIBEL et al., 2021).

Os curativos podem ser constituidos de biomateriais, ou seja, “substancias, que nao
sejam drogas, ou uma combinacdo de substancias naturais ou sintéticas, e que durante um
certo tempo sao utilizadas como um todo ou parte que integra um sistema de forma que trate,
aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgao ou funcao corporal” (STEIN; GEHLEN; ROJAS,
2019). Ainda, deve ser biocompativel com o corpo humano, ndo liberando toxinas e nao
causar rejeicao pelo mesmo (CALLISTER JR.; RETHWISCH, 2021). A classe de
biomateriais poliméricos ¢ uma das mais utilizadas na area de aplicagdes biomédicas por
causa de suas propriedades fisico-quimicas, mecanicas e bioldgicas, que se assemelham em
muito com alguns tecidos do corpo humano (CALLISTER JR.; RETHWISCH, 2021).

O latex de borracha natural (LBN) ¢ considerado um biomaterial polimérico
(GUERRA et al., 2021) e uma de suas propriedades mais importantes ¢ a angiogénese, ou
seja, a capacidade induzir a formacdo de novos vasos sanguineos (MANO; MENDES, 2018).
Essa propriedade faz com que o LBN seja uma op¢do muito interessante na area de
cicatrizacdo de feridas (FERREIRA et al., 2009). Além disso, esse biomaterial polimérico
pode ser misturado com substancias antimicrobianas, como a propolis e diferentes
nanoparticulas visando a obtengdo de filmes com tais caracteristicas (GARCIA et al., 2021;
KRUPP et al., 2019; TIWARI et al., 2014; ZANCANELA et al., 2018; ZANCANELA et al.,

2017).
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A propolis ¢ uma substancia resinosa coletada de plantas por abelhas, sendo utilizada
para proteger a colmeia (GARCIA et al., 2021; SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010). A
propolis vermelha, em particular, ¢ encontrada em colmeias de abelhas Apis mellifera
africanizadas, que coletam resina principalmente da planta Dalbergia ecastophyllum
(DAUGSCH, 2007). Essa substancia ¢ considerada um remédio natural desde os tempos
antigos, sendo muito utilizada nos dias de hoje por causa de suas propriedades antibacterianas,
antifingicas, antioxidantes, antitumorais, antivirais, entre outras (CASTALDO; CAPASSO,
2002).

As nanoparticulas, por sua vez, sdo materiais com dimensdes nanométricas € que, por
serem muito pequenas, acabam diferindo de outras particulas ndo por suas propriedades
quimicas, mas sim pelo seu tamanho (CALLISTER JR.; RETHWISCH, 2021). As
nanoparticulas de oxido de cobre (II) (CuONPs), em particular, t€m um alto potencial
bactericida e fungicida, além de serem muito utilizadas para entrega de farmacos e
cicatrizagdo de feridas (ARGUETA-FIGUEROA et al., 2014, GHOSH et al., 2019;
SANKAR et al., 2014; TIWARI et al., 2014). No entanto, a toxicidade e a biocompatibilidade
das CuONPs ainda ¢ uma preocupacdo por parte de varios pesquisadores e, por esse motivo,
seu potencial toxicologico deve ser melhor compreendido (DANNA et al., 2016).

Para que um biomaterial possa ser utilizado como curativo, este deve apresentar
algumas caracteristicas importantes, tais como biocompatibilidade e molhabilidade (MIHAI et
al., 2018). Geralmente, as superficies dos materiais poliméricos que serdo utilizados como
biomateriais devem apresentar comportamento hidrofilico, uma vez que estes materiais
estardo em contato direto com o ambiente biologico (GARCIA et al.,, 2021). Essas
caracteristicas podem ser modificadas por meio de tratamento superficial a plasma, sendo esta
uma das técnicas mais eficazes para alterar as propriedades dos materiais (YOSHIDA et al.,

2013). Além disso, o plasma ¢ mais rapido que outros métodos, sendo considerado também
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um processo de esterilizagao (UENO et al., 2000; YOSHIDA et al., 2013). Outra técnica de
modificacdo de superficies ¢ a deposi¢do fisica de vapor por magnetron sputtering
(SARAKINOS; ALAMI; KONSTANTINIDIS, 2010). Essa técnica consiste na deposi¢ao de
outro material sob a superficie da amostra (SARAKINOS; ALAMI; KONSTANTINIDIS,
2010) e pode ser realizada de forma rapida, garantindo a integridade do substrato (SILVA et
al., 2023).

Nesse contexto, esse trabalho tem por objetivo a preparacdo e a caracterizacdo de
filmes de LBN contendo propolis vermelha e Cu/CuO/CuONPs. Esses filmes foram obtidos
sob diferentes condicdes experimentais, visando uma possivel aplicacdo no ambito dos
curativos. Além disso, esses materiais foram igualmente tratados a plasma, visando modificar
a molhabilidade dos mesmos, a fim de aprimorar suas propriedades para aplicacdo na area da

saude.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Preparar, modificar superficialmente e caracterizar dois conjuntos distintos de filmes
de LBN: (i) o primeiro deles contendo propolis vermelha ¢ CuO/CuONPs, tratados com
diferentes tipos de plasma, ¢ o (ii) segundo contendo propolis vermelha e cobre depositado
por magnetron sputtering, visando a possivel utilizacdo desses materiais como curativos na

area biomédica.

1.1.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos desse trabalho sao:

a) preparar filmes de LBN contendo propolis vermelha e CuO/CuONPs;



b)

©)

d)

g)
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modificar as superficies dos filmes obtidos em (a) com diferentes tratamentos a
plasma (hidrogénio, oxigénio e mistura de ambos os gases);
realizar a deposi¢do de cobre em filmes de LBN contendo propolis vermelha,

utilizando diferentes tempos e formas de acondicionamento das amostras;

avaliar a estabilidade dos filmes em fun¢do do tempo de prateleira (validade das
amostras);
caracterizar os filmes obtidos por meio das técnicas de espectroscopia no

infravermelho com transformada de Fourier e refletincia total atenuada
(FTIR-ATR), microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo
(MEV-FEQG), espectroscopia por dispersao em energia (EDS), fluorescéncia de
raios X (XRF) e angulo de contato;

realizar estudos de liberacdo de cobre com as amostras obtidas por magnetron
sputtering, quantificando o metal por meio da técnica de espectroscopia de emissao
atdmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) para verificar o potencial
toxicologico dos filmes, além de comparar os resultados obtidos com os limites
estabelecidos por lei;

realizar testes antibacterianos com os filmes obtidos pelo método de disco-difusdo e

em meio liquido para avaliar o potencial bactericida dos mesmos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CURATIVOS

O desenvolvimento de curativos para o tratamento de feridas, principalmente aquelas
resultantes de doengas cronicas como ulceras de pressao (MIHALI et al., 2018; ROSA et al.,
2019) e diabetes mellitus (GUERRA et al., 2021; MIHAI et al., 2018; ROSA et al., 2019),
queimaduras (GARCIA et al., 2021) ¢ feridas cirargicas ndo curativas (MIHAI et al., 2018),
vem avancando muito nos ultimos anos, em virtude dos grandes investimentos nessa area
(SANTOS et al., 2020). Pacientes com lesdes decorrentes de doengas cronicas sdo mais
propicios a infecgcdes e complicagdes durante a cicatrizagdo, devido a inibicdo de
revasculariza¢do que a doenga causa (ROSA et al., 2019), fazendo com que a qualidade de
vida dessas pessoas seja diminuida (MIHAI et al., 2018; SANTOS et al., 2020). Por esse
motivo, biomateriais com capacidade de estimular a reparacdo e o crescimento dos tecidos,
como o LBN, estdo sendo utilizados no desenvolvimento de curativos com alto potencial de
cura (GUERRA et al., 2021).

Segundo Mihai et al. (2018), os curativos devem apresentar algumas caracteristicas
importantes para resultar em uma boa cicatrizagdo da ferida, entre elas: manter um ambiente
umido e limpo, remover o excesso de exsudados da ferida, ndo permitir a proliferacdo de
micro-organismos, ndo causar dor no momento da aplicagdo ou retirada, entre outros. Além
disso, devem proteger contra lesdes e facilitar o apego celular e o desenvolvimento de tecidos
saudaveis (SCHEIBEL et al., 2021).

Um dos principais problemas associados a cicatrizagdo de feridas ¢ a resisténcia e
tolerancia aos antimicrobianos topicos utilizados como método convencional para reduzir as
infecgdes no local do ferimento, devido ao seu uso recorrente (MIHAI et al., 2018). Assim, o

desenvolvimento de curativos contendo substincias antimicrobianas ¢ de fundamental
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importancia, pois esses biomateriais liberam tais substancias por tempo prolongado, tratando

a infecgdo no local (SCHEIBEL et al., 2021).

2.2 BIOMATERIAIS

A definicdo mais aceita para biomateriais, que passou a ser adotada a partir da
Conferéncia de Consenso em Biomateriais para aplicacdes clinicas em 1982, ¢ de que
“biomaterial ¢ toda substancia (que ndo seja droga), ou combinagdo de substancias, de origem
sintética ou natural, que durante um periodo de tempo € empregada como um todo ou parte
integrante de um sistema para tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgao ou fungao
corporal” (STEIN; GEHLEN; ROJAS, 2019). Segundo Newell (2018), os biomateriais sao
materiais fabricados de forma especifica para serem utilizados em aplicacdes biologicas. Um
biomaterial eficiente deve ser produzido a partir de um material que ndo oferega risco ao
corpo humano ou a propria performance do dispositivo no ambiente em que sera inserido por
periodo indeterminado de tempo (SANTOS; BRANDALISE; SAVARIS, 2017).

Esses materiais ndo sdo necessariamente de origem biologica, podendo também ser
sintetizados em laboratdrio. Sao utilizados em contato com o corpo humano, seja como um
implante para substituir ou reparar tecidos, como protese ou em diferentes procedimentos
médicos (STEIN; GEHLEN; ROJAS, 2019). Segundo Pires, Bierhalz ¢ Moraes (2015), os
biomateriais podem ser encontrados em diversos formatos e estados, como s6lido, liquido, em
pasta ou em géis.

Os biomateriais podem ser classificados, ainda, de acordo com a resposta quimica ou
biolégica do corpo humano, podendo ser considerados bioinertes, biotoleraveis, bioativos e
biodegradaveis. Os bioinertes sdo os materiais que sdo tolerados pelo corpo humano, sem
qualquer tipo de rea¢do quimica entre este e o material, e que ndo liberam componentes em

quantidades significativas. Os materiais biotoleraveis também sdo tolerados pelo corpo
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humano, porém sdo separados do tecido humano pela formacdo de um tecido fibroso e
liberam compostos quimicos e outros componentes. Os bioativos s3o materiais que fazem
ligagdes quimicas com o tecido, devido a sua alta biocompatibilidade, enquanto os materiais
biodegradaveis sdo aqueles que degradam, solubilizam ou sdo absorvidos pelo corpo humano
apos certo tempo (HENCH, 2013). Ainda, de acordo com Newell (2018), os biomateriais
estruturais (ou inertes) sdo utilizados para dar sustentagdo ao corpo humano, como as
proteses, por exemplo. Ja os biomateriais funcionais (bioativos) sao utilizados para qualquer
procedimento que ndo seja estrutural, como, por exemplo, os implantes.

Os biomateriais desempenham um papel fundamental na &rea de engenharia de tecidos
(técnica que consiste na regeneracdo de oOrgdos e tecidos, através de células do proprio
paciente que sao cultivadas sobre suportes biologicos ou sintéticos para entdo serem
reinseridos no paciente), pois funcionam como uma matriz extracelular artificial para o apoio
da regeneragdo (CHEN; LIANG; THOUAS, 2013). Uma propriedade importante que os
biomateriais devem apresentar, segundo Callister Jr. e Rethwisch (2021), ¢ a
biocompatibilidade, ou seja, devem ser compativeis com a parte do corpo humano onde
ficardo alocados. Para ser considerado um material biocompativel, este ndo deve liberar
toxinas no corpo ou causar rejeicdo no mesmo. Além disso, outras caracteristicas sao
importantes para os biomateriais, como as propriedades de alergenicidade, citotoxicidade,
rugosidade, porosidade, cor, transparéncia, estabilidade, algumas propriedades quimicas e
mecanicas, entre outras (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). Propriedades de superficie,
como a molhabilidade, sdo igualmente importantes, pois em alguns casos auxiliam na adesao
das células ao material, permitindo a liberacdo de compostos ativos para sinalizagao,
proliferacdo, deposi¢do de matriz extracelular e diferenciacdo celular (CHANG; WANG,

2011). Os biomateriais devem ainda ter um custo adequado, satisfazer o propoésito pelo qual
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foram desenvolvidos, e suas propriedades mecanicas devem atender as expectativas e se

manterem até o final da sua vida util (BOSE et al., 2018; NEWELL, 2018; SANTOS, 2021).

2.3 BIOMATERIAIS POLIMERICOS

Os biomateriais podem ser classificados em fun¢do da sua composi¢ao em: metalicos,
ceramicos, poliméricos ou compositos. Com o uso crescente € com o avango tecnologico na
area de materiais, hd a tentativa de substituir os dispositivos médicos de metal por polimero
(FESTAS; RAMOS; DAVIM, 2020). Os polimeros sao moléculas de cadeia longa, onde
pequenas unidades (mondmeros) se repetem intimeras vezes (RATNER et al., 2004). Os
mondmeros sao moléculas com baixa massa molar que, a partir de uma reagdo de
polimerizacdo, originam tais macromoléculas. Os materiais poliméricos sdo basicamente
constituidos de carbono e hidrogénio, unidos entre si por meio de ligagdes covalentes,
podendo também conter oxigénio, fluor, cloro, enxofre ou nitrogénio em sua composicao
(SANTOS; BRANDALISE; SAVARIS, 2017).

De acordo com Pires, Bierhalz e Moraes (2015), os polimeros podem ser naturais, ou
seja, obtidos de plantas e animais; ou sintéticos, advindos de reacdes de polimerizagao.
Santos, Brandalise e Savaris (2017) citam como materiais poliméricos de origem natural a
borracha natural, o polihidroxibutirato, o colageno, a quitosana, o acido hialuronico e o
alginato. Os materiais de origem sintética, por sua vez, podem ser obtidos a partir do petrdleo
ou do gés natural.

As propriedades fisico-quimicas, mecanicas e biologicas dos polimeros naturais ou
biopolimeros sdo as responsaveis por esses materiais serem os mais utilizados e requisitados
em aplicagdes biomédicas, pois apresentam uma maior proximidade em relagdo a maioria dos
tecidos do corpo humano. Essas caracteristicas dependem de sua composicdo quimica,

estrutura, configuracao e massa molar (CALLISTER JR.; RETHWISCH, 2021).
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De acordo com Ratneret al. (2004), as propriedades dos polimeros sdo mais
complexas, devido ao fato de suas moléculas apresentarem cadeia longa e alta massa molar.
Por esse motivo, as propriedades devem ser analisadas no momento da escolha do material
para a aplica¢do biomédica, utilizando, assim, o material mais apropriado.

Callister Jr. e Rethwisch (2021) afirmam que o tipo de biomaterial mais utilizado na
medicina atualmente é o polimérico, devido as suas satisfatorias propriedades mecanicas e
bioldgicas. Os polimeros sdo normalmente utilizados em varios campos ou areas da medicina,
em equipamentos descartaveis como seringas, proteses ortopédicas, lentes de contato e
corneas, na reconstru¢do dentdria, em dispositivos cardiovasculares, filmes, suturas e
adesivos, entre outros (FESTAS; RAMOS; DAVIM, 2020). O poli(éter-éter-cetona) ¢ um
exemplo de biomaterial polimérico utilizado em alguns implantes para a coluna cervical
(NEWELL, 2018; SANTOS, 2021) e alguns biomateriais a base de quitosana podem ser
citados como exemplos para utilizagdo em curativos (CROISIER; JEROME, 2013). Portanto,
os polimeros sdo uma fonte de interesse em pesquisa nas areas de medicina regenerativa,
engenharia de tecidos, nanotecnologia e liberagdo controlada de farmacos (SONG et al.,

2018).

2.4 LATEX DE BORRACHA NATURAL (LBN)

O LBN ¢ extraido das arvores por um processo conhecido como sangria. E encontrado
no tronco de diversas espécies; porém, a seringueira (Hevea brasiliensis), mostrada na
Figura 1, ¢ a tnica que produz borracha com alta qualidade e em condi¢cdes econdomicas
favoraveis. Por esse motivo, ¢ a espécie mais utilizada para a extragdo de LBN: cerca de 1/3
da borracha total consumida no mundo ¢ produzida principalmente nas plantagdes da Maldasia,

Tailandia, Indonésia e Ceildo, no continente Asiatico (MANO; MENDES, 2018). Até o inicio
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do século XX, o Brasil era o maior produtor de borracha no mundo; atualmente, contribui

com apenas 1% dessa produgdo (KOHIIYA; IKEDA, 2014; MANO; MENDES, 2018).

Figura 1 - Processo de extracdo do LBN a partir da Hevea brasiliensis

\\ )

Fonte: Yip e Cacioli (2002).

O LBN ¢ um liquido branco, de aspecto leitoso e consisténcia viscosa, que ao ser
extraido ¢ composto por uma dispersao coloidal de micelas do polimero poliisopreno com
formula quimica (CsHg)n, onde n = 5.000 (CORNISH; XIE, 2012). Dentre essas particulas de
tamanho entre 0,1 ¢ 2,0 um, que estdo envoltas em uma membrana, 6% representam produtos
nao borrachosos, como proteinas, lipideos e carboidratos (MANO; MENDES, 2018), e cerca
de 1% a 1,5% correspondem a proteinas, que sdo removidas, em sua maior parte, apos o
processamento do LBN (FERREIRA et al., 2009).

De acordo com Toma (2018), as cadeias poliméricas do LBN derivam da sua
polimerizacdo a partir do isopreno (2-metilbutadieno), formando poliisopreno nas
configuragdes Cis e trans, como mostrado na Figura 2. A configuragdo cis do LBN ocorre no
caule da arvore, enquanto a configuracao trans ocorre nas folhas e casca. Segundo Tanaka
(1991), o LBN ¢é composto por milhares de unidades de poli-Cis-isopreno, de somente duas

unidades de poli-trans-isopreno e de dois grupos terminais de cadeia a e ®. A borracha
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natural ¢ o unico biopolimero composto somente por carbono e hidrogénio, sem outros
elementos como nitrogénio, oxigénio e enxofre em sua constituigdo (KOHJIYA; IKEDA,

2014).

Figura 2 - Representacdo esquemadtica da polimerizacdao do isopreno
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Fonte: Toma (2018).

Uma das caracteristicas mais interessantes do LBN ¢ a sua propriedade curativa, pois
ela serve como uma defesa da planta, estimulando a cicatrizacdo por meio da angiogénese,
que ¢ a capacidade de induzir o surgimento de novos vasos sanguineos (MANO; MENDES,
2018). Estudos realizados por Ferreira et al. (2009) evidenciaram que algumas proteinas do
LBN estdo associadas a sua propriedade angiogénica. Por esse motivo, o LBN vem sendo
muito estudado na area de cicatrizacao de feridas. Além disso, também é um material de baixo
custo e que apresenta boa resisténcia a infecgdes bacterianas (MANO; MENDES, 2018;
ROSA et al., 2019). O LBN sofre naturalmente um processo de envelhecimento, que ocorre
quando a sua hidrofobicidade aumenta com o tempo (VAN DONGEN et al., 2013). Para que
o LBN seja utilizado como um biomaterial, é necessario avaliar o seu tempo de prateleira, ou
seja, o seu prazo de validade. Esse prazo pode ser determinado por medidas de angulos de
contato, quando o valor é superior a 80° (GARCIA et al., 2021), uma vez que o LBN ¢

considerado normalmente um material hidrofobico (AGREBI et al., 2018).
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Alguns estudos na area biomédica com o LBN envolvem reparos 6sseos (KOTAKE et
al., 2018), tratamento de feridas cronicas infectadas (GARMS et al., 2019), tratamento de
queimaduras (TANAKA et al., 2021), entre outros. A adigdo de substancias antimicrobianas
no curativo de LBN, como a propolis, também tem sido objeto de estudo de vérios
pesquisadores (GARCIA et al., 2021; KRUPP et al., 2019; ZANCANELA et al., 2018;

ZANCANELA etal., 2017).

2.5 PROPOLIS

A propolis € uma substancia resinosa € que consiste na mistura de saliva e cera de
abelhas com materiais vegetais retirados de diversas plantas ao redor do mundo (MIGLIORE
et al, 2022). E utilizada para a protecio da colmeia, como vedagio de rachaduras e
sepultamento de parasitas e predadores (SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010). A
composi¢do quimica e a quantidade de compostos presentes na resina variam conforme a
origem geografica, pois depende da flora local e da época de coleta (clima e efeitos sazonais)
(BUENO-SILVA et al., 2017). A propolis vermelha, em particular, é encontrada apenas no
Brasil sendo, portanto, considerada um recurso natural que pode auxiliar na satide publica
(GARCIA et al., 2021). Além disso, apresenta alto interesse comercial, ja que o pais ¢
atualmente o terceiro maior produtor mundial de propolis (MIGLIORE et al., 2022). A
propolis vermelha pode ser encontrada em colmeias de abelhas Apis mellifera africanizadas,
localizadas no nordeste brasileiro. Essas abelhas coletam a resina dos botdes florais e das
folhas novas, principalmente da planta Dalbergia ecastophyllum (Figura 3a), comumente
chamada de rabo-de-bugio (DAUGSCH, 2007). Essa resina encontrada na planta ¢ estimulada
por uma espécie de besouro joia recentemente descoberta, nomeada Agrilus propolis sp. nov.
Esse besouro se desenvolve dentro dos ramos da planta, provocando uma série de danos a

mesma, que reage produzindo uma resina amarelada. Esta, por sua vez, torna-se avermelhada
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com o passar do tempo e fica disponivel para as abelhas coletarem (Figura 3b) e entdo

produzirem a propolis vermelha (Figura 3¢) (MIGLIORE et al., 2022).

Figura 3 - Imagens da (a) Dalbergia ecastophyllum; (b) resina sendo coletada pela abelha e
(¢) producao da prépolis vermelha
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Fonte: Adaptado de Migliore et al. (2022). Nota: Fotos de Carlos Carvalho (Acervo Insecta, UFRB) e
Jean Carvalho.

A composi¢do quimica da propolis ainda ndo ¢ totalmente conhecida, mas
normalmente sdo encontrados aminoacidos, terpenos, acidos fenolicos, ésteres de acidos
fenolicos, acido cindmico e flavonoides como seus principais constituintes (RUSSO;
LONGO; VANELLA, 2002). Segundo Castaldo e Capasso (2002), os flavonoides

encontrados na prépolis (pinocembrina, galangina e pinobanksina) sdo os principais
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responsaveis por sua propriedade antimicrobiana. De acordo com Oliveira et al. (2016), a
propolis encontrada no Brasil € rica em compostos fendlicos por causa de seu clima de zona
temperada. As quantidades desses compostos quimicos podem variar para mais, para menos
ou até para a sua auséncia (MURAD et al., 2002; SILVA et al., 2006).

A propolis tem sido muito utilizada como remédio natural, desde a antiguidade. Os
egipcios a utilizavam por suas propriedades anti-putrefativas, os gregos e romanos usavam
como antisséptico e cicatrizante, e os drabes faziam o uso da propolis como desinfetante bucal
(CASTALDO; CAPASSO, 2002). Rocha e Reis (2005) afirmaram que a préopolis €
amplamente utilizada na medicina para combater infeccdes. A propolis pode ser utilizada
como agente bactericida (CABRAL et al., 2009; GARCIA et al.,, 2021), antifingico
(DEEGAN et al., 2019), antitumoral (FROZZA et al., 2013), antioxidante (CABRAL et al.,
2009; FROZZA et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2016), leishmanicida (NASCIMENTO et
al., 2016; REGUEIRA-NETO et al., 2018), antiviral (SILVA-BELTRAN et al., 2020), no
tratamento de dermatites, além de ser empregada em cosméticos e ser um alimento muito
saudavel (CASTALDO; CAPASSO, 2002).

Segundo Zancanela et al. (2018), além da propolis vermelha, existem outros tipos de
propolis com composigdes diferentes, como a propolis verde e a propolis marrom ou “dlamo”.
Um resumo com as principais caracteristicas dos diferentes tipos de propolis encontra-se na
Tabela 1.

O tipo de propolis que apresenta os melhores resultados contra fungos ¢ a propolis
vermelha, de acordo com os estudos de Zancanela et al. (2018). Por esse ¢ outros motivos,
como menor citotoxicidade, decidimos utiliza-la neste trabalho. Além da propolis, diversas
nanoparticulas estdo sendo empregadas como antimicrobianos em curativos (GARCIA et al.,

2021; TIWARI et al., 2014).
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Tabela 1 - Principais caracteristicas das propolis vermelha, verde e marrom

T1[30 dc.e Regiio Origem Prlrnc.lpals constituintes Referéncia
propolis quimicos
Flavonoides (quercetina,
Vermelha Nordeste do | Dalbergia daidzeina, rutina, luteolina, Daugsch et
© Brasil ecastophyllum | biochanin A, pinocembrina, al. (2008)
pinobanksina, pinobanksina-3-
acetato, entre outros)
. Artepillin C (seu marcador
Baccharis o .
Verd Sudeste dracunculifolia quimico), alguns acidos, Park et al.
erae do Brasil DC kaempferol, kaempferide, (2004)
pinobanksina, entre outros
compostos
Flavonoides (pinocembrina,
pinobanksina, crisina,
Europa e Brorto‘s de galangina, kaempferol e Chasset et al.
Marrom | zonas espécies do . . L
A pinobanksina-3-acetato), acidos |(2016)
temperadas | género Populus 1 .
fenolicos e seus derivados,
entre outros

Fonte: o autor.

2.6 NANOPARTICULAS

As nanoparticulas (NPs) possuem dimensdes na ordem de nandmetros, sendo
geralmente menores que 100 nm. Diferenciam-se pelo seu tamanho e ndo apenas em termos
de suas propriedades quimicas. S3o uma classe de materiais com diversas propriedades e que
podem ser metélicas, cerdmicas, poliméricas ou de materiais compostos (CALLISTER JR.;
RETHWISCH, 2021).

Por serem particulas em que a razdo de area superficial por volume ¢ alta
(CALLISTER JR.; RETHWISCH, 2021), as NPs podem representar um risco a saide humana
e ao meio ambiente, sendo a biocompatibilidade e a toxicidade desses materiais uma das
principais preocupagdes em aplicagdes biomédicas (DANNA et al., 2016). Por isso, o seu
potencial toxicoldgico e as suas interacdes devem ser estudados e levados em consideragao

(CALLISTER JR.; RETHWISCH, 2021). Além do tamanho, outros fatores influenciam no
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seu potencial toxicoldgico, como a composi¢do quimica, forma, quantidade, forma de
exposicio e carga de superficie (GOMEZ-GALLEGO; URCUQUI-INCHIMA;
HERNANDEZ, 2016).

Diferentes métodos sdo empregados para sintetizar NPs, os quais estdo divididos em
abordagem bottom-up e top-down. O método bottom-up ocorre quando um precursor
molecular ¢ decomposto para que ocorra a geracdo de atomos do metal, que crescem
formando as NPs. Ja o método top-down ocorre quando particulas maiores de um material sdo
fragmentadas em particulas menores e, em seguida, sdo transformadas em NPs de tamanho
adequado (WANG; XIA, 2004).

Uma representacao didatica desses dois métodos pode ser observada na Figura 4. Sao
exemplos da técnica bottom-up a sedimentagao e a redugao, e da técnica top-down a moagem,

e a deposigoes fisica e quimica de vapor (KHAN; SAEED; KHAN, 2019).

Figura 4 - Esquema da sintese de NPs pelos métodos top-down e bottom-up
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Fonte: Adaptado de Lu et al. (2020).

Além da forma convencional de obtengdo (quimica), os métodos de sintese verde de
NPs vém sendo muito estudados, pois sdo considerados métodos ecologicamente corretos
uma vez que utilizam solventes ndo téxicos e ndo formam subprodutos indesejados
(BUKHARI et al., 2021). De acordo com Singh et al. (2020), a sintese verde de NPs pode ser

mediada por extratos de plantas, fungos e bactérias (Figura 5). Entretanto, a sintese assistida
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por extratos de plantas é considerada a mais eficiente, pois estes cont€ém metabolitos em sua

constitui¢do que podem agir como estabilizadores e agentes redutores.

Figura 5 - Representacdo da sintese verde de NPs metdlicas a partir de plantas, bactérias e
fungos
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Fonte: Adaptado de Singh et al. (2020).

As NPs metélicas sdo muito utilizadas para aplicagdes biomédicas, devido as suas
propriedades fisicas, quimicas, bioldgicas, magnéticas ¢ opticas (BUKHARI et al., 2021).
Podem ser utilizadas na entrega de farmacos (LEE; KANG, 2017), como agentes bactericidas
(ARGUETA-FIGUEROA et al., 2014; GHOSH et al., 2019) e anticancerigenos (SANKAR et
al., 2014), na cicatrizagao de feridas (TIWARI et al., 2014), na desinfecgdo de aguas (MIHUT
etal., 2019) e de efluentes téxteis (GIANNOSSA et al., 2013), entre outros. Algumas das NPs
metalicas mais utilizadas sdo de prata, ouro, zinco, magnésio, titdnio, cobre e seus respectivos

oxidos (DIN; REHAN, 2017).
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2.6.1 Nanoparticulas de 6xido de cobre (II)

O cobre ¢ um material metalico que possui reconhecida atividade antimicrobiana.
Antigamente, era utilizado para esterilizar feridas e 4gua, e nos ultimos anos seu consumo
mundial tém sido de aproximadamente 18 milhdes de toneladas por ano (SANCHEZ-
SANHUEZA; FUENTES-RODRIGUEZ; BELLO-TOLEDO, 2016). As nanoparticulas de
oxido de cobre (II) (CuONPs), em particular, tém uma importancia relativamente maior sobre
as demais nanoparticulas metalicas, devido a sua elevada condutividade e baixo custo
(JAYAKUMARALI et al., 2015). Alguns estudos ja tém evidenciado que as nanoparticulas de
cobre e de oxido de cobre (II) s3o eficazes contra alguns fungos e bactérias
(BOGDANOVIC et al., 2014; KOUHKAN et al, 2020; RAMYADEVIet al., 2012;
SANCHEZ-SANHUEZA; FUENTES-RODRIGUEZ; BELLO-TOLEDO, 2016).

De acordo com Jayakumarai et al. (2015), as CuONPs podem ser sintetizadas pelo
método sol-gel (KAYANI et al., 2015), sonoquimico (DHINESHBABU et al., 2016),
irradiag@o por micro-ondas (KAEWYAI et al., 2019; KUMAR et al., 2019), entre outros. As
CuONPs sintetizadas por rota verde com extratos de plantas (JAYAKUMARALI et al., 2015;
SANKAR et al., 2014; YUGANDHAR et al., 2017), algas (ABBOUD et al., 2014), fungos
(CUEVAS et al., 2015) e bactérias (KOUHKAN et al., 2020), também vém sendo muito

utilizadas por diversos pesquisadores (ABBOUD et al., 2014).

2.7 FILMES DE LBN CONTENDO PROPOLIS E NANOPARTICULAS METALICAS
Como foi mencionado anteriormente, a utilizagao de filmes de LBN contendo propolis
¢ um tema que vem sendo muito estudado nos ultimos anos por diversos pesquisadores
(GARCIA et al., 2021; KRUPP et al., 2019; ZANCANELA et al., 2018; ZANCANELA et
al., 2017). Garcia et al. (2021) e Krupp et al. (2019), por exemplo, avaliaram a propriedade

angiogénica do LBN com a adicao de propolis vermelha e marrom, respectivamente, € que
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resultou em filmes que foram utilizados como curativos para auxiliar na cicatrizacdo de
ferimentos e queimaduras, respectivamente. Zancanela et al. (2018), em outro estudo,
demonstrou que o filme de LBN contendo propolis possui propriedade antifiingica contra
Candida albicans.

Outros estudos evidenciaram excelentes propriedades bactericidas em filmes de LBN
contendo nanoparticulas metalicas de prata (AgNPs) (RATHNAYAKE et al., 2012), ¢ LBN
contendo nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPs) (RATHNAYAKE et al., 2014). Ainda
nesse contexto, Garcia et al. (2021) também avaliaram filmes de LBN contendo propolis e
AgNPs, e tratados a plasma, encontrando um material hidrofilico e vidvel para o tratamento
de feridas. Por outro lado, estudos envolvendo filmes de LBN contendo propolis e CuONPs
ndo foram, até o presente momento, encontrados na literatura, o que demonstra em partes o

ineditismo deste trabalho.

2.8 MODIFICACAO SUPERFICIAL

A modificacao de superficies em biomateriais ocorre principalmente para controlar as
caracteristicas superficiais do material e regular sua biocompatibilidade. Uma das
propriedades passiveis de mudanga ¢ a molhabilidade, que pode ser avaliada por meio de
medidas de angulo de contato. Quanto maior o angulo de contato, mais hidrofobica essa
superficie €; por outro lado, quanto menor o angulo, mais hidrofilica (CHANG; WANG,
2011).

Existem diversos métodos de modificacao de superficial, dentre os quais encontram-se
a deposicao quimica/fisica de vapor (PALUMBO; LO PORTO; FAVIA, 2019). O tratamento
a plasma, por exemplo, tem sido comumente utilizado para adaptar as propriedades de adesao

¢ umedecimento das superficies poliméricas (LAI et al., 2006; YOSHIDA et al., 2013).
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2.8.1 Plasma

O plasma ¢ considerado o quarto estado da matéria e pode ser definido como um gés
que foi aquecido em altas temperaturas, de tal maneira que os seus elétrons adquirem
liberdade de movimento, transformando-o em um gas condutor (FRANK-KAMENETSKII,
1972). Consiste em particulas carregadas positiva e negativamente de igual forma,
permanecendo em um estado eletricamente neutro (FRANK-KAMENETSKII, 1972;
FERREIRA et al., 2015). Quando um material polimérico é submetido ao plasma, a interagao
do mesmo com a superficie gera novos grupos funcionais que serdo responsaveis pelas
modifica¢des das propriedades (LAI et al., 2006; YOSHIDA et al., 2013).

A modificagdo de materiais por meio do tratamento a plasma pode ser analisada por
meio da diferenca de angulos de contato de uma gota de agua adicionada ao material
modificado e ao original, dependendo do gas utilizado (LARRIEU et al., 2003). Como foi
mencionado anteriormente, esta ¢ uma das formas mais eficazes para alterar as propriedades
especificas dos materiais, principalmente no que concerne aos materiais poliméricos. Por esse
motivo, a modificagdo superficial mediada por essa técnica vem sendo muito utilizada em
polimeros para aplicagdes na biomedicina. Esse processo permite, por exemplo, a introducgao
de grupos funcionais na superficie do material, modificacdo de rugosidade, entre outras
(YOSHIDA et al., 2013).

Existem diferentes técnicas para essa finalidade, dentre as quais pode ser citada a
deposicao quimica em fase de vapor assistida por plasma, conhecida como PECVD (do inglés
plasma enhanced chemical vapor deposition). E uma forma de deposi¢io quimica a vapor, na
qual o plasma ¢ formado devido a uma diferenca de potencial gerada por uma fonte, sendo
que ocorre a ionizagdo de um gés entre dois eletrodos. As colisdes entre elétrons e moléculas
desse gas sdo responsaveis por reacdes quimicas, provocando interacdes entre o plasma e o

substrato. Esse processo apresenta boa reprodutibilidade, o que permite a modificagdo de
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materiais com diferentes geometrias, mantendo-se uma uniformidade do plasma. Além disso,
ele ¢ um processo relativamente barato, com uma instrumentagdo simples, fazendo-se o uso
de camaras de alto e baixo vacuo (ROMAN, 2010). Na Figura 6 esta representada uma

camara de vacuo, a qual foi utilizada neste trabalho, € uma amostra sob tratamento a plasma.

Figura 6 - Registro fotografico de uma (a) camara de vacuo para tratamento a plasma e (b) de
uma amostra sob tratamento a plasma

Fonte: o autor.

De acordo com Ueno et al. (2000), o plasma pode ser utilizado como uma técnica de
esterilizagdo, pois os radicais livres produzidos sdo extremamente reativos e, por isso, podem
interromper as fungdes de células vitais de micro-organismos. De acordo com Yoshida et al.
(2013), o fato de poder alterar as propriedades quimicas e fisicas da superficie polimérica, por
meio do plasma, sem que isso afete a caracteristica de volume, ¢ uma grande vantagem do
processo. O tratamento a plasma também ¢ considerado um processo de modificagdo de
superficie mais rapido em relacdo a outros métodos. Além da técnica de deposi¢do quimica
por plasma, outro método importante para a modificagdo de superficies de biopolimeros ¢ o

método de deposigio fisica de vapor por sputtering (SLEPICKA et al., 2016).



38

2.8.2 Deposicao fisica de vapor por magnetron sputtering

A técnica de deposicao fisica de vapor por magnetron sputtering ¢ muito utilizada para
a deposicao de filmes finos, os quais sdo utilizados para diversas aplicagdes tecnoldgicas,
como prote¢do de superficies, dispositivos Opticos e eletronicos. Consiste em um plasma,
onde atomos de um gas inerte, normalmente argonio, sdo ionizados e atraidos para um alvo,
que ¢ colocado sob potencial negativo. A interacdo dos ions com a superficie do alvo causa
uma ejecao de atomos que sdo depositados na amostra, formando um filme na sua superficie
(SARAKINOS; ALAMI; KONSTANTINIDIS, 2010). Uma representagdo esquematica da

técnica esta representada na Figura 7, enquanto o equipamento utilizado encontra-se na

Figura 8.
Figura 7 - Esquema para o magnetron sputtering
Descarga
Plasma
Atomos
Argbénio
ions
T — Argbnio
do alvo
Elétrons
| | i

Fonte: Adaptado de Maurya, Sardarinejad e Alameh (2014).
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Fonte: o autor.

A escolha adequada do tipo de plasma e do agente antimicrobiano a ser utilizado pode
ser uma forma eficaz de conferir propriedades antimicrobianas aos polimeros (SILVA et al.,
2023). Segundo Silva et al. (2023), a rapida deposicao do metal por magnetron sputtering,
devido a alta taxa de ioniza¢do de elétrons secunddrios, ¢ muito importante para que o
polimero ndo seja danificado pela exposi¢do ao plasma e, assim, mantenha suas propriedades
macroscopicas. A deposi¢ao de cobre por magnetron sputtering vem sendo muito estudada
para melhorar as propriedades antibacterianas de superficies poliméricas (BADARAEYV et al.,
2017; KUDZIN et al., 2020; SILVA et al., 2023; WOSKOWICZ et al., 2020), mostrando-se

muito eficiente como agente antimicrobiano.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Latex de borracha natural (LBN)
O LBN utilizado neste estudo foi gentilmente doado pela empresa RubberSul
(Lote 1808034), situada no municipio de Estancia Velha/RS. O material é comercializado

centrifugado (60% em massa) e estabilizado com hidroxido de amonio.

3.1.2 Propolis vermelha

A propolis vermelha utilizada nos ensaios preliminares deste trabalho foi coletada na
regido Nordeste do Brasil, no estado de Alagoas (coordenadas geograficas 9° 34° 12” S e
36° 33” 0” W), no ano de 2013. Inicialmente, amostras do material foram convertidas em um
p6 finamente dividido com o auxilio de um almofariz e um pistilo de porcelana. Em seguida,
50 g desse p6 foram misturados com 500 mL de uma solugdo de etanol-agua (70%-30% v/v),
sob agitacdo constante em um shaker a 205 rpm, a temperatura ambiente de 25 °C, durante
24 h. Posteriormente, a mistura foi filtrada a vacuo e o solvente foi rotacvaporado a uma
temperatura de 37 °C. Por fim, o material foi liofilizado durante 48 h, originando um pé muito

fino e de cor vermelha, que foi estocado em freezer a -20 °C até o momento da sua utilizagao.

3.1.3 Oxido de cobre (II) e nanoparticulas de 6xido de cobre (II)

O oxido de cobre (I) (CuO) foi adquirido da empresa Sigma — Aldrich (Brasil),
lote MKCB5158, com alto grau de pureza (> 99,0%). As nanoparticulas de 6xido de cobre (II)
(CuONPs), por sua vez, foram adquiridas da mesma empresa (lote MKCM9694) com
tamanho médio inferior a 50 nm. Ambos os materiais foram utilizados sem nenhum

tratamento prévio.
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3.2 METODOS

3.2.1 Quantidades de LBN, propolis vermelha e CuO/CuONPs

As quantidades de LBN e propolis vermelha foram pré-definidas com base em
trabalhos anteriores do grupo, onde o primeiro estudo foi realizado utilizando uma
concentragdo de 0,4 mg de propolis para cada 1 mL de LBN. Neste trabalho do grupo, em
particular, ndo foi evidenciado efeito bactericida por meio de testes de difusdo em agar e
coloragdo de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), mas sim bacteriostatico (GIOVANELA et
al., 2019). Por esse motivo, novos testes foram realizados e a quantidade de propolis vermelha
definida para ser utilizada nesse trabalho de mestrado foi de 2,50 mg/mL.

As concentracdes iniciais de CuO e CuONPs foram igualmente escolhidas, tomando
por base o estudo de Zhang et al. (2017). Para tanto, foram testados teores de 0,5; 1,5; 2; 2,5;
4 ¢ 6% m/m de CuO e CuONPs. Por fim, esses teores foram modificados em fun¢do dos

resultados obtidos ao longo do trabalho.

3.2.2 Preparaciao dos filmes de LBN

Foram preparados 5 lotes de filmes de LBN, cujas descri¢des encontram-se nas
Tabelas 2, 3, 4, 5 ¢ 6, respectivamente. No primeiro lote de amostras utilizou-se 2,50 mg/mL
de propolis vermelha e diferentes concentragdes de 6xido de cobre (II) (Tabela 2). Para tanto,
a propolis vermelha foi pesada (0,1 g) e dissolvida em 2,0 mL de uma solu¢ao de etanol-agua
50% v/v, sob agitacdo magnética. Posteriormente, 40,0 mL de LBN foram transferidos para
um béquer, com o auxilio de uma proveta, ¢ mantidos sob agitacdo. Na sequéncia,
incorporou-se o CuO e o sistema permaneceu sob agitacdo por mais 15 min. Por fim, as
amostras foram vertidas em placas de Petri e dispostas em uma estufa a 65 °C, por 24 h, até¢ a

sua secagem completa (GARCIA et al., 2021).
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Tabela 2 - Composi¢do e condi¢cdes de preparacdo dos filmes de LBN do primeiro lote

Codigo Descricao dos filmes Condicao de
secagem
1LBN-PROP-0.5Cu0/65 °C-24 h |LBN, propolis vermelha e 0,5% m/m de CuO
1LBN-PROP-1.5Cu0/65 °C-24 h |LBN, propolis vermelha e 1,5% m/m de CuO
1LBN-PROP-2.0Cu0/65 °C-24 h |LBN, propolis vermelha e 2% m/m de CuO |65 °C por
1LBN-PROP-2.5Cu0/65 °C-24 h | LBN, propolis vermelha e 2,5% m/m de CuO |24 h

1LBN-PROP-4.0Cu0/65 °C-24 h | LBN, prépolis vermelha e 4% m/m de CuO
1LBN-PROP-6.0Cu0/65 °C-24 h | LBN, prépolis vermelha e 6% m/m de CuO

Fonte: o autor. Legenda do cédigo das amostras: 1LBN-PROP-XCuO/65 °C-24 h, onde 1 = filme do primeiro
lote; LBN = latex de borracha natural, PROP = propolis vermelha; X = concentragdo em % m/m de
CuO/CuONPs utilizada; CuO = 6xido de cobre (II); 65 °C-24 h = condi¢do de secagem da amostra.

Posteriormente, foram preparados os filmes de LBN do segundo lote (Tabela 3) com
uma concentracdo fixa de 0,25% m/m de CuO/CuONPs. A metodologia utilizada s6 difere da
anterior em relacdo ao processo de secagem, pois foram realizados diferentes testes a 40 °C
por 24 h, 40 °C por 12 h em estufa com circulagdo forcada de ar, e a temperatura ambiente por
tempo maior que 92 h. As amostras foram acondicionadas em bancada de laboratorio, sem o

controle de temperatura e umidade do ar.

Tabela 3 - Composi¢do e condi¢des de

reparacdo dos filmes de LBN do segundo lote

Codigo Descricao dos filmes Condicao de secagem
2LBN-PROP-0.25CuONP/40 °C-24 h | LBN, propolis vermelha e 40 °C por 24 h
0,25% m/m de CuONPs
2LBN-PROP-0.25CuONP/Tamp-> 92 h | LBN, propolis vermelha e Tambiente por tempo > 92 h
0,25% m/m de CuONPs
2LBN-PROP-0.25CuONP/40 °C-cf-12 h | LBN, prépolis vermelha e 40 °C com circulagdo
0,25% m/m de CuONPs forcada de ar por 12 h
2LBN-PROP-0.25Cu0/40 °C-24 h LBN, propolis vermelha e 40 °C por 24 h
0,25% m/m de CuO
2LBN-PROP-0.25CuO/Tamb-> 92 h LBN, propolis vermelha e Tambiente por tempo > 92 h
0,25% m/m de CuO
2LBN-PROP-0.25Cu0/40 °C-cf-12 h LBN, propolis vermelha e 40 °C com circulagdo
0,25% m/m de CuO forcada de ar por 12 h
2LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h LBN e 0,25% m/m de 40 °C por 24 h
CuONPs
2L.BN-0.25Cu0/40 °C-24 h LBN e 0,25% m/m de CuO |40 °C por 24 h
2LBN-PROP/40 °C-24 h LBN e propolis vermelha 40 °C por 24 h
2L.BN/40 °C-24 h LBN 40 °C por 24 h

Fonte: o autor. Legenda do cédigo das amostras: 2LBN-PROP-0.25CuONP/X °C-cf-Y h, onde 2 = filme do
segundo lote; LBN = latex de borracha natural; PROP = propolis vermelha; 0.25 = concentracdo em % m/m de
CuO/CuONPs; CuONP = nanoparticulas de 6xido de cobre (IT); CuO = 6xido de cobre (II); X = temperatura de
secagem em °C; Tamp = temperatura ambiente; cf = circulacdo for¢cada de ar; Y = tempo de secagem em h.
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Em um terceiro lote (Tabela 4), as amostras foram preparadas utilizando-se a mesma
metodologia descrita anteriormente, com secagem a 40 °C por 24 h e secagem a temperatura
controlada de 23 °C + 2 °C por 7 dias. Ao término desse procedimento, as amostras foram
acondicionadas em ambiente com temperatura (23 °C £+ 2 °C) e umidade do ar (50% = 10%)
controladas, e ao abrigo da luz. Posteriormente, foram preparadas outras amostras do mesmo

lote contendo LBN, propolis vermelha e CuO/CuONPs mantendo a secagem a temperatura

controlada de 23 °C £ 2 °C por 7 dias (Tabela 4), acondicionadas nas mesmas condigdes.

Tabela 4 - Composicado e condi¢des de preparacao dos filmes de LBN do terceiro lote

Codigo Descricao dos filmes Condicao de secagem
3LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h LBN ¢ 0,25% m/m de CuONPs |40 °C por 24 h
3LBN-0.25CuONP/Tamp cont.-7 d LBN ¢ 0,25% m/m de CuUONPSs | Tambiente controlada 23 °C
+ 2 °C por 7 dias
3LBN-0.25Cu0/40 °C-24 h LBN e 0,25% m/m de CuO 40 °C por 24 h
3LBN-0.25CuO/Tamb cont.-7 d LBN ¢ 0,25% m/m de CuO Tambiente controlada 23 °C
+ 2 °C por 7 dias
3LBN-PROP/40 °C-24 h LBN e propolis vermelha 40 °C por 24 h
3LBN-PROP/ Ty cont.-7 d LBN e propolis vermelha Tambiente controlada 23 °C
+ 2 °C por 7 dias
3LBN-PROP-0.25CuONP/Tump cont.-7 d | LBN, propolis vermelha e Tambiente controlada 23 °C
0,25% m/m de CuONPs + 2 °C por 7 dias
3LBN-PROP-0.25CuO/Tamp cont.-7 d LBN, propolis vermelha e Tambiente controlada 23 °C
0,25% m/m de CuO + 2 °C por 7 dias
3LBN/40 °C-24 h LBN 40 °C por 24 h
3LBN/Tamp cont.-7 d LBN Tambiente controlada 23 °C
+ 2 °C por 7 dias

Fonte: o autor. Legenda do cédigo das amostras: 3LBN-PROP-0.25CuONP/X-Y, onde 3 = filme do terceiro
lote; LBN = latex de borracha natural; PROP = propolis vermelha; 0.25 = concentragdo em % m/m de
CuO/CuONPs; CuONP = nanoparticulas de 6xido de cobre (II); CuO = 6xido de cobre (II); Tamp = temperatura
ambiente (23 °C £ 2 °C); X = temperatura de secagem; cont. = ambiente controlado; Y = tempo de secagem.

Para as amostras do quarto lote (Tabela 5), a concentracao utilizada de CuONPs foi
modificada, a fim de melhorar as propriedades antibacterianas do filme, mantendo a
metodologia descrita com secagem a temperatura controlada de 23 °C + 2 °C por 7 dias. As

amostras foram acondicionadas nas mesmas condi¢des que o lote anterior.
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Tabela 5 - Composi¢do e condi¢des de preparacdo dos filmes de LBN do quarto lote

Codigo Descricao dos filmes Condicao de secagem
4LBN-PROP-0.5CuONP/Tamb cont.-7 d | LBN, propolis vermelha e
' 0,5% m/m de CuONPs
4LBN-PROP-1.0CuONP/Tamb cont.-7 d | LBN, propolis vermelha e
1% m/m de CuONPs

ALBN-PROP-1.5CuONP/Tamy cont.-7 d |LBN, propolis vermelha e | Lambiente ;"Ont“’lada i
1,5% m/m de CuONPs 23°C£2Cpor 7 dias
4LBN-PROP-2.0CuONP/Tams cont.-7 d | LBN, préopolis vermelha e
2% m/m de CuONPs
ALBN/Tamp cont.-7 d LBN

Fonte: o autor. Legenda do cédigo das amostras: 4LBN-PROP-XCuONP/T.m, cont.-7 d, onde 4 = filme do
quarto lote; LBN = latex de borracha natural; PROP = prépolis vermelha; X = concentragio em % m/m de
CuONPs; CuONP = nanoparticulas de 6xido de cobre (II); Tampb = temperatura ambiente (23 °C + 2 °C);
cont. = ambiente controlado; 7 d = tempo de secagem de 7 dias.

Paralelamente foram realizados outros testes com a finalidade de obter um filme com
maior estabilidade. No primeiro teste, o0 LBN ficou sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 30 min e por 1 h, antes da adi¢do da prépolis vermelha diluida em etanol-agua
50% v/v e de 2% m/m de CuONPs. Também foi realizado um teste a temperatura de 40 °C,
com agita¢cdo magnética por 10, 20 e 30 min, para posterior adi¢do da propolis vermelha e de
2% m/m de CuONPs. Na sequéncia foi utilizada a mesma metodologia de preparacdo dos
lotes anteriores, sendo que as amostras foram acondicionadas em bancada de laboratorio, sem
ambiente controlado.

Além disso, foram realizados testes com a adicdo de 1,25 mL/L de um agente
reticulante (glutaraldeido) em filmes com 2, 5 e 10% m/m de CuONPs, obtidos da mesma
forma que os lotes anteriores. As amostras foram acondicionadas em bancada de laboratorio,
sem ambiente controlado.

Por fim, foi realizado uma tentativa de pré-vulcanizagdo com a adi¢do, sob agitagdo
mecanica constante, de enxofre (S), 6xido de zinco (ZnO), dietilditiocarbamato de zinco
(ZDEC), laurato de sodio, antioxidante e hidréxido de potassio (KOH), nas mesmas
proporgdes utilizadas por Rojruthai, Payungwong e Sakdapipanich (2021), e dos aditivos

(2,50 mg/mL de propolis vermelha e 0,25 e 2% m/m de CuONPs) ao LBN. Aqui,
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especificamente, foram realizadas altera¢des na ordem de mistura dos aditivos para cada teste,
onde no primeiro teste seguiu-se a ordem de adicdo: LBN, propolis vermelha diluida em
solugdo de etanol-agua 50% v/v, CuONPs, KOH, laurato de sédio, antioxidante, ZnO mais
ZDEC e S. Para o segundo teste, a ordem de adicao foi mudada para: LBN, KOH, laurato de
sodio, antioxidante, propolis vermelha diluida em solugdo de etanol-agua 50% v/v, CuONPs,
ZnO mais ZDEC e S. O terceiro teste de pré-vulcanizagdo seguiu-se a seguinte ordem de
adicao: LBN, KOH, laurato de sddio, antioxidante, ZnO mais ZDEC, prépolis vermelha
diluida em solucao de etanol-agua 50% v/v, CuONPs e S.

Para as amostras do quinto lote foram preparados filmes de LBN e propolis vermelha
utilizando a mesma metodologia dos outros lotes, porém com uma temperatura de secagem de
65 °C por 24 h (GARCIA et al., 2021). As amostras foram acondicionadas em ambiente com

temperatura (23 °C + 2 °C) e umidade do ar (50% + 10%) controladas, e ao abrigo da luz.

3.2.3 Tratamento a plasma

O tratamento a plasma foi realizado em uma camara de vacuo localizada no
Laboratorio de Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos (LESTT) da Universidade
de Caxias do Sul.

Para o tratamento foram utilizados os filmes de LBN do segundo e terceiro lotes
(Tabelas 3-4), com excegdo das amostras “2LBN-PROP-0.25CuONP/40 °C-cf-12 h” e
“2LBN-PROP-0.25Cu0/40 °C-cf-12 h”, que foram descartadas por apresentarem uma alta
aglomeracdo de particulas de propolis vermelha/6xido de cobre (II), e das amostras do
terceiro lote com secagem a 40 °C por 24 h, uma vez que apresentaram maior instabilidade em
relacdo aos filmes secos a temperatura ambiente controlada por 7 dias. As amostras foram
cortadas em pedagos com 4rea de aproximadamente 1,0 cm? com o auxilio de uma tesoura

esterilizada com uma solucdo de etanol-agua 70% v/v e colocadas na camara de vacuo. Para
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as amostras do segundo lote, os gases utilizados foram o hidrogénio (100%, fluxo de
172 sccm), o oxigénio (100%, fluxo de 172 sccm) e uma mistura de 50% de hidrogénio e 50%
de oxigénio, ambos com fluxo de 86 sccm, totalizando 172 sccm. Para os filmes do terceiro
lote, o gas de oxigénio com composicdo de 100% foi descartado, utilizando-se, entdo,
somente o gas hidrogénio com composicdo de 100%, e a mistura de gases hidrogénio e
oxigénio, na mesma propor¢do e fluxos descritos anteriormente. Todos os gases utilizados
foram adquiridos na AIR PRODUCTS, com pureza de 99,992%.

A pressdo da base utilizada foi de 3,0 x 102 mbar e a pressdo de trabalho, apds a
adi¢do dos gases na camara, foi de 1,0 mbar. Além disso, foi utilizada uma fonte de
radiofrequéncia de 13,56 MHz e a poténcia de 30 W, enquanto o tempo de duragdo do

tratamento foi de 10 min (GARCIA et al., 2021).

3.2.4 Deposi¢ao de cobre por magnetron sputtering

A deposicao de cobre foi realizada na superficie dos filmes de LBN do quinto lote. As
amostras foram inseridas em uma camara de vacuo de magnetron sputtering, localizada no
Laboratorio de Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos (LESTT) da Universidade
de Caxias do Sul, que foi evacuada até uma pressio de base menor que 1,0 x 10> mbar,
caracterizando o regime como sendo em alto vacuo. O gas argonio (AIR PRODUCTS, pureza
de 99,9997%), que compde o plasma, foi inserido na cdmara e ionizado, formando cations de
argonio, por meio de uma diferenca de potencial. Por possuirem uma carga elétrica positiva,
os cations sdo atraidos para o alvo de cobre (pureza de 99,9%), que estd sob um potencial
negativo, a 6,0 cm da amostra. Como resultado da colisdo, 4tomos do alvo de cobre sao
ejetados e depositados sobre a superficie das amostras. Foram testados tempos de deposi¢ao
de 5, 10, 15, 20, 30 e 40 s. Em seguida, as amostras foram acondicionadas em dessecador

(sem evacuagdo de ar interno) e em bancada de laboratério (Tabela 6) com o intuito de
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verificar possiveis modificacdes na superficie do material em fungdo do tipo de

acondicionamento do mesmo.

Tabela 6 - Composi¢do e condi¢des de preparacdo dos filmes de LBN do quinto lote

Caédigo

Descricao dos filmes

Condicao de secagem e
armazenamento

S5LBN-PROP-SPUTCu-5B/65 °C-24 h

S5LBN-PROP-SPUTCu-5D/65 °C-24 h

S5LBN-PROP-SPUTCu-10B/65 °C-24 h
S5LBN-PROP-SPUTCu-10D/65 °C-24 h
S5LBN-PROP-SPUTCu-15B/65 °C-24 h
S5LBN-PROP-SPUTCu-15D/65 °C-24 h
SLBN-PROP-SPUTCu-20B/65 °C-24 h
S5LBN-PROP-SPUTCu-20D/65 °C-24 h
S5LBN-PROP-SPUTCu-30B/65 °C-24 h
S5LBN-PROP-SPUTCu-30D/65 °C-24 h
S5LBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h
S5LBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h

5LBN-PROP/65 °C-24 h

LBN, propolis vermelha e
5 s de deposigdo de Cu
LBN, propolis vermelha e
5 s de deposigao de Cu
LBN, propolis vermelha e
10 s de deposi¢ao de Cu
LBN, propolis vermelha e
10 s de deposicao de Cu
LBN, propolis vermelha e
15 s de deposi¢ao de Cu
LBN, propolis vermelha e
15 s de deposicao de Cu
LBN, propolis vermelha e
20 s de deposicao de Cu
LBN, propolis vermelha e
20 s de deposicao de Cu
LBN, propolis vermelha e
30 s de deposicdo de Cu
LBN, propolis vermelha e
30 s de deposicao de Cu
LBN, propolis vermelha e
40 s de deposicao de Cu
LBN, propolis vermelha e
40 s de deposicao de Cu
LBN e propolis vermelha

65 °C por 24 h - bancada
65 °C por 24 h - dessecador
65 °C por 24 h - bancada
65 °C por 24 h - dessecador
65 °C por 24 h - bancada
65 °C por 24 h - dessecador
65 °C por 24 h - bancada
65 °C por 24 h - dessecador
65 °C por 24 h - bancada
65 °C por 24 h - dessecador
65 °C por 24 h - bancada
65 °C por 24 h - dessecador

65 °C por 24 h - bancada

Fonte: o autor. Legenda do cédigo das amostras: SLBN-PROP-SPUTCu-XY/65 °C-24 h, onde 5 = filme do
quinto lote; LBN = latex de borracha natural; PROP = propolis vermelha; SPUTCu = deposi¢do de cobre por
magnetron sputtering; X = tempo de deposi¢do em segundos; Y = condigdo de armazenamento (B = bancada e
D = dessecador); 65 °C-24 h = condic¢do de secagem da amostra.

3.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

3.3.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
Essa analise foi realizada em um equipamento de FTIR da marca Perkin Elmer,
Spectrum 400, no modo de refletancia total atenuada (ATR) e em um intervalo de 4000 a

1

650 cm™, com resolugio de 4 cm, localizado no Laboratério de Caracterizacio de

Materiais II (LCMAT II) da Universidade de Caxias do Sul.
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Os espectros foram registrados apenas uma vez para as amostras do segundo lote e,
apds uma avaliacdo preliminar dos resultados obtidos, percebeu-se que seria interessante
realizar essas analises mais de uma vez para acompanhar possiveis modificagdes estruturais
nos filmes. Sendo assim, para as analises do terceiro lote de amostras secas a temperatura de
40 °C por 24 h, foram registrados espectros nos dias 0, 7, 14 e 21. As amostras secas a
temperatura controlada por 7 dias, sem tratamento a plasma, foram analisadas nos tempos de
0, 7, 14, 21, 60, 90 e 120 dias, enquanto as amostras com tratamento a plasma foram
analisadas nos tempos de 7 e 14 dias apos o tratamento. Para as amostras do quarto lote e para
os testes de evaporacdo e com reticulante, os espectros foram registrados apenas uma vez. Por
fim, para o quinto lote de amostras, os espectros foram obtidos nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias,

apos a deposicao de cobre.

3.3.2 Medicao do angulo de contato

A técnica de medi¢do de angulo de contato foi realizada em equipamento da marca
SEO, modelo Phoenix-150, localizado no Laboratério de Caracterizagdo de Materiais I
(LCMAT 1) na Universidade de Caxias do Sul. Com essa técnica foi possivel analisar a
molhabilidade dos filmes de LBN por meio da medi¢ao do angulo de contato de gotas de dgua
destilada, medidos dez vezes. Para as amostras do segundo lote, o ensaio foi repetido nos dias
0,7, 14, 21, 60, 90 e 110, contando como dia 0 o dia em que os filmes foram finalizados, a
fim de determinar o tempo de prateleira. As amostras do terceiro lote, secas a temperatura de
40 °C por 24 h, e sem tratamento a plasma, foram analisadas nos dias 0, 7, 14 e 21, sendo que
cada analise a partir desse lote foi realizada em triplicata, visando uma melhor precisao e
confiabilidade nos resultados. Os filmes secos a temperatura controlada por 7 dias, e sem
tratamento a plasma, foram analisados nos tempos de 0, 7, 14, 21, 60, 90 e 120 dias. As

amostras do terceiro lote com tratamento a plasma foram analisadas nos tempos 7 e 14 dias,
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apos o tratamento. Ja para as amostras do quarto lote e para os testes de evaporagdo e com o
reticulante, a andlise foi feita somente no dia 0. Por fim, para o quinto lote de amostras, as

medidas foram realizadas nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias, apods a deposi¢do de cobre.

3.3.3 Fluorescéncia de raios X

Para a realizagdo do ensaio de fluorescéncia de raios X (XRF) foi utilizado um
equipamento da marca Shimadzu, modelo EDX-7000, localizado no LCMAT 1 na
Universidade de Caxias do Sul. Os ensaios foram realizados nas amostras do quinto lote, nas
quais o cobre foi depositado por magnetron sputtering, e que permaneceram em dessecador.
Para tanto, as mesmas foram cortadas em lados de 12 mm e suportadas em mylar, sendo as
medidas realizadas a vacuo, com os canais de medida Al-U e Na-Sc, utilizando uma janela de

analise de 10 mm.

3.3.4 Microscopia eletronica de varredura com emissiio de campo e espectroscopia por
dispersao em energia

Para a analise de microscopia eletronica de varredura com emissdao de campo
(MEV-FEQG) foi utilizado um equipamento de modelo Tescan Mira 3. Os mapas das
composigdes quimicas dos filmes de LBN foram obtidos por espectroscopia por dispersao de
energia (EDS), utilizando o mesmo equipamento. Essas andlises foram realizadas para as

amostras do terceiro lote, com e sem tratamento a plasma, e para as amostras do quinto lote.

3.3.5 Ensaio antibacteriano

O ensaio antibacteriano foi realizado através do método de disco-difusdo, onde os
filmes de LBN foram inicialmente cortados com lados de 1,0 cm, esterilizados com luz UV
por 8 h (4 h para cada lado das amostras) e alocados em contato direto com o indculo

bacteriano Escherichia coli com concentragio de 1,0 x 10 UFC/mL. Apds 24 h de incubagio
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em uma estufa bacterioldgica, a 37 °C, procedeu-se a verificagdo de possiveis halos de
inibigdo para a interpretacao dos resultados.

Além disso, efetuou-se também a analise em meio liquido. Esse ensaio foi realizado
com o objetivo de verificar se os filmes eram bacteriostaticos ou bactericidas. Para tanto, foi
utilizado uma placa de pogos em que as amostras permaneceram em contato com o indculo
bacteriano de Escherichia coli, com concentracio de 1,0 x 10* UFC/mL, por 24 h a 37 °C. Ao
término desse tempo, adicionou-se resazurina aos pogos que ficaram incubados, sob agitacao,
por mais 1 h para verificagdo da coloragao.

Ainda, um teste de crescimento de bactérias do meio liquido foi realizado para
confirmar os resultados da coloragdo. Para esse proposito, foi introduzido um swab no meio
liquido, antes da adicdo da resazurina, que foi passado em meio de 4gar. Em seguida, a placa
foi incubada em uma estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 h e, posteriormente, analisou-se o

crescimento de bactérias nesse meio.

3.3.6 Ensaio de liberacao de cobre

O ensaio de liberacdo de cobre foi realizado com as amostras SLBN-PROP-SPUTCu-
10B/65 °C-24 h, SLBN-PROP-SPUTCu-10D/65 °C-24 h, SLBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-
24 h e 5LBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h. Para tanto, as mesmas foram cortadas em
4 pedagos com medidas de 12,5 x 12,5 mm. Em seguida, as 4 partes foram imersas em
100 mL de 4gua destilada e colocadas sob agitacdo constante em um shaker a 200 rpm ¢ a
25 °C, por tempos de 0, 4, 8, 12 e 24 h. A quantificacdo de cobre foi realizada por meio da
técnica de espectroscopia de emissdo atomica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)
no Laboratorio de Analises e Pesquisas Ambientais (LAPAM) da Universidade de Caxias do

Sul. O método empregado foi o 3120-B, descrito no Standard Methods for the Examination of
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Water and Wastewater (SMEWW, 23% edi¢do) (Rice et al., 2017). O limite de detecgdo para

cobre ¢ de 0,0073 mg/L, sendo que as analises foram feitas em duplicata.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRIMEIRO LOTE DE FILMES DE LBN

4.1.1 Preparacao dos filmes

No primeiro lote de filmes foram testados teores de 0,5 a 6% m/m de CuO, onde
percebeu-se um grande acumulo (aglomeracao) de 6xido de cobre (II) na superficie dos
filmes. Além disso, observou-se que a temperatura utilizada durante a secagem dos filmes
desse lote (65 °C) provocou a carbonizacdo das amostras, deixando-as com aspecto pegajoso,

o que interferiu na formagao dos filmes (Figura 9).

Figura 9 - Registro fotografico da amostra do primeiro lote

Diametro = 15 cm

Fonte: o autor.

Como ndo foi possivel realizar uma analise por FTIR-ATR com as amostras do

primeiro lote (Tabela 2), pelo fato de terem sido carbonizadas pela elevada temperatura de
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secagem e ndo apresentarem consisténcia suficiente para o ensaio, as mesmas acabaram sendo

descartadas. Por esse motivo, um segundo lote de filmes foi preparado.

4.2 SEGUNDO LOTE DE FILMES DE LBN

4.2.1 Preparacao dos filmes

No segundo lote de filmes optou-se por fixar o teor de CuO e CuONPs em
0,25% m/m, mantendo-se o teor de propolis vermelha em 2,50 mg/mL e o volume de LBN
em 40,0 mL, o qual resultou em filmes com melhor aparéncia visual e textura.

Apo6s definir a concentracdo de CuO e CuONPs nos filmes de LBN, preparou-se o
segundo lote de amostras com diferentes condi¢cdes de temperatura de secagem (40 °C por
24 h, 40 °C por 12 h com circulacdo forcada de ar e temperatura ambiente por tempo superior
a 92 h, respectivamente) (Tabela 3). A preparagdo desse lote evidenciou que a secagem com
circulacao forcada de ar a 40 °C por 12 h favoreceu a aglomeracao de propolis vermelha, bem
como de CuO e CuONPs na superficie dos filmes (Figura 10), fato que ndo ocorreu nas

outras duas condi¢des de secagem.

Figura 10 - Registro fotografico da amostra do segundo lote com secagem com circulacao
for¢ada de ar a 40 °C por 12 h

Acumulo
de particulas

Diametro = 15 cm

Fonte: o autor.
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Os melhores resultados em relagdo a aparéncia e textura das amostras foram obtidos
com uma secagem a 40 °C por 24 h, e a temperatura ambiente por tempo superior a 92 h

(Figura 11).

Figura 11 - Registro fotografico dos filmes de LBN desenvolvidos no segundo lote

LBN, propolis vermelha LBN, prépolis vermelha LBN e CuONPs, LBN, 40 °C
e CuONPs, 40 °C e CuONPs, T, 40 °C
LBN, prépolis vermelha  LBN, prépolis vermelha LBN e CuO, LBN, prépolis vermelha,
e CuO, 40 °C e CuO, T, 40 °C 40 °C

Diametro = 15 cm

Fonte: o autor.

Com base nesses resultados preliminares, prepararam-se novos filmes de LBN para os
tratamentos a plasma, e sua posterior caracterizacdo. Porém, percebeu-se que apds o periodo
de 7 dias, os filmes contendo CuONPs, com secagem a 40 °C e por 24 h (2LBN-PROP-
0.25CuONP/40 °C-24 h e 2LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h), comecaram a se desintegrar,
mudando drasticamente seu aspecto de filme denso (Figura 12), fato que ocorreu com menor
intensidade no filme obtido a temperatura ambiente (2LBN-PROP-0.25CuONP/Tamb->92 h).
Essas evidéncias experimentais sugerem que a presenca de CuONPs, assim como o uso de
calor, exercem alguma influéncia no processo de solidificagdo do LBN. Notou-se ainda que as
condi¢cdes do local em que os filmes foram acondicionados poderiam causar a desintegracao

em fun¢do do aumento de umidade e/ou mudancas de temperatura.
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Figura 12 - Registro fotografico da amostra 2LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h (a)nodiaO e
(b) 90 dias apos a secagem

Diametro = 15 cm (a) (b)
Fonte: o autor.

4.2.2 Tratamento a plasma

Com o intuito de modificar a superficie dos filmes escolhidos do segundo lote
(Figura 11), estes foram submetidos a diferentes tratamentos a plasma, usando os gases
oxigénio, hidrogénio e uma mistura de hidrogénio/oxigénio (50:50), durante 10 min. O
tratamento a plasma apresenta a vantagem de ser um método ecologicamente correto
(GARCIA et al., 2021) e eficaz (YOSHIDA et al., 2013), além de apresentar baixo custo
(ROMAN, 2010). O tratamento com cada um desses gases tem caracteristicas relacionadas a
atividade quimica de seus ions.

Aparentemente ndo foram evidenciadas modificacdes visuais significativas em seu
aspecto morfoldgico, apds os diferentes tratamentos. Porém, percebeu-se que o nivel de
desintegracio das amostras 2LBN-PROP-0.25CuONP/40 °C-24 h, 2LBN-PROP-
0.25CuONP/Tampb-> 92 h e 2LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h (todas com CuONPs) foi menor nos
filmes tratados a plasma. O tratamento com gés oxigénio indicou menor desintegracao,
enquanto o tratamento realizado com a mistura de gases H> e O: evidenciou maior

desintegracdo. Os filmes com e sem tratamento a plasma foram caracterizados posteriormente.
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4.2.3 Caracterizaciao dos filmes de LBN por FTIR-ATR

Os filmes do segundo lote foram caracterizados quimicamente por meio da técnica de
FTIR-ATR, visando avaliar possiveis modificagdes estruturais apos o tratamento a plasma.
Na Figura 13 encontram-se os espectros obtidos para as amostras, com e sem tratamento, dos
filmes 2LBN-PROP-0.25CuONP/40 °C-24 h, 2LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h, 2LBN-
PROP/40 °C-24 h e 2LBN/40 °C-24 h. Os demais espectros ndo foram apresentados nessa
figura, dada a semelhanca entre eles. Os valores representados apds o simbolo © nos
espectros de FTIR-ATR referem-se aos angulos de contatos, que serdo discutidos
posteriormente. A atribuicdo das principais bandas desses filmes encontra-se sumarizadas na
Tabela 7. As bandas relativas ao poli(cis-1,4-isopreno) estdo relacionadas diretamente aos
ntimeros de onda em aproximadamente 2960, 2911, 2850, 1445, 1374 e 840 cm™' (GARCIA et
al., 2021).

A banda localizada em 3290 cm™! est4 relacionada aos estiramentos das ligacdes de
grupamentos N-H e O-H (DANNA et al., 2016). Os grupos N-H tém correlagdo direta com
compostos ndo isoprenos, estando relacionados as proteinas presentes no LBN (ROLERE et
al., 2015), enquanto os grupos O-H estdo associados a presenca de umidade (GARCIA et al.,
2021). As bandas em 2960, 2911 e 2850 cm™' referem-se as ligagdes C-H, sendo as duas
primeiras relativas ao estiramento simétrico de CHs e a tltima ao estiramento assimétrico de
CH: (AGREBI et al., 2018). Em aproximadamente 1650 cm, observam-se bandas
caracteristicas de C=C provenientes do isopreno (AGREBI et al., 2018) e de C=0 de amida |
(DANNA et al., 2016). Em 1552 cm’! aparece a banda inerente a amida II, relacionada
igualmente as proteinas do LBN (DANNA et al, 2016). Por fim, as bandas em
aproximadamente 1445 e 1374 cm™' foram atribuidas as deformacdes angulares de CHa e
CH3, respectivamente (AGREBI et al., 2018), enquanto a banda em 840 cm™ corresponde ao
desdobramento de R>C=C-HR, banda caracteristica do LBN (cis-1,4), representando o

isopreno (ROLERE et al., 2015; TANAKA et al., 2021).
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Figura 13 - Espectros de FTIR-ATR das amostras (a) 2LBN-PROP-0.25CuONP/40 °C-24 h,
(b) 2LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h, (c¢) 2LBN-PROP/40 °C-24 h e (d) 2LBN/40 °C-24 h;
(e) analise quantitativa das areas das bandas do LBN
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0, 1,41 0,48 0, 0,71 0,37
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Fonte: o autor.
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Algumas bandas caracteristicas do extrato de propolis foram evidenciadas em
aproximadamente 1640 e 1457 cm™'. Essas bandas estdo relacionadas a presenca de anéis
aromaticos ¢ flavonoides, entre outros compostos (OLIVEIRA et al., 2016). Observou-se
ainda que os espectros dos filmes de LBN e propolis vermelha (Figura 13¢) s3o muito
semelhantes aos espectros do LBN na sua forma isolada (Figura 13d), o que sugere apenas
uma interagao fisica entre eles. Esse resultado também foi evidenciado por Zancanela et al.

(2017).

Tabela 7 - Atribuicao das principais bandas de absor¢do encontradas nos espectros de
FTIR-ATR dos filmes de LBN

Numero de L .
onda (cm™) Atribuicao Referéncia
3327 - 3248 N-H (relacionado as proteinas) Danna et al. (2016),

O-H (relacionado a umidade) Garcia et al. (2021)
2963 - 2958

CH3 (estiramento simétrico)
2913 -2910

Agrebi et al. (2018)
2853 - 2848 | CH2 (estiramento assimétrico)

Agrebi et al. (2018),

1666 - 1640 | C=C (LBN) e C=0 (amida I) Danna et al. (2016)

1561 - 1543 | N-H (amida II, relacionado as proteinas) Rolere et al. (2015)

1448 - 1442 | CH: (deformagao angular)
Agrebi et al. (2018)
1377 -1372 | CH3 (deformacao angular)

R>C=C-HR (caracteristica do cis-1,4 Rolere et al. (2015),

845 - 836 proveniente do LBN) Tanaka et al. (2021)

Fonte: o autor.

Nao foi possivel identificar as bandas caracteristicas do CuO e das CuONPs pela
técnica de FTIR-ATR, pois os estiramentos da ligagdo Cu-O ocorrem na regido abaixo dos

640 cm (DHINESHBABU et al., 2016).
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A fim de obter maiores informagdes a partir da andlise de FTIR-ATR, decidiu-se
realizar uma avaliagdo quantitativa dos espectros registrados. Para isso, determinaram-se as
areas das principais bandas do LBN com a intencdo de verificar se ocorreram modificacdes na
estrutura do polimero, onde as NPs foram incorporadas. As bandas relativas aos estiramentos
de CH3; e CHz (2960, 2910 e 2848 cm™) foram utilizadas como referéncia, sendo que o

calculo da razdo das areas das bandas foi realizado de acordo com a Equacéo (1):

A, (1)

onde, R ¢é a razdo da area de banda, Ay ¢ a area da banda a ser analisada e Ar € o somatorio das
bandas relativas aos estiramentos de CH3 e CH; utilizados como referéncia. As principais
razdes de areas obtidas encontram-se na Figura 13e. O quadro com todos os resultados das
razdes de areas encontra-se no Apéndice A.

Para analisar os resultados de forma mais precisa e verificar quais mudancas sdo
significativas, foram realizadas trés medi¢des de FTIR-ATR em um filme de LBN, em pontos
diferentes da superficie da amostra, e em seguida calcularam-se as areas de bandas em
triplicata. Por meio desse tratamento matematico, encontrou-se um grau de significancia
(G.S.) para cada razdo de banda, que foi utilizado para todas as andlises. Os valores
encontrados de G.S. para as razdes da area de bandas dos grupos OH e NH, C=C ¢ C=0, N-H,
CH», CH3 e RoC=C-HR foram, respectivamente, iguais a 0,09; 0,05; 0,11; 0,01; 0,01 e 0,01,
valores os quais foram considerados como margem de erro de calculo para a respectiva razao
de area de banda.

Como pode ser evidenciado, os valores encontrados para as razdes dos filmes do
segundo lote ndo indicaram uma tendéncia razoavel em relagdo aos tratamentos avaliados.

Isso pode estar relacionado a desintegracao dos filmes, ja que os tratamentos foram feitos pelo
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menos uma semana depois que os filmes ja estavam prontos. Por outro lado, percebeu-se que
em uma mesma amostra, as razdes da banda de R.C=C-HR (a mais importante para a
identificacdo do LBN) foram similares nos filmes sem tratamento e nos filmes tratados a
plasma com gas oxigénio. Essa similaridade pode indicar, em um primeiro momento, que o
plasma com esse gds nao proporcionou mudangas significativas nos filmes analisados. De
qualquer maneira, ¢ importante ressaltar que mais analises sdo necessarias para corroborar

essa hipotese.

4.2.4 Avaliacao da molhabilidade dos filmes de LBN

As medidas de angulo de contato para as amostras do segundo lote foram realizadas
nos dias 0, 7, 14, 21, 60, 90 e 110. Pelo fato de o LBN apresentar um envelhecimento natural,
¢ importante avaliar seu tempo de prateleira. Esse tempo pode ser estimado por meio de
medidas de angulo de contato (molhabilidade). A analise do angulo de contato ajuda a
predizer por quanto tempo os filmes poderdo permanecer em uma certa condi¢do para uma
dada aplicagdo. Na Figura 13, os principais resultados para o angulo de contato dos filmes
desenvolvidos no segundo lote para o dia 0 estdo representados logo apds o simbolo ©. O
quadro com todas as medidas de angulo de contato em fun¢do do tempo encontra-se no
Apéndice B.

Como pode ser constatado, os resultados encontrados para o angulo de contato
mostraram que o filme de LBN sem tratamento possui uma natureza hidrofilica. Esse
resultado esta em desacordo com os estudos de Garcia et al. (2021), onde foi encontrado um
comportamento hidrofébico para os filmes de LBN secos a 65 °C. Contudo, nos estudos de
Lima et al. (2021), apesar da preparagdo dos filmes ser diferente, foi encontrado um
comportamento hidrofilico para os filmes de LBN, com angulos de contato muito préximos

aos obtidos nesse trabalho. De acordo com Lima et al. (2021), a espessura do filme de LBN
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esta diretamente relacionada com o angulo de contato, sendo que uma espessura menor resulta
em menores angulos de contato.

Os filmes contendo CuONPs, por outro lado, apresentaram um cardter mais
hidrofébico quando comparados aqueles contendo CuO. Isso ocorre, pois segundo Mandke e
Pathan (2012), as CuONPs apresentam um carater hidrofébico (112°), aumentando o angulo
de contato dos filmes em que as mesmas foram incorporadas. Por outro lado, todos os filmes
evidenciaram um aumento ou uma estabilidade do angulo de contato com o tempo. Esse
aumento ¢ corroborado pelos estudos de Garcia et al. (2021), que demostraram que ha a
necessidade de controlar o prazo de validade dos filmes, ou seja, conhecer por quanto tempo
os mesmos mantém a sua hidrofilicidade.

Para ser considerado um material com caracteristicas favordveis para aplicagdao
biomédica, o dngulo de contato do mesmo deve ser menor que 80° (GARCIA et al., 2021).
Nesse sentido, percebe-se que o filme 2LBN-PROP-0.25CuONP/40 °C-24 h sem tratamento a
plasma pode ser utilizado até um tempo inferior a 60 dias, uma vez que apresentou um angulo
de contato de 83° no dia 60. A amostra 2LBN-PROP-0.25CuONP/Tamp-> 92 h sem tratamento
a plasma, por sua vez, pode ser utilizada até antes de 110 dias de sua fabricacdo, pois o dngulo
de contato no dia 110 ¢ de 84°. J4 o filme 2LBN-0.25Cu0/40 °C-24 h tratado a plasma com o
gés oxigénio tem um prazo de validade de até 90 dias, pois o angulo de contato em 90 dias ¢
de 81°. Por fim, o filme 2LBN-PROP-0.25CuONP/40 °C-24 h tratado com os trés tipos de
plasma ndo teve seu angulo de contato medido, a partir do dia 110, pelo fato de ter se
desintegrado e, por esse motivo, deve ser utilizado antes desse tempo. Nao foi possivel
realizar a medida de angulo de contato na amostra 2LBN-PROP-0.25CuONP/40 °C-24 h sem
tratamento a partir de 90 dias, pois a mesma encontrava-se desintegrada e sem a consisténcia

necessaria para a analise. Portanto, as andlises ndo foram realizadas nessas amostras nesses



61

dias. Além disso, as outras amostras nao apresentaram angulo maior que 80° no periodo
observado, ndo sendo especificado um tempo de validade para as mesmas.

De forma geral, os tratamentos a plasma reduziram o aumento da hidrofobicidade em
fung@o do tempo, resultado que esta de acordo com os estudos de Garcia et al. (2021). Porém,
o tratamento a plasma realizado com gas oxigénio ndo demonstrou estabilidade nas medidas

com o tempo e, por esse motivo, o mesmo foi desconsiderado nas proximas etapas.

4.3 CARACTERIZACAO DOS NOVOS FILMES DE LBN

ApoOs avaliar os resultados obtidos em relagdo a hidrofilicidade dos filmes de LBN
com outros trabalhos da literatura, decidiu-se verificar as propriedades da matriz polimérica
utilizada em func¢do do tempo. Para tanto, preparou-se um novo filme de LBN, utilizando um
novo lote de LBN recentemente adquirido pelo grupo, com o intuito de descartar a
possibilidade de envelhecimento do mesmo e, consequentemente, mudancas em sua
composi¢do. Os dois filmes (3LBN/40 °C-24 h e o novo) foram avaliados durante 14 dias por

meio das técnicas de FTIR-ATR e angulo de contato (Figura 14).

Figura 14 - Espectros de FTIR-ATR e valores de angulo de contato dos filmes
(a) 3LBN/40 °C-24 h e do filme de (b) LBN novo
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Em geral, os espectros de FTIR-ATR ndo evidenciaram o aparecimento de novas
bandas, o que indica que ndo existem mudangas estruturais no filme de LBN novo em relagao
aos filmes de LBN usados neste estudo. Além disso, os valores de angulos de contato inicial
(dia 0) e final (dia 14) foram similares, sugerindo igual comportamento em termos de
molhabilidade. Por fim, verificou-se que o LBN usado apresenta boas condi¢des de uso, uma
vez que apresentou caracteristicas semelhantes ao LBN do novo lote. Por esse motivo, optou-
se por continuar os ensaios com o lote que foi declarado inicialmente na secdo Materiais e
M¢étodos. Assim, foram preparados os filmes do terceiro lote com o objetivo de analisar se o
processo de desintegragdao ocorria devido as condi¢des do local em que os filmes estavam

acondicionados.

4.4 TERCEIRO LOTE DE FILMES DE LBN

4.4.1 Preparaciao dos filmes

O terceiro lote de filmes foi preparado com temperaturas de secagem de 40 °C por
24 h e temperatura ambiente de 23 °C £ 2 °C por 7 dias e, em seguida, as amostras foram
acondicionadas em ambiente com temperatura e umidade do ar controladas, e ao abrigo da
luz.

Percebeu-se que mesmo com temperatura e umidade controladas, e ao abrigo da luz, o
filme 3LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h continuava se desintegrando a partir de 14 dias, porém
em um tempo relativamente maior, ja que antes esse fendmeno comecgou a ser observado a
partir do sétimo dia. A amostra contendo CuONPs, e seca a temperatura ambiente controlada
(3LBN-0.25CuONP/Tamp cont.-7 d), comegou a apresentar mudangas nas propriedades a partir
de 21 dias; porém, o nivel de desintegra¢dao foi muito inferior ao observado para a amostra
3LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h. Portanto, decidiu-se que os filmes deveriam permanecer em

ambiente com temperatura e umidade controladas para conserva-los por mais tempo.
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Além disso, acredita-se que a desintegracdo da amostra possa estar relacionada com a
presenga de NPs e com a temperatura na qual foi realizada a secagem do filme. Ainda, foi
observado que as amostras contendo propolis vermelha (3LBN-PROP-0.25CuONP/Tamb
cont.-7 d) se mantiveram estaveis por mais tempo em relagdo aquelas que ndo a continham
(BLBN-0.25CuONP/Tamp cont.-7 d), indicando que a mesma ajuda no retardo da
desintegracao dos filmes. Com base nesses resultados, as amostras secas a temperatura
ambiente controlada foram preparadas para o tratamento a plasma e sua posterior

caracterizacao.

4.4.2 Tratamento a plasma

O tratamento a plasma foi realizado nas amostras do terceiro lote com secagem a
temperatura ambiente controlada. Porém, os gases utilizados para essas amostras foram o
hidrogénio e a mistura de gases hidrogénio/oxigénio. Nao houve mudangas visuais nas
amostras apds o tratamento a plasma e, assim como no segundo lote, o tratamento a plasma
reduziu o nivel de desintegracdo dos filmes. Posteriormente, as amostras foram preparadas

para a caracterizagao.

4.4.3 Caracterizac¢iao dos filmes de LBN por FTIR-ATR

Ao término das analises de FTIR-ATR dos filmes do segundo lote, decidiu-se avaliar
os filmes do terceiro lote em varios intervalos de tempo. As analises de FTIR-ATR foram
realizadas nos dias 0, 7, 14 e 21 para as amostras que foram secas a 40 °C por 24 h, e para as
amostras tratadas a plasma com o géas hidrogénio e a mistura de gases hidrogénio/oxigénio
apds 7 e 14 dias. As amostras secas a temperatura controlada por 7 dias, sem tratamento,
foram avaliadas nos dias 0, 7, 14, 21, 60, 90 e 120 com o intuito de verificar possiveis
mudangas estruturais e/ou interagcdes quimicas entre os componentes dos filmes de LBN com

o passar do tempo. Os espectros dos filmes analisados até¢ 21 dias das amostras 3LBN-
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0.25CuONP/40 °C-24 h, 3LBN-0.25CuONP/Tamy cont.-7 d, 3LBN-PROP/40 °C-24 h e
3LBN/40 °C-24 h, encontram-se na Figura 15. Os demais espectros foram muito semelhantes
entre si € por esse motivo ndo constam nessa figura.

A atribui¢ao das bandas desses filmes do terceiro lote foi feita de maneira andloga
aquela dos filmes do segundo lote (Tabela 7). A Unica diferenga observada nos espectros do
filme 3LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h diz respeito a banda que aparece em 3323 cm™!, e que
esta relacionada ao aumento de umidade. Esse comportamento ndo foi observado nos
espectros do filme 3LBN-0.25CuONP/Tamb cont.-7 d. Portanto, esse aumento de umidade
pode ter uma correlacao direta com a desintegracao do filme 3LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h.
Por esse motivo, os filmes secos a 40 °C, e por 24 h, foram excluidos das proximas etapas
desse trabalho, permanecendo somente os filmes secos a temperatura controlada de
23 °C £ 2 °C por 7 dias.

Na Figura 15e aparecem os principais resultados relativos a analise de area de bandas
para o terceiro lote em fun¢do do tempo. O quadro com todos os resultados obtidos encontra-
se no Apéndice A. De acordo com essa andlise, ndo foram evidenciadas mudancas
significativas nos filmes de LBN durante o periodo de tempo analisado. Percebe-se que a
amostra 3LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h tem uma razdo de area significativamente maior para
a banda correspondente ao grupo O-H e N-H, e que aumenta com o passar do tempo.

Para as amostras secas a temperatura ambiente, e que foram analisadas até 120 dias,
ndo foram observadas mudangas significativas em func¢ao do tempo (Figura 16); portanto, o
LBN se mantém estavel e, também, percebeu-se que a banda correspondente aos grupos O-H
e N-H diminuiu com o passar do tempo, diferentemente das amostras secas a 40 °C por 24 h.
Portanto, é possivel que uma maior temperatura de secagem realmente promova uma reagao

mais rapida entre o cobre e o LBN, desintegrando o filme.



Figura 15 - Espectros de FTIR-ATR das amostras (a) 3LBN-0.25CuONP/40 °C-24 h,
(b) 3LBN-0.25CuONP/Tamb cont.-7 d, (¢) 3SLBN-PROP/40 °C-24 h e (d) 3LBN/40 °C-24 h;

(e) analise quantitativa das areas das bandas do LBN
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Figura 16 - Espectros de FTIR-ATR das amostras (a) 3LBN-PROP-0.25CuO/Tamb cont.-

7 d, (b) 3LBN-PROP-0.25CuONP/Tamb cont.-7 d, (¢) 3LBN-PROP/Tamb cont.-7 d e

(d) 3LBN/Tamb cont.-7 d; (e) analise quantitativa das areas das bandas do LBN
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Por outro lado, a amostra 3LBN-0.25CuONP/Tamb cont.-7 d desintegrou-se a partir de
49 dias, ndo apresentando consisténcia suficiente para a realizagdo de tais andlises. O espectro
de FTIR-ATR do filme 3LBN-0.25CuO/Tamp cont.-7 d ndo se encontra representado na
Figura 16, pois apresentou comportamento muito semelhante aos demais. As principais areas
de bandas estdo representadas na Figura 16e. A atribui¢do das bandas presentes nos espectros
desses filmes estd igualmente de acordo com aquela dos lotes anteriores (Tabela 7).

Além disso, essas amostras foram submetidas ao tratamento a plasma e suas estruturas
foram analisadas por FTIR-ATR nos dias 7 e 14, com o intuito de identificar possiveis
modificagdes em relacdo ao lote sem tratamento a plasma, uma vez que nesse periodo de
tempo comecgaram a surgir os primeiros sinais de desintegracdao dos filmes. Os espectros das
amostras 3LBN-PROP-0.25CuO/Tamp cont.-7 d, 3LBN-PROP-0.25CuONP/Tams, cont.-7 d,
3LBN-0.25CuONP/Tamp cont.-7 d € 3LBN-PROP/Tamp cont.-7 d, com e sem tratamento, estio
representados na Figura 17. O espectro da amostra 3LBN-0.25CuO/Tamb cont.-7 d nao foi
representado na figura, pois ndo evidenciou diferengas significativas como as dos filmes ali
representados. O espectro de 3LBN/Tumb cont.-7 d ndo foi apresentado, pois teve
comportamento semelhante ao do filme 3LBN-PROP/Tum» cont-7 d. O filme 3LBN-
0.25CuONP/Tamp cont.-7 d com tratamento a plasma de Ha, por sua vez, desintegrou-se antes
de ser possivel realizar a analise de 14 dias apds o tratamento. Por esse motivo, s6 foi
apresentado o espectro obtido no dia 7 para essa amostra.

A atribuicdo das bandas dos espectros dos filmes ocorreu da mesma forma que os
anteriores (Tabela 7). Por meio do espectro de FTIR-ATR e da andlise da razdo das areas de
bandas, percebeu-se uma diferenca acentuada nos filmes com tratamento a plasma, ou seja,
um alargamento da banda relacionada aos grupos O-H e N-H, sugerindo uma reagdo entre o

plasma e a superficie dos filmes.



68

Figura 17 - Espectros de FTIR-ATR das amostras (a) 3LBN-PROP-0.25CuO/Tamb cont.-7 d
com e sem tratamento a plasma, (b) 3LBN-PROP-0.25CuONP/Tamb cont.-7 d com e sem
tratamento a plasma, (¢) 3LBN-0.25CuONP/Tamb cont.-7 d; (d) 3LBN-PROP/Tamb cont.-7 d
com e sem tratamento a plasma; (e) analise quantitativa das areas das bandas do LBN
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Notou-se que nos filmes tratados com plasma e que contém cobre, a razdo da area da
banda aumentou com o tempo, sendo que para os demais filmes diminuiu. Para os filmes que
ndo foram tratados, a razdo da area da banda relacionada aos grupos O-H e N-H se manteve
ou até diminuiu com o tempo. Portanto, acredita-se que o cobre presente no filme tenha
reagido com o plasma que foi utilizado para tratar a superficie da amostra.

Além disso, foi observado um aumento da banda relacionada ao grupamento C-O,
proveniente de éteres, em aproximadamente 1077 cm™' (GARCIA et al., 2021) em alguns
filmes com tratamento a plasma (indicado na Figura 17 por circulos vermelhos), o que indica
uma possivel reacdo do plasma com a superficie das amostras. Os resultados principais da
analise de areas encontram-se na Figura 17e, sendo que os demais foram agrupados no

Apéndice A.

4.4.4 Avaliacao da molhabilidade dos filmes de LBN

Para as amostras do terceiro lote sem tratamento a plasma, a medida de angulo de
contato foi realizada nos dias 0, 7, 14 e 21. Os resultados obtidos encontram-se representados
na Figura 15, enquanto os demais estdo no Apéndice B. Observou-se que os valores de
angulo de contato foram semelhantes aos resultados obtidos para as amostras do segundo lote.
No entanto, a temperatura de secagem interferiu na molhabilidade dos filmes, uma vez que
para a maioria dos dias observados os filmes secos a temperatura ambiente controlada
apresentaram um angulo de contato maior que os filmes secos a 40 °C. Por isso, os filmes
secos a temperatura ambiente controlada por 7 dias foram analisados nos tempos de 0, 7, 14,
21, 60, 90 e 120 dias. Os resultados de angulo de contato para esses filmes encontram-se na
Figura 16, sendo que os demais estao no Apéndice B.

Os filmes com adicao de propolis vermelha e de CuO e CuONPs nao apresentaram

mudancas significativas em termos de angulo de contato, mantendo-se praticamente estaveis
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ao longo do periodo de tempo observado. Ainda, os filmes de LBN puro apresentaram uma
maior hidrofilicidade quando comparados aos filmes com a adi¢do de propolis vermelha e
CuO e CuONPs. A maioria dos filmes adquiriram um carater mais hidroféobico com o passar
do tempo, conforme ja era esperado. Além disso, nenhum dos filmes ultrapassou o limite de
angulo de contato de 80° no periodo observado, com exce¢do da amostra 3LBN-PROP-
0.25CuO/Tamb cont.-7 d, que atingiu o valor de 80° em 120 dias. A amostra
3LBN-0.25CuO/Tamb cont.-7 d, por sua vez, desintegrou-se em 49 dias ap6s a sua fabricagao,
nao sendo realizada a analise a partir desse tempo.

Os resultados de angulo de contato para as amostras do terceiro lote com o tratamento
a plasma encontram-se na Figura 17. De modo geral, percebeu-se uma diminuicao do angulo
de contato dos filmes tratados com a mistura de gases H> e Oz, enquanto o plasma de H>
propiciou um angulo de contato proximo da amostra sem tratamento a plasma, porém com
maior conservagao (menor envelhecimento). Acredita-se que esse resultado possa estar

relacionado com possiveis reagdes entre o plasma e a superficie do filme.

4.4.5 Avaliacao da morfologia dos filmes de LBN

As andlises de MEV-FEG e EDS para o terceiro lote foram realizadas apenas com as
amostras secas a temperatura ambiente controlada por 7 dias, com e sem tratamento a plasma.
Na Figura 18 encontram-se as micrografias com aumento de 5000 x para os filmes com e
sem tratamento das amostras 3LBN/Tamb cont.-7 d, 3LBN-PROP/Tamp cont.-7 d, 3LBN-
0.25CUONP/Tamp cont-7 d, 3LBN-0.25CuO/Tamp cont-7 d, 3LBN-PROP-0.25CuONP/Tamb

cont-7 d e 3LBN-PROP-0.25CuO/Tamb cont-7 d, respectivamente.
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E possivel observar mudangas na superficie dos filmes tratados com plasma de Ha,
principalmente no que se refere a rugosidade. Essa caracteristica influencia diretamente nos
valores de angulo de contato do filme (Silva et al., 2023); todavia, mais estudos precisam ser
realizados nesse contexto para chegar-se a uma conclusdo mais precisa sobre o assunto.

Foram observadas ainda algumas particulas nas superficies dos filmes (indicadas na
Figura 18 por circulos vermelhos), as quais foram analisadas pela técnica de EDS.
Entretanto, nenhuma correspondeu ao elemento cobre, com excegdo do filme 3LBN-PROP-

0.25CuONP/Tamp cont.-7 d, que esté representado na Figura 19.

Figura 19 - Mapa de EDS para o elemento cobre do filme 3LBN-PROP-0.25CuONP/
Tamb cont.-7 d

Cu Kal

l]-.OO}Aml

Fonte: o autor.

Acredita-se que as particulas de CuO/CuONPs foram dispersas mais para o interior da
matriz polimérica e, por esse motivo, ndo foram detectadas por essa técnica. Na amostra
3LBN-PROP-0.25CuONP/Tamy cont.-7 d, a quantidade de cobre encontrada foi muito
pequena; portanto, ¢ possivel que essas particulas tenham ficado acumuladas na superficie do
filme, uma vez que os mesmos ndo apresentam uma homogeneidade em termos de

distribuicao de cobre.
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4.4.6 Ensaios antibacterianos

Os ensaios antibacterianos para o terceiro lote de amostras foram realizados nos filmes
secos a temperatura ambiente controlada por 7 dias, sem tratamento a plasma. Na Figura 20
estdo representados os resultados do teste de disco-difusdo para essas amostras. Analisando os
resultados, percebeu-se que em nenhuma amostra foi visualizado um halo de inibi¢do e as
bactérias, inclusive, cresceram por baixo das amostras. Como foi observado na andlise de
MEV-FEG, as particulas de CuO/CuONPs nao foram encontradas na superficie do filme e,
portanto, ndo ficaram em contato direto com as bactérias para que pudessem ter o efeito
antibacteriano. Além disso, a quantidade de particulas de CuO/CuONPs pode ser baixa, o que
provavelmente nao possibilitou a liberagdo de ions Cu(Il) em concentracdo suficiente para
promover o efeito bactericida desejado. O teste em meio liquido, com adi¢do de resazurina,

foi entdo realizado para a comprovagao do resultado (Figura 21).

Figura 20 - Teste de disco-difusdo para as amostras (a) 3LBN/Tamb cont.-7 d, (b) 3LBN-
PROP/Tamb cont.-7 d, (¢) 3LBN-PROP-0.25CuONP/Tamb cont.-7 d, (d) 3LBN-
0.25CuONP/Tamp cont.-7 d, (¢) 3LBN-PROP-0.25CuO/Tamp cont.-7 d e (f) 3LBN-
0.25CuO/Tamb cont.-7 d

Fonte: o autor.
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Figura 21 - Teste em meio liquido para as amostras (a) 3LBN/Tamb cont.-7 d, (b) 3LBN-
PROP/Tamp cont.-7 d, (¢) 3LBN-PROP-0.25CuONP/Tamp cont.-7 d, (d) 3LBN-
0.25CuONP/Tamp cont.-7 d, (€) 3LBN-PROP-0.25CuO/Tamb cont.-7 d, (f) 3LBN-
0.25CuO/Tamb cont.-7 d, (g) controle positivo e (h) controle negativo

Fonte: o autor.

Os resultados do teste em meio liquido confirmaram os do teste de disco-difusao, onde
as amostras ndo apresentaram efeito bactericida para o in6culo de Escherichia coli. Estudos
realizados pelo grupo com CuO e CuONPs puras, empregando a mesma metodologia,
demonstraram que as particulas de CuO nao apresentaram efeito antibacteriano. As particulas
de CuONPs, por sua vez, foram eficientes contra a Escherichia coli e, por esse motivo, neste

trabalho, a partir do proximo lote, foram utilizadas somente estas nanoparticulas.

4.5 QUARTO LOTE DE FILMES DE LBN

4.5.1 Preparacio dos filmes

Visando melhorar a propriedade antibacteriana dos filmes, as amostras do quarto lote
foram preparadas com teores de 0,5; 1; 1,5 e 2% m/m de CuONPs. As amostras visivelmente
resultaram em filmes com alto teor de NPs, devido a sua coloragdo mais escura a partir de
1% m/m de CuONPs (Figura 22). Percebeu-se que a desintegracdo das amostras poderia estar
associada a presenca de NPs na matriz, devido ao fato de que se observou o mesmo
comportamento em todos os filmes, mesmo acondicionados em ambiente controlado e secos a

temperatura ambiente. Além disso, o processo ocorreu com maior intensidade na amostra com
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2% m/m de NPs (4LBN-PROP-2.0CuONP/Tamp cont.-7 d) ja no dia seguinte ao término da
secagem, demonstrando alta instabilidade do filme. As outras amostras apresentaram
desintegracao nos 7 dias subsequentes a secagem, iniciando-se com as amostras com maior
teor de CuONPs até o filme contendo 0,5% m/m dessas NPs, indicando que esse fendmeno
tem uma correlagdo direta com a quantidade de CuONPs adicionada ao LBN. Apos a

preparagdo, as amostras foram caracterizadas.

Figura 22 - Registro fotografico dos filmes (a) 4LBN-PROP-0.5CuONP/Tomb cont.-7 d e
(b) 4LBN-PROP-1.0CuONP/Tamp cont.-7 d

Diametro = 15 cm (a) (b)
Fonte: o autor.

4.5.2 Caracterizac¢ao dos filmes de LBN por FTIR-ATR

O quarto lote de amostras foi analisado por FTIR-ATR somente uma vez, com o
intuito de avaliar possiveis diferencas estruturais em fun¢do das quantidades utilizadas de
CuONPs. A Figura 23a representa os espectros obtidos para esse lote, sendo que a
identificacdo das bandas se deu da mesma forma que as anteriores (Tabela 7), enquanto a
Figura 23b apresenta os principais resultados obtidos para a razdo da area de bandas. As

demais razdes de area de bandas encontram-se no Apéndice A.
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Figura 23 - Espectros de FTIR-ATR das amostras do (a) quarto lote e (b) analise quantitativa
das areas das bandas do LBN
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Fonte: o autor.

Analisando os espectros obtidos e a razdo da area de bandas, percebeu-se que quanto
maior ¢ a quantidade de CuONPs, maior se torna a razao da area de bandas dos grupos O-H e
N-H. Além disso, todas as bandas analisadas sofreram um aumento em termos de razao,
demonstrada na figura acima pela razdo da area de bandas referente ao grupo C=C, dando
indicios de uma possivel oxidacdo e evidenciando uma reagdo entre as CuUONPs e o LBN, que

acelera a desintegracdo da matriz polimérica.

4.5.3 Avaliacao da molhabilidade dos filmes de LBN

Para as amostras do quarto lote, a andlise de angulo de contato foi realizada somente
uma vez, ou seja, no dia 0. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 23. Aqui foi
observado um aumento de angulo de contato a medida em que se aumentou a quantidade de
cobre adicionado aos filmes, a exce¢do da amostra 4LBN-PROP-0.5CuONP/Tamb cont.-7 d,

onde o angulo de contato foi superior. Essas constatagdes reforcam mais uma vez a ideia de



77

que as CuONPs aumentam o carater hidrofobico da amostra quando estas sdo incorporadas as

mesmas. O tempo de prateleira para esse lote de filmes ndo foi estudado.

4.5.4 Ensaios antibacterianos

O ensaio antibacteriano foi realizado para as amostras do quarto lote com diferentes
teores de CuONPs, tanto em meio so6lido (por disco-difusdo), quanto em meio liquido (com
adi¢do de resazurina). Os resultados obtidos para o ensaio em meio s6lido encontram-se na

Figura 24.

Figura 24 - Teste de disco-difusdo para as amostras (a) 4LBN-,PRO’P-0.5CUONP/Tamb cont.-
7 d, (b) 4LBN-PROP-1.0CuONP/Tamb cont.-7 d, (¢) 4LBN-PROP-1.5CuONP/Tamp cont.-7 d e
(d) 4LBN-PROP-2.0CuONP/Tamb cont.-7 d

Fonte: o autor.

Como pode ser observado, as amostras com menor teor de CuONPs ndo apresentaram
o efeito antibacteriano contra Escherichia coli. Os filmes 4LBN-PROP-0.5CuONP/Tamp cont.-
7 d e 4LBN-PROP-1.0CuONP/Tamb» cont.-7 d (Figuras 24a-b), além de ndo inibirem as
bactérias com formacgdo de halo, permitiram o crescimento das mesmas por baixo das
amostras. Os filmes 4LBN-PROP-1.5CuONP/Tams cont.-7 d € 4LBN-PROP-2.0CuONP/Tamb
cont.-7 d (Figuras 24c-d) apresentaram melhores resultados em comparagdo aos anteriores,

sendo que as bactérias ndo cresceram por baixo das amostras. Porém, ainda nao foi possivel a
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visualiza¢do do halo de inibi¢do. De qualquer maneira, esses ensaios mostraram que com o
aumento do teor de CuONPs foi possivel melhorar a propriedade antibacteriana da amostra.
Desta forma, foram realizados alguns testes para validar essa hipdtese.

O ensaio em meio liquido, com adi¢do da resazurina, foi realizado com as mesmas
amostras para a confirmacdo do resultado em meio s6lido. Na Figura 25 encontram-se os

resultados obtidos para essa analise.

Figura 25 - Teste em meio liquido para as amostras (a) controle’negativo, (b) controle
positivo, (¢) 4LBN-PROP-0.5CuONP/Tamp cont.-7 d, (d) 4LBN-})ROP-1.0CuONP/Tamb cont.-
7 d, (¢) ALBN-PROP-1.5CuONP/Tamb cont.-7 d e (f) ALBN-PROP-2.0CuONP/Tamp cont.-7 d

Fonte: o autor.

O resultado com adi¢do de resazurina comprovou que o filme ndo teve efeito
bactericida, pois em meio liquido percebeu-se a coloragdo rosa, comprovando a existéncia de
bactérias no meio. Apesar da melhora na propriedade antibacteriana dos filmes com o
aumento de teor de CuONPs, os mesmos demonstraram alta instabilidade e, por esse motivo,

foram realizados outros testes.
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46 TESTES DE EVAPORACAO, ADICAO DE RETICULANTE E PRE-

VULCANIZACAO

4.6.1 Preparacio dos filmes

De acordo com Alami, Allagui e Alawadhi (2014), o cobre forma complexos de
coordenacdo quando em solugdo amoniacal. Uma vez que o LBN ¢ estabilizado com
hidroxido de amonio, acredita-se que essa reagdo de complexagao possa acontecer quando as
CuONPs sao adicionadas ao LBN. Isso acaba por atrapalhar a evaporacdo da amodnia no
momento da secagem, o que certamente contribui para a formagdo de filmes altamente
instaveis.

Por esse motivo, foram realizados novos testes para promover a maxima evaporagao
possivel de amoénia, antes da adi¢do das NPs. Os resultados evidenciaram que os filmes que
ficaram sob agitacdo magnética a 40 °C por 30 min, antes da adi¢do das NPs, foram os que
apresentaram a melhor aparéncia dentro dos 21 dias observados. Na sequéncia, vieram o0s
filmes obtidos com agitacdo magnética na temperatura de 40 °C por 10 min, 40 °C por 20 min,
Tamb por 1 h e Tamp por 30 min, sendo que neste ultimo ndo foram observadas diferencas
significativas em termos de desintegra¢io com relagdo ao filme 4LBN-PROP-2.0CuONP/Tamb
cont.-7 d. Nao foram realizados testes com um maior tempo de evaporagao ou temperaturas
maiores, pois percebeu-se que o LBN comegou a se solidificar, justamente pela falta do
hidroxido de amoénio.

Como as amostras nao apresentaram estabilidade suficiente, mesmo apods essas
tentativas de ajuste, optou-se por adicionar um agente reticulante (glutaraldeido) ao filme com
2% m/m de CuONPs. A adicao do glutaraldeido aumentou a estabilidade do filme, tornando-o
a melhor opgdo entre os testes anteriores (Figura 26). Segundo Promsung et al. (2021), o
glutaraldeido reage com a amdnia presente no LBN, o que possivelmente resultou em menor

quantidade de complexos de cobre com a amonia, garantindo maior estabilidade ao filme. Por
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esse motivo, foram feitos novos testes com 5 ¢ 10% m/m de CuONPs e adicdo do agente
reticulante. Porém, percebeu-se que quanto maior o teor de NPs, menor a estabilidade e maior
a velocidade de desintegragdo do filme, mesmo com o reticulante adicionado. Além disso,
apos 60 dias, os filmes com adi¢do de reticulante perderam drasticamente suas propriedades
de estabilidade, apresentando maiores sinais de desintegracdo em comparacdo ao filme com

2% m/m de CuONPs, sem reticulante.

Figura 26 - Registro fotografico no dia 0 da amostra 4LBN-PROP-2.0CuONP/Tomp cont.-7 d
(a) sem e (b) com glutaraldeido

Inicio da

esintegracao

Diametro = 15 cm (a) (b)
Fonte: o autor.

Testes de pré-vulcanizacao foram igualmente realizados, sendo que no primeiro ensaio
a amostra ja comegou a coagular apos a adi¢ao de ZnO e ZDEC, quando ainda estava sob
agitacdo, tornando-se solida rapidamente (Figura 27). No segundo teste, 0 mesmo aconteceu
ap6s 24 min da adicao do enxofre, e no terceiro teste a amostra coagulou depois de apenas 6
min da adicdo de CuONPs. A explicagdo para o ocorrido pode estar relacionada com a
possivel formacao de sulfeto de cobre (CuzS), que ocorre quando o cobre ¢ adicionado em
grandes quantidades junto com o enxofre e o acelerador, dificultando a vulcanizagcao do LBN
(PAZHOOH; BAGHERI; ADLOO, 2017). Sendo assim, nao foi possivel continuar para a

etapa de vulcanizagao dos filmes e, por esse motivo, esse lote foi descartado. Entretanto, os
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filmes preparados com evaporagdo e adi¢do de reticulante foram posteriormente

caracterizados.

Figura 27 - Registro fotografico do processo de pré-vulcanizagdo dos filmes de LBN,
propolis vermelha e CuONPs

(a)

(c) (d)

Fonte: o autor. Nota: (a) inicio da coagulagdo da amostra; (b) amostra tornando-se
solida ainda sob agitac@o; (¢) amostra final com 2% m/m de CuONPs; (d) amostra
final com 0,25% m/m de CuONPs.

4.6.2 Caracterizacio dos filmes de LBN por FTIR-ATR

Os lotes de filmes de LBN obtidos por meio de testes de evaporacao e com reticulante
(glutaraldeido) foram avaliados por FTIR-ATR uma Unica vez, com o objetivo de avaliar a
estrutura quimica dos filmes de acordo com os novos métodos de obtencao (Figura 28). Os
testes de pré-vulcanizacdo ndo resultaram em filmes com consisténcia adequada para a

caracterizacdo das amostras e, por esse motivo, as mesmas nao foram analisadas.
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Figura 28 - Espectros de FTIR-ATR das amostras obtidas por meio de (a) testes de
evaporacao e (b) com reticulante; (¢) analise quantitativa das areas das bandas do LBN
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Fonte: o autor.

Para fins de compara¢do foram utilizadas amostras do quarto lote, como o filme
4LBN-PROP-2.0CuONP/Tamp cont.-7 d, sendo que na Figura 28a o mesmo esta representado
como “Tamb” € na Figura 28b como “s/ glutaraldeido”. Também foi analisado esse filme com
adi¢do do agente reticulante, sendo que na Figura 28b este estd representado como
“c/ glutaraldeido”. O filme 4LBN/Tamb cont.-7 d foi igualmente utilizado e esta intitulado

somente como “latex” na Figura 28b. Os principais resultados de razdo da area de bandas
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estdo na Figura 28c. Os demais sdo apresentados no Apéndice A, sendo que a identificacao
das bandas foi realizada da mesma forma que para os lotes anteriores (Tabela 7).

Por meio da analise dos espectros e da razdo das areas de bandas, observou-se uma
diferenga na banda dos grupos O-H e N-H em todas as amostras comparativamente ao filme
4LBN-PROP-2.0CuONP/Tamp cont.-7 d. Como pode ser constatado, essa banda reduziu de
intensidade, principalmente no filme com glutaraldeido. Esse resultado pode estar relacionado
ao fato de que o glutaraldeido reagiu com a amdnia presente no latex (PROMSUNG et al.,
2021), impedindo a forma¢do de complexos de cobre. Ainda, percebeu-se uma maior

semelhanca com o LBN nas bandas do grupo R2C=C-HR.

4.6.3 Avaliacao da molhabilidade dos filmes de LBN

Para as amostras do lote de filmes obtidos por meio de testes de evaporagao e com
reticulante, a andlise de angulo de contato foi realizada no dia 0, sendo que os resultados estao
na Figura 28. Os valores de angulo de contato obtidos sdo muito préximos entre si, com
excecdo da amostra que permaneceu a 40 °C por 20 min, e sugerem que a forma de
preparagdo do filme nao altera, em grandes proporcdes, o angulo de contato do filme. Nao foi

avaliado o tempo de prateleira para o lote de testes.

4.6.4 Ensaios antibacterianos
Os ensaios antibacterianos para o lote de testes foram realizados somente com os
filmes de LBN contendo glutaraldeido, ou seja, com as amostras contendo 2, 5 ¢ 10% m/m de
CuONPs. Os resultados do ensaio em meio solido sao apresentados na Figura 29.
Diferentemente do que era esperado, a amostra com 2% m/m de CuONPs contendo
glutaraldeido (Figura 29a) nao apresentou boas propriedades antibacterianas, visto que as
bactérias cresceram por baixo da amostra. Acredita-se que o reticulante possa ter impedido as

CuONPs de se desprenderem do filme e entrarem em contato com 0s micro-organismos.
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Além disso, a amostra com 5% m/m de CuONPs também evidenciou crescimento de bactérias
por baixo da amostra, demonstrando a inviabilidade desse método. A amostra que apresentou
os melhores resultados foi a com um teor de 10% m/m de CuONPs, uma vez que impediu o
crescimento bacteriano por baixo da mesma. Porém, ainda assim ndo foi visualizado o halo de
inibi¢do. Na Figura 29c¢ (amostra de cima) observa-se uma falha no crescimento das
bactérias; porém, isso ocorreu devido a um erro procedimental durante a andlise, ndo
configurando um halo para essa amostra, o que foi confirmado pela duplicata logo abaixo. O
ensaio em meio liquido, com resazurina, foi realizado para as mesmas amostras e encontra-se

na Figura 30.

Figura 29 - Teste de disco-difusdo para as amostras de LBN, prépolis vermelha,
glutaraldeido e (a) 2% m/m de CuONPs, (b) 5% m/m de CuONPs e (¢) 10% m/m de CuONPs

Fonte: o autor.

O ensaio realizado em meio liquido resultou em uma coloragao roxa, apos a adi¢ao da
resazurina, o que dificultou a andlise do resultado. Portanto, realizou-se o teste de crescimento
de bactérias com o meio liquido de todas as amostras. O resultado desse teste para a amostra
com 10% m/m de CuONPs encontra-se na Figura 31. Como os demais resultados foram

semelhantes, optou-se por ndo os apresentar nessa se¢ao.



85

Figura 30 - Teste em meio liquido para as amostras (a) controle negativo, (b) controle
positivo, (¢) 2% m/m de CuONPs, (d) 5% m/m de CuONPs ¢ (e) 10% m/m de CuONPs

’ : = T
-

Fonte: o autor.

Figura 31 - Teste de crescimento de bactérias presentes em meio liquido da amostra com
10% m/m de CuONPs

Como pode ser evidenciado, as bactérias cresceram em agar, ou seja, a coloragdo roxa
encontrada no teste de meio liquido se deve a outro fator que ndo a morte das bactérias. Nesse
sentido, acredita-se que possa estar relacionada com a liberagdo de ions Cu(Il) no meio

liquido. Sendo assim, nenhuma amostra deste lote apresentou propriedade bactericida.
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4.7 QUINTO LOTE DE FILMES DE LBN

4.7.1 Preparacio dos filmes

Pela dificuldade em estabilizar os filmes com adi¢do de CuONPs diretamente na
matriz de LBN, decidiu-se realizar uma deposi¢ao de cobre nos filmes de LBN contendo
propolis vermelha. Durante os 21 dias analisados, ndo houve sinal de desintegracdo dos
filmes. Assim, pode-se afirmar que o cobre, tanto em tamanho comercial quanto
nanoparticulado, reage com a matriz polimérica de LBN, quando este ¢ incorporado
diretamente ao meio, ndo sendo possivel obter filmes estdveis com essa metodologia.
Portanto, para evitar tal situacao, optou-se por incorporar o cobre apos a formagao dos filmes,

utilizando a técnica de magnetron sputtering.

4.7.2 Deposic¢iao de cobre

A deposicao de cobre foi realizada pela técnica de magnetron sputtering, utilizando os
tempos de 5, 10, 15, 20, 30 e 40 s. Posteriormente, uma parte das amostras foi acondicionada
em bancada de laboratério e outra colocada no dessecador. Visualmente, percebeu-se uma
grande diferenga no aspecto dos filmes em fun¢do do tempo de deposi¢do. As amostras, que
inicialmente eram transparentes e avermelhadas ficaram com aspecto metalizado, o que ¢
caracteristico do cobre (Figura 32). Os filmes acondicionados nas duas condi¢des
mencionadas anteriormente nao apresentaram diferengas visuais entre eles e todos

demonstraram alta estabilidade em termos de desintegragcdo durante o tempo observado.
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Figura 32 - Registro fotografico dos filmes (a) SLBN-PROP-SPUTCu-5B/65 °C-24 h;
(b) SLBN-PROP-SPUTCu-10B/65 °C-24 h; (¢) SLBN-PROP-SPUTCu-15B/65 °C-24 h;
(d) SLBN-PROP-SPUTCu-20B/65 °C-24 h; (e) SLBN-PROP-SPUTCu-30B/65 °C-24 h e

(f) SLBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h

(b) ()

(d)

Dimensdes =2 x 1,5 cm
Fonte: o autor.

4.7.3 Caracteriza¢io dos filmes de LBN por FTIR-ATR

Os filmes do quinto lote foram analisados por 21 dias, apds a deposi¢do de cobre por
magnetron sputtering, e os espectros obtidos para o dia 0 encontram-se na Figura 33, onde as
amostras aparecem nomeadas com o tempo de deposicdo e com os acronimos B (de bancada)
ou D (de dessecador) logo em seguida. A atribui¢do de bandas ocorreu de maneira analoga
aos lotes anteriores (Tabela 7) para as amostras SLBN-PROP-SPUTCu-5B/65 °C-24 h,
S5LBN-PROP-SPUTCu-5D/65 °C-24 h, SLBN-PROP-SPUTCu-10B/65 °C-24 h, SLBN-
PROP-SPUTCu-10D/65 °C-24 h ¢ 5SLBN-PROP/65 °C-24 h. Para as outras amostras, nio foi

possivel caracterizar todas as bandas com clareza, devido provavelmente a formagdo de um
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filme de cobre na superficie da amostra, visto que esse fenomeno ocorreu a partir de 15 s de
deposicao.

Na Figura 33¢, encontram-se os principais valores de razao das areas de bandas para o
dia 0 dos espectros de FTIR-ATR, enquanto os demais resultados estdo no Apéndice A. Para
as amostras acondicionadas em dessecador percebeu-se um aumento da intensidade da banda
relacionada aos grupos O-H e N-H, a medida que o tempo de deposi¢do de cobre aumenta,

enquanto a banda relacionada ao grupo RoC=C-HR diminui na maioria das amostras.

Figura 33 - Espectros de FTIR-ATR das amostras do quinto lote acondicionadas em
(a) bancada e (b) dessecador; (¢) andlise quantitativa das areas das bandas do LBN
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SLEN-PROP-SPUTCu-15B/65°C-24h 2,07 0,62 SLBN-PROP-SPUTCu-20D/65°C24h 387 0,11
SLEN-PROP-SPUTCu-20B/65°C-24h 162 0,54 SLEN-PROP-SPUTCu-30D/65°C-24h 3384 0,12
SLEN PROP SPUTCu-30B/65°C24h 159 0,49 SLBN PROP SPUTCu40D/65°C24h 418 021
SLBN PROP SPUTCu 40B/65°C24h 1778 0,47

Fonte: o autor. Nota: B = amostra acondicionada em bancada e D = amostra acondicionada em dessecador.
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Os espectros sofreram alteracdes com o passar do tempo, 0 que sugere que o cobre
depositado continua reagindo com a matriz polimérica. A Figura 34 apresenta os espectros de
FTIR-ATR das amostras SLBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h ¢ SLBN-PROP-SPUTCu-
40D/65 °C-24 h, que foram as que mais sofreram modificacdes. A razdo de areas das

principais bandas esta representada na Figura 34c¢, enquanto as demais estdo no Apéndice A.

Figura 34 - Espectros de FTIR-ATR das amostras (a) SLBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h
e (b) SLBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h; (c) analise quantitativa das areas de bandas do

LBN
(@) 40B no Tempo (b) 40D no Tempo
Dia 0 Dia 0 0754
6875 W
— | ~ |pia7
§ |Dia7 089+8 L] 078 +6
s 2
oo 3
3 3
c |Dia14 H90+3 =
] i
§ |Dia21 09142 e
(=
4000 SSIOO 30|00 ZSIOO 20'00 15|00 10l00 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Comprimento (cm™) Comprimento (cm™)
(c)
Razio da irea de Razio da drea de
OHeNH R,C=C-HR OHeNH R,C=C-HR
SLEN-PROP-SPUTCu- 1.78 0,47 SLBN-PROP-SPUTCu- 418 0.21
40B/65°C-24 h = 05 g 40D/65°C-24 h 3 T e
14 0.90 0,53 14 236 0.58
21 1,36 0,58 21 1,63 0.95

Fonte: o autor. Nota: B = amostra acondicionada em bancada e D = amostra acondicionada em dessecador.

Percebeu-se que as amostras foram se modificando com o passar do tempo e as bandas
caracteristicas do LBN ficaram mais evidentes. Tais alteracdes estdo provavelmente
associadas a possiveis reacdes da superficie do filme com a atmosfera. As amostras

acondicionadas em dessecador, por outro lado, mantiveram suas propriedades por mais
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tempo, devido ao fato de que permaneceram em um ambiente com menor disposi¢do para

essas reacoes.

4.7.4 Avaliacao da molhabilidade dos filmes de LBN

As amostras do quinto lote foram analisadas nos dias 0, 7, 14 e 21. Os resultados para
essa analise sdo apresentados nas Figuras 33 e 34, enquanto os demais se encontram no
Apéndice B. Percebeu-se uma alta hidrofobicidade nas amostras, que aumenta em func¢ao do
tempo de deposi¢do de cobre nos filmes. De acordo com Silva et al., (2023), isso acaba
acontecendo, uma vez que a deposi¢ao de cobre no material tende a reduzir a energia livre da
superficie e aumentar a hidrofobicidade do mesmo. Além disso, esse aumento no angulo de
contato ¢ igualmente corroborado pelos estudos de Woskowicz et al. (2020). O angulo de
contato aumenta com o passar do tempo, da mesma forma que ocorre com as amostras
anteriores. Porém, o tempo de prateleira para as amostras desse lote foi muito menor que para
os lotes anteriores. Em algumas amostras, no dia 0, o valor do angulo atinge os 80°, indicando

que estes filmes ndo sdo adequados para o proposito deste estudo, sendo necessario outro

tratamento superficial para o aumento da hidrofilicidade.

4.7.5 Fluorescéncia de raios X

A andlise de fluorescéncia de raios X foi realizada apenas nas amostras do quinto lote
que permaneceram acondicionadas em dessecador. A Figura 35 apresenta os resultados dessa
analise para as amostras em questao.

Como pode ser observado na figura, os resultados mostram claramente que existe uma
dependéncia entre a quantidade de cobre depositada e o tempo. Essa tendéncia foi igualmente

observada por Badaraev et al. (2017).
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Figura 35 - Fluorescéncia de raios X para as amostras do quinto lote
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Fonte: o autor.

4.7.6 Avaliacao da morfologia dos filmes de LBN

As andlises de MEV-FEG e EDS foram realizadas para todas as amostras do quinto
lote. As imagens de MEV-FEG obtidas com uma magnificacdo de 5000 x encontram-se na
Figura 36.

Em geral, observa-se um grande acumulo de particulas com formato globular circular
(indicados por setas vermelhas), semelhante ao estudo de BAI et al. (2022), na amostra
S5LBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h (Figura 36a6), sugerindo a formagio de um filme de
cobre. De acordo com Silva et al. (2023), a deposi¢ao prolongada de cobre causa um aumento
na rugosidade da superficie, devido a formagao de nanoparticulas, o que pode ser visualizado

nas amostras onde o tempo de deposi¢ao foi de 40 s.
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Nos demais filmes da Figura 36a, ndo foi observada uma tendéncia no aumento de
particulas em funcao do tempo de deposig¢dao. Percebeu-se ainda um pequeno aglomerado de
particulas na Figura 36b3 e um aglomerado um pouco maior na Figura 36b4, que poderia ser
o elemento cobre. Na amostra SLBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h (Figura 36b6), o
aglomerado de particulas envolveu todo o filme, da mesma forma que na amostra SLBN-
PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h; porém, com menor defini¢do. Um mapeamento do elemento
cobre nas amostras foi realizada e as imagens obtidas encontram-se representadas nas

Figuras 37 e 38.

Figura 37 - Mapa de EDS para o elemento cobre dos filmes (a) SLBN-PROP-SPUTCu-5B/
65 °C-24 h, (b) 5LBN-PROP-SPUTCu-10B/65 °C-24 h, (c) 5LBN-PROP-SPUTCu-15B/
65 °C-24 h, (d) SLBN-PROP-SPUTCu-20B/65 °C-24 h, (e) SLBN-PROP-SPUTCu-30B/

65°C-24he () 5LBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h

Cu Kol Cu Kol Cu Kol

00pm (a)

Cu Kol » Cu cxl

‘.ltOl)p.mI

Fonte: o autor.

(d)
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Figura 38 - Mapa de EDS para o elemento Cu dos filmes (a) SLBN-PROP-SPUTCu-5D/

65 °C-24 h, (b) SLBN-PROP-SPUTCu-10D/65 °C-24 h, (¢) SLBN-PROP-SPUTCu-15D/

65 °C-24 h, (d) SLBN-PROP-SPUTCu-20D/65 °C-24 h, () SLBN-PROP-SPUTCu-30D/
65 °C-24 h e (f) SLBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h

Cu Kol Cu Kol Cu Kol

00pm (b)

Cu Kol ‘ Cu Kol

00pm

(d)

Fonte: o autor.

Esses resultados s3o corroborados por Silva et al. (2023) e pela analise de
fluorescéncia de raios X discutida anteriormente, e revelam um aumento na quantidade de
cobre a medida que o tempo de deposi¢cdo ¢ aumentado, tanto nas amostras acondicionadas
em bancada de laboratorio, quanto nas acondicionas em dessecador. Além disso, foi realizado
o mapeamento para o elemento oxigénio para verificar uma possivel diferenca entre os lotes
acondicionados em bancada e em dessecador. As imagens obtidas encontram-se na

Figura 39.
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Figura 39 - Mapa de EDS para elemento O dos filmes (a) 5LBN—PROP—SPUTCu—5B/65 °C-
24 h, (b) SLBN-PROP-SPUTCu-5D/65 °C-24 h, (¢) SLBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h e
(d) SLBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h

O Kal O Kal

00pm

(a)
OKal O Kal

00pm

(©)

Fonte: o autor.

Observou-se uma diferenca na quantidade de oxigénio na superficie das amostras. Isso
se deve ao fato de que, segundo Silva et al. (2023), o revestimento de cobre reage facilmente
com o gas oxigénio da atmosfera, o que promove a formacao de 6xidos de cobre (CuO e
Cu20). Esse comportamento também foi observado no trabalho de Badaraev et al. (2017).
Portanto, as amostras acondicionadas em bancada de laboratério, possivelmente reagiram com
0 meio e resultaram em 6xidos (Figura 39), devido a presenga de uma maior quantidade de

oxigénio, em comparacao as amostras que permaneceram em dessecador.
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4.7.7 Ensaios antibacterianos

Para as amostras do quinto lote foi realizado o ensaio de disco-difusdo para todos os
filmes, sendo que os resultados para as amostras 5SLBN-PROP-SPUTCu-5B/65 °C-24 h,
S5LBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h, 5LBN-PROP-SPUTCu-5D/65 °C-24 h ¢ 5SLBN-
PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h encontram-se na Figura 40. Os demais resultados ndo foram

apresentados nessa se¢do, pois sdo muito semelhantes entre si.

Figura 40 - Teste de disco-difusdo para as amostras (a) 5LBN:PROP-SPUTCu-5B/65 °C-
24 h, (b) SLBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h, (¢) SLBN-PROP-SPUTCu-5D/65 °C-24 h e
(d) SLBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h

Fonte: o autor.

Nas amostras SLBN-PROP-SPUTCu-5B/65 °C-24 h ¢ SLBN-PROP-SPUTCu-5D/
65 °C-24 h, observou-se crescimento bacteriano por baixo da amostra, porém somente na
parte das bordas. Sendo assim, esses filmes foram descartados. Para as outras amostras,
observou-se um comportamento semelhante entre elas, em que ndo ocorreu crescimento
bacteriano por baixo do filme. De acordo com Silva et al. (2023) e Woskowicz et al. (2020), o
carater hidrofoébico da amostra diminui a aderéncia dos micro-organismos na superficie do
material, evitando a fixagdo e proliferacdo das bactérias. Portanto, o maior angulo de contato

nas amostras obtidas com um tempo de deposicao de 40 s pode ter dificultado a adesao das
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bactérias na amostra e, por esse motivo, nao foi observado crescimento bacteriano por baixo
das mesmas.

Nas amostras acondicionadas em bancada de laboratorio, foi visualizado um maior
crescimento das bactérias junto as laterais do filme. Sendo assim, as amostras que
permaneceram acondicionadas em dessecador apresentaram melhores resultados, pois essa
situacdo nao foi visualizada nas mesmas. Isso ocorre, pois como foi verificado na analise de
EDS, os filmes que permaneceram em dessecador ndo reagiram com o meio € o cobre foi
preservado. Nos filmes acondicionados em bancada de laboratério, por outro lado, o cobre
reage com o meio, transformando-se em 6xidos ¢, segundo estudos de Badaraev et al. (2017)
e Luo et al. (2022), o cobre apresenta melhores propriedades antibacterianas que os seus
respectivos o0xidos. Porém, ainda assim nao foi observado halo de inibi¢do, o que difere de
alguns trabalhos encontrados na literatura. Kudzin et al. (2020) encontraram um halo de
inibicdo de 2 mm em uma matriz polimérica de polidcido lactico e com tempo de deposi¢cao
de cobre prolongado (10 e 30 min). Silva et al. (2023) evidenciaram eficiéncia bactericida
contra Escherichia coli para amostras com deposi¢ao de cobre entre 5 e 20 s; entretanto, foi
utilizado outro método de andlise e também uma matriz polimérica diferente (polidcido
lactico).

O ensaio em meio liquido, com adigdo de resazurina também foi realizado e os
resultados podem ser observados na Figura 41. Os resultados indicaram que ndo houve acao
bactericida nos filmes do quinto lote. Porém, como foi evidenciado a partir de 10 s de
deposicdo de cobre, com acondicionamento em dessecador, as amostras inibiram o
crescimento por baixo do filme, sendo consideradas como bacteriostaticas por contato, assim
como foi encontrado nos estudos de Badaraev et al. (2017). Portanto, os filmes obtidos com
deposicao de cobre a partir desse tempo e acondicionados em dessecador foram escolhidos

como a melhor condicdo dos testes antibacterianos.
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Figura 41 - Teste em meio liquido para as amostras (a) controle negativo, (b) controle
positivo, (¢) SLBN-PROP-SPUTCu-5D/65 °C-24 h,

(d) SLBN-PROP-SPUTCu-10D/65 °C-24 h, (e) SLBN-PROP-SPUTCu-15D/65 °C-24 h,
(f) SLBN-PROP-SPUTCu-20D/65 °C-24 h, (g) SLBN-PROP-SPUTCu-30D/65 °C-24 h,
(h) SLBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h, (i) SLBN-PROP-SPUTCu-5B/65 °C-24 h,
(j) SLBN-PROP-SPUTCu-10B/65 °C-24 h (k) SLBN-PROP-SPUTCu-15B/65 °C-24 h,
(1) SLBN-PROP-SPUTCu-20B/65 °C-24 h, (m) SLBN-PROP-SPUTCu-30B/65 °C-24 h e
(n) 5SLBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h

Fonte: o autor.

4.7.8 Ensaio de liberacio de cobre

O ensaio de liberacdo de cobre foi realizado com as amostras SLBN-PROP-SPUTCu-
10B/65 °C-24 h, SLBN-PROP-SPUTCu-10D/65 °C-24 h, SLBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-
24 h e SLBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h. Esses filmes foram escolhidos por representar
o minimo e o maximo possivel de liberacdo de cobre das amostras. Na Figura 42 estdo
representados os resultados obtidos pela técnica de ICP-OES.

Nao foi possivel observar uma tendéncia em termos de liberacdo de cobre total em
fung@o do tempo, diferentemente do estudo realizado por Woskowicz et al. (2020), onde foi
demonstrada uma liberagdo linear de ions Cu(Il). Nesse estudo, o tempo de deposic¢ao foi de
30 min, o que possivelmente influenciou quantidade de cobre depositada na superficie das

amostras.
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Figura 42 - Ensaio de liberagdo de cobre para as amostras (a) SLBN-PROP-SPUTCu-10B/
65 °C-24 h, (b) SLBN-PROP-SPUTCu-10D/65 °C-24 h, (¢) SLBN-PROP-SPUTCu-40B/
65 °C-24 h e (d) SLBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h
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Fonte: o autor. Nota: na figura foi inserido o limite de padrdo de langamento de
cobre segundo a CONAMA n° 430/11 e CONSEMA n° 355/17, respectivamente.

De acordo com Luo et al. (2022), a eficiéncia antibacteriana do filme esta associada
diretamente a liberagdo de forma eficiente dos ions Cu(Il) da superficie da amostra. No nosso
estudo, o tempo de deposi¢cao foi menor, o que proporcionou a deposi¢ao de alguns pontos de
cobre e, portanto, as amostras provavelmente nao tém a mesma quantidade de metal
depositada em toda sua extensao.

As amostras com 10 s de deposicdo resultaram em valores liberados de Cu(Il) para o
meio menores que as com 40 s, devido provavelmente ao aumento da concentracao de cobre
na superficie do material com o tempo de deposi¢ao do mesmo. De acordo com Woskowicz et
al. (2020), a lixiviagdo de ions esta dirctamente relacionada a propriedade antibacteriana do
filme, sendo mais eficiente quando em grande quantidade e com liberagdao constante de ions.

Isso pode explicar a maior eficiéncia nos testes antibacterianos das amostras SLBN-PROP-
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SPUTCu-40B/65 °C- 24 h e 5LBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h e, como a liberacio
encontrada ndo foi constante, explica também a ineficiéncia bactericida do filme.

Esses resultados foram comparados com os padrdes de langamento de efluentes para
cobre, de acordo com a Resolugado CONAMA n° 430/2011 (BRASIL, 2011) e a Resolugado
CONSEMA n° 355/2017 (RIO GRANDE DO SUL, 2017), com valores de 1,0 e 0,5 mg/L de
cobre, respectivamente. Nossos resultados evidenciaram um méximo de 0,16 mg/L, ou seja,
bem abaixo do limite padrao para langamento de efluentes. Apesar de o cobre e seus 0xidos
nao serem muito toxicos (EGOROVA; ANANIKOV, 2017), esses valores devem ser
cuidadosamente observados quando se trata do langamento de um efluente com cobre para o
meio ambiente. Com os resultados encontrados, foi possivel verificar que a lixiviacdo de
cobre a partir dos filmes aqui produzidos foi aceitavel, estando em conformidade com as

resolucdes mencionadas.

5 CONCLUSOES

Filmes de LBN contendo propolis e CuO/CuONPs foram preparados e caracterizados.
De modo geral, foi possivel verificar que o cobre reage com o latex quando adicionado
diretamente na matriz polimérica, promovendo a desintegracao dos filmes. Além disso, a alta
temperatura de secagem contribui consideravelmente para esse processo. A propolis
vermelha, quando adicionada em conjunto com CuO/CuONPs, diminuiu a reagdo entre os
componentes, retardando o processo de desintegracdo. Os trés diferentes plasmas aplicados na
superficie das amostras promoveram uma reagdo com o cobre presente nos filmes,
aumentando a intensidade das bandas dos grupos O-H e N-H nos espectros FTIR-ATR, e que
esta relacionada diretamente com a umidade e desintegracdo das amostras. A técnica de
magnetron sputtering permitiu a incorpora¢do de cobre na matriz de LBN com propolis

vermelha, evidenciando melhores resultados.
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A analise de FTIR-ATR comprovou que houve apenas uma interacdo fisica entre os
componentes dos filmes estudados. Nos filmes obtidos com magnetron sputtering foram
observadas mudancas a partir de 15 s de deposi¢do, sugerindo a formag¢ao de um filme de
cobre por toda a extensdo das amostras, enquanto que nos filmes com menores tempos, a
deposi¢ao se deu apenas em alguns pontos.

Por meio das técnicas de MEV-FEG e EDS foi evidenciado que quando CuO/CuONPs
sao adicionados diretamente na matriz polimérica, estes permanecem dispersos no seu
interior, impedindo sua visualizagdo. A deposicdo superficial pela técnica de magnetron
sputtering, por outro lado, evidenciou que a quantidade de cobre depositado varia com o
tempo de deposicdo, permitindo que o elemento pudesse ser melhor observado. O
mapeamento por EDS ainda demonstrou que as amostras acondicionadas em dessecador se
preservaram por mais tempo, ndo reagindo com o oxigénio presente na atmosfera. As
amostras acondicionadas em bancada, por sua vez, reagiram com a atmosfera, implicando na
formagdo de oOxidos de cobre. A fluorescéncia de raios X, por outro lado, comprovou a
deposi¢do de cobre de forma gradativa com o passar do tempo nas amostras.

No que se refere ao estudo da molhabilidade, os resultados indicaram que o angulo de
contato dos filmes aumentou em funcdo do tempo; porém, o tratamento a plasma auxiliou na
estabilidade da hidrofilicidade, retardando o envelhecimento do LBN por causa das reagdes
que ocorrem entre o plasma e a superficie. Quando se utilizou a mistura de gases H> e Oz no
plasma, obteve-se um angulo de contato mais hidrofilico em relagdo aos outros tratamentos.
As amostras com deposi¢do de cobre apresentaram uma maior hidrofobicidade em relagdo as
amostras com CuO/CuONPs incorporadas na matriz.

A liberacdo de cobre nos filmes avaliados foi mais baixa que os limites estabelecidos

pela Resolugdo CONAMA n° 430/2011 e pela Resolugdo CONSEMA n° 355/2017.
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Nas condicdes experimentais utilizadas, os filmes ndo apresentaram propriedade
bactericida. Em alguns filmes, ocorreu crescimento por baixo da amostra, provavelmente
devido a baixa liberacdo de ions Cu(Il) para o meio. Os filmes em que o cobre foi depositado
na superficie, por sua vez, apresentaram melhores resultados. A partir de 10 s de deposigao de
cobre, os filmes evidenciaram propriedades bacteriostaticas, sendo que os melhores foram
aqueles que permaneceram em dessecador. Assim, em geral, as amostras que apresentam os
melhores resultados foram as de LBN com adi¢ao de propolis vermelha, com a realizagdo da
deposi¢ao de cobre a partir de 10 s, e que permaneceram acondicionadas em dessecador.
Esses filmes, além de apresentarem estabilidade em relagdo a desintegracao e baixa liberacao
de cobre em agua, apresentaram propriedade bacteriostatica, apesar de ainda ser necessario
tratamento superficial para a reducao do angulo de contato das mesmas. Por fim, mais estudos
devem ser realizados; porém, nossos resultados sugerem que os filmes de LBN/propolis

vermelha/cobre apresentam potencial para serem utilizados em aplicacdes biomédicas.

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros, propde-se:

a) a avaliacao da rugosidade dos filmes de LBN, utilizando a técnica de perfilometria
optica;

b) o célculo da energia livre da superficie dos filmes de LBN pela equacao geral de
Wenzel-Cassie-Baxter;

c) a realizagdo de analises de termogravimetria para analisar possiveis compostos
volateis;

d) arealizagdo de ensaios de cultura celular com linhagem de células dérmicas;

e) arealizagao de estudos de citotoxicidade;
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f) a realizacdo de ensaios antibacterianos utilizando diferentes métodos, como a
contagem de colonias;

g) arealiza¢do da combinagdo de tratamento de superficie por plasma e deposigao de
ilhas de cobre por magnetron sputtering;

h) a analise da estrutura dos filmes acondicionados em dessecador com vacuo.
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APENDICE A — ANALISE QUANTITATIVA DAS AREAS DAS BANDAS DO LBN
OBTIDAS NOS ESPECTROS FTIR-ATR

Quadro 1 - Andlise quantitativa das areas das bandas de FTIR-ATR do LBN nos filmes do

segundo lote

Razao da drea de banda em relacio a area das bandas de

Filme Tratamento CH; e CH; (2960 - 2848 cm™)
OHeNH | C=CeC=0 | N-H | CH; | CH; | R,C=C-HR

, H, + 0, 0,48 0,09 0,06 | 0,32 | 0,16 0,34
20L;351\é§§§§/ H» 0,95 0,33 0,28 | 0,37 | 0,20 0,44
40°C24 h (0)3 1,41 0,52 0,39 | 0,45 | 0,27 0,48
s/ tratamento 1,56 0,55 0,41 | 0,43 | 0,24 0,44
, H, + 0, 1,35 0,24 0,32 | 0,34 | 0,23 0,38
oggf(;;%?&b- H, 1,29 0,26 0,35 | 0,41 | 0,23 0,46
~0h 0 1,01 0,42 0,25 | 0,41 | 0,23 0,43
s/ tratamento 0,73 0,14 0,31 | 0,36 | 0,20 0,42
, H, + 0, 1,43 0,37 0,28 | 0,34 | 0,19 0,25
02214'5]3(,711115/1:(?2 H» 1,65 0,31 0,32 | 0,35 | 0,17 0,26
A h (0)3 0,63 0,20 0,29 | 0,41 | 0,20 0,47
s/ tratamento 2,11 0,67 0,55 | 0,43 | 0,25 0,40
, H, + 0, 0,62 0,18 0,20 | 0,28 | 0,17 0,37
gf;;’g;g}gi: H> 2,10 0,47 0,42 [ 0,33 | 0,18 0,23
-9 h (0)3 0,73 0,22 0,21 | 0,37 | 0,19 0,45
s/ tratamento 0,91 0,30 0,28 | 0,39 | 0,19 0,49
H, + 0, 1,79 0,45 0,71 | 0,36 | 0,43 0,44

2L.LBN-
0.25CUONP/ H» 1,75 0,49 0,49 | 0,45 | 0,32 0,41
40 °C-24 h (0)3 1,17 0,36 0,32 | 0,42 | 0,23 0,45
s/ tratamento 0,92 0,25 0,19 | 0,17 | 0,21 0,32
H,+ 0, 2,21 0,49 0,33 | 0,44 | 0,24 0,35

2LBN-
0.25CU0/40 °C- H» 0,72 0,17 0,20 | 0,41 | 0,18 0,42
A h (0)3 1,51 0,45 0,27 | 0,44 | 0,24 0,36
s/ tratamento 1,17 0,37 0,32 | 0,34 | 0,21 0,36
H, + 0, 1,45 0,51 0,37 | 0,37 | 0,23 0,44
2LBN-PROP/ H» 1,57 0,47 0,28 | 0,48 | 0,24 0,35
40 °C-24 h (0)3 0,71 0,21 0,14 | 0,34 | 0,16 0,37
s/ tratamento 1,27 0,20 0,21 | 0,16 | 0,18 0,33
H, + 0, 3,38 0,62 0,45 | 0,57 | 0,19 0,35
o H» 2,55 0,56 0,44 | 0,48 | 0,18 0,37
2LBN/40°C-24 h 0O 0,94 0,28 0,23 | 0,38 | 0,18 0,41
s/ tratamento 1,68 0,41 0,31 | 0,18 | 0,23 0,27

Fonte: o autor.
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Quadro 2 - Andlise quantitativa das areas das bandas de FTIR-ATR do LBN nos filmes do
terceiro lote com e sem tratamento a plasma em fun¢ao do tempo

(continua
Razao da drea de banda em relaciio a area das bandas
-1
Filme Tratamento | Dia OHe de CH, e CH; (2960 - 2848 cm”)
NH C=CeC=0| N-H | CH; |CH;3| R,C=C-HR

ILBN. 0 1,20 0,21 0,20 | 0,38 | 0,16 0,50
0.25CuONP/ Sem 7 1,48 0,22 0,20 | 0,40 | 0,17 0,52
40 °C-24 h tratamento | 14 1,53 0,23 0,24 | 0,41 | 0,17 0,48
21 1,34 0,25 0,36 | 0,46 | 0,19 0,45
Hy + O, 7 1,23 0,41 0,31 | 0,42 0,18 0,46
14 1,70 0,42 0,37 | 0,45 | 0,21 0,45
o 7 1,13 0,33 0,28 | 0,42 | 0,17 0,46

2 14 * * * * * *
3LBN- 0 0,73 0,27 0,21 | 0,38 | 0,17 0,45
0.25CuONP/Tamp 7 0,60 0,24 0,17 | 0,37 | 0,16 0,42
cont.-7 d Sem 14 | 0,36 0,21 0,13 | 0,36 | 0,15 0,43
tratamento 21 0,95 0,31 0,24 | 0,20 | 0,24 0,57

60 * * %k * * *

90 * * %k * * *
0 1,01 0,20 0,17 | 0,37 | 0,16 0,48
0‘25(3:}:131/:1{0 oC- Sem 7 0,66 0,22 0,16 | 0,38 | 0,16 0,46
24t tratamento | 14 | 0,57 0,32 0,24 | 0,38 | 0,16 0,46
21 0,48 0,36 0,25 | 0,38 | 0,17 0,44
Hy + O, 7 0,35 0,23 0,13 | 0,35 0,16 0,42
14 | 0,65 0,27 0,19 | 0,36 | 0,16 0,43
H, 7 0,34 0,22 0,13 | 0,31 | 0,14 0,36
14 | 0,66 0,29 0,19 | 0,37 | 0,17 0,45
3LBN- 0 0,84 0,32 0,25 | 0,38 | 0,18 0,43
0.25CuO/Tamp 7 0,56 0,25 0,19 | 0,36 | 0,15 0,40
cont.-7 d Sem 14 | 0,57 0,29 0,22 | 0,37 | 0,16 0,42
tratamento 21 0,87 0,37 0,26 | 0,19 | 0,24 0,55
60 | 0,35 0,20 0,13 | 0,34 | 0,14 0,41
90 | 0,28 0,19 0,12 | 0,33 | 0,15 0,40
120 0,27 0,22 0,12 | 0,35 | 0,16 0,44
0 0,56 0,16 0,14 | 0,35 | 0,14 0,44
3LBN-PROP/ Sem 7 0,54 0,16 0,14 | 0,36 | 0,17 0,48
40°C-24 h tratamento | 14 0,38 0,28 0,16 | 0,35 | 0,17 0,46
21 0,61 0,40 0,26 | 0,39 | 0,18 0,43
Hy + O, 7 1,39 0,44 0,37 | 0,43 0,19 0,46
14 | 0,53 0,28 0,18 | 0,37 | 0,16 0,45
H, 7 1,09 0,40 0,34 | 0,42 0,19 0,46
14 | 0,72 0,32 0,21 | 0,38 | 0,18 0,46
. 0 0,55 0,23 0,19 | 0,37 | 0,17 0,44
3LBI§O-E§?I:1/Tamb 7 0,52 0,23 0,16 | 0,35 | 0,16 0,42
S 14| 041 0,19 0,14 | 0,34 | 0,16 0,41
trata;“elmo 21| 036 0,23 0,17 | 0,27 [ 0,22 0,60
60 | 0,31 0,16 0,11 | 0,33 | 0,15 0,42
90 | 0,46 0,23 0,13 | 0,33 | 0,16 0,41
120 | 0,23 0,19 0,11 | 0,34 | 0,15 0,43
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(conclusdo
Razao da drea de banda em relacio a area das bandas
-1
Fllme Tratamento Dla OH e de CH3eCH2 (2960-2848 cm)
\j | C=CeC=0 | N-H | CH; | CH;| R:C=C-HR
= 71 1,77 0,47 0,40 | 0,45 | 0,20 0,44
14| 1,93 0,43 043 | 0,49 0,20 0,48
5, 7 1 0,52 0,30 0,17 | 037 [ 0,17 0,46
14| 1,56 0,36 034 | 0,43 | 0,20 0,45
3LBN-PROP- 0 | 0,64 0,18 0,16 | 0,38 | 0,16 0,45
0.25CUONP/Tamp 7 | 056 0,17 0,15 | 0,37 | 0,16 0,44
cont.-7 d Sem 14| 0,51 0,18 0,14 | 035 0,17 0,43
ratomonto |21 | 046 0,20 0,17 | 037 [ 0,17 0,46
60 | 033 0,24 0,12 | 0,37 | 0,16 0,45
90 | 0,28 021 0,12 | 0,36 | 0,15 0,42
120 0,28 021 0.11 | 035 [0,16 0,43
4O 7 1 052 0,29 0,16 | 0,36 | 0,17 0,44
14| 1,96 0,44 043 | 0,49 [0,20 0,44
. 7 1 0,68 0,33 023 | 039 0,18 0,46
14| 1,58 0,39 035 | 0,43 | 0,20 0,46
3LBN-PROP- 0 | 084 0,19 0.16 | 038 [ 0,16 0,46
0.25CUO/Tams 7 1 072 0,20 0,17 | 0,37 | 0,17 0,45
cont.-7 d Sem 14| 045 0,18 0,13 | 0,36 | 0,15 0,43
vatemento |- 2L 0.51 0,20 0,14 | 0,36 | 0,16 0,45
60 | 0,49 0,19 0,14 | 0,36 | 0,16 0,45
90 | 0,38 0,18 0.13 | 0,36 | 0,16 0,44
120 0,43 0,18 0,15 | 035 0,17 0,43
0| 0,77 0,18 0,15 | 0,35 | 0,14 0,45
X Sem 7 | 057 0,15 0,14 | 0,38 | 0,16 0,47
SLENRDRCZE | ity | 14 || 0145 0.18 | 010035015 047
21 | 0,33 0,17 0,11 | 0,35 | 0,15 0,43
I+ 0, 7 1 089 0,34 027 | 0,39 0,18 0,44
14| 0,59 0,30 022 | 0,39 0,18 0,47
. 7] 1,36 0,40 032 | 0,42 | 0,18 0,44
14| 0,49 0,25 0,15 | 0,37 | 0,16 0,45
0 | 085 0,20 0,12 | 0,41 | 0,17 0,48
3LBN/Eagb°°“t" 7 | 045 0,16 0,13 | 035 | 0,15 0,41
S 14| 041 0,17 0,12 | 0,35 | 0,15 0,42
tratafn“elmo 21 | 0,43 021 0,17 | 0,42 [0,20 0,62
60 | 0,52 0,17 0,11 | 0,34 | 0,15 0,41
90 | 0,22 0,12 0,07 | 0,24 | 0,11 0,29
120 0,35 0,18 0,10 | 0,34 | 0,15 0,43

Fonte: o autor. Nota: * Nao foi possivel realizar analise devido a consisténcia da amostra.
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Quadro 3 - Andlise quantitativa das areas das bandas de FTIR-ATR do LBN nos filmes do

quarto lote
Razao da drea de banda em relacio a area das bandas de CH;
Filme e CH: (2960 - 2848 cm™)
OHeNH | C=CeC=0 | N-H | CH; | CH; | R,C=C-HR
4LBN-PROP-0.5CuONP/Tamb 0.59 0.18 0.14 | 037 | 0.16 0,44
cont.-7 d
4LBN-PROP-1.0CuONP/Tymp 139 0.25 0.18 | 039 | 0.16 0,53
cont.-7 d
4LBN-PROP-1.5CuONP/Tamb 1.91 0.32 020 | 040 | 0.16 0,63
cont.-7 d
4LBN-PROP'20CHONP/Tamb 2,76 0,41 0,23 0,42 O, 1 8 0,70
cont.-7 d
4LBN/Tamp cont.-7 d 0,98 0,21 0,19 | 0,38 | 0,16 0,47

Fonte: o autor.

Quadro 4 - Analise quantitativa das areas das bandas de FTIR-ATR do LBN nos filmes dos
testes de evaporacdo e com reticulante

Filme

Razao da area de banda em relacio a area das bandas de CHj; e

CH; (2960 - 2848 cm™)

OHeNH | C=CeC=0 | N-H | CH; | CH; | R,C=C-HR
Tamo 8/ glutaraldeido 2,76 0,41 0,23 | 0,42 | 0,18 0,70
Tamb ¢/ glutaraldeido 0,72 0,19 0,15 | 0,36 | 0,15 0,46
Tamb - 30 min 0,89 0,20 0,20 | 0,40 | 0,18 0,49
Tamb - 60 min 0,88 0,20 0,19 | 041 | 0,17 0,50
40 °C - 10 min 1,56 0,26 0,25 | 042 | 0,18 0,53
40 °C - 20 min 1,39 0,24 0,22 | 0,42 | 0,18 0,54
40 °C - 30 min 1,28 0,23 0,20 | 0,40 | 0,16 0,50

Fonte: o autor.

Quadro 5 - Analise quantitativa das areas das bandas de FTIR-ATR do LBN nos filmes do
quinto lote

(continua)
Razao da area de banda em relacao a area das bandas de CHj;
Filme Dia e CH; (2960 - 2848 cm™)
OHeNH | C=CeC=0 | N-H | CH; | CH; | R,C=C-HR
0 2,25 0,54 0,52 | 0,32 | 0,19 0,35
5LBN-PROP-SPUTCu- 7 0,79 0,41 0,27 | 0,41 | 0,19 0,46
5B/65 °C-24 h 14 1,28 0,67 0,36 | 0,51 | 0,25 0,63
21 1,22 0,43 0,36 | 0,49 | 0,25 0,62
0 1,19 0,30 0,25 | 0,38 | 0,18 0,40
5LBN-PROP-SPUTCu- 7 0,31 0,18 0,11 | 0,36 | 0,15 0,43
10B/65 °C-24 h 14 0,99 0,42 0,33 | 0,47 | 0,23 0,62
21 1,23 0,47 0,42 | 0,56 | 0,26 0,64
0 2,07 0,87 0,83 | 0,59 | 0,51 0,62
5LBN-PROP-SPUTCu- 7 2,21 0,51 0,56 | 0,51 | 0,21 0,46
15B/65 °C-24 h 14 1,39 0,72 0,41 | 0,54 | 0,27 0,65
21 1,56 0,75 0,42 | 0,58 | 0,29 0,67
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(conclusio)

Razao da area de banda em relacio a area das bandas de CH;

Filme Dia e CH; (2960 - 2848 cm™)

OHeNH| C=CeC=0 [ N-H | CH, | CH; | R,C=C-HR

0 1,62 0,70 0,73 | 0,52 | 0,44 0,54

5LBN-PROP-SPUTCu- | 7 1,48 0,58 028 | 044 | 021 0,44

20B/65 °C-24 h 14 1,30 0,67 0,39 | 0,52 | 026 0,62

21 1,55 0,74 0,42 | 0,58 | 0,29 0,66

0 1,59 0,56 0,68 | 0,57 | 0,42 0,49

S5LBN-PROP-SPUTCu- | 7 1,49 0,52 020 | 043 | 021 0,44

30B/65 °C-24 h 14 1,01 0,41 0,41 | 0,49 | 0,23 0,57

21 1,33 0,42 0,51 | 0,54 | 0,25 0,56

0 1,78 0,64 0,62 | 0,49 | 0,42 0,47

5LBN-PROP-SPUTCu- | 7 1,22 0,28 035 | 0,40 | 0,17 0,27

40B/65 °C-24 h 14 0,90 0,35 0,44 | 0,51 | 0,23 0,53

21 1,36 0,46 0,52 | 0,54 | 0,26 0,58

0 1,88 0,65 0,61 | 038 | 022 0,45

S5LBN-PROP-SPUTCu- | 7 2,47 0,54 0,59 | 038 | 0,33 0,48

5D/65 °C-24 h 14 1,72 0,75 039 | 0,52 | 0,27 0,57

21 2,38 0,70 0,64 | 0,58 | 0,33 0,62

0 1,72 0,73 033 | 048 | 0,23 0,38

5LBN-PROP-SPUTCu- | 7 1,83 0,43 0,45 | 0,44 | 0,23 0,44

10D/65 °C-24 h 14 1,23 0,60 028 | 0,51 | 0,23 0,58

21 1,56 0,74 0,41 | 0,57 | 028 0,66

, 0 2,04 0,62 0,73 | 0,43 | 0,46 0,33

5LBN-PROP-SPUTCu- | 7 1,91 0,48 0,46 | 0,45 | 021 0,43

15D/65 °C-24 h 14 1,45 0,72 0,39 | 0,55 | 0,27 0,61

21 1,77 0,62 0,58 | 0,57 | 0,30 0,64

, 0 3,87 0,84 0,75 | 032 | 041 0,11

5LBN-PROP-SPUTCu- | 7 2,34 0,85 0,90 | 0,48 | 0,62 0,67

20D/65 °C-24 h 14 1,86 0,69 0,63 | 0,58 | 031 0,60

21 1,79 0,68 0,55 | 0,58 | 031 0,64

, 0 3,84 0,90 0,81 | 033 | 046 0,12

5LBN-PROP-SPUTCu- | 7 1,98 0,86 0,83 | 0,44 | 0,57 0,71

30D/65 °C-24 h 14 2,00 1,12 0,81 | 0,56 | 0,64 0,88

21 1,93 0,92 0,93 | 0,55 | 0,60 0,91

, 0 4,18 1,01 0,94 | 0,40 | 0,54 021

5LBN-PROP-SPUTCu- | 7 2,30 0,73 0,95 | 0,51 | 0,66 0,87

40D/65 °C-24 h 14 2,36 0,95 1,15 | 0,59 | 0,79 0,58

21 1,63 1,07 0,65 | 0,67 | 047 0,95

0 1,10 0,25 021 | 039 | 0,17 0,47

: o 7 027 0,15 0,10 | 0,34 | 0,15 0,43

SLBN-PROP/65 °C-24 h = 0,92 0,38 031 | 0,47 | 0,23 0,62

21 1,45 0,66 034 | 0,52 | 027 0,63

Fonte: o autor.



Quadro 6 - Resultados do angulo de contato para os filmes do segundo lote

APENDICE B - RESULTADOS DO ANGULO DE CONTATO
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Filmes Tratamento Angulo de contato (°)

a plasma 0d 7d 14 d 21d 60d 90 d 110 d
2L.BN- H, +Os 61+0,6 |68+0,2| 6604 | 58+0,02|72+0,3]{79+0,3 -
PROP- H» 61+03|66+02| 74+0,2 | 69+0,2 |74+0,1|66+0,3 -
0.25CuONP/ 0, 65+0,2|73+02] 6503 | 72+02 [62+03[59+0,1 -

40 °C-24 h s/ tratamento | 62+0,2 |68 +0,2| 70+04 | 76+0,1 |84 +0,2 = =
2LBN- H,+0;, | 55+04[38+01] 56+04 | 67+0,1 |61+0,1]74+0,2]47+0,04
PROP- H, 44+0,1|54+0,1| 61+03 | 67+0,1 |72+0,1|79+03| 51+0.2
0.25CuONP/ 0, 50+£0,3|40+0,3| 57+0,3 | 60+0,2 [30+0,1|{59+0,1| 59+0,2
Tamb->92 h s/ tratamento | 60+0,3 [36+02| 71+0,7 | 76 £0,1 |78 +0,379+0,2| 84 +0,1
2LBN- H, + O, 45+02 |31+£0,0| 24+0,3 16+0,1 |37+0,1|59+0,1|69=+0,04
PROP- H, 36+0,1 |54+02] 7202 | 37+0,1 |28+0,3|60+0,1] 76+ 0,02
0.25Cu0/ 0, 50+02|74+02] 70£0,1 | 49+0,1 |57+0,1|46+0,1| 62+0,1
40 °C-24 h s/ tratamento | 31+03 |66+03| 64+0,5 | 48+0,2 [47+0,5|56+0,3| 66+0,2
2LBN- H,+0; | 31+0,1[43+02] 34402 | 46+02 [53+£0,2[55+0,2] 45+0,2
PROP- H» 52+0,3152+03| 57+0,4 | 56+0,1 [64+0,2|55+0,1| 43+0,2
0.25Cu0/ O 28402 (25+02| 52+02 | 50+0,3 [15+1,3]{25+0,3| 53+0,2
Tamb-> 92 h s/ tratamento | 32+4,5(50+04| 40+04 | 50+0,3 |46+0,2(37+0,2| 54+0,6
H,; + O, 47+0,1 |60+0,1| 49+0,1 | 60+02 [46+02|26+1,0| 16=+0,1
%)EE&ONP/ H, 6302 |5120,1| 45£0,1 | 44£0,1 [31=0,1|39=0,3 330,04
40 °C-24 h 0, 62+0,2|57+02| 55+0,2 | 70£0,2 [49+0,2|53+0,3| 50+0,1
s/ tratamento | 44+04 |36+0,2| 47+04 | 76 +0,2 [72+0,1|51+0,1| 69+0,1
SLBN. Ho+0, | 32+03[14+01] 52+03 | 40+£0,0 |34+0,1|58+0,2] 60+0,1
0.25Cu0/ H» 31£0,1 |15+0,1123+£0,04 | 35+0,2 |54+02|56+0,1| 70+0,2
40 °C-24 h 0, 45+39(47+03| 45+02 | 39+03 [44+0,1|81+0,1| 72+0,1
s/ tratamento | 38 +0,1 |21 +0,4| 35+03 | 64+0,4 [69+02|63+0,1| 49+0,3
SLBN- H, + O, 50+£0,3|54+02| 58+0,3 | 64+0,2 [49+0,2|59+0,1| 57+0,3
PROP/40 °C- H» 48+0,5|15+0,1| 15+0,3 | 13+0,02 |33+0,1[32+0,3| 30+0,2
24 h (0)) 53+£0,5(62+02| 52+0,3 | 52+0,1 |54+02|43+0,1| 32+0,1
s/ tratamento | 32+0,2 [17+02| 28+04 | 50+0,04 |36+0,1 |60+0,3| 65+0,2
Ho+0, | 54+03[59+00] 53+0,2 | 61+£0,2 [49+0,1[58+0,1| 56+0,2
2LBN/40 °C- H» 50+0,1 65+0,1| 49+0,2 |48+0,04 |36+0,3|46+0,1| 50+0,1
24 h 0, 46+0,2 [45+02| 42402 | 32+04 |46+0,1|40+0,2|55+0,02
s/ tratamento | 22+02 [20+04| 70+0,2 | 27+0,7 [47+02|44+0,7| 74+0,2

Fonte: o autor. Nota: (-) indica que ndo foi possivel realizar a analise, devido a consisténcia da amostra.




Quadro 7 - Resultados do angulo de contato para os filmes do terceiro lote
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Angulo de contato (°)

Fil Trat t
times ratamento o gias | 7 dias | 14 dias | 21 dias | 60 dias | 90 dias | 120 dias
3LBN- ¥
0.25CuONP/ at . 5247 |24+10] 57+2 | 49+4 - - -
40°C—24h ratamento
+ - 43+5 | 56+7 - - - -
3LBN- HZH 0 o -
0.25CUONP/Tamp /2 - - - - -
cont.-7 d S 62+3 | 60+4 | 65+3 | 68+9 | * * *
tratamento
3LBN- )
0.25Cu0/40 °C- S 47+16 |69+13| 45+3 | 75+5 - - -
tratamento
24h
- +7 |46+ 14 - - - -
SLBN- HZ; = 2 + Z 4? +10
0.25CuO/Tamp /2
cont.-7 d S 63+4 | 53+£5 | 62+4 | 60+6 | 59+7 | 67+5 | 64+7
tratamento
3LBN-PROP/ s/
+ + + + o - -
40°C-24 h tratamento WD | R | (== || Gyl
- + 1+ 14 - - - -
SLBN- HZ; = 2; + g 317 14
PROP/Tamp cont.- /2
7d S 6345 | 6045 | 6641 |55+11| 66+5 | 69+3 | 68+5
tratamento
, - 38+2 | 48£6 - - - -
SLBN-PROP- Hzl—; = 51+£3 | 52+9
0.25CUONP/Tamp /2
cont.-7 d S S6+£1 | 45+5 | 623 | 675 | 69+6 | 75+8 | 78+5
tratamento
, + - 38+1 | 39+8 - - - -
SLBN-PROP- HZH . 58+7 [25+19
0.25CuO/Tamp /2
cont.-7 d S 55+3 | 63+4 | 64+4 | 61+6 | 69+0 | 63+7 | 80+3
tratamento
SILENEDHC el 3442 | 3147 |64+12|53+11] - - -
24 h tratamento
H,+ O, - 33+4 |58+ 14 - - - _
3LBN/Tamp cont.- H, - 43 +£10|55+19 - - - -
7d
s 49+4 | 62+4 | 70+2 | 789 | 75+£3 | 79+4 | 742
tratamento

Fonte: o autor. Nota: (-) analise ndo realizada; (*) analise ndo realizada pela falta de consisténcia da amostra.
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Quadro 8 - Resultados do angulo de contato para os filmes do quinto lote

Filmes Angulo de contato (°)

0 dias 7 dias 14 dias 21 dias

5LBN-PROP-SPUTCu-5B/65 °C-24 h 57+9 65+ 10 82+2 78 £5
5LBN-PROP-SPUTCu-10B/65 °C-24 h 80+3 80+3 862 94 +3
5LBN-PROP-SPUTCu-15B/65 °C-24 h 77 +4 60 +7 76 £ 6 81+7
5LBN-PROP-SPUTCu-20B/65 °C-24 h 81+3 61 +4 78+ 6 82 +3
S5LBN-PROP-SPUTCu-30B/65 °C-24 h 72+ 6 72+ 11 87+ 1 88+ 6
5LBN-PROP-SPUTCu-40B/65 °C-24 h 87+5 89 + 8 90 + 3 91+£2
5LBN-PROP-SPUTCu-5D/65 °C-24 h 51+£7 66 + 14 71+3 85+6
5LBN-PROP-SPUTCu-10D/65 °C-24 h 73 +8 81+4 88+ 2 87 +2
5LBN-PROP-SPUTCu-15D/65 °C-24 h 80 +4 80+ 7 82+9 79+ 5
5LBN-PROP-SPUTCu-20D/65 °C-24 h 72+9 82 +5 81 +5 86+3
5LBN-PROP-SPUTCu-30D/65 °C-24 h 64 £ 11 84+3 82+3 84 +6
5LBN-PROP-SPUTCu-40D/65 °C-24 h 75+4 78+ 6 90+ 6 94 +6
5LBN-PROP/65 °C-24 h 42 +5 55+4 65+7 76 +4

Fonte: o autor.



