UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

INSTITUTO DE QUIMICA

FERNANDA ANZOLIN RADER

PREPARACAO E AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO
DE NANOFIBRAS DE POLI(ACIDO LATICO) CONTENDO
LIQUIDO IONICO BASEADO EM SAIS IMIDAZOLICOS

Porto Alegre, 2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

INSTITUTO DE QUIMICA

FERNANDA ANZOLIN RADER

PREPARACAO E AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO
DE NANOFIBRAS DE POLI(ACIDO LATICO) CONTENDO
LIQUIDO IONICO BASEADO EM SAIS IMIDAZOLICOS

Trabalho de conclusdo de curso
apresentado junto a atividade de ensino
“Projeto  Tecnolégico” do Curso de
Quimica Industrial como requisito parcial
para a obtencdo do grau de Quimico

Industrial.

Prof. Dr. César Liberato Petzhold

Orientador

Prof.2 Dr.2 Michéle Oberson de Souza

Co-orientadora

Porto Alegre, 2016



AGRADECIMENTOS

Ao meu marido pelo amor e pelo incentivo durante todos 0s momentos em que
estivemos juntos.

A minha familia por compreender a minha auséncia nesta longa jornada.

Ao professor César Liberato Petzhold pelos ensinamentos, pela paciéncia e pela
dedicacdo, durante o desenvolvimento do projeto.

Ao professor Douglas Gamba pela disponibilidade e pelo auxilio neste periodo.

A professora Michéle Oberson de Souza pela co-orientacio e pelo apoio no projeto.

A Fernanda Lopes pelos ensaios antifiingicos.

Aos meus colegas e amigos do trabalho Sabrina, Inaya e Roberto pela paciéncia.

Aos amigos que conquistei durante a graduacdo, especialmente a Bruna, pelo

companheirismo.



RESUMO

Polimeros biodegradaveis derivados de fontes renovaveis tém sido amplamente
estudados para aplicacBes em diversas areas do conhecimento. Dentre estes, o poli(acido
latico) (PLA) desperta grande atencdo em fungdo das suas caracteristicas, tais como
biodegradabilidade e biocompatibilidade. Publicagdes de patentes relacionadas ao PLA
praticamente triplicaram na Gltima década, demonstrando o crescente interesse neste
biopolimero. Além disso, diferentes compostos podem ser adicionados ao PLA, a fim de
melhorar suas propriedades. Diante disso, a proposta deste projeto tecnoldgico consiste na
preparacdo de nanofibras de PLA, contendo diferentes quantidades de liquido iénico (LI)
cloreto de 1-dodecil-3-metilimidazélio ou cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazolio, através
da técnica de eletrofiacdo, para a obtencdo de membranas com propriedades antifungicas para
serem aplicadas como filtros purificadores de ar. A caracterizacdo das nanofibras poliméricas
foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a influéncia do LI avaliada por
analise termogravimétrica (TGA). Ensaios microbiolégicos foram desenvolvidos a fim de
verificar a atividade antifungica existente nas membranas. As analises das membranas de
PLA, contendo 0,25% de LI cloreto de 1-dodecil-3-metilimidazélio, apresentaram resultados
promissores para aplicacdo como filtros purificadores de ar antifungicos.

Palavras-chave: poli(acido latico), eletrofiacdo, sais imidazélicos, antifungico.



ABSTRACT

Biodegradable polymers derived from renewable resources have been widely
investigated for applications in different fields. Among them, the polylactic acid (PLA)
attracts great attention due to their characteristics, such as biodegradability and
biocompatibility. Patents related to PLA almost tripled in the last decade, demonstrating the
growing interest in this biopolymer. In addition, many compounds can be added to the PLA in
order to improve their properties. Therefore, the purpose of this technological project is the
preparation PLA nanofibers, containing different amounts of ionic liquid (IL) 1-dodecyl-3-
methylimidazolium  chloride  or  1-hexadecyl-3-methylimidazolium  chloride, by
electrospinning technique, to obtain membranes having antifungal properties to be applied as
filters air purifiers. The characterization of polymeric nanofibers was performed by scanning
electron microscopy (SEM) and the influence of IL evaluated by thermogravimetric analysis
(TGA). Microbiological tests were developed in order to verify the existing antifungal activity
in membranes. The analysis of PLA membranes containing 0.25% LI 1-dodecyl-3-
methylimidazolium chloride showed promising results for use as air fresheners filters

antifungals.

Keywords: poly(lactic acid), electrospinning, imidazolium salts, antifungal.
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1. APRESENTACAO

Nas ultimas décadas, os polimeros biodegradaveis derivados de fontes renovaveis vém
recebendo muita atencdo em diferentes areas de pesquisa, em funcdo da sua diversificada
gama de aplicagBes. Ainda, esses polimeros podem ser modificados para atender necessidades
especificas, constituindo um desafio para os cientistas.

O poli(acido latico) (PLA) é um polimero biodegradavel obtido de fontes renovaveis,
tais como o milho e a beterraba, com elevado potencial de aplicagdo em diversas areas, como
farmacéutica, médica, embalagens e téxtil. Contudo, por ser biocompativel, podem se
desenvolver microrganismos, na forma de biofilmes, na superficie desse polimero. Os
biofilmes sdo definidos como associacbes de microrganismos e de seus produtos
extracelulares, que se encontram aderidos as superficies bidtica ou abiotica. A formacéo
desses biofilmes pode comprometer a utilizacdo do PLA, por exemplo, em sistemas de
purificacdo de ar e de agua, sendo necesséria a realizacdo de modificacdes, em particular a
agregacao de agentes antimicrobianos ao material polimérico.

Materiais com propriedades antimicrobianas sdo capazes de evitar a formacdo de
biofilmes, tornando-se interessantes para serem utilizados como filtros purificadores de ar em
locais sujeitos a contaminagdo microbioldgica.

No caso do PLA, determinados compostos devem ser adicionados para obter materiais
com propriedades antimicrobianas. Um exemplo destes compostos sdo os liquidos idnicos
(LIs). Os Lls sdo caracterizados por seu estado liquido em temperaturas abaixo de 100 °C,
volatilidade desprezivel, alta estabilidade térmica e condutividade i6nica, facil reciclagem e
atividade antimicrobiana, sendo esta Gltima fortemente influenciada pela escolha do cétion e
do anion presentes nos compostos.

Neste contexto, o presente trabalho propde a obtencdo de membranas compostas por
nanofibras de PLA, contendo diferentes quantidades de LI cloreto de 1-dodecil-3-
metilimidazolio ou cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazolio, através da técnica de
eletrofiagdo. Esta vem sendo muito utilizada para a preparacdo de nanofibras em funcdo da

sua eficiéncia, seu baixo custo e facil manipulacéo.
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2. ESTADO DA ARTE

2.1. POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Anualmente, cerca de 140 milhGes de toneladas de polimeros sintéticos oriundos do
petroleo sdo produzidos em todo o mundo e, como consequéncia, sdo introduzidas grandes
quantidades de residuos destes materiais no ecossistema (NAMPOOTHIRI, 2010), sendo a
maioria resistente ao ataque de microrganismos. Recentemente, os polimeros biodegradaveis
derivados de fontes renovaveis tém atraido muita atencdo, devido as crescentes preocupacdes
ambientais e questdes de sustentabilidade associadas aos polimeros de origem fossil (RASAL,
2010).

Segundo estabelecido pela ASTM, Norma D833-99, polimeros biodegradaveis sao
materiais degradaveis, em que a degradacdo resulta primariamente da acdo de
microrganismos, tais como fungos, bactérias e algas de ocorréncia natural gerando CO,, CHg,
componentes celulares e outros produtos (FRANCHETT]I, 2006). Esses polimeros podem ser
sintetizados por bactérias, como o polihidroxibutirato (PHB); ser derivados de fontes naturais
renovaveis, como o poli(acido latico) (PLA); de fontes animais, como a quitosana; ou de
fontes fosseis como a policaprolactona (PCL) (BACH, 2013).

2.2.  POLI(ACIDO LATICO)

O poli(acido latico) ou PLA (figura 1) é um poliéster alifatico constituido por unidades
repetitivas de &cido latico (&cido 2-hidroxipropandico). Além disso, € um polimero
termoplastico, biodegradavel e biocompativel derivado de fontes renovaveis, principalmente

amidos e acucares (LIM, 2008; MANO, 2013).

Figura 1. Representacgdo estrutural do PLA.

H _on

L O 4dn

FONTE: GAMBA, 2013.
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Até a Ultima década, os principais usos do PLA eram limitados a aplicagdes médicas,
tais como dispositivos de implantes, suturas internas e engenharia de tecidos, em funcdo do
seu alto custo de producao, baixa disponibilidade e limitada massa molar média (LIM, 2008).
Contudo, com 0s novos avangos obtidos na tecnologia de producdo do PLA, estd sendo
possivel aumentar a gama de aplicacBes para esse polimero em razdo das boas propriedades
Opticas, fisicas, mecéanicas e de barreira de aromas quando comparados aos materiais
existentes (DATTA, 2006).

A unidade repetitiva do PLA, o &cido latico (a4cido 2-hidroxipropandico) € um hidroxi
acido contendo um carbono assimétrico que pode existir em duas configuragdes opticamente
ativas (figura 2) ou na forma de mistura racémica. Ambos os enantibmeros D- e L- sdo
produzidos a partir de fermentacdo de uma fonte de carboidratos realizada por bactérias.
Contudo, quando sintetizado através de métodos quimicos, uma mistura racémica é obtida
(DATTA, 2006).

Figura 2. Formas isoméricas do acido latico.

H//// H \\\\\\
OH ’ OH
HO HO
O @)
L - acido latico D - acido latico

FONTE: RASAL, 2010.

As propriedades fisicas e quimicas do PLA estdo diretamente relacionadas com a
proporcdo de seus isOmeros Opticos presentes no polimero, sendo algumas destas

propriedades apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1. Propriedades fisicas e quimicas do PLA.

Propriedades PDLA PLLA PDLLA

Todos sdo soluveis em benzeno, cloroférmio, acetonitrila,
Solubilidade dioxano etc., mas sdo insoltveis em etanol, metanol e

hidrocarbonetos alifaticos.

Temperatura de fuséo (T,,), em °C ~ 180 ~ 180 Variavel

Temperatura de transigdo vitrea (T),

50 - 60 55 - 60 Variavel
em °C
Temperatura de decomposicéo,
~ 200 ~ 200 185 - 200
em°C
Tempo de meia vida em uma solugéo
4 - 6 meses 4 - 6 meses 2 - 3 meses

salina normal a 37 °C

FONTE: XIAO, 2012.

A sintese do PLA pode ser descrita através de duas principais metodologias:
polimerizacdo em etapas (policondensacao) e polimerizacdo por abertura de anel (figura 3). A
polimerizacdo do é&cido latico por policondensacdo ocorre, geralmente, a partir de uma
solucdo aquosa do mondémero, na presenca ou ndo de um catalisador e em altas temperaturas.
O polimero obtido possui uma baixa massa molar média, apresentando-se como um material
muito quebradico, com total auséncia de propriedades mecénicas para a maioria das
aplicacdes. A polimerizacdo por abertura de anel, no entanto, utiliza o dimero ciclico do acido
latico, chamado de lactideo, para a obtencdo de poli(lactideo) de alta massa molar média
(GAMBA, 2013).
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Figura 3. Métodos para a sintese do PLA.
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FONTE: GAMBA, 2013.

O fluxograma 1 apresenta o ciclo do PLA no ambiente (CHISHOLM, 2010). O accar,
obtido através da hidrolise enzimatica do amido, é convertido em 4&cido latico por
fermentacdo. A desidratacdo do &cido latico forma o lactideo que € polimerizado, levando a
formacdo do poli(acido latico). A biodegradacdo aerdbia dos materiais de PLA ocorre por
hidrolise, seguida do consumo por microrganismos, gerando dioxido de carbono e agua
(AVINC, 2009).

Fluxograma 1. Ciclo do PLA no ambiente.

Fotossintese Fermentacao X
CO,+ H,0 »| AmIDO —»| Acio
ACUCAR LATICO
Bactérias Desidratacao
aerdbias
ACIDO | PLA |gm LACTIDEO
LATICO Hidrolise Polimerizag&o por

abertura de anel

FONTE: CHISHOLM, 2010.
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2.3.  LIQUIDOS IONICOS

Os Liquidos lonicos (LIs) sdo sais liquidos em temperaturas abaixo de 100 °C,
compostos principalmente por cations organicos e anions organicos ou inorganicos. Os LlIs
exibem propriedades peculiares, tais como pressdo de vapor desprezivel e miscibilidade com
diversos solventes organicos (BRENNECKE, 2001).

Inicialmente, os liquidos i6nicos foram aplicados como substitutos de solventes
volateis convencionais, transformando processos perigosos em reciclaveis e ambientalmente
amigaveis. Mais tarde, o foco de aplicacdo foi amplamente expandido com, por exemplo, seu
uso como eletrolito em baterias e em preparacdo de nanomateriais. Especialmente, a classe de
LIs com cations imidazolicos encontra aplicacbes de ampla variedade de processos e
materiais, principalmente devido ao facil ajuste de propriedades por mudancas estruturais em
ambos cation e anion (FUENTEFRIA, 2013).

Carson e colaboradores avaliaram a atividade antimicrobiana para uma série de haletos
de 1l-alquil-3-metilimidazélio [C,MI.X] (onde [C,MI] = 1l-alquil-3-metilimidazoélio; C, =
CnH@ni1); N =4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18; e X = Cl, Br) contra um grupo de agentes patogénicos
bacterianos e fangicos (Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Chlorella regularis e Candida albicans). Esses compostos apresentaram um
bom potencial antimicrobiano dependente do comprimento da cadeia alquila (CARSON,
2009).

Figura 4. Representacdo geral dos cloretos de 1-alquil-3-metilimidazélio [C,MI]CI.

\-I:, N‘--. Cl-

HyC s —CHyy

FONTE: CARSON, 2009.

2.4. A TECNICA DE ELETROFIACAO

Eletrofiacdo, do inglés electrospinning, é uma técnica econémica, eficiente e versatil,
que pode ser utilizada para obtencdo de membranas, contendo fibras com didmetros micro e
nanomeétricos (NICOSIA, 2015).
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2.4.1. Arranjo experimental

Ha trés componentes basicos que constituem a técnica de eletrofiacdo: uma fonte de
alta voltagem, um tubo/seringa contendo um pequeno capilar (ou agulha) e uma base metalica
coletora (figura 5). Uma solucéo polimérica é bombeada através do capilar sob a influéncia do
campo elétrico gerado a partir da fonte (aplicagdo de uma alta voltagem), o qual ird causar
uma deformacédo na gota da solugédo. Entdo, um jato muito fino emerge do capilar de forma
acelerada contra a placa metalica, que funciona como um eletrodo, e deposita-se sobre esta
placa na forma de uma fibra polimérica, em razdo da evaporacdo do solvente durante o
processo (DAHLIN, 2011).

Figura 5. Modelo representativo da técnica de eletrofiagéo.

n

Seringa

=k

Fonte de alta voltagem

Placa coletora

Nano / microfibras

FONTE: GAMBA, 2013.

2.4.2. Parametros da solugéo

Os parametros da solucdo, tais como viscosidade, condutividade elétrica e tensao
superficial influenciam diretamente na morfologia e na geometria das nanofibras obtidas no
processo de eletrofiagcdo (COSTA, 2012).

A concentragdo do polimero e, consequentemente, a viscoelasticidade da solucéo, €

um parametro de fundamental importancia na técnica de eletrofiacdo. Para obter nanofibras
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uniformes sem contas (beads) é necessario que se tenha um adequado grau de emaranhamento
de cadeias na solucdo polimérica, o qual se obtém para um valor de concentracdo
(viscoelasticidade) minimo. Com o aumento da viscoelasticidade e mantendo-se fixo 0s
demais parametros do processo, existe uma tendéncia ao aumento no diametro das fibras.
Quando o valor de concentragdo for muito baixo, o grau de emaranhamento das cadeias
poliméricas é pequeno, causando uma instabilidade capilar na extremidade do jato. Esta
instabilidade pode ocasionar um espalhamento eletrostatico ao invés da eletrofiacdo. Neste
caso, particulas esféricas se formam ao longo da formacdo das fibras resultando em
nanofibras com contas (COSTA, 2012; INGAVLE, 2014)

O valor da tensdo superficial da solucéo esta diretamente relacionado com o valor da
voltagem a ser aplicada para obter a formacao de um fio. A partir da aplicacdo de uma dada
voltagem, chamada voltagem critica, as forcas eletrostaticas superam a tensao superficial da
gota, deformando-a e originando, assim, o cone de Taylor (figura 6), a partir do qual ocorre o
processo de fiagdo. Diversos autores reportaram que a diminuicdo da tensdo superficial da

gota pode favorecer a formacao de fibras sem contas (COSTA, 2012).

Figura 6. Formacdo do cone de Taylor: a) aplicacdo da voltagem inicial; b) aumento da voltagem
inicial aplicada; e c) aplicacdo da voltagem critica.

+

=

FONTE: ELAHI, 2013.

A condutividade elétrica da solugdo polimérica também influencia na morfologia das
fibras produzidas. Em geral, a adicdo de um sal a solugcdo faz com que a condutividade
elétrica da solugdo aumente, resultando em uma maior mobilidade dos ions em solugéo. Com
a aplicacdo de um campo elétrico externo, estas cargas se orientam permitindo que a gota
sofra um maior alongamento, resultando em segmentos menos espessos e em uma diminuigéo

no didmetro das fibras. Assim, a adi¢do de um sal a solugdo polimérica também permite que o
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processo de eletrofiacdo produza nanofibras mais uniformes com poucas, ou nenhuma conta
(COSTA, 2012).

2.4.3. Parametros do processo

O ajuste dos parametros do processo, tais como campo elétrico aplicado, distancia de
trabalho e velocidade de injecdo da solucédo, é essencial para a obtencdo de nanofibras com as
morfologias e didmetros desejados (COSTA, 2012).

O campo elétrico aplicado esta diretamente relacionado com a formagéo de contas nas
nanofibras. Desta forma, o0 monitoramento da corrente em funcdo do campo elétrico aplicado
pode indicar o valor de campo elétrico no qual a densidade de contas aumenta
significativamente (COSTA, 2012).

A distancia entre a ponta do bico injetor e o coletor, ou seja, a distancia de trabalho
deve ter um valor minimo para garantir a total evaporagdo do solvente e um valor maximo
para que o0 campo elétrico seja efetivo na estabilizacgio do cone da Taylor e,
consequentemente, na formacdo das nanofibras (COSTA, 2012).

Um aumento na velocidade de injecdo da solucdo polimérica causa um aumento no
didmetro da fibra, podendo levar a um aumento no nimero de contas. Isso ocorre devido ao
tempo insuficiente para o solvente evaporar antes de chegar a base coletora (VALIZADEH,
2014).

2.4.4. Parametros ambientais

Os parametros ambientais, temperatura e umidade, também podem influenciar na
qualidade do formato das nanofibras. Dependendo da natureza quimica do polimero, o
aumento da umidade relativa pode causar uma diminui¢do ou um aumento no didmetro médio
das fibras (COSTA, 2012). Enquanto que, a temperatura esta inversamente relacionada com a
tenséo superficial da solucéo polimérica (VALIZADEH, 2014).

2.5. MATERIAIS COM PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS
Frequentemente, diversos trabalhadores sdo expostos a riscos bioldgicos em seus

locais de trabalho. De acordo com a literatura, instalagbes de compostagem apresentam

significativos perigos microbioldgicos, que incluem microrganismos patogénicos, tais como
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Pasteurella sp., Proteus mirabilis sp., Streptomyces sp., Corynebacterium sp. e Aspergillus
fumigatus. Da mesma forma, os materiais processados em fabricas de curtumes apresentam
elevado crescimento microbiano, representando uma ameaca para a saude dos trabalhadores.
Esses microrganismos incluem Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis e B. subtilis. Os
materiais armazenados em museus, tais como papel, madeira e tecidos, sdo facilmente
colonizados por microrganismos em condicdes favoraveis de temperatura e umidade. O
bioaerossol de salas de museu € rico em fungos filamentosos dos géneros Alternaria,
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Mucor e Rhizopus. Esses microrganismos sdo
responsaveis tanto pela biodeterioracdo dos materiais quando pelos problemas de salde,
principalmente alergias, dos trabalhadores nestes locais. Contudo, esses trabalhadores podem
ser protegidos contra esses riscos microbioldgicos nocivos usando filtros purificadores de ar,
cuja funcéo principal é evitar a inalacdo dos microrganismos presentes no ar, bem como inibir
0 seu crescimento (GUTAROWSKA, 2015).

Atualmente, os materiais utilizados na producéo de filtros bioativos incluem polimeros
sintéticos (polipropileno, poliéster, poliamida, poliacrilonitrila, policarbonato) que séo
modificados com biocidas. Sendo que, os biocidas mais utilizados sdo sais quaternarios de
amonio e metais (GUTAROWSKA, 2015).

2.6.  MICROFILTRACAO

Fungos podem ser separados do ar através do processo de microfiltracdo, visto que,
esses microrganismos apresentam tamanhos que podem variar entre 10 e 100 pm. A
microfiltracdo emprega membranas microporosas com tamanho de poros que pode variar
entre 0,05 e 5 um. Por essa razdo essas membranas sdo empregadas, sobretudo, para reter

particulas em suspensao, tanto no ar quanto em misturas gasosas (PESSOA JR., 2005).
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3. SITUACAO ATUAL

A figura 7 mostra o nimero de patentes publicadas relacionadas ao poli(acido latico)
desde o ano de 1963. Os dados foram obtidos a partir de pesquisas na base de dados do
Derwent Innovations Index®™, no dia 26 de abril de 2016, utilizando como palavras-chave

“polylacti*” ou “poly(lactic acid)”” no campo denominado tdpico.

Figura 7. Numero de patentes publicadas, por década, utilizando como palavras-chave “polylacti*” ou
“poly(lactic acid)”.
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De acordo com os dados apresentados na figura 7, houve um expressivo aumento do
nimero de patentes publicadas na Gltima década (2007-2016). Neste periodo, o numero de
patentes praticamente triplicou em relacdo a década anterior, sendo encontradas 19828
publicacbes, demostrando o grande interesse no emprego do PLA em diversas areas de
pesquisa.

Com relacdo a utilizagdo de liquidos iénicos com o PLA, a figura 8 mostra que,

somente na Ultima década, houve interesse no desenvolvimento destes materiais.
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Figura 8 - Numero de patentes publicadas, por década, utilizando como palavras-chave “polylacti*”
ou “poly(lactic acid)” e “ionic liquid”.
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Quanto as patentes relacionadas ao PLA contendo liquido idnico e empregando a
técnica de eletrofiagdo, a pesquisa realizada contendo as palavras-chave “polylacti*” ou
“poly(lactic acid)” e “ionic liquid” e “electrospinning” demonstrou a existéncia de apenas
duas patentes. O método da patente US2013280603-A1 compreende a mistura de uma solucao
contendo um precursor 6xido metélico, com outra solucdo contendo um polimero como
precursor de fibras de carbono, e uma terceira solucédo de liquido i6nico para dopagem do
nitrogénio e formacdo de uma estrutura porosa. Este método € utilizado para fabricacdo de um
material ativo do anodo, que é (til para a formacdo de um anodo para uma pilha de litio, uma
célula solar e uma célula combustivel para serem empregadas em veiculos elétricos e
equipamentos eletrénicos. A patente DE102009023458-A1 descreve a preparacdo de uma
solugédo contendo celulose e uma mistura homogénea de pelo menos dois liquidos idnicos,
para preparacdo de matérias-primas, preferencialmente fibras, para serem empregadas na
producdo de embalagens, de materiais de higiene e limpeza, de moveis, de roupas e de
materiais utilizados na area da medicina.

A pesquisa das palavras-chave “polylacti*” ou “poly(lactic acid)” e “ionic liquid” e
“fung®” remete a existéncia de apenas um resultado. A patente W0O2006034239-A2 refere-se
a utilizacdo de silica mesoporosa, contendo liquido iénico no interior dos poros, em

composicdes farmacéuticas e cosméticas a fim de inibir o crescimento de microrganismos,
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como fungos e bactérias, no tratamento de inflamages, infecgdes, problemas de pele e
halitoses.

Finalmente, a busca por patentes com as palavras-chave “polylacti*” ou “poly(lactic
acid)” e “ionic liquid” e “fung*” e “electrospinning” nao apresentou qualquer resultado, o que

demonstra a inovacdo do presente projeto tecnoldgico.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Preparacdo de nanofibras de PLA, contendo liquido ibnico, para a obtencdo de
membranas com propriedades antifingicas para serem aplicadas como filtros purificadores de

ar.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Preparar nanofibras de PLA, contendo diferentes quantidades de liquido iénico
C12MI.Cl ou C1sMI.Cl, através da técnica de eletrofiacéo;

b) Caracterizar as nanofibras por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para
observar suas morfologias e por Analise Termogravimétrica (TGA) para verificar a influéncia
do LI;

c) Avaliar a atividade antifangica presente nas membranas compostas por nanofibras
de PLA.
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5. PROPOSTA TECNOLOGICA

A preocupacdo com a saude dos trabalhadores impulsiona a busca por equipamentos
de protecdo cada vez mais seguros e eficientes. Alguns ambientes de trabalho oferecem riscos
microbioldgicos capazes de comprometer o bem estar destas pessoas, podendo causar
diversos danos a satde. Assim, diversos materiais tém sido investigados para serem aplicados
como filtros purificadores de ar, a fim de aumentar a eficiéncia do processo de filtracao.

Um dos problemas relacionado ao processo de filtragdo de microrganismos é a
capacidade de formacdo de biofilme nos filtros, comprometendo a eficiéncia do processo.
Com isso, a proposta do trabalho consiste na obtencdo de membranas a partir de nanofibras de
poli(acido latico) contendo diferentes quantidades de liquido idnico, C16MI.Cl ou C1,MI.CI,

para formacdo de filtros com propriedades antifungicas e utilizacdo como purificadores de ar.
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6. METODOLOGIA

6.1. CONSIDERACOES GERAIS

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizados PLA comercial (M, ~
160.000 g/mol) e os liquidos ibnicos cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazélio (C1sMI.CI) e
cloreto de 1-dodecil-3-metilimidazélio (C1,MI.CI) (sintetizados pelo grupo da profd. Michele
Oberson de Souza). Os solventes empregados foram diclorometano (Synth) e etanol absoluto
(Synth).

Os procedimentos experimentais foram realizados nos laboratério K215 e K102 do
Instituto de Quimica da UFRGS.

6.2. PREPARACAO DA SOLUCAO DE PLA 10%

Uma solucdo de PLA 10% (m/v) foi preparada pela solubilizacdo do PLA comercial
em uma mistura de diclorometano : etanol absoluto (8 : 2), utilizando um baldo volumeétrico.

A solucdo foi submetida a agitacdo por 24 h, para garantir a completa solubilizacdo do PLA.

6.3. PREPARACAO DAS NANOFIBRAS DE PLA 10%

Na aparelhagem da eletrofiacdo, a solucdo de PLA 10% foi carregada em uma seringa
de vidro de 10 mL e ejetada, a uma taxa de vazdo controlada de 3,62 mL/h™ (20,5 mm/h),
através de uma agulha metélica com 0,7 mm de didmetro interno e comprimento de 15 mm.
Uma diferenca de potencial de 13 kV foi aplicada entre a agulha e um coletor estatico de
aluminio, distantes de 15 cm um do outro. As condi¢Ges ambientais durante a eletrofiacdo
foram: temperatura de 23 °C e umidade relativa de 57%. O tempo de deposicédo das fibras foi
de 40 minutos.

6.4. PREPARACAO DAS NANOFIBRAS DE PLA 10% CONTENDO LI C;,MI.CI OU
CisMI.CI

Partindo da solucdo de PLA 10%, foram preparadas nanofibras contendo 0,15% e
0,25%, em massa, de LI C;2MI.Cl ou C16MI.CI. As solugdes poliméricas contendo LI foram

carregadas em uma seringa de vidro de 10 mL e ejetadas, a uma taxa de vazdo controlada de
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2,31 mL/h (13,1 mm/h), através de uma agulha metalica com 0,7 mm de didmetro interno e
comprimento de 15 mm. Uma diferenca de potencial de 15 kV foi aplicada entre a agulha e
um coletor estatico de aluminio, distantes 15 cm um do outro. As condi¢bes ambientais
durante a eletrofiacdo foram: temperatura de 22 °C e umidade relativa de 60%. O tempo de

deposicéo das fibras foi de 40 minutos.

6.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As membranas de nanofibras obtidas foram caracterizadas em um microscopio
eletronico de varredura, modelo JSM-6060 (JEOL), localizado no Centro de Microscopia
Eletronica da UFRGS. As amostras foram fixadas em uma fita condutora de carbono,
recobertas com ouro e analisadas com uma aceleracdo de 8 kV. O diametro médio e o desvio
padrdo foram calculados para 300 medidas de cada amostra (50 medidas para cada imagem)

utilizando o software de imagem ImageJ.

6.6. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A influéncia do LI foi observada através da analise termogravimétrica realizada no
aparelho TGA Discovery, produzido pela TA Instruments, localizado no Laboratério
Multiusuério de Anélise Térmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(LAMAT/UFRGS). A rampa de aquecimento utilizada foi de 20 °C/min com a temperatura
variando entre 25 °C e 800 °C, em atmosfera de nitrogénio (25 mL/min).

6.7. ANALISE MICROBIOLOGICA

6.7.1. Preparo da suspenséo de esporos

O fungo filamentoso Aspergillus niger IFL5 (nimero de acesso GenBank
JQ614059.1) foi cultivado em placas de agar batata, por 5 dias a 30 °C. Os esporos do fungo
foram ressuspendidos com 5 mL de agua destilada estéril, com auxilio de uma alca de
Drigalski, e coletados para um tubo de ensaio estéril. A concentracdo de esporos foi

quantificada com auxilio de uma camara de Neubauer (LOPES, 2013).
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6.7.2. Ensaio antifiingico

As membranas de PLA foram cortadas em quadrados, na dimensdo de 1 cm? e
esterilizadas por radiacao ultravioleta em cadmara de fluxo laminar. O tempo de esterilizagéo,
para cada lado das membranas, foi de 10 minutos. As membranas foram colocadas, com
auxilio de uma pinca esterilizada, em placas de Petri contendo 10 mL de agar batata solido
(15 g/L). Os esporos do fungo (106 esporos/mL) foram adicionados a 10 mL de agar batata
semi-sdlido (7,5 g/L) que estava a uma temperatura de 50 °C. ApOs homogeneizacgdo, este
meio foi vertido sobre as membranas. Depois da solidificacdo do agar semi-sélido, as placas
foram incubadas a 30 °C, sendo observadas a cada 24 horas quanto a inibi¢éo do crescimento
fangico (LOPES, 2013; MEIRA, 2014).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. PREPARACAO DAS NANOFIBRAS E DETERMINACAO DO DIAMETRO
MEDIO DAS FIBRAS

Conforme descrito anteriormente, a preparacdo de nanofibras empregando a técnica de
eletrofiacdo depende de diversos fatores experimentais. Os pardmetros de processo (campo
elétrico aplicado, distancia de trabalho e velocidade de injecdo da solucdo polimérica) foram
otimizados para obtencdo de nanofibras sem a presenca de contas (beads). Além disso, 0s
parametros ambientais foram controlados e mantidos na faixa de 22 °C de temperatura e 60%
de umidade. Para as diferentes amostras preparadas no presente trabalho, apenas o parametro
de solucdo, a condutividade elétrica, através da adicdo de um liquido i6nico, foi alterado e a
influéncia deste parametro sobre o didmetro médio das fibras foi avaliada.

Inicialmente, foram preparadas solugdes de PLA 10% contendo diferentes quantidades
de liquido i6nico C1,MI.Cl ou C1sMI.CI para, posteriormente, serem submetidas ao processo
de eletrofiacdo. As denominacdes das amostras preparadas levam em consideracdo a natureza

e a quantidade de liquido i6bnico empregado conforme especificado na Tabela 2.

Tabela 2. Nomenclatura adotada para as amostras de PLA.

Amostra % em massa de LI Liquido ldnico
PLA10 - -
PLA10C12A 0,15 C,MILCI
PLA10C12B 0,25 C,MIL.CI
PLA10C16A 0,15 CisMI.CI
PLA10C16B 0,25 CisMI.CI

As figuras 9-13 mostram as micrografias das fibras obtidas por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) e seus respectivos histogramas de distribuicdo dos didmetros das fibras.
O diametro médio para cada uma das amostras foi calculado a partir das imagens obtidas por

MEV e encontram-se na tabela 3.
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Figura 9. Micrografia obtida por MEV para a amostra PLA10 (esquerda) e histograma com a
distribuicdo dos didmetros das fibras (direita).
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Figura 10. Micrografia obtida por MEV para a amostra PLA10C12A (esquerda) e histograma com a
distribuigdo dos diametros das fibras (direita).
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Figura 11. Micrografia obtida por MEV para a amostra PLA10C12B (esquerda) e histograma com a
distribuicdo dos diametros das fibras (direita).
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Figura 12. Micrografia obtida por MEV para a amostra PLA10C16A (esquerda) e histograma com a
distribuicdo dos didmetros das fibras (direita).
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Figura 13. Micrografia obtida por MEV para a amostra PLAL10C16B (esquerda) e histograma com a
distribuicdo dos didmetros das fibras (direita).
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Tabela 3. Diametro médio das fibras de PLA.

Amostra Diametro (nm)
PLA10 1186 + 507
PLA10C12A 468 + 206
PLA10C12B 676 + 213
PLA10C16A 489 + 174
PLA10C16B 614 + 243

Como esperado, a adi¢do do LI resultou no aumento da uniformidade e na diminuicdo

do didmetro médio das fibras. Entretanto, as solucBes poliméricas contendo concentracédo de
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LI 0,15%, isto é, PLA10C12A e PLAL10C16A, apresentaram valores menores de diametro
médio, 468 e 489 nm respectivamente, enquanto que, para a concentracao de LI 0,25%, isto é,
PLA10C12B e PLA10C16B foram obtidos valores maiores, 676 e 614 nm respectivamente.
De acordo com Seo et al., solu¢cbes com alta condutividade podem submeter as fibras a um
pré-empacotamento, podendo resultar no aumento do didmetro das fibras, ao invés da sua
diminuicédo (SEO, 2009).

7.2.  COMPORTAMENTO TERMICO DAS MEMBRANAS

O comportamento térmico das membranas de PLA foi avaliado por Analise
Termogravimétrica (TGA), com o objetivo de verificar a influéncia do LI. Através da
sobreposicdo das curvas termogravimétricas (figura 14) foi possivel observar que a presenca
de LI provocou uma reducdo na temperatura inicial de degradacdo térmica das membranas,
sendo que, a mudanca mais aparente ocorreu com as amostras que continham a maior
concentracdo de LI, isto é, PLA10C12B e PLA10C16B. A tabela 4 apresenta os valores de
temperatura de decomposicdo no maximo da curva de DTG para cada amostra. Com 0s

resultados obtidos, é possivel concluir a existéncia de interacdo entre o LI e o polimero

estudados.
Figura 14. Curvas termogravimétricas das amostras de PLA.
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Tabela 4. Temperatura de decomposi¢édo no méaximo da curva de DTG das amostras de PLA.

Temp. de decomposi¢cdo no maximo

Amostra da DTG (°C)
PLA10 352
PLA10C12A 341
PLA10C12B 340
PLA10C16A 352
PLA10C16B 330

7.3.  ENSAIO ANTIFUNGICO

Apbs 72 horas de incubacdo (figura 15), foi observado que ndo houve crescimento
fangico sobre as amostras analisadas. Durante o ensaio, verificou-se uma caracteristica
hidrofébica da amostra controle PLA10, visto que, ao adicionar o agar batata semi-sélido, que
continha a suspensdo de esporos do fungo, a membrana migrou para a superficie do meio de
cultura. Essa ocorréncia nao foi notada nas outras amostras.

Ainda, foi possivel observar a lixiviacdo do LI nas amostras, através da presenca do
halo de inibicdo de crescimento flngico ao redor das membranas (indicado pelas setas na
figura 15). Devido a auséncia de esporulacdo do fungo no periodo de 72 horas, as placas
foram novamente incubadas.

Apbs 144 horas de incubacdo (figura 16), foi observada a formacdo de esporos por
Aspergillus niger. Na amostra controle PLA10, apesar da caracteristica hidrofobica do
polimero, o crescimento do fungo foi evidenciado. Nas amostras de PLA contendo 0,15% de
LI, isto €, PLA10C12A e PLA10C16A, houve maior densidade de esporos do fungo, quando
comparadas com as amostras contendo contendo 0,25% de LI, isto ¢, PLA10C12B e
PLA10C16B. Ainda, verificou-se que a amostra PLA10C12B apresentou maior a¢ao contra o
desenvolvimento do fungo que a amostra PLA10C16B.

Dessa forma, as membranas de PLA contendo o LI C1,MI.Cl, na concentragéo de
0,25%, mostraram-se mais promissoras no controle do crescimento e esporulacdo de

Aspergillus niger.
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Figura 15. Atividade antifungica das amostras, apds 72 horas de incubagdo: a) PLA10; b)
PLA10C12A; c) PLA10C12B; d) PLA10C16A; e e) PLA10C16B.

Figura 16. Atividade antifungica das amostras, apds 144 horas de incubagéo: a) PLA10;
b) PLA10C12A; c) PLA10C12B; d) PLA10C16A; e €) PLA10C16B.




35

8. CUSTOS DO PROJETO

As tabelas 5 e 6 apresentam uma estimativa dos custos para obtencdo das membranas
PLA10C12B e PLA10C16B, respectivamente, desenvolvidas no projeto. Foram realizadas

pesquisas de valores dos LI da marca lolitec, dos solventes da marca Synth e do PLA
comercial da marca Corbion.

Tabela 5. Relacéo de reagentes e custos para obten¢do da membrana PLA10C12B.

) Quantidade Custo da
Reagente Quantidade Custo .

utilizada membrana

C;,MI.CI 1000 g R$ 7.983,25 0,0039 g R$ 0,03
PLA comercial 1000 g R$ 10,00 0,1540¢g >R$ 0,01
Diclorometano 1000 mL R$ 25,28 1,23 mL R$ 0,03
Alcool Etilico 1000 mL R$ 15,50 0,31 mL >R$ 0,01
Total R$ 0,08

Tabela 6. Relacéo de reagentes e custos para obtengdo da membrana PLA10C16B.

) Quantidade Custo da
Reagente Quantidade Custo -

utilizada membrana

CisMI.CI 1000 g R$ 4.433,62 0,0039 g R$ 0,02
PLA comercial 1000 g R$ 10,00 0,1540 ¢ >R$0,01

Diclorometano 1000 mL R$ 25,28 1,23 mL R$ 0,03
Alcool Etilico 1000 mL R$ 15,50 0,31 mL >R$0,01
Total R$ 0,07

Os pregos acima relacionados, como mencionado, envolvem somente o0 custo das
materias-primas. Faltaram, para avaliar o custo de fabricagdo, ter dados para a produgéo de
pecas moldadas e o custo de customizagdo das pegas. A pesquisa por um material semelhante
a membrana produzida, com o objetivo de realizar uma analise comparativa de valores,
resultou na pega semifacial filtrante (PFF).

A peca semifacial filtrante (figura 17) € um equipamento de protecdo individual (EPI)
que cobre a boca e o nariz, proporciona uma vedacdo adequada sobre a face do usuério e
possui filtro eficiente para retencdo dos contaminantes atmosféricos presentes no ambiente de
trabalho na forma de aerosséis (BRASIL, 2009).
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Figura 17. Pega semifacial filtrante (PFF).

FONTE: BRASIL, 2009.

Foi consultado o valor de mercado das PFF para as marcas 3M, Tayco e Ecoar, sendo
obtido um valor médio de R$ 1,30 a unidade. Contudo, esses filtros ndo apresentam um
agente antimicrobiano, ao contrario das membranas desenvolvidas neste projeto. Assim,
incorporando o valor de mercado da PFF ao custo da membrana produzida, o valor resultante

(~R$ 1,38) parece ser tecnicamente viavel.



37

0. CONCLUSAO

Neste trabalho, foram obtidas membranas compostas por nanofibras de PLA, contendo
diferentes quantidades de LI, através da técnica de eletrofiacdo. As membranas foram
analisadas por MEV, TGA e ensaios antifungicos.

As membranas contendo 0,25% em massa de LI (CisMI.ClI ou C;,MI.CI)
apresentaram resultados satisfatorios para as analises realizadas. Foi observado que a
quantidade de liquido idnico adicionada foi suficiente tanto para aumentar a uniformidade e
diminuir o didmetro médio das fibras, quanto para desenvolver uma atividade antifungica.

O desenvolvimento das membranas, para aplicagdo como filtros purificadores de ar,
depende de outros fatores que sao indispensaveis. O objetivo do presente trabalho foi verificar
a atividade antifingica das membranas apenas contra o Aspergillus niger. Entretanto, sabe-se
que diversas espécies de microrganismos nocivos, entre fungos e bactérias, podem estar
presentes no ar. Além disso, ndo foram realizados testes fisicos de resisténcia das membranas.

Por fim, os dados apresentados neste trabalho estdo direcionando para o
desenvolvimento de uma metodologia eficiente e muito promissora na preparacao de filtros

purificadores de ar.
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