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ABSTRACT

The Mercosur’s Science and Technology Award was established in 1998
by the Science and Technology Specialised Meeting — RECyT/Mercosur.
In its seventh edition, the call for submission was launched on the 5" of April,
2010, with partnership from United Nations Educational, Scientific and
Cultural Organization (UNESCOQO), Brazilian Ministry of Science and
Technology (MCT), Brazilian Competitive Movement (MBC) and
National Council for Scientific and Technological Development (CNPq ),
and sponsorship from the Argentinian Ministry of Science, Technology and
Productive Innovation (MINCYT), and the Argentinian Nanotechnology
Foundation (FAN). The goal of the Award is to recognize and award
prizes to the best research works that represent potential contribution to
scientific and technological development of Mercosur countries. It also
provides incentives for scientific and technological research to be carried
out, directed at the regional integration process amongst the countries in
the block. In 2010, Nanotechnology was chosen as the topic with four
categories: Scientific Initiation for students of upper secondary education up
to 21 years of age, University Student for higher education undergraduates
with no age limit, Young Researcher for graduated scholars of up to 35 years
of age and Integration for teams that have graduated, with no age limit and
involving at least two different countries. This book presents the Award
winners and the Honour received works in its four categories.



PREMIO MERCOSUL DE CIENCIA
E TECNOLOGIA — Chamada 2010

Discutida desde 1959 a partir das ideias propostas pelo fisico americano
Richard Feymann, nanotecnologia é a capacidade de se criar objetos de qua-
lidade superior aos existentes hoje, com base na organizacdo dos &tomos na
forma desejada.

As maiores vantagens gerais para o uso da nanotecnologia podem ser defi-
nidas pelo menor impacto ambiental produzido pelos produtos gerados e
pela otimizacdo do uso dos recursos envolvidos em etapas de desenvolvi-
mento e producéo.

De forma mais especifica, a nanotecnologia tem aplicacdes centrais nas
areas de informatica, medicina e em varios setores industriais. Pretende-se,
por exemplo, com um computador de tamanho muito reduzido, aumentar
consistentemente a capacidade atual de processamento de dados, assim
como, no campo da medicina, construir medicamentos mais eficazes com
um minimo de efeitos colaterais.

Atualmente existem alguns poucos produtos baseados em nanotecnolo-
gia, mas todos concordam que as pesquisas nessa area e suas aplicacoes
encontram-se, ainda, em estagio bastante inicial. Porém, também é unanime
que num futuro préximo a nanotecnologia terd importancia central no cena-
rio econdmico e social no mundo. O dominio desses conhecimentos e dessas
tecnologias sera vital para os paises nas proximas decadas.

Assim, vemos o significado do tema nanotecnologia para o contexto do
Mercosul. Esta é uma area cientifica (nanociéncia) e tecnolégica (nanotec-
nologia) que se encontra em fase inicial e com extrema necessidade de inves-
timentos e de cooperagao.

O Prémio Mercosul de Ciéncia e Tecnologia em 2010 tem a nanotec-
nologia como tema central. Esta edicéo visa identificar e estimular a coope-



ragao entre pesquisadores e instituicGes de pesquisa que ja trabalham com o
tema. Além disto, o Prémio visa, também, aproximar aqueles que tém inten-
¢do de aventurar-se neste novo campo da ciéncia e da tecnologia.

E mais um esforco dos paises integrantes do Mercosul e da UNESCO de
fazer com que a ciéncia e a tecnologia alcancem seu principal objetivo: a
melhoria da qualidade de vida das pessoas.

S&o apresentados, a seguir, os trabalhos premiados nas quatro categorias.

1° Lugar — CATEGORIA INICIACAO CIENTIFICA

Trabalho: “Andlise da impregnacéao de nanoparticulas de dioxido de zirconio
e de prata em um curativo visando ativacdo da circulacdo sanguinea e efeito
antimicrobiano”

Autoras: Gabriela Schaab da Silva, 18 anos, e Kawoana Trautman Vianna,
18 anos, alunas da 42 série do curso técnico em quimica da Fundagdo Escola
Técnica Liberato Salzano Vieira da Cunha

Professora-orientadora: Silvia Staniscuaski Guterres, 49 anos

Pais: Brasil

1° Lugar - CATEGORIA ESTUDANTE UNIVERSITARIO

Trabalho: “NanoSensores SERS: ampliando os métodos de Feigl”

Autor: Daniel Grasseschi, 22 anos, aluno do 8° semestre do Instituto de
Quimica da Universidade de Sdo Paulo (USP)

Professor-orientador: Henrique Eisi Toma, 61 anos

Pais: Brasil

1° Lugar - CATEGORIA JOVEM PESQUISADOR

Trabalho: “Sintese de nanotubos de carbono através do uso do bagaco da
cana-de-agUicar como matéria-prima”

Autor: Joner Oliveira Alves, 28 anos, aluno de doutorado em engenharia
metallrgica e de materiais na Universidade de S&o Paulo (USP)

Pais: Brasil



1° Lugar - CATEGORIA INTEGRAQAO

Trabalho: “Materiais nanoestruturados: sintese, estudos com luz sincrotron,
propriedades e aplicagdes”

Autores: Aldo Felix Craievich, 71 anos, brasileiro, nascido na Argentina,
doutor em fisica; Noemi Elisabeth Wals6e de Reca, 73 anos, argentina, dou-
tora em quimica; Diego German Lamas, 43 anos, argentino, doutor em
fisica; e Marcia Carvalho de Abreu Fantini, 54 anos, brasileira, doutora em
fisica.

Paises: Argentina e Brasil

Mencdo Honrosa — CATEGORIA INICIACAO CIENTIFICA

Trabalho: “Modificacion de bentonita para la obtencion de nanoarcillas, y su
utilizacion en un polimero biodegradable sintetizado a partir del acido
L(+)LACTICO policondensado”

Autor: Brian Samir Ginés Bejarano, 18 anos, aluno do 2° curso do Colé-
gio Iberoamericano

Professora-orientadora: Fanny Elizabeth Florentin Ramos de Gonzalez, 43 anos
Pais: Paraguai

Mencdo Honrosa — CATEGORIA ESTUDANTE UNIVERSITARIO
Trabalho: “Pontos quanticos de CdTe/CdS: uma nova ferramenta biofoto-
nica na investigacdo de antigenos eritrocitarios”

Autor: Paulo Euzébio Cabral Filho, 22 anos, aluno do 6° semestre do curso
de biomedicina da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
Professora-orientadora: Adriana Fontes, 35 anos

Pais: Brasil

Mencdo Honrosa — CATEGORIA JOVEM PESQUISADOR

Trabalho: “Encapsulacién del farmaco antirretroviral efavirenz en nano-
transportadores poliméricos para la Optimizacion de la farmacoterapia del
virus de la inmunodeficiencia humana en pacientes pediatricos”

Autor: Diego Andres Chiappetta, 35 anos, doutor em tecnologia farmacéutica.
Pais: Argentina



Categoria Iniciacdo Cientifica
1° Lugar

ANALISE DA IMPREGNACAO DE
NANOPARTICULAS DE DIOXIDO DE ZIRCONIO
E DE PRATA EM UM CURATIVO VISANDO
ATIVACAO DA CIRCULACAO SANGUINEA

E EFEITO ANTIMICROBIANO

Autoras: Gabriela Schaab da Silva, 18 anos, e Kawoana Trautman
Vianna, 18 anos, alunas da 42 Série do Curso Técnico em Quimica
da Fundagdo Escola Técnica Liberato Salzano Vieira da Cunha

Professora-Orientadora: Silvia Stanis¢uaski Guterres, 49 anos

Pais: Brasil



ANALISE DA IMPREGNACAO DE
NANOPARTICULAS DE DIOXIDO
DE ZIRCONIO E DE PRATA EM UM
CURATIVO VISANDO ATIVACAO DA
CIRCULACAO SANGUINEA E
EFEITO ANTIMICROBIANO

Este trabalho é o estudo da impregnacdo de nanoparticulas de prata e
oxido de zircdnio em curativos. O objetivo deste curativo é ativar a circula-
¢do sanguinea, aquecendo a pele, e ter acdo antimicrobiana, acelerando a
cicatrizacdo e auxiliando no tratamento de ferimentos ou doencas. Sua pro-
ducéo envolveu o preparo de solugdes de nanoparticulas de ZrO: e de Ag
para impregnacdo no tecido rayon, nas concentracoes de 1% p/v e 3% plv,
respectivamente. Estas nanoparticulas, medidas no Mastersizer, apresenta-
ram tamanhos de 448 nanémetros (ZrO-) e 119 nandmetros (Ag). Foi feito
0 teste de célula de Franz durante 3 horas para averiguar se as nanoparticulas
penetrariam a pele, 0 que seria perigoso, e o resultado foi que ndo oferece
riscos. Testes de MEV e EDS indicam distribuicéo adequada das nanoparti-
culas no tecido. O curativo foi enviado ao SENAI, onde foi feito o teste de
acdo antimicrobiana, cujos resultados indicam que houve total inibigdo
bacteriana (Staphylococcus aureus) e parcial (40%) fungica (Aspergillus niger).
O teste do aquecimento cutaneo foi avaliado com camera termogréafica Ele-
trophysics, aquecendo-se uma barra de aluminio e depositando-se o curativo
e 0 rayon, sendo a temperatura controlada por 12 minutos. O curativo
demonstrou capacidade de aumentar em 2°C a temperatura da superficie,
em comparacdo ao controle. O preco agregado ao curativo foi baixo
(R$ 0,07). Uma entrevista com enfermeiros indicou que 100% dos profis-
sionais reconhecem a importancia das propriedades do curativo e o utiliza-
riam. O curativo apresentado redine a solu¢do de problemas enfrentados na
area da salde, e seu uso podera acarretar em bom avancgo no tratamento de
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doencas. Assim, poderia vir como solugéo para estes problemas com a van-
tagem de agregar tecnologia e reducdo dos gastos com saude publica no
MERCOSUL.

I.INTRODUCAO

Este projeto trata de um tema bastante importante na area medica: cura-
tivos utilizados em tratamentos que visam acelerar o processo de cicatrizagéo
de cortes cirurgicos e evitar infecgdes durante 0 mesmo.

Lendo boletins informativos sobre tecnologia, as integrantes do projeto
tiveram a oportunidade de conhecer melhor a nanotecnologia e se interessa-
ram pelo assunto. Estudando propriedades de certas nanoparticulas como as
de didxido de zirconio e as de prata, surgiu a ideia de utiliza-las na realizacdo
de um projeto de pesquisa. O didxido de zircdnio tem a capacidade de ativar
a circulagdo sanguinea quando em contato com a pele, porque reflete os raios
infravermelhos (calor) emitidos por ela, e a prata tem efeito antimicrobiano
na mesma situacdo. Assim, decidiu-se analisar a impregnacdo destas nano-
particulas em um curativo visando a utilizacdo deste para aumentar o fluxo
sanguineo cutaneo e ter efeito antimicrobiano, no local em que 0 mesmo
fosse aplicado, acelerando processos de cicatrizagao.

O uso de curativos é quase indispensavel no tratamento de feridas fechadas
e cortes cirtrgicos, uma vez que € utilizado a fim de prevenir a contaminacéo
do local doente, evitar infeccOes, facilitar o processo de cicatrizagdo, auxiliar
0 processo de remocdo de secrecBes, promover a hemostasia, aliviar a dor e
proteger o local ferido.

E de extrema importancia que ferimentos no apresentem infecges, pois
estas impedem o processo de cicatrizagdo, ja que infeccdes geram inflama-
¢Oes e estas impedem que a cicatrizacéo se inicie. O uso de solucfes anti-
sépticas aumenta as reacdes inflamatorias locais e desta forma também
retarda a cicatrizagdo de ferimentos.

Diversas doencas estéo relacionadas a deficiéncias ou dificuldades na
circulacdo sanguinea, diante das quais a ativacdo da circulagdo local se faz
necessaria e até mesmo indispensavel. Entre estas doencas, pode-se citar a
trombose, a arteriosclerose, edemas, isquemia e embolia, sendo que na maio-
ria das vezes, elas ocorrem juntas. Estas doencas, em estagio avangado, podem
provocar complicag@es mais graves. A arteriosclerose, o edema e a propria
trombose muitas vezes culminam na amputacdo do membro afetado por
estas doencas.



Outra situagdo em que a circulacdo se faz essencial é em tratamentos pés-
operatorios, como, por exemplo, de amputagdes e reimplantes. No caso de
amputacdes, a circulagdo sanguinea estimula a cicatrizagdo, e assim evita a
necrose e a necessidade de outra amputagéo. Quando se trata de reimplan-
tes, além de estimular a cicatrizacéo, a circulacdo sanguinea é vital para o
restabelecimento dos vasos que ligam o membro reimplantado e o restante
do corpo, o que define se o reimplante tera sucesso ou se haverd uma nova
amputacéo.

Ha ainda a diabetes, que sempre é um agravante para pacientes que
passam por qualquer tipo de procedimento cirurgico, uma vez que diabéti-
cos tém mais dificuldade de cicatrizacdo e consequentemente estdo mais
propensos a ter uma infecgdo. A doenca € a responsavel pela maioria das
amputacOes feitas atualmente. Uma estimativa feita pela International
Diabetes Federation (2010) calcula que nos paises que compdem o MER-
COSUL, haja mais de 10,5 milhGes de diabéticos. Sendo a diabetes a causa
da morte de mais de 100 mil pessoas, apenas em 2010, nos paises citados.
Estudos apontam que o nimero de diabéticos na América Latina deve cres-
cer em 38% nos proximos anos, ao passo que a populagdo deverd aumentar
em 14%. Assim, aumentardo também os casos de amputagdo causados pela
diabetes.

Melhorar a qualidade de vida de pessoas com diabetes que possam vir a
passar por amputagdes, aumentar a chance de uma amputagdo e de um
reimplante terem sucesso e diminuir a chance de amputagdes causadas por
doengas circulatdrias sdo temas que exigem atencdo. Urge a necessidade de
tratamentos que auxiliem nesses processos e aumentem a chance dos
mesmos serem bem sucedidos.

Baseado no exposto, surge a pergunta norteadora da pesquisa: as nano-
particulas de didxido de zirconio e as de prata teriam a capacidade de,
impregnadas em um tecido, ativar a circulacdo sanguinea e impedir a proli-
feracdo de microorganismos, assim auxiliando tratamentos de satide?

Parte-se da hipotese de que é possivel impregnar tais nanoparticulas em
um tecido e de que este podera auxiliar em tratamentos pos-cirargicos e de
salide em geral, ativando a circulagdo sanguinea e exercendo efeito antimi-
crobiano.

O objetivo geral do projeto é impregnar as nanoparticulas desejadas, em
tecido proprio para curativos (rayon), gerando no mesmo a capacidade de
ativar a circulacéo e ter efeito antimicrobiano. Os objetivos especificos sdo:
impregnar as nanoparticulas no rayon; confirmar a presenca e distribui¢do
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das mesmas no tecido por meio de espectroscopia de energia dispersiva por
raios-X e microscopia eletronica por varredura; verificar se as nanoparticulas
contidas no tecido penetrariam a pele, através do teste de célula de Franz;
testar a eficacia da ativacdo sanguinea através de teste com uma barra metalica
aquecida coberta pelo curativo, fazendo-se 0 uso de cdmera termogréfica;
testar a propriedade antimicrobiana do curativo com teste especifico feito em
um laboratorio especializado; calcular o custo agregado ao curativo de rayon;
entrevistar enfermeiros/médicos para analisar a aceitagdo do novo curativo.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.NANOTECNOLOGIA

Nano, um prefixo que denota um fator de 10, tem sua origem no grego
nanos, que significa ando. Para entender melhor a proporg¢do de um nano-
metro, tem-se: 1nm= 10A= 0,000000001m.

O uso de materiais em dimensdes préximas ao nivel atdmico foi citado
pela primeira vez por Richard Feynman em 1959. No entanto, o primeiro a
usar o termo nanotecnologia foi 0 pesquisador japonés Norio Taniguchi em
1974. Desde entdo, os estudos na area da nanotecnologia tém avancgado
consideravelmente.

A nanotecnologia é, portanto, o estudo e a aplicacdo de materiais que se
encontram nesta escala. E uma area de estudo que tem crescido muito,
devido as diversas aplicagdes que podem ser dadas a materiais tdo pequenos,
capazes de serem impregnados em inameros itens, melhorando sua eficacia
ou até agregando a eles novas caracteristicas. Isso se deve ao fato de que,
segundo Arsenault e Ozin (2005), nanomateriais caracteristicamente exibem
propriedades fisicas e quimicas diferentes da estrutura na macroescala.

A alteracdo de propriedades do estado macro para o estado nano se deve a
grande relacéo superficie/volume das particulas, que tém sua energia superficial
aumentada, o que as torna mais reativas. Os efeitos quanticos também séo
uma razdo para as substancias mudarem de comportamento no nivel nanomé-
trico, dimenses nas quais se torna praticamente impossivel conhecer exata e
simultaneamente a posi¢ao e a velocidade de uma particula entre as outras.

2.1.1. Instrumentos utilizados na avaliagio de nanomateriais

2.1.1.1. Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura tem sido muito usada por permitir
a visualizagdo de materiais com aumentos muito superiores aos da microsco-
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pia Otica. Estes aumentos dependem do material, ficando comumente na
faixa de 10000 vezes, mas podendo chegar a 900000 vezes.

O MEV usa, a fim de explorar a superficie da amostra, um feixe de elé-
trons de pequeno diametro. Transmite entdo o sinal do detector a uma tela
catodica. O feixe pode ser guiado pelo analisador, varrendo diversos locais da
amostra, por um sistema de bobinas de deflex&o. O filamento de tungsténio
aquecido é a fonte de elétrons mais usada nesta técnica.

Para que seja feito um teste de MEV, a amostra deve ser aderida a um
stub, que é uma pequena peca metalica que serve de suporte para 0 material
a ser analisado, com esmalte incolor. Deve ser metalizada, e para tal utiliza-
se platina, ouro ou carbono, conforme necessidades especiais de analise.

2.1.1.2. Espectroscopia de Energia Dispersiva por raios-X (EDS)

O MEV também realiza microanalises, baseadas na avaliagéo da interacdo
de raios-X, produzidos pelo equipamento, com a amostra.

Por meio da identificacdo dos raios-X enviados pela amostra, em intera-
¢do com o feixe eletrdnico, pode-se definir a composicao de regides com até
1 wm de didmetro.

2.1.1.3. Mastersizer

O instrumento Mastersizer X, da Malvern, identifica materiais com
tamanhos entre 0,02 e 2000 micrometros, conforme informac6es do fabri-
cante. Utiliza o principio da difracdo da luz para determinar a distribuicéo
do tamanho de particula.

Um feixe de laser é enviado em direcdo a amostra liquida a ser analisada.
No momento em gue o feixe colimado encontra as particulas, parte deste é
difratada e atravessa lentes, sendo entdo focada no detector. O tamanho da
particula e 0 &ngulo de difracdo sdo inversamente proporcionais.

2.1.2.Aplicagbes

O avango da tecnologia na dire¢do do universo nanométrico tem aberto
uma série de oportunidades em diferentes campos da ciéncia e da tecnologia.
Além de representarem um leque de novas possibilidades, as nanoparticulas,
por serem muito reativas, podem encontrar-se em baixa concentracdo em
um material e apresentarem desempenho satisfatorio, sendo assim o preco
agregado a produtos nanotecnoldgicos consideravelmente baixo.

Dentre as aplicagdes de nanomateriais em produtos, destacam-se novas
drogas, sistema de aplicagdo de medicamentos “drug delivery”, terapias
medicinais, o desenvolvimento de tecidos celulares sintéticos, a miniaturiza-
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¢ao de circuitos e dispositivos eletro-eletronicos e eletro-mecénicos (MENS/
NEMS), desenvolvimento de novos materiais e produtos com caracteristicas,
propriedades e funcionalidades especificas, sensores, novos processos catali-
ticos, novas fontes de armazenamento e producéo de energia.

2.1.3.Seguranga

Por ser uma ciéncia nova, a nanotecnologia inspira atencéo especial
quanto a seguranca, uma vez que ndo ha normas oficiais completas sobre seu
manuseio. O Instituto Nacional de Seguranca e Satide Ocupacional (NIOSH,
em inglés), dos Estados Unidos, estabelece, na sua publicacdo “Approaches
to Safe Nanotechnology” (2006), uma série de recomendagdes que podem
vir a se tornar regras de manuseio da nanotecnologia.

Uma preocupacao relacionada ao uso de artefatos nanotecnoldgicos € a
possivel citotoxicidade (toxicidade de um material em relacdo as células) de
nanomateriais.

Os assuntos chave de seguranga envolvendo o uso de nanoparticulas em
aplicacOes biomédicas relatam principalmente a sua biocompatibilidade com
células. Pois um material na microescala, que ndo agride um organismo onde
é introduzido, na nanoescala pode se tornar um perigo a satide, especialmente
se tiver dimensdes inferiores a 100 nanémetros (ARSENAULT, 2005).

Porém, no caso de uma nanoparticula ndo penetrar a pele, ndo sao relata-
dos riscos a saude do usuario de um produto que contenha nanoparticulas,
uma vez que estas ndo estariam interagindo diretamente com o organismo
humano. Assim, é de extrema importancia determinar se uma determinada
nanoparticula penetra ou ndo na pele.

2.1.4. Célula de Franz

A célula de difusdo de Franz tornou-se um método popular de estudo da
difusdo e permeacdo de substancias através da pele. Depois de algum tempo
foi também utilizada para determinacéo da liberacdo in vitro de semi-solidos.

A célula de Franz segue 0 modelo bicompartimental das células de difusdo,
possuindo dois compartimentos, um contendo a substancia a ser analisada
(compartimento doador) e outro contendo uma substancia onde a solucdo
em analise é solGvel, separados por uma membrana natural ou sintética.

Para efeitos de avaliacdo de permeacdo da pele, os dois compartimentos
sdo separados por um pedaco de pele, devidamente limpo. A analise da com-
posicdo inicial e da final do compartimento receptor indica qualitativamente
e quantitativamente a permeacéo da pele pela substancia em questéo, que é
depositada sobre a pele, no compartimento de cima.
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2.2. NANOPARTICULAS DE PRATA

A prata é o elemento quimico de nimero atémico 47, representado sim-
bolicamente pela sigla Ag.

Através de muitos estudos, a medicina vem comprovando que a prata
tem a capacidade de destruir diversos organismos patogénicos como bacté-
rias e fungos, ou seja, esta substancia é um eficaz agente antimicrobiano. Isso
porgue a prata altera 0 metabolismo destes microrganismos impedindo estes
crescam e se desenvolvam acarretando na morte dos mesmos. Devido a este
efeito a prata tem sido muito utilizada na area da satde, com a finalidade de
eliminar microrganismos, gerando protecéo as infec¢des causadas por fungos
e bactérias.

Atualmente muito se tem estudado sobre a acdo de nanoparticulas de
prata impregnadas em tecidos, curativos e instrumentos cirargicos que
protegem doentes de infecgdes. O tecido impregnado com nanoparticulas
poderia ser utilizado tanto em tratamento pds-operatorios de qualquer
paciente quanto no dia-a-dia de diabéticos que frequentemente tem ulceragdes
nos pés, que podem se tornar um perigo caso o local infeccione. A vantagem
das nanoparticulas impregnadas é que elas ficam presas no tecido, impedidas
de adentrarem o organismo humano, além de se apresentarem em baixa
concentracéo.

2.3.INFECCOES

InfeccBes ocorrem quando um organismo invasor, também chamado de
infectante, se hospeda em um corpo estranho, denominado infectado, e
utiliza dos recursos deste para se multiplicar, alterando a fisiologia normal do
hospedeiro, gerando prejuizos. Como consequéncia a instalacdo do infectante,
o infectado gera a inflamagé&o. Os agentes infectantes, patdgenos, podem ser
bactérias, fungos, virus e parasitas, entre outros.

Toda infeccdo gera uma inflamacdo que é a resposta do corpo a infec¢do,
como tentativa de eliminar os organismos invasores. Uma infeccdo é definida
como a presenca de edema (inchago), hiperemia (vermelhidédo), hiperestesia
(dor ao toque), aumento da temperatura no local e, as vezes, perda de funcéo.
A inflamacéo pode resultar na formagdo de pus, durante um processo cha-
mado de supuracéo.

Os organismos patdgenos, ao penetrarem a pele, aderem as células do
corpo e muitas vezes liberam toxinas, que prejudicam o funcionamento das
células vizinhas e até as distantes do local infectado.

A infeccdo hospitalar € um dos principais problemas de satide pablica da
atualidade e gera como consequéncia aumento da morbidade, da mortali-
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dade e também dos custos relacionados a assisténcia a satde. Em paises
como os Estados Unidos da América o prejuizo causado pelas infecgdes
nosocomiais € calculado em 2.000.000 dolares/ano, sendo esta a 62 causa de
morte, chegando a gerar cerca de 500.000 mortes a cada ano.

As infeccdes hospitalares que ocorrem com maior frequéncia sdo as de
feridas cirurgicas, tratos urinarios, tratos respiratorios e circulagdo sanguinea.

2.4.NANOPARTICULAS DE DIOXIDO DE ZIRCONIO

O zirconio é o 18° elemento mais abundante na crosta terrestre, sendo
encontrado principalmente como zirconato, ZrSiO., e pequenas quantida-
des de ZrO-, que é o dioxido de zirconio. Este dioxido tem, entre suas molé-
culas, atrages de Van der Waals, resultado de sua apolaridade.

As nanoparticulas de dioxido de zirconio apresentam certas vantagens,
tais como granulacéo uniforme e alta resisténcia mecanica. O diéxido de zir-
conio pode ser obtido na escala nano, na qual se observa mudanga nas suas
propriedades, principalmente no seu indice de refragdo, que passa a ser de
2,165.

O alto indice de refracdo do didxido de zirconio faz com que, em um pro-
cesso de refragdo, os raios incidentes sobre esta substancia sofram um grande
desvio, sendo que a maioria destes raios sofre reflexdo total, retornando ao
meio de origem.

Sua obtencéo é feita comumente pelo método sol-gel, como faz a empresa
Nanum (Av. José Candido da Silveira, n°® 2100, Cidade Nova — Belo Horizonte,
Minas Gerais). As nanoparticulas de ZrO: obtidas apresentam area superfi-
cial de 15 m2/g; densidade aparente de 0,09 g/cm? e morfologia esférica.

2.5.A IMPORTANCIA DA CIRCULACAO SANGUINEA

Diversas doencas estdo relacionadas a deficiéncias ou dificuldades na cir-
culacdo sanguinea, diante das quais ativar a circulacdo local se faz necessario
e até mesmo indispensavel.

Entre estas doencas, pode-se citar a arteriosclerose, que € o0 espessamento
e endurecimento da parede arterial. Segundo a Sociedade Brasileira de Cirur-
gia Vascular (SBCV), um tipo de arteriosclerose é a aterosclerose, doenca que
atinge artérias de grande e médio calibre, como as artérias coronarias, as arté-
rias carotidas e as artérias dos membros inferiores. E caracterizada pelo depo-
sito de gordura, célcio e outros elementos na parede das artérias, reduzindo
seu calibre e trazendo um déficit sanguineo aos tecidos irrigados por elas.
A superficie interna irregular da artéria com arteriosclerose predisp0e a
coagulacéo sanguinea neste local, com oclusdo arterial aguda — trombose —
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levando subitamente a falta de sangue para todos os tecidos nutridos por
aquela artéria, que podem entrar em isquemia ou necrose.

A arteriosclerose pode levar a trombose, que é um tipo de embolia, a pre-
senca de uma substancia estranha ao sangue caminhando na circulagao,
levando a oclusdo parcial ou completa da luz do vaso em algum ponto do
sistema circulatério. No caso da trombose, a embolia é causada por coagulo
sanguineo. Embolias podem ser gasosas (por exemplo, no caso de ficar
oxigénio na veia ap6s uma cirurgia) e liquidas, causadas por gorduras. A
embolia gordurosa pode causar morte rapida, devido a sua alta capacidade
de penetragdo em arteriolas e capilares, obstruindo a microcirculacdo. A embo-
lia leva também a edemas e a isquemia.

Por definicdo, isquemia é o fluxo arterial insuficiente para manter as
funcdes normais teciduais, isto é, a diminuicdo de nutrientes (glicose, oxigénio,
proteinas, vitaminas, enzimas, etc.) para os tecidos e o retardo na retirada dos
metabolitos. Pode ser resumida a “doencga” do tecido.

Caso a isquemia evolua sem tratamento, ocorre a morte do tecido, cha-
mada de gangrena. Gangrena é necrose (morte celular, de tecido ou de
0rgéo) devido a obstrucéo, ou diminuicédo do fluxo sanguineo.

Estas doencas, na maioria das vezes, ocorrem juntas e o tratamento é
baseado em compressas de calor no local afetado em estagios iniciais, porém
a medida que a doenga avanga podem ocorrer diversas complicacdes, culmi-
nando, até mesmo, em amputagdes, que teriam sido evitadas se houvesse cir-
culagdo sanguinea adequada.

Aléem de prevenir amputaces, a circulacdo sanguinea é essencial nas
chances de um reimplante ser bem sucedido. O cirurgido Rames Mattar,
especialista em reimplante de mao do Hospital Albert Einstein, citado por
Stam (2008), afirma que “Sem circulacéo sanguinea os tecidos podem sofrer
necrose em ateé seis horas em temperatura ambiente” o que inviabiliza o
reimplante.

2.6. CURATIVOS

O uso de curativos, material colocado diretamente sobre uma ferida, é
quase indispensavel no tratamento destas, uma vez que € utilizado a fim de
prevenir a contaminacéo do local doente, evitar infec¢des, facilitar o processo
de cicatrizagdo, auxiliar o processo de remoc¢do de secre¢Oes, promover a
hemostasia, aliviar a dor e proteger a ferida.

Os curativos que tem ganhado mais destaque na area médica sdo 0s que
afetam o processo de cicatrizacdo diretamente e 0s que possuem efeito anti-
microbiano. Porém néo existe nenhum que agregue estas duas propriedades.

25



3.METODOLOGIA

A pesquisa iniciou-se em 15 de abril de 2009 e terminou em 14 de outu-
bro do mesmo ano, conforme o caderno de campo.

A pesquisa bibliogréfica foi realizada nas bibliotecas da Fundagéo Libe-
rato, da Unisinos, da Feevale e da PUC, bem como na internet.

A producéo dos curativos, o teste da célula de Franz e o teste de lavagem,
assim como todas as leituras do aparelho Mastersizer foram feitos nos labo-
ratorios de cosmetologia (405) e multiuso (103) da Faculdade de Farmécia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, situada na av. Ipiranga,
2752, Santa Cecilia, Porto Alegre. Estes procedimentos foram feitos pelas
integrantes do projeto.

Os testes de Microscopia Eletronica de Varredura foi feito no Centro
de Microscopia da UFRGS, situado na rua Felizardo 750, Jardim Botanico.
O equipamento foi manuseado pelos profissionais do local, enquanto a
preparacdo das amostras, a definicdo e a coleta de imagens foi feita pelas
integrantes do projeto.

O teste de agdo antimicrobiana foi feito pelos profissionais do laboratorio
do SENAI Estancia Velha- Rua Gregorio de Mattos, 111, Floresta.

O teste da acdo térmica do curativo foi feito no laboratério de Biomeca-
nica do Instituto Brasileiro de Tecnologia do Couro, Calcado e Artefatos
(IBTeC),situado na rua Araxa, 750, Bairro Ideal em Novo Hamburgo, sendo
manuseado pelas integrantes do projeto.

3.1.PLANO DE PESQUISA

Esta pesquisa tem abordagem qualitativa e objetivo explicativo com deli-
neamento experimental.

A pesquisa teve como variavel independente a composicdo do tecido de
rayon comprado. As variaveis dependentes foram a acdo antimicrobiana, a
distribuicdo e concentracdo das nanoparticulas no tecido, acéo térmica e a
capacidade ou ndo das nanoparticulas penetrarem na pele humana.

A populacéo desta pesquisa sdo as nanoparticulas, tanto de didxido de zir-
conio quanto de prata, encomendadas de empresa especializada. O critério
de exclusdo foi o tamanho das particulas: caso ndo estivessem na escala nano-
métrica ou estivessem muito abaixo do que ditam as normas de seguranca,
estas particulas ndo seriam utilizadas.
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3.2. DESCRICAO DAS ETAPAS, TECNICAS E PROCEDIMENTOS

UTILIZADOS

3.2.1 Medi¢do do tamanho das nanoparticulas

Foram preparadas 10mL de trés solugdes aquosas: uma contendo apenas
particulas de prata, na concentracdo de 30g/L; outra, contendo particulas de
oxido de zirconio e polissorbato 80 (agente tensoativo), na concentracéo de
10g/L; e outra contendo tanto prata quanto éxido de zircénio, nas mesmas
concentragdes. As solugdes foram preparadas em copos de béquer, agitadas
com bastdo de vidro e posteriormente em agitador magnético Multi Stirrer
Velp Scientifica na velocidade 5, até obter-se a disperséo.

As solugdes foram avaliadas no Mastersizer, colocando-se os 10mL no
equipamento e fazendo-se a leitura por nimero, levando-se em consideracao
0 indice de refragdo do 6xido de zircdnio (2,165), do poliestireno (1,59),
usado para avaliacdo da prata, devido ao fato do equipamento ndo ter a prata
no catélogo de indices de refracdo, e do meio dispersante (1,33). Foi avaliado,
assim, o tamanho das nanoparticulas utilizadas.

3.2.2.Impregnacgio

Apos a limpeza, os curativos estavam prontos para que fossem impregna-
dos com as nanoparticulas. Esta etapa consistiu no preparo da dispersao
com as nanoparticulas, em banhar os curativos na dispersdo, e na secagem
dos curativos.

A pesagem dos reagentes foi feita para se obter uma dispersdo aproxima-
damente 1% p/v de ZrO:, 3% p/v da emulsdo com Ag e 1% p/v de polis-
sorbato 80. Foram preparadas duas dispersdes de 250 mL, através do método
analitico, e cada uma, em um copo de béquer, recebeu 8 curativos de rayon.
Os curativos, mantidos em contato com a dispersdao foram colocados no agi-
tador magnético Multi Stirrer Velp Scientifica na velocidade 5 e ap6s 20 minu-
tos foram retirados, colocados sobre um recipiente plastico e entéo, foram
para secagem em uma camara climatica a uma temperatura de 45°C e sob umi-
dade 30. Ao final de 24 horas os curativos foram retirados da cdmara climatica.

3.2.3. Pré-teste de impregnagio

O pré- teste foi feito apos a primeira impregnacdo, buscando averiguar o
sucesso da impregnacéo, se as nanoparticulas realmente ficaram no curativo,
antes do teste de microscopia.

Para esse teste usou-se um curativo de rayon cortado em quatro pedagos
que passaram pelo procedimento da impregnacéo. Estes foram lavados em
agua e analisados no equipamento Mastersizer X.
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O procedimento de impregnacao foi repetido da mesma maneira, porém
com trés solucbes: uma delas contendo apenas ZrO2; outra, contendo
apenas Ag; e uma terceira com ZrO2 e Ag juntos. Desta forma se averigua-
ria se ambos 0s compostos ficariam impregnados no curativo, caso estas
nanoparticulas fossem identificadas na agua que recebeu 0s curativos
impregnados.

3.2.4. Reimpregnacio

Ap0s o primeiro teste de microscopia eletrénica por varredura, mostrou-
se necessaria a reimpregnacdo de nanoparticulas de Ag, que ndo se mostraram
presentes em grande quantidade no tecido analisado na primeira impregna-
¢do, porém a disperséo continha apenas Ag a 3 % p/v.

3.2.5. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV):

Neste teste foram avaliadas quatro amostras: um pedago de rayon sem
nanoparticulas (grupo de controle) e pedagos do curativo impregnado.

As amostras foram cortadas em circulos de didmetro 1cm e coladas, com
esmalte incolor, sobre um stub de aluminio previamente limpo com acetona,
de forma que ficaram aderidas ao mesmao.

No Centro de Microscopia, foram metalizadas com platina e/ou carbono.

Foi feita entdo a avaliacdo da estrutura do curativo, comparada com o
rayon puro. Foram tiradas fotos em aumentos de 200, 1000, 5000 e 15000
Vezes.

3.2.6. Espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS):

Os mesmos stubs preparados para a microscopia eletronica de varredura
foram utilizados na espectrometria de energia dispersiva, uma vez que ambos
0s testes séo feitos no mesmo equipamento.

Uma area do curativo foi selecionada e o equipamento fez a leitura,
avaliando a presenca dos elementos na amostra.

3.2.7. Célula de Franz

Neste teste, que busca avaliar se as nanoparticulas do curativo em contato
com a pele adentrariam o organismo, foram utilizadas seis células de difusdo
de Franz. Trés delas tinham, acima da membrana, um pedago do curativo,
enquanto as outras trés ndo continham curativo, sendo o grupo de controle.
O ambiente receptor de todas as células foi preenchido com agua ultra pura.
A membrana utilizada foi a pele abdominal de porcas, previamente limpa e
sem gordura. Foram escolhidos pedagos de pele com espessuras proximas,
conforme a tabela:
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Tabela |: organizacdo do teste de célula de Franz

Célula de Franz Descrigao Espessura da pele
1 Grupo de controle 2,32mm
2 Grupo de controle 2,3mm
3 Grupo de controle 2,34mm
4 Com curativo 2,26mm
5 Com curativo 2,Amm
6 Com curativo 2,08mm

As coletas foram feitas nos tempos de 1h, 2h e 3h, sendo sempre retirada
a agua do ambiente receptor de uma das células com curativo e de outra do
grupo de controle, simultaneamente.

Estas amostras foram avaliadas no equipamento Mastersizer, sendo feita a
leitura por nimero considerando os indices de refracdo da zirconia (2,165) e
do poliestireno (1,59).

3.2.8.Teste de agdo da prata

Foram enviados ao SENAI dois pedacos do curativo (com e sem nano-
particulas), com as dimensdes de 7,5cm por 7,5¢cm. A acdo do curativo
quanto a fungos foi analisada com Aspergillus niger; quanto a bactérias, a
acdo do curativo foi avaliada com Staphylococcus aureus.

3.2.9.Teste de acdo térmica do curativo

A propriedade do ZrO: de refletir raios infravermelhos que nele incidem
provenientes de qualquer corpo foi testada aquecendo-se, uniformemente,
com lampadas incandescentes de 60W, uma barra de aluminio.

Foram colocados sobre a chapa quente dois curativos: um deles (grupo de
controle) contendo apenas rayon; outro ZrO: e Ag (segunda impregnacao).

Durante 12min, a barra coberta de curativos foi fotografada a cada 15s
com uma camara termografica Eletrophysics modelo PV320T, que através
de fotos indica a temperatura do local, onde branco € o apice de calor e preto
€ 0 apice de frio, passando intermediariamente por todo o espectro de cores.

3.2.10. Entrevista

Foi elaborada uma entrevista visando analisar a opini&o dos profissionais
da saude sobre o curativo e sobre sua acéo, relacionando-se a tratamentos
pos-cirdrgicos. A pesquisa, de perguntas fechadas e de simples escolha, foi
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aplicada a uma turma do curso de enfermagem da Universidade do Vale do
Rio do Sinos que ja cursou a cadeira Adultos 11, na qual estuda-se e aplica-se
curativos, tendo assim os alunos conhecimento e pratica para avaliar o cura-
tivo produzido neste projeto.

Os enfermeiros foram questionados quanto a aprovacao do curativo,
e também quanto as principais causas de amputacao por eles presenciadas,
para que fosse possivel averiguar a porcentagem de amputacfes que pode-
riam ter sido evitadas (aquelas que ndo sdo causadas por acidentes).

3.2.11.Custo

O custo foi calculado com base no percentual de ZrO: e Ag que ficaram
no tecido, mostrado no aparelho de EDS. Para isso foi considerado o cura-
tivo com massa de 1,1395 g e as hanoparticulas com custo de 3 reais/grama.
Foi levado em consideracéo o preco do tecido de rayon (R$ 14,28/m2) e o
preco de mercado da impregnagcao terceirizada (R$ 0,36/m?2).

4. RESULTADOS E ANALISE DE DADOS

Depois de realizada a metodologia descrita neste relatdrio, foram analisa-
dos e discutidos os resultados encontrados.

4.1.ANALISE DO TAMANHO DAS NANOPARTICULAS

Os valores encontrados ap6s a analise das amostras de agua e ZrO: e Ag
mostraram que o tamanho das particulas dispersas estavam entre 100 nano-
metros e 1 micrémetro, ou seja as particulas foram consideradas nanomeétri-
cas e adequadas para a impregnacdo no curativo, pois acima de 100nm
dificilmente causam danos ao corpo humano (ARSENAULT et al, 2005). A
leitura feita no Mastersizer indicou que as particulas de ZrO:tinham diame-
tro médio de 448 nm e as de Ag tinham didmetro médio de 119 nm.

4.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DEVARREDURA (MEV)

Neste teste, a presenca de particulas aderidas a superficie do curativo, ndo
encontradas no grupo de controle (rayon), indicaria que houve impregnacéo
e a disposi¢do das nanoparticulas na fibra. A anélise deixou clara a presenca
de nanoparticulas na fibra do tecido, como mostram a figura:
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Figura |: Resultado da Microscopia Eletrénica de Varredura
com aumento de 200 vezes: apenas o tecido;

Figura 2: Resultado da Microscopia Eletronica de Varredura com aumento de 200 vezes:
a) apenas o6xido de zirconio e prata antes da reimpregnacio; b) apenas prata; c) 6xido de
zirconio e prata depois da impregnacio.

4.3. ESPECTROMETRIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAIO-X (EDS)

O procedimento realizado no aparelho EDS mostrou quais os elementos
quimicos presentes na amostra de curativo. Se fossem encontrados os ele-
mentos e prata e zirconio, elemento que seria encontrado devido ao ZrO.,
IS0 comprovaria que as nanoparticulas desejadas estariam impregnadas no
curativo. A presenca de carbono e de oxigénio nas andlises se justifica pela
composic¢do das fibras do tecido; silica é considerada impureza (poeira);
aluminio, quando encontrado, é referente a composigéo do stub, onde foi
colocada a amostra; na primeira microscopia a metalizacéo foi feita com
platina, o que justifica sua presenca enquanto as duas ultimas foram feitas
com carbono.

Apds a primeira impregnacdo, a analise por EDS mostrou que apenas
o dioxido de zircbnio estava aderido as fibras do tecido em quantidade
consideravel, porém o percentual encontrado ndo pode ser levado em consi-
deracdo, uma vez que o aparelho n&o consegue diferenciar Zr de Pt, entdo
ele indica se ha Zr mas ndo na quantidade real, como pode ser observado na
tabela:
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Tabela 2: concentra¢dao dos compostos na primeira analise de EDS

Elemento C o Zr Ag Pt

Valor (%) 46,97 1,36 43,52 0,50 7,66

Analisando-se o tecido reimpregnado com somente prata, observou-se
sua presencga, como indica a tabela:

Tabela 3: concentracdao dos compostos na analise de EDS com rayon e prata

Elemento C O Al Si Ag

Valor (%) 80,53 15,20 1,84 0,25 2,18

Quanto ao tecido que continha Oxido de zirconio e foi reimpregnado
com prata, foi comprovada a presenca de ambas as substancias, conforme a
tabela:

Tabela 4: concentracdao dos compostos na analise de EDS no tecido reimpregnad

Elemento C @] Al Zr Ag

Valor (%) 82,12 15,34 0,46 1,26 0,81

4.4. CELULA DE FRANZ

Nas amostras coletadas nos tempos de 1h, 2h e 3h, avaliadas no equipa-
mento Mastersizer, a presenca de nanoparticulas indicaria que curativo as
havia liberado e que elas penetraram a pele, chegando até a gua.

O resultado em todas as seis amostras foi negativo, ou seja, fica provado
que as nanoparticulas ndo adentrariam o organismo quando em contato
com a pele. Assim, com base na bibliografia consultada, pode-se afirmar que
0 curativo ndo apresentaria riscos a satide do paciente.

4.5.TESTE DE ACAO DA PRATA

O SENAI elaborou um laudo do teste, que foi avaliado. A presenca de
halo de inibicdo entre o curativo e os microbios indicaria a agdo antimicro-
biana da prata.

O curativo inibiu totalmente a proliferagdo da bactéria Staphylococcus
aureus e parcialmente a proliferacdo do fungo Aspergillus niger. Como as
infecgOes por bactérias sdo as mais danosas a pele, o resultado foi considerado
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positivo. No entanto, pretende-se aumentar a concentragdo de prata no
curativo, o que, acredita-se, melhorara seu desesmpenho quanto a fungos,
como mostra a figura 3:

Figura 3:laudo da acdo antimicrobiana da prata: a) em relacdo a bactéria Staphylococcus aureus
(inibicdo total com formacdo de halo de inibicdao); b) em relacdo ao fungo Aspergillus niger
(inibicdo de 40%).

4.6. TESTE DE ACAO TERMICA DO CURATIVO

Observando-se as imagens obtidas, pode-se concluir que as temperaturas
iniciais para os dois curativos eram as mesmas; ap6s o periodo do teste,
observou-se uma significativa variagdo na coloracéo da barra de metal nos
seus diferentes pontos: enquanto no grupo de controle a coloragéo variou de
branco a réseo intenso, o da segunda impregnagao apresentou a maior parte
da sua superficie ainda branca, o que indica que realmente manteve o calor
da barra metéalica com muita eficacia, como mostra a figura:

DEPO4S

Figura 4: fotos dos curativos com cimara termografica: a) no inicio da experimentacéao; b) ao
término da experimentacao.

A andlise de dados de imagens do computador acoplado a cAmara termo-
gréfica indica que, na situacdo final, entre o grupo de controle e o curativo
de segunda impregnacao, houve variacdo de 2°C, o que é muito significa-
tivo, uma vez que a bibliografia consultada indica que um aumento de 0,5°C
provoca bom aumento do fluxo sanguineo local.
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4.7. ENTREVISTA

A totalidade dos entrevistados considerou importante a ativacdo da
circulagdo sanguinea na cicatrizacdo, bem como a inibi¢do da proliferagéo
de bactérias e fungos. Todos os entrevistados afirmaram, ainda, que usariam
0 curativo impregnado de nanoparticulas de ZrO. e Ag se fossem 0s respon-
saveis por um tratamento pds-cirargico, especialmente de amputacéo e
reimplante.

Quanto as causas de amputacdo presenciadas por estes alunos, 61,9%
afirmaram que estariam relacionadas a diabetes; 23,81% consideraram
acidentes de transito os principais responsaveis; 9,52% indicaram acidentes
de trabalho como causadores destas complicagdes; 3,17% afirmaram que
as amputacdes teriam sido realizadas devido a doencas vasculares; e 1,59%
seriam causadas pela ma formacdo de membros, como indica o grafico da
figura 5:

o Dinbraiea

W Acidenies do
Transito
| Asidanles de
Tratalta
[ Daancas
Vascilares . - .
Figura 5: grafico das respostas dos enfermeiros
m MG Formagia . . -
du Memibros entrevistados a respeito das causas de amputacio

por eles presenciadas

4.8. CUSTO

Através da analise de EDS percebeu-se que no curativo reimpregnado o
percentual de ZrO: era de 1,26% e 0 de Ag era de 0,81%. Logo a massa de
ZrO. contida no mesmo era igual a 0,0144g e a de Ag era igual a 0,0092g.
E importante lembrar que o curativo tinha dimensdes de 7,5 x 15cm. Assim,
0 custo pra a impregnagdo das nanoparticulas foi de 0,07 reais em 112,5cm2
de curativo. Considerando o preco do rayon de da impregnagdo, o custo de
1m2 do curativo seria de 20,87 reais.

5. CONCLUSAO

O obijetivo principal do projeto foi alcancado. Foi criado um curativo
capaz de ativar a circulacdo sanguinea, inibir o risco de infec¢do por bactérias
e reduzir o risco das causadas por fungos. Isso aconteceu devido as proprie-
dades das nanoparticulas de ZrO. e Ag que foram impregnadas com sucesso
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no curativo de rayon. Este feito é inédito no mundo e, portanto, contribui
para que a América Latina esteja cada vez mais inserida no contexto da pes-
quisa cientifica no &mbito da nanotecnologia. Esta insercdo é fundamental
nédo s para a ciéncia, mas também para o desenvolvimento econémico da
regido, além de trazer prestigio internacional interessante a0 MERCOSUL.

O curativo de rayon, como mostrado no teste de microscopia eletronica
por varredura, continha as nanoparticulas das substancias desejadas e estas
estavam dispostas uniformemente em toda a fibra do tecido.

Ja o teste de EDS pode comprovar que as substancias observadas no
MEYV eram realmente ZrO: e Ag.

Ao longo da elaboracdo do projeto, desenvolveu-se 0 método mais
adequado para a producéo do curativo, que consiste em impregnar primeiro
as nanoparticulas de éxido de zircdnio e depois as de prata. Este método se
mostrou bastante apropriado, pois permite uma distribuicdo uniforme e
proporcional das nanoparticulas nas fibras do tecido. Pode-se agora trabalhar
na diminuicdo do pick up, a fim de obter-se um melhor rendimento,
podendo-se economizar material e baixar o custo, tomando o cuidado de
que as propriedades do curativo continuem as mesmas.

O teste de célula de Franz mostrou que o curativo ndo seria nocivo ao
paciente que fizesse uso do mesmo, pois as nanoparticulas ndo passaram pela
pele utilizada, logo ndo penetrariam na pele humana.

O laudo do teste de efeito antimicrobiano mostrou que o curativo seria
capaz de impedir totalmente a proliferacdo de bactérias e parcialmente a
de fungos, dessa forma assumiria um papel importante na reducdo do risco
do paciente ter uma infec¢do no ferimento sobre o qual o curativo fosse apli-
cado.

O teste de aumento da temperatura gerado pelo curativo provou que
este seria capaz de aumentar em 2°C a temperatura da pele sobre a qual fosse
aplicado, o que geraria um significativo aumento do fluxo sanguineo no
local.

O custo agregado a cada curativo de rayon impregnado com as nanopar-
ticulas foi de aproximadamente 7 centavos. Estima-se que um metro qua-
drado do curativo custaria, em media, 20,87 reais.

A entrevista realizada com enfermeiros, baseada em suas experiéncias em
hospitais, revelou que todos os entrevistados aplicariam o curativo produzido
neste projeto, se responsaveis por um tratamento pos-operatdrio, uma vez
que consideram suas propriedades de extrema importancia. Constatou-se
ainda, com a entrevista, que as principais causas de amputacgao presenciadas
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pelos entrevistados estavam relacionadas & diabetes (61,9%) e, portanto,
poderiam ter sido evitadas se houvesse circulacdo sanguinea adequada no
membro debilitado.

Logo, o curativo criado poderia ajudar significativamente no tratamento
de doencas microvasculares de maneira geral, bem como tratamentos pds-
operatorios, uma vez que se provou capaz de ativar a circulacdo e reduzir
muito a chance de infecgdes. Desta forma a hipdtese do projeto foi compro-
vada e as consequéncias do uso do curativo, que acelera o processo de cica-
trizacdo, seriam também trazer mais qualidade de vida a quem passa pelos
procedimentos cirdrgicos ou possuem as doencas citadas. O curativo poderia
ainda reduzir a chance de um diabético passar por uma amputacéo, ou
aumentar a chance de um reimplante ser bem sucedido.

Além disso, com o baixo custo agregado ao curativo devido & impregna-
¢do das nanoparticulas, em comparag¢do com 0s curativos ja existentes, seu
uso ndo se restringiria a uma pequena parcela da populagdo com melhores
recursos financeiros. Este fato também diminuiria consideravelmente o0s
gastos brasileiros com este tipo de tratamento e, gracas ao livre comércio e
parceria oriundos do Mercosul, também reduziria os gastos em satde de
todos os paises membros, levando a toda a América Latina novas esperancas
da reducéo de amputacdes e do bom desempenho de reimplantes.

O curativo ainda se sobressai sobre 0s métodos ja existentes para a ativa-
¢do da circulacdo sanguinea e efeito antimicrobiano uma vez que é de fécil
aplicacdo; ndo ficaria aderido a pele (o que provocaria dor); é poroso o sufi-
ciente para que a pele consiga respirar e para que o exsudato de feridas possa
passar. Além disso, por ser um tecido aplicado externamente, seu uso seria
um método ndo invasivo.

A partir de todas as constatacdes expostas, conclui-se com a presente pes-
quisa, que a impregnagao de nanoparticulas de 6xido de zirconio e de prata
permite a producdo de um curativo eficaz aos fins a que se propde, chegando
como alternativa viavel e de procedéncia local ao tratamento de doencas que
hoje causam tantos danos a regido.
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NANOSENSORES SERS:
AMPLIANDO OS METODOS DE FEIGL

I.RESUMO

Neste trabalho buscou-se o desenvolvimento de novos caminhos para 0s
spot-tests de Feigl, criando ao mesmo tempo novos substratos SERS compos-
tos de nanoparticulas de ouro. Por se tratar de uma abordagem original, foi
necessario realizar uma prova de conceito, utilizando a ditizona, um reagente
analitico bastante empregado por Feigl, porém imobilizado na superficie de
nanoparticulas esféricas de ouro. Foi feito um estudo minucioso dos sistemas
através da espectroscopia eletronica e Raman.

2.INTRODUCAO

Spot tests tornaram-se procedimentos populares em laboratérios e em
quimica forense desde o trabalho monumental de Fritz Feigl, abrangendo
analises organicas e inorganicas.[1] Eles sdo usualmente realizados adicio-
nando um gota de solu¢do em um papel filtro impregnado com reagentes
seletivos ou especificos, capazes de reconhecer os analitos contidos nas
amostra. Apesar da rapida evolugao de técnicas modernas de analises, 0s spots
tests mantém-se bastante Uteis, particularmente para a identificagdo de ions
inorganicos.

Embora ndo seja uma pratica comum, muitos spot tests podem ser aco-
plados com instrumentacg@es analiticas adequadas, como um espectroscopio
Uv-vis de reflectancia, com intuito de aprimorar a avaliagdo das mudancas
de cor e extrair informacdes mais detalhadas sobre a natureza das espécies
quimicas. Em particular, o limite visual de diluicdo e identificacdo pode ser
muito expandido com a assisténcia de detectores sensiveis e instrumentacdo
adequada.
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Hoje em dia, com o advento da nanotecnologia, nanoparticulas metalicas
tém introduzido, na quimica, novas possibilidades a serem exploradas, como
por exemplo, em nanocatalise e nanomateriais, permitindo uma ampla varie-
dade de aplicac6es.[2],[9]

Em escala nanométrica as propriedades fisicas e quimicas das moléculas
sdo diferentes e podem ser manipuladas com intuito de construir dispositi-
vos inteligentes. Nesse contexto, a abordagem supramolecular contribui para
0 estudo de espécies organizadas em que moléculas e particulas sao utilizadas
como unidades de montagem, através de interagGes intermoleculares ou
coordenativas, para o desenvolvimento de materiais funcionais.[10],[11]

As nanoparticulas vém se destacando na composicao desses materiais,
pois apresentam interessantes propriedades opticas relacionadas com a
oscilacdo dos elétrons superficiais em ressonancia com a radiacéo eletromag-
nética.[12] A frequéncia de ressonancia desses elétrons superficiais, denomi-
nados plasmons, é altamente dependente do tamanho e da forma das
nanoparticulas, uma vez que o didmetro delas é muito menor que o compri-
mento de onda da radiacdo incidente. Com isso, a simetria das particulas
determina como os elétrons superficiais respondem ao campo elétrico da luz
como mostram a Figura 1 e a Figura 2.

Figura | - Separacdo de cargas
na superficie das nanoparticulas
metalicas esféricas, decorrente
da incidéncia de uma onda
eletromagnética.

Campo Elétrico

Cargas Superficiais

Deste modo, este efeito promove uma incomum absorcéao e espalha-
mento de luz, dando origem a fortes e caracteristicas cores de nanoparticulas
metalicas. A ressonancia plasménica gera uma forte intensificacdo do campo
elétrico proximo (Es) a superficie da nanoparticula, formando a base da
espectroscopia Ramam intensificada de superficie (SERS). Campos elétricos
extremamente altos podem ocorrer em superficies plasmoénicas metalicas,
particularmente em alguns pontos descontinuos, como nanoburacos, estru-
turas enrugadas com escalas nanométricas. Esses intensos campos elétricos
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sdo conhecidos como hot spots e respondem, pelo menos em parte, pelo
efeito SERS observado para moléculas organicas adsorvidas em eletrodos de
cobre, ouro e prata.13,14

Campo elétrico

Figura 2 - Separacdo de cargas na
superficie das nanoparticulas em

o e\é“"r“o ~
Camp forma de bastdes (nanorods),
decorrente da incidéncia de uma
Luz onda eletromagnética.

No caso de nanoparticulas plasménicas, tem sido demonstrado que hot
spots s&o naturalmente gerados através de processos de agregacdo que aumen-
tam as interacdes de acoplamento plasménico. Estudos tedricos [15] supor-
tam a conclusdo de que hot spots sdo localizados em regides entre duas
nanoparticula interagindo onde o campo elétrico € fortemente intensificado
sob a influéncia da ressonancia plasménica longitudinal. Outro aspecto
importante é que as espécies metal-adsorbato permitem novas excitacoes,
como transferéncia de carga (TC), transi¢Ges do nivel de Fermi (Ey)
para orbital molecular desocupado de mais baixa energia da molécula
(Ef === LUMO), ou do orbital molecular ocupado de mais alta energia
para E¢ (Ef ==> HOMO). Quando a excitagdo esta em ressonancia com a
transicdo eletronica no complexo metal-adsorbato, o espalhamento Raman
intensificado por superficie pode incorporar esse tipo de mecanismo de
transferéncia de carga metal-molécula, como proposto originalmente por
Otto e colaboradores.[16] Raman Ressonante (RR) envolvendo os niveis ele-
tronicos da molécula adsorvida também é muito importante. Essa possibili-
dade € referida como SERRS, espalhamento Raman ressonante intensificado
por superficie, e as intensidades espectrais observadas podem ser ligeiramente
diferentes daquelas encontradas no espectro Raman original das moléculas
progenitoras. Recentemente uma visdo unificada do efeito SERS vem sendo
apresentada por Lombardi e Birke [17] em termos de contribui¢do de:
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i) A ressonancia plasménica eletromagnética (EM) em nanoparticulas
metalicas;

i) Aressonancia de transferéncia de carga (TC) na interface metal-moléculg;

iii) E a ressonancia (RR) dentro da prdopria molécula.

Quando as trés ressonancias (EM, TC, RR) ocorrem simultaneamente,
enormes intensificacdes de magnitude, acima de 14 ordens de grandezas,
podem ser observadas em um espectro SERS, permitindo ampliar a deteccdo
para o limite de uma Gnica molécula.

Junto com o efeito SERS, as propriedades quimicas das nanoparticulas
de ouro séo extremamente relevantes. Elas estdo associadas com a grande
porcentagem de 4tomos superficiais e seus elétrons delocalizados que se
comportam como ondas plasménicas. Visto que os sitios de coordenacdo
destes a&tomos na superficie estdo incompletos, a ligagdo de espécies doado-
ras-receptoras, ou de ligantes a superficie da nanoparticula de ouro é facili-
tada, proporcionando uma forte analogia com os complexos metalicos
convencionais. Desta forma, a grande afinidade das nanoparticulas de ouro
por ligantes tiolados tem similaridade com os correspondentes ions metali-
c0s.[10], [11], [18], [19] Isso permite que a abordagem da quimica de coor-
denacdo seja aplicada para as nanoparticulas de ouro, incluindo a utilizacdo
dos principios de acidos e bases duros e moles, dando um novo contexto
aos classicos spot tests de Feigl, além de expandir consideravelmente seus
limites de deteccdo através do efeito SERS.

3. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Neste trabalho buscou-se o desenvolvimento de novos caminhos para 0s
spot-tests de Feigl, criando ao mesmo tempo novos substratos SERS compos-
tos de nanoparticulas de ouro. Sendo uma abordagem original, foi necessario
realizar uma prova de conceito, utilizando a ditizona, um reagente analitico
bastante empregado por Feigl, porém imobilizado na superficie de nanopar-
ticulas esféricas de ouro. Foi feito um estudo minucioso dos sistemas atraves
da espectroscopia eletrénica e Raman.

A justificativa do trabalho, no &mbito da Mercosul, esta na importancia
dos testes analiticos, como forma de controle de qualidade e autenticidade de
produtos, incluindo bebidas, alimentos, ensaios forénsicos, principalmente
para detectar a adulteracdo dos mesmos, e também como apoio & monitora-
¢do ambiental, considerando a importancia dos recursos hidricos, minerais e
das atividades agro-pecuarias existentes, que dependem da disponibilidade
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dos microelementos (Fe, Mn, Co, Cu, Zn, Mo) normalmente adicionados
aos fertilizantes e ragdes. A monitoracdo ambiental, principalmente de metais
pesados, como Hg, Cd, Pb é igualmente relevante para a preservacéo da
qualidade de vida da populacdo. Uma melhoria nesse setor pode significar
enormes ganhos de produtividade, e certamente tera impactos comerciais
importantes para 0 Mercosul. Este trabalho também se insere na area crimi-
nalistica, onde os spot-tests tém sido consagrados por sua praticidade e efi-
ciéncia. Por essa razdo, optou-se pelo uso de um equipamento portatil,
adequado para trabalho de campo, para analise dos spot-tests em papel.
Note-se que nas condi¢des empregadas neste trabalho, os testes visuais ja ndo
sdo perceptiveis, ao contrario dos fortes sinais observados pelo equipamento
Raman. Estamos lidando, portanto, com uma outra dimenséo dos spot-tests
de Feigl.

A tematica apresentada esta na fronteira da nanotecnologia atual, por
utilizar nanoparticulas funcionalizadas e lidar com desafios conceituais
muito importantes, como os efeitos da ressonancia plasmonica de superficie
e o efeito de intensificagdo Raman, conhecido como SERS. Ao mesmo
tempo, confere uma nova abordagem aos testes introduzidos por Fritz Feigl,
que fez do Brasil a sua patria, e colocou a quimica brasileira como referéncia
internacional na area analitica, na metade do século passado.

4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. EQUIPAMENTOS E REAGENTES

4.1.1. Espectroscopia Eletrénica

Os espectros eletronicos e de extingdo foram obtidos com um espectrofo-
tdbmetro com detector de rede de diodos da marca Hewlett Packard modelo
8453A para estudos na regido de 190 a 1100 nm, utilizando cubetas de
quartzo de duas faces com caminho 6tico de 1,0 cm.

4.1.2. Espectroscopia Vibracional

Para espectros Raman e SERS foi utilizado um espectrometro portatil
para trabalho em campo, da marca In Photonics com laser de excitagdo em
785 nm na faixa de 2000 a 350 cm, poténcia maxima de 250 mW, ope-
rando com fibras Opticas.
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4.1.3. Reagentes

« Acido Tetracloroaurico 99,9 % (HAuCl.) — Sigma — Aldrich
« Citrato de Sodio (NasCeHsO-.2H-O) — Carlo Erba

« Borohidreto de Sodio (NaBH.) — Aldrich

« Cloreto de Sodio (NaCl) PA ACS - Synth

« Acido Cloridrico PA ACS (HCI) - Synth

« Acido Nitrico 70% PA ACS (HNO:) — Synth

* Hexadecyltrimethylammoniumbrimide (CTAB)

« Ditizona — Aldrich

4.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1.Sintese de Nanoparticulas Esféricas de Ouro
O método introduzido por Turkevitch [20], em 1951, e Frens [21], em
1973, consiste na reducdo de HAuUCI. com citrato de s6dio em meio aquoso,
para o desenvolvimento de nanoparticulas labeis com tamanho variando
entre 10 e 100 nm, dependendo da quantidade de citrato de sédio utilizado.
Primeiramente, lavou-se toda vidraria com agua régia (3HCI::HNO:s),
de forma a garantir que ndo houvesse qualquer substancia que pudesse inter-
ferir na reducéo do ouro. Preparou-se 10 mL de uma solucéo 1% de citrato
de sodio (NasCsHsO-.2H:0). Em seguida pesou-se 10 mg de HAuUCl. em
um frasco de 25 mL e transferiu-se para um erlenmeyer de 200 mL seco.
Entéo, foram adicionados 50 mL de 4gua deionizada, submetendo a solucéo
a uma vigorosa agitacdo e aquecimento até ebuli¢do. Adicionou-se rapida-
mente 2 mL da solucdo de citrato de sodio a solugdo de HAuCl. sob aqueci-
mento e a solugéo ficou incolor, em seguida azul escura, roxa e finalmente
vermelha. O aquecimento foi desligado mantendo a agitacdo por mais 5
minutos, resfriado a temperatura ambiente e depois mantido na geladeira
a temperatura de 18°C.

- CH,- coon (|:1 (|YHIACOOH e
HO—G— - y \-
c‘\ COOH + /A“- > 0 + o - +CO,+HCl +H,0
CH - COOH cl | \C‘l | AN
a - CH, - COOH T

Figura 3: Reacdo de formacédo de nanoparticulas de ouro estabilizadas por citrato, pelo método
de Turkevitch [20].
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O controle do tamanho esta intimamente relacionado aos procedimentos
de sintese e a intensa coloracdo que apresenta a solucéo obtida. Um dos fato-
res que altera a distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas é a rapidez de
reducdo dos sais de Au*, variando velocidade de adi¢do e o volume de
citrato, varia-se a taxa de reducéo [12]. E de extrema importancia o controle
da taxa de adicéo de citrato, uma vez que a intensidade do sinal Raman esta
intimamente ligada a banda de absorcéo eletrénica das nanoparticulas,
devido ao efeito eletromagnético de intensificacdo, que por sua vez depende
da distribuicdo de tamanhos das mesmas.

4.2.2 Funcionalizagdo das nanoparticulas esféricas de ouro.

Para funcionalizar a superficie da nanoparticula misturou-se 1,5 ml de
solucédo de nanoparticula com 0,5 ml de solu¢do de ditizona 10 mol/L com
100 ul de NaCl 1 mol/ L, para promover a agregacdo das particulas.

Com o intuito de estudar a variacdo do espectro vibracional das nano-
particulas funcionalizadas com ditizona adicionou-se a solugdo recém prepa-
rada quantidades variadas dos sais dos seguintes metais: Cu?, Mn#, Ni#,
Hg*, Co*, Pb* e Zn*,

4.2.3. Realizagio dos SERS Spot Test

Para a realizagdo dos testes utilizou-se um papel filtro Watson (papel de
cromatografia) embebido em solucédo de nanoparticulas de ouro funcionali-
zadas com ditizona, como descrito no item anterior. Ao papel foi adicionado
10ul de solugdes de ions metalicos (Cu?, Mn#, Ni#, Hg*, Co*, Pb* e Zn*).
O espectro SERS de uma regido do papel onde havia, somente nanoparticu-
las de ouro com ditizona, foi comparado com o espectro SERS da regido na
qual foram adicionados os 10l de solugdo de ions metalicos.

5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.EFEITO DA INTERACAO DA NANOPARTICULA COMA DITIZONA

O efeito SERS consiste na intensificacdo significativa do espalhamento
Raman e foi descoberto durante uma tentativa de estudar espécies adsorvi-
das em superficies de eletrodos através da espectroscopia Raman [24],
podendo ser estendido a outros tipos de superficies, como por exemplo,
nanoparticulas de metais nobres, como discutido anteriormente. Dois aspec-
tos estdo envolvidos no mecanismo do efeito SERS, o eletromagnético e o
molecular [13].
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O modelo eletromagnético diz basicamente que o dipolo da molécula
adsorvida na superficie leva ao surgimento de um dipolo induzido na super-
ficie metalica, sendo que a soma de ambos geraria um dipolo maior resul-
tante, quando estivessem alinhados a normal da superficie e a resultante seria
zero quando estivessem paralelos a superficie [12]. Essa regra justificaria a
observacdo dos modos normais cuja resultante estivesse na dire¢do normal a
superficie de maneira intensificada. O modelo molecular leva em considera-
¢&o as modificagdes na polarizabilidade molecular, geradas pela interagdo
da molécula espalhadora com a superficie. Essa interacdo pode se dar pela
formacdo de complexos entre a nanoparticula e a molécula passivante, por
ligagBes quimicas, ou por interacOes eletrostaticas. Neste caso, 0 contato com
a superficie é essencial e os espectros obtidos dessa maneira podem divergir
daqueles registrados em solugdo, seja por mudancga em intensidades relativas,
meia largura, deslocamentos de frequéncias ou mesmo pelo aparecimento de
novas bandas [23].

Podemos comprovar o efeito SERS através do estudo do espectro Raman
da ditizona em solucéo aquosa e da ditizona em solucéo aquosa de nanopar-
ticulas, a intensificacdo de modos vibracionais e 0 surgimento de novos
modos podem ser comprovados comparando 0s espectros da figura 4.

Dz (197 M)
Aubp + Dz {10°W)
oz Figura 4: llustracdo comparativa do
- 1 | | T | espectro Raman de uma solugio
| aquosa de ditizona (10 molL")
(preto) e uma de ditizona contendo
| ' nanoparticulas de ouro (vermelho)
[ (A exc = 785 nm), nas mesmas
CRYY, condi¢des. O contraste permite
| ver o efeito da intensificacdo
| proporcionado pelas
1800 1500 1200 900 60O 300 nanoparticulas de outro.

Infensity J Arb. Uit

Wavenumber / cm”

5.2. ANALISE DO ESPECTRO RAMAN DA DITIZONA NA SUPERFICIE

DA NANOPARTICULA E DOS SERS SPOT TESTES

A ditizona em sua forma neutra é um composto anfiprotico, apresen-
tando dois prdtons ionisaveis, representados com H:Dz. O anion corres-
pondente é HDz™ e o 4cido conjugado é representado como H:Dz*. E
tradicionalmente aceito que em solucéo aquosa a ditizona existe em equili-
brio entre a forma tiol e tiona [1].
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Figura 5: Equilibrio tautomérico entre as formas tiol e tiona da ditizona

Porém estudos de ressonancia magnética nuclear (RMN) mostram que
os dois prétons estdo em ambientes quimicos equivalentes. Com isso, a diti-
zona esta presente na forma mostrada abaixo [24], [25].

H
s--""H

l’lt
N p \
\‘\ _--Jr
N= sl ’/N
N

Figura 6: Geometria da molécula
de ditizona em meio neutro

Esta forma da ditizona é formalmente um é&cido diprético, porém o
segundo proton ndo se dissocia em solugdo de pH menor que 14. A disso-
ciacdo do primeiro préton ocasiona na formagdo de um anion que apresenta
uma coloragdo amarela, HDz™ (Amax = 470 nm). A protonacéo da ditizona

forma um cation, H3Dz+, que em solucédo apresenta uma coloragdo verme-
Iho-violeta, (Amax = 520 nm) [26].

IL,Dz' LDz ¢
S]
s
A
NN
Figura 7: Representacio das formas @/”‘H'N\O
acido-base da ditizona [28]
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A tabela 1 mostra a possivel atribuicdo dos picos do espectro Raman da
ditizona na superficie da nanoparticula, figura 4, feita atraves de comparacéo
de dados experimentais e da literatura [26], [30].

Tabela |:Atribuicao dos picos do Espectro Raman da solucdo de ditizona,

10“molL".

Deslocamento Raman/cm®

Atribuiciao

420 Estiramento Au-S

514 Estiramento C-S

709 Estiramento C-N

998 Respiro do anel

1164 Estiramento C=S

1991 Deformagéo axiaI_C:S, com contribuigéo
da deformacdo axial C-N

1305 E:Iiirrz:gs]ento Ph-NH, analogo a série das

1339 Estiramento simétrico N=C-N

1493 Estiramento N=N

1520 Estiramento assimétrico N=C-N

1588 Estiramento C=N + Estiramento C-N

Pode-se notar que as maiores contribuicdo para o SERS estéo associadas
com os modos vibracionais das ligagdes C=S e C-N, portanto é esperado que
a ditizona esteja ligada as nanoparticulas de ouro através dos atomos de
enxofre e/ou nitrogénio, como é mostrado na figura 8.

Figura 8: Ditizona ancorada na
nanoparticula de ouro

50




Em solugdo, tem sido observado que o processo de formacéo da ligacdo
leva alguns minutos, depois disso o sistema se estabiliza, atingindo um
méaximo de absorcéo, (figura 9), e de espalnamento Raman.

=— 530 nm
EED0 nm
| 200 nm
|
REIRY
< e ——
£ —
~ oad /7
5 /
s ||
E | Figura 9:Varia¢ao, com o tempo,
4 - das bandas em 530,660 e 900 nm
| da solucdo de nanoparticulas de
é L s s ouro com ditizona 10 mol/L.
Tempo | s

Neste ponto, contudo, a adi¢do de ions metalicos (concentracdo inicial =
10+ mol L*?) tais como Mn?, Hg¥*, Pb*, Ni*, Co* e Zn?, ndo produz
mudanga significativa no espectro Raman (Figura 10)

—— AuNp + Dz (10 mol L) + 100u Ni** (107 mol L)
—— AuNp + Dz (107 mol L)

Intensidade / Unid. Arb.

Figura 10: Espectros Raman de
solugdo aquosa de nanoparticulas
de ouro com ditizona (10 mol L")
na presenca de Ni** (10 mol L"').

1800 1500 1200 900 600 300

Numero de Onda / cm™

Presume-se que depois da agregacao e estabilizacdo das nanoparticulas
de ouro-ditizona, o reagente organico fique preso em regides intersticiais, e
a ligacdo e o acesso de ions metalicos, em condicdes de diluicdo, ndo sdo
favoraveis. Contudo se os ions metalicos sdo adicionados antes do processo
de estabilizacdo, 0 espectro Raman permanece sensitivo, respondendo as
interacdes dos ions metalicos com a ditizona, (Figura 11). Por essa razdo, 0s
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aspectos cinéticos que controlam o processo de agregacdo devem ser levados
em consideracdo, no caso de testes SERS analiticos em solucdo. Consequen-
temente, embora os testes possam ser feitos antes do processo de agregacdo
se completar, a reprodutibilidade fica comprometida e os efeitos cinéticos
precisam ser devidamente controlados.

M + MiHOH
Aty ¢ HQHDE,
Bulda & D2 |

18000

£

_'l'_!.- V2000 -

.:I.=*.

% Figura | 1: Espectros SERS da inter-

- B acdo de nanoesferas de ouro recém

E: tratadas com ditizona (10* mollL"'),

- - . . . . em pH 10, na presenca de Hg* (10
\mam see e men e molL") e Ni* (10? molL"), antes de

Deslocamento Raman (cm'') atingir o patamar de estabiliza¢io

mostrado na Figura 9.

Resultados melhores sdo obtidos misturando-se nanoparticulas de ouro-
citrato com ditizona (10° molL*) e impregnando um papel filtro Watson
(papel de cromatografia) com essa suspensdo. A resposta SERS da ditizona
nesse papel impregnado foi muito forte, Figura 12, mascarando os sinais de
fundo da matriz.

Os sinais Raman observados sdo similares aqueles obtidos em solugdes
coloidais aquosas, exibindo uma mudanca em 1336 cm, envolvendo a fre-
quéncia vibracional de estiramento da ligagdo Ph-N. Provavelmente, no papel,
a molécula de ditizona adota uma configuracdo mais plana, mudando a
orientacdo dos anéis fenilicos. O sinal Raman em 408 cm* se torna mais definida,
e pode ser descrito como sendo o pico do estiramento da ligagdo Au-S.

00 — ]
|I s 02 92 M)
Figura 12: Espectro eletronico

(direita) e Raman (esquerda)
do papel impregnado com
ditizona (10* mol L") (preto)
e nanoparticulas de ouro-
ditizona, (M« = 785 nm)
1A LT L S (vermelho) mostrando a
w’q-_'_,w,ﬂw*i" Te— " enorme intensificacdo do
P ST . s s P & a0 sinal SERS e o perfil de
Wivarurmbar [ am extin¢do das nanoparticulas
suportadas em celulose.
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Depois de seco, aplicando uma microgota de solucéo diluida de ions
metalicos (Hg*, Pb*, Ni#, Co*, Zn#), notou-se que apenas o ion mercurio
levou a uma mudanca consideravel no espectro Raman (Figura 13). Um
importante aspecto, neste caso, é que as mudancas sao sistematicas e repro-
dutiveis, em contraste com aquelas realizadas em suspensdes aquosas.

A vantagem de realizar testes SERS em papel é que os ions metalicos
ficam circunscritos apenas na regido da gota, em contraste com a grande
diluicdo observada quando uma gota é adicionada em uma solugéo de nano-
particulas. A competitividade do ion metélico com o reagente organico
ancorado na superficie da nanoparticula é extremamente reduzida devido
aos problemas de diluicdo. Além disso, no caso dos testes em papel, a concen-
tracdo local do ion metalico tende a aumentar conforme o solvente evapora.

Intensidade / Unid. Arb

" 1800 1500 1200  ©00 600 300
Numero de onda / em’'

Figura 13: Resposta SERS do papel impregnado com nanoparticulas de ouro-ditizona, depois
de ser aplicado 10pL de solucio de Hg?* (M« = 785nm)

Em um substrato de papel, utilizando concentracGes de ions metalicos
abaixo de 10° mol L*, apenas os ions Hg* sdo capazes de produzir mudan-
cas significativas no espectro SERS das nanoparticulas de ouro-ditizona,
como mostra a Figura 13. A deple¢do observada no sinal Raman, sem
mudancas apreciaveis nas frequéncias, é consistente com a substituicdo
das nanoparticulas de ouro por ions de mercurio, coordenados a ditizona
(Figura 14). Ndo ha evidéncia da ligacdo dos ions de mercurio as moléculas
de ditizona imobilizadas na superficie da nanoparticula de ouro. Isso explica
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a seletividade observada para ions mercario(ll), uma vez que o mecanismo
envolve uma competicdo direta com as nanoparticulas de ouro. O limite de
deteccdo para 0s SERS spottests com ditizona esta proximo a 2uL de Hg*
10° mol L, correspondendo a uma massa de 500 femtogramas de mercurio.
Obtendo um curva de calibracdo, os SERS spot-tests poderdo ser empregados
como um teste quantitativo.

S
Q\ //N‘( @
N =N
\ N + H92+ N \rs\
H—, % —_— |
N N= /H‘J
N

Figura 14: Deslocamento da ditizona pela complexag¢ao com ions mercurio (II) em papel e
conseqiiente deplecdo do efeito SERS

6. CONCLUSAO

Explorando o efeito SERS através do uso de nanoparticulas de ouro e
ligantes organicos usados em analise forenses pode-se aumentar a sensibili-
dade e a seletividade dos testes, permitindo alcancar limites de deteccéo da
ordem de pico/femto (10*?/10*%) gramas. Ao reinventar os testes de Feigl,
grande parte dos testes forenses e analiticos poderdo ser beneficiados com a
introducdo de nanoparticulas, permitindo a confeccdo de laudos mais preci-
sos, diminuindo a possibilidade de falsos positivos e permitindo a realizagéo
de um maior nimero de analises em um curto espago de tempo.
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SINTESE DE NANOTUBOS DE
CARBONO ATRAVES DO USO DO
BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR
COMO MATERIA-PRIMA

Os nanotubos de carbono (CNTs) sdo materiais que possuem inimeras
possibilidades de aplicagdes tecnoldgicas devido as suas excepcionais
propriedades, entretanto o elevado custo de produgdo deste material é um
obstaculo a ser superado. Este trabalho apresenta uma solugdo economica-
mente e ambientalmente viavel para a producdo dos CNTs por meio do uso
do bagaco da cana-de-agucar como matéria-prima. A tradicional producéo
de acucar, associada a crescente producgdo de bioetanol, faz da industria
sucroalcooleira um dos principais segmentos da economia dos paises
membros do Mercosul. Aproximadamente 225 kg de bagago séo gerados
para cada tonelada de cana inserida no processo, somente no Brasil cerca de
150 milhdes de toneladas deste residuo sdo geradas a cada ano. A busca por
uma matriz energéetica menos dependente do petrdleo, por parte dos inte-
grantes do Mercosul, tende a aumentar a producdo de etanol proveniente da
cana, elevando a geracdo do bagaco. A metodologia proposta cria novas
fontes de renda para a inddstria do agUcar, uma vez que 0S usineiros tém a
oportunidade de vender a energia elétrica gerada no processo, ganhar com a
emissao de créditos de carbono, economizar com as despesas de despejo do
bagaco, e ainda comercializar os CNTs (que possuem alto valor de mercado).
Os experimentos consistiram no processo de pirdlise a 1000°C associado a
um sistema catalisador visando a recuperacdo dos gases gerados como
matéria-prima para a sintese dos CNTs. As emissdes gasosas foram analisa-
das por cromatografia e os materiais produzidos foram caracterizados com o
emprego de MEV, MET, TGA e espectroscopia Raman. Os resultados
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mostraram que 0 uso do catalisador resultou na diminuigéo das emissdes
gasosas, e que nanotubos de carbono com comprimentos de 10 a 40 pm e
didmetros entre 20 e 50 nm foram produzidos.

Palavras-chave: Nanotubos de carbono, Nanotecnologia, Cana-de-agUcar,
Bioetanol, Energia, Reciclagem.

|.INTRODUCAO

A tradicional producédo de acUcar, associada a crescente producdo de
bioetanol, faz da industria sucroalcooleira um dos principais segmentos da
economia dos paises integrantes do Mercosul.

A reducdo dos gases do efeito estufa tem sido amplamente discutida
devido ao aquecimento global. O emprego do etanol em substituicédo aos
combustiveis fosseis é considerado uma das principais medidas a serem
adotadas, uma vez que estes combustiveis sdo responsaveis por 73% da pro-
ducéo de CO:.. O interesse pela energia da biomassa tem aumentado consi-
deravelmente em todo o mundo devido a necessidade de encontrar recursos
renovaveis e fontes de energias limpas. O etanol proveniente da biomassa
possui potencial para substituir grandes quantidades de combustiveis deriva-
dos do petroleo (HOOGWIJK et al., 2009; KIM; DALE, 2004). Segundo
a IEA (International Energy Agency), a oferta global de biocombustiveis tera
aumento de 190 mil barris por dia em 2010, atingindo 1,8 milh&o de barris
diarios (IEA, 2010). Os lideres mundiais na produgdo de etanol sdo EUA e
Brasil, que juntos representam cerca de 90% da produ¢do mundial. A prin-
cipal matéria-prima para o etanol empregada nos EUA é o grdo de milho,
enquanto no Brasil predomina a aplicacéo da cana-de-actcar (KIM; DALE,
2004; KIM; DALE, 2005).

A Argentina exporta entre 400 e 700 mil toneladas de agucar por ano.
Além disto, este pais tem investido na expansdo da producdo bioenergética,
uma vez que busca diversificar sua matriz energética devido a elevada depen-
déncia do uso de combustiveis fosseis. Diversos 6rgdos sao favoraveis ao
estimulo do uso dos bicombustiveis; recentemente, o governo argentino
adotou a mistura de 5% de etanol em sua gasolina a partir de 2010 e ja
cogita elevar este percentual para 7% ou 10% (NASTARI, 2010). Outro
pais integrante do Mercosul, o Paraguai, possui uma grande dependéncia do
petrdleo estrangeiro, fator que atrelado a economia predominantemente
agraria faz desse pais um forte candidato ao emprego de novas politicas de
bioenergia. O governo tem trabalhado neste sentido; atualmente, a mistura
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de 24% de etanol na gasolina é compulsoria. O emprego de terras subutili-
zadas para a producdo de biomassa torna desnecessario o desvio de terras
usadas para produzir alimentos. A matriz energética do Uruguai é altamente
dependente de outros paises, sendo assim, o desenvolvimento de uma poli-
tica voltada para a producédo do etanol é uma solu¢do plausivel. Uma das
medidas adotadas para desenvolver este segmento foi a criagdo da Comissdo
Nacional de Biocombustiveis e do Programa Nacional de Bioetanol (Prona-
bio-E). Outros paises associados ao Mercosul, como a Colémbia, Chile e
Peru possuem politicas de incentivo a producéo de bicombustiveis em niveis
iniciais, sendo que o uso da cana-de-agUcar para a producao de etanol repre-
senta uma das perspectivas futuras (MASIERO; LOPES, 2008).

A fermentacdo é o principal processo empregado na industria sucroal-
cooleira, durante esta etapa é gerado um residuo conhecido como bagaco da
cana. Aproximadamente 225 kg deste residuo sdo gerados para cada 1000 kg
de cana inserida no processo (MCKENDRY, 2002). A Figura 1 ilustra a pro-
ducdo da cana-de-agUcar e o grande volume de bagago gerado apds o pro-
cesso de producdo do bioetanol.

Figura |.Local de plantio
da cana-de-acucar e o
patio de armazenamento
do bagaco em uma
industria de bioetanol
(SUGIMOTO, 2010).

As indUstrias brasileiras sdo responsaveis por cerca de 50% nas exporta-
¢Oes mundiais de agUcar, e detém a lideranca absoluta na producdo de etanol
proveniente da cana-de-agUcar. Segundo a Conab (Companhia Nacional de
Abastecimento - Brasil), a producéo brasileira de alcool em 2009 foi de apro-
ximadamente 28 bilhGes de litros, demandando cerca de 350 milhdes de
toneladas de cana e gerando cerca de 79 milhdes de toneladas de bagaco.
Os numeros da geracdo deste residuo sdo ainda maiores quando considerada
a cana utilizada na producdo de agucar. Juntas, as industrias brasileiras de
acucar e alcool processaram cerca de 630 milhdes de toneladas de cana em
2009, gerando aproximadamente 142 milhdes de toneladas de bagaco
(PORTO et al., 2010).

O bagaco da cana-de-acUcar possui conteudo energético de 17 MJ/kg,
podendo ser queimado em caldeiras para produzir energia elétrica e vapor,
sendo utilizada dentro da propria planta industrial ou exportada para um sis-
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tema de aquecimento urbano, reduzindo a demanda de combustiveis fosseis
(BAXTER, 2004; KIM; DALE, 2004; MCKENDRY, 2002). A co-geracéo
de energia por meio da queima do bagaco da cana estabelece novas fontes
de renda para a industria sucroalcooleira. Além de produzir agUcar e etanol,
0s usineiros tém a oportunidade de vender energia elétrica e ganhar com a
emissdo de créditos de carbono sob as regras do Mecanismo de Desenvolvi-
mento Limpo (MDL), créditos estes comercializaveis em bolsas de valores
(HOOGWIJK et al., 2009).

A queima controlada de residuos solidos, visando a producdo de energia,
tem vantagens como a reducdo da quantidade de residuos que entram em
aterros sanitarios e a geracdo de energia sem 0 Uso de recursos ndo-renovaveis
(ALVES et al., 2010a). A decomposi¢ao por tratamento térmico de residuos
da biomassa para a producéo de energia tem sido amplamente discutida,
pesquisas mostraram que essa tecnologia é economicamente eficiente e
produz baixos indices de poluicdo (BAXTER, 2004; KIM; DALE, 2004;
MCKENDRY, 2002; WANG et al., 2009). Neste trabalho foi utilizado o
processo da pirdlise, no qual o material é decomposto por tratamento tér-
mico com a auséncia de ar.

Um catalisador metalico foi introduzido no sistema com o objetivo de
uma avaliacdo da recuperacdo dos gases gerados no processo para a sintese de
nanomateriais e, por conseguinte, uma diminuicéo das emissdes gasosas.

A nanotecnologia tem despertado o interesse de diversas areas devido as
enormes possibilidades de aplicagdes. Os produtos que empregam a nano-
tecnologia possuem mercado estimado para 2010 de US$11 trilhGes, sendo
que US$340 bilhdes sdo correspondentes apenas aos nanomateriais, como
por exemplo, os catalisadores para automdveis, materiais para gravagao
magnética e componentes para protetores solares (PITKETHLY, 2003).
Os nanomateriais s&0 materiais com graus estruturais na ordem de nanéme-
tros (10-9 m), ou seja, de um bilionésimo de metro. Diversos tipos de
nanomateriais, como 0s nanotubos de carbono, nanoparticulas metalicas,
nanoparticulas de dxidos de metais de transi¢do, nanoemulsdes e diferentes
tipos de nanocompositos, deixaram de ser apenas alvos dos laboratorios aca-
démicos e podem facilmente ser encontrados em produtos comercializados
atualmente (ZARBIN, 2007).

Dentre os produtos de nanotecnologia, 0s nanotubos de carbono (CNTSs)
destacam-se como os mais promissores. Os CNTs foram descobertos por
lijima no inicio da década de 90, estes materiais séo formados por estruturas
cilindricas constituidas de atomos de carbono com graus estruturais na
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ordem de nanémetros (11JIMA, 1991). Os nanotubos de carbono possuem
inimeras possibilidades de aplicacfes tecnoldgicas devido as suas excepcio-
nais propriedades, tais como alta resisténcia quimica, resisténcia a oxidagéo
e a temperatura, baixa densidade, transporte elétrico, altissima resisténcia
mecanica, flexibilidade e resisténcia a ruptura (BAUGHMAN et al., 2002;
SEE; HARRIS, 2007). A Figura 2 apresenta um modelo da estrutura dos
nanotubos de carbono.

Figura 2. Desenho esquematico da estrutura de
um nanotubo de carbono (OLIVEIRA, 2010).

Apesar das excelentes propriedades, 0 uso dos nanotubos de carbono €é
limitado devido ao alto custo de producéo. Para reduzir o custo de um pro-
duto, duas vias sdo fundamentais: o barateamento do processo ou a reducdo
do custo das matérias-primas. Este trabalho apresenta solugdes nestes dois
sentidos, uma metodologia inovadora para a sintese dos nanotubos e a intro-
ducdo de uma fonte sustentdvel e de baixo custo como matéria-prima
(ALVES et al., 2010b).

2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é o emprego de uma nova tecnologia no
processo da queima do bagago da cana-de-agUcar visando, além da tradicio-
nal geracdo de energia, uma diminuicédo das emissdes gasosas e a producéo de
nanotubos de carbono. Um esquema ilustrativo dos objetivos especificos
deste trabalho separados pelas areas de interesse é exibido na Figura 3.

Figura 3. Objetivos
especificos do
projeto.
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Implementacido de uma nova tecnologia totalmente inovadora para a
sintese dos Nanotubos de Carbono, um material com inimeras aplicacées
tecnolodgicas devido as suas excepcionais propriedades.

Diminuicdo das emissGes gasosas geradas durante o processo de queima do
bagaco de cana através do uso de um sistema catalisador.

Incentivo a pratica da geracdo de energia a partir da biomassa através da
valorizacdo do processo com o advento de um novo produto.

Criacdo de fontes de rendas adicionais para as induastrias do bioetanol através
da valorizacdo do bagaco da cana-de-acucar, da possibilidade de venda de
energia e geragdo de créditos de carbono.

Geracdo de energia sustentavel através do uso do bagaco da cana,
uma matéria-prima renovavel.

3.MATERIAL E METODOS

A matéria-prima empregada neste trabalho foi o bagaco da cana-de-
acUcar fornecido por uma industria de bioetanol localizada no Estado de S&o
Paulo (Brasil). O material foi recebido na forma de uma fibra seca (veja
Figura 4) tendo sido pulverizada a uma granulometria inferior a 500 um
antes de ser utilizado.
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Figura 4. Bagaco da cana-de-aglicar
como recebido

O bagaco da cana apresenta cerca da metade de sua composi¢éo na forma
de carbono, que é o elemento de maior interesse neste trabalho uma vez que
este é o principal precursor dos nanomateriais a serem formados. A Tabela 1
apresenta a analise quimica do bagago da cana utilizado.
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Tabela | - Analise quimica do bagaco da cana utilizado (em % de peso).

Cc (o] Si H Fe K Ca S Cl P N Qutros
505 175 7.0 6,7 48 4,1 2,7 1,7 10 05 03 3,2

Um cadinho de ceramica foi utilizado para inserir 4 gramas do material
no sistema. O aparato empregado consiste em dois fornos tubulares em
escala laboratorial ligados por um tubo de quartzo (veja Figura 5). Neste tra-
balho foi empregado o processo de pirdlise, no qual o material € decomposto
por tratamento térmico com a auséncia de gases oxigenados. A temperatura
foi mantida constante a 1000°C e a atmosfera controlada pelo fluxo de No.

Nz E .~ Efluente

o ] ===

..... ,! ! ! Catalisador

Figura 5. Desenho do aparato utilizado nos experimentos.

Visando a auséncia de ar, a atmosfera do aparato foi controlada com a
adicdo de nitrogénio na entrada do tubo de quartzo. O cadinho € inserido no
primeiro forno, no qual ocorre o processo de pirdlise do material. O efluente
da pirdlise passa ao segundo forno, onde um filtro com estrutura do tipo col-
meia, feito de carbeto de silicio, retém 97% das particulas sub-micron.

Em um segundo momento foi introduzido um catalisador metalico com-
posto de uma tela de malha de aco inoxidavel - tipo 304 (uma liga composta
de 67% ferro, 18-20% cromo e 11% niquel), esta tela foi utilizada como
recebida (sem pré-tratamentos). Pecas de 300 x 100 mm foram enroladas em
forma circular com cerca de 40 mm de diametro e inseridas de forma para-
lela & dire¢do do fluxo de gases no forno secundario.

O esquema demonstrado na Figura 6 fornece um apanhado geral do pro-
cedimento realizado. O cadinho € inserido no forno primario (A), 0s gases
gerados pela queima do material atravessam o filtro (B) e entram no segundo
forno, no qual a tela metélica (C) reage com os gases e forma o material par-
ticulado.
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Figura 6. Desenho esquematico dos
processos de pirélise e catdlise:

(A) cadinho inserido no forno, (B) filtro
retém particulas solidas e (C) gases
atingem a tela catalisadora.

As caracterizagOes realizadas neste trabalho consistiram em duas frentes,
uma analise dos hidrocarbonetos gasosos gerados e um estudo do material
sintetizado. Amostras dos efluentes gasosos foram coletadas na saida do
segundo forno e analisadas em um aparelho de cromatografia gasosa modelo
HP-6890. Amostras de diferentes regides da tela metalica foram analisadas
em um Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) modelo Hitachi 4800,
e em dois tipos de Microscépio Eletronico de Transmissdo (MET), um de
baixa resolucdo (modelo JEOL 1010 — tenséo de aceleragdo de 70 kV) e um
de alta resolugdo (modelo JEOL 2010 — tenséo de aceleragéo de 200 kV).

Visando uma maior obten¢do de materiais, 0s experimentos foram repe-
tidos dez vezes. Apds 0s experimentos, as telas metalicas foram diluidas em
uma soluc¢do de etanol, que foi submetida a um sonicador e aquecida, res-
tando apenas um po fino que foi analisado através do emprego da Anélise
Termogravimeétrica (utilizando um TGA modelo HR V5.4A, com fluxo de
N e rampa de aguecimento de 10 °C/min) e da Espectroscopia Raman (uti-
lizando um Micro-Raman RENISHAW).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

AVALIACAO DAS EMISSOES GASOSAS E DA INFLUENCIA

DO SISTEMA CATALISADOR

Os hidrocarbonetos leves (LHCs) podem ser definidos como compostos
organicos com baixo peso molecular e que consistem inteiramente de hidro-
génio e carbono. Os principais hidrocarbonetos leves gasosos provenientes
da queima do bagago consistiram em metano, etileno, acetileno, benzeno e
tolueno, sendo que tragos de outros compostos também foram detectados:
etano, propano, propileno, etilacetileno e etilbenzeno (ALVES et al., 2010c).
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Primeiramente, foi realizado um ensaio de pirélise do bagaco sem o uso
do sistema catalisador, tendo sido registrado um total de LHCs de 4892
ug/g. Em seguida, foram realizados trés ensaios com o uso da tela metélica,
sendo registrados valores totais de LHCs de 2825, 3078 e 3351 pg/g. A
Tabela 2 apresenta os valores do aumento de peso da tela catalisadora e as
diminuicdes nas emissdes dos LHCs com o uso do sistema catalisador. Atra-
ves da andlise desta tabela é possivel afirmar que o emprego da tela ocasionou
uma diminuigdo das emissdes dos hidrocarbonetos gasosos, indicando que
uma retencdo dos hidrocarbonetos ocorreu no sistema de catalise, ou seja, 0s
gases gerados durante a pirélise do bagaco da cana sofreram uma reagdo
quimica quando em contato com a tela metélica.

Tabela 2 - Analise da influéncia do sistema catalisador.

Ensaios |Aumento de peso da tela| Diminuigoes nas emissées dos LHCs
1 133 mg 2167 ug/g
2 101 mg 1541 pg/g
3 124 mg 1814 pg/g

O processo de sintese empregado neste trabalho é baseado na deposicao
quimica de vapor (CVD), a qual consiste de reacfes de desidrogenacgao
térmica através do uso de um catalisador composto de um metal de transi-
¢do empregado para “quebrar” os hidrocarbonetos gasosos em carbono e
hidrogénio (SEE; HARRIS, 2007). Baker et al. (1973) estudaram o cresci-
mento de fibras de carbono através da decomposicdo catalitica de fontes de
hidrocarbonetos nas superficies ativas de metais de transi¢do. Durante esse
processo, 0s hidrocarbonetos sdéo decompostos em carbono e hidrogénio,
seguido por uma difuséo do carbono sobre a superficie do metal, até a solu-
¢éo tornar-se saturada. A supersaturacdo da solucéo resulta na precipitacdo
de particulas solidas de carbono na superficie do metal. Outras pesquisas
mostraram que os hidrocarbonetos podem ser utilizados como fontes de
carbono na producéo de nanotubos de carbono empregando a metodologia
CVD (KONG et al., 1998; TIBBETTS, 1983; ZHAO et al., 2006).

O metano (CHa.) foi 0 LHC que apresentou a maior concentragdo nos
experimentos (em torno de 50% do total das emissGes), este gas é o hidro-
carboneto cineticamente mais estavel, sendo o primeiro a sofrer decomposi-
¢do no processo de pirdlise em altas temperaturas (ALVES et al., 2010).
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Kong et al. (1998) investigaram a utilizacdo do metano como combustivel
para produzir nanotubos de carbono via CVD com temperatura de 1000°C,
sendo que foram produzidos CNTs de alta qualidade.

Com base no que foi discutido é possivel afirmar que a recuperagdo
dos hidrocarbonetos gasosos, gerados durante a pirdlise do bagaco da cana-
de-actcar como fonte de carbono para a sintese de CNTs via CVD, é uma
tecnologia viavel.

ANALISE MICROESTRUTURAL DOS MATERIAIS FORMADOS

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para uma analise pre-
liminar da formagdo dos nanomateriais. As Figuras 7-A, 7-B e 7-C apresen-
tam as imagens MEV dos materiais sintetizados a partir do bagaco da cana.
O emprego da microscopia eletrnica de transmissdo possibilitou uma ana-
lise das estruturas dos nanomateriais formados. As Figuras 7-D e 7-E apre-
sentam as imagens obtidas com o MET de baixa resolucéo e a Figura 7-F
com o MET de alta resolucéo.

Figura 7 - Imagens MEV (A, B e C) e MET (D, E, F) dos nanomateriais produzidos.

A Figura 7-A exibe a tela catalisadora ao fundo com as ramificacdes dos
nanomateriais impregnados na superficie de um modo ndo uniforme. Nas
Figuras 7-B e 7-C € possivel observar uma alta densidade de emaranhados de
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fibras de nanomateriais, que abrangem a malha catalisadora, bem como o
elevado comprimento destas fibras (entre 10 e 40 um).

A imagem de MET exibida na Figura 7-D aponta a formacgdo de fios
longos e de algumas impurezas, provavelmente carbono amorfo. A Figura 7-
E possibilita uma avaliacdo da média dos didmetros dos materiais sintetiza-
dos. Foram produzidos nanomateriais com diametros entre 20 e 50 nm.
Como esperado, as imagens de MET mostraram que 0s hanomateriais pro-
duzidos possuem a forma tubular caracteristica dos nanotubos de carbono.

A Figura 7-F possibilita uma analise da estrutura das paredes dos CNTs
produzidos. Foi evidenciada a presenca das camadas de grafeno paralelas ao
redor de uma cavidade oca. Os CNTs podem ser classificados em nanotubos
de carbono de parede simples (NCPS) ou de parede multiplas (NCPM),
sendo que os NCPS sdo compostos de uma Unica folha de grafite na forma
de um tubo cilindrico, e 0s NCPM sdo formados por um conjunto de nanotu-
bos concéntricos (SEE; HARRIS, 2007). Os CNTs produzidos neste traba-
Iho possuem varias paredes, portanto podem ser classificados como NCPM.

ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A analise termogravimétrica foi utilizada neste trabalho para uma investi-
gacdo das impurezas presentes no po obtido ap6s a imersao das telas metalicas
na solucdo de etanol. A Figura 8 exibe a curva TGA do material produzido.
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Figura 8 - CurvaTGA do material produzido (rampa de aquecimento de até 1000 °C).

O tratamento térmico é uma das alternativas para a purificacdo dos
CNTs, uma vez que possiveis impurezas degradam-se em temperaturas infe-
riores do que estes materiais (LOBACH et al., 2002).
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A curva TGA do material produzido apresenta um aumento acelerado na
perda de massa ap0s a temperatura de 800°C, tal fato esta relacionado a
decomposi¢do dos nanomateriais. A perda de aproximadamente 13% da
massa inicial antes da temperatura atingir 800°C indica a presenca das
impurezas presentes no po recolhido, estas impurezas sdo constituidas basi-
camente por carbono amorfo. Portanto, é possivel afirmar que aproximada-
mente 87% do material coletado no sistema catalisador € composto por
nanotubos de carbonos.

ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman permite a diferenciacdo entre as diferentes
formas alotropicas do carbono: nanotubos, grafite ou carbono amorfo.
Os CNTs possuem estruturas ordenadas com faixas do espectro Raman bem
definidas. Os modos vibracionais tangenciais sao responsaveis pela banda G,
associada a nanotubos perfeitos e com faixa de frequéncia proximas a 1.575
cm*. A banda D, visualizada em torno de 1350 cm™ é atribuida a presenca
de estruturas desordenadas, como nanotubos de carbono defeituosos ou car-
bono amorfo (DRESSELHAUS et al., 2005; EKLUND et al., 1995).

G

Intensidade (u.a.)

Frequéncia (cm)

Figura 9 - Espectro Raman dos materiais produzidos.

A Figura 9 mostra o espectro Raman dos materiais produzidos. A pre-
senca das bandas G e D séo coerentes com a forma estrutural dos nanotubos
de carbono. A banda G possui uma maior intensidade do que a banda D, tal
fato indica uma boa proporgéo de nanotubos perfeitos (DRESSELHAUS et
al., 2005; EKLUND et al., 1995).
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5. CONCLUSOES

A co-geragdo de energia por meio da pirdlise do bagago da cana-de-aguicar
estabelece novas fontes de renda para a industria sucroalcooleira, uma vez
que 0s usineiros tém a oportunidade de produzir energia elétrica e ganhar
com a emisséo de créditos de carbono sob as regras do Mecanismo de Desen-
volvimento Limpo (MDL), créditos estes comercializaveis em bolsas de
valores. A associagdo do processo de catalise ao de pirolise representa uma
solucdo inovadora para a diminuicéo das emissdes gasosas e a producao de
nanomateriais. O emprego da tela de aco inoxidavel ocasionou uma dimi-
nuicdo das emissdes de gases nocivos a0 meio ambiente como o metano,
hidrocarboneto que apresentou as maiores quedas nas taxas de emissoes.

Os resultados apontaram que o material coletado no sistema catalisador
é constituido por aproximadamente 87% de nanomateriais, sendo que a
espectroscopia Raman comprovou que estes materiais possuem estrutura
similar aos nanotubos de carbono. Foram produzidas altas densidades de
emaranhados de nanotubos de carbono de paredes multiplas com didmetros
de 20 a 50 nm e comprimentos na faixa de 10 a 40 um. Portanto, o uso
do bagacgo da cana-de-acUcar como matéria-prima para a producdo de nano-
tubos de carbono mostrou ser bastante satisfatoria e uma area interessante
para investimentos futuros.
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MATERIAIS NANOESTRUTURADOS:
SINTESE, ESTUDOS COM LUZ SINCROTRON,
PROPRIEDADES E APLICACOES

RESUMO

Este trabalho é uma revisdo das pesquisas realizadas desde 2004, decor-
rentes de uma colaboracéo cientifica entre membros do IFUSP, Brasil, e do
CINSO, CONICET-CITEFA, Argentina. Trata-se de estudos da estrutura,
propriedades e aplicagdes de diversos materiais nanoestruturados produzidos
no CINSO. Descrevemos 0s métodos de sintese para a obtencéo dos diversos
nanomateriais (i) com elevados valores de condugéo idnica e condugdo mista
(idnica e eletronica) e (i) com caracteristicas semicondutoras. Apresentamos
o0s estudos das propriedades estruturais realizados mediante varias técnicas
experimentais, com énfase em métodos que utilizam a fonte de luz sincro-
tron do LNLS, Campinas, Brasil. Focalizamos dois aspectos particularmente
interessantes: (i) as condigdes de retencdo de fases metaestaveis e (ii) as
mudangas das propriedades fisicas em fun¢do do tamanho de grdo nanocris-
talino. Finalmente, descrevemos as aplica¢Oes dos nanomateriais estudados
em dois dispositivos originais: sensores de gases e células a combustivel de
oxido solido de temperatura intermediaria. Nas referéncias de cada capitulo
indicamos com (*) os artigos e as informagcdes sobre patentes correspondentes aos
trabalhos realizados dentro da presente etapa de nossa colaboragéo.

Palavras chave: materiais nanoestruturados, sintese, estrutura, aplicagdes,
células a combustivel, sensores de gases.

77



|. SINTESE DE NANOMATERIAIS ETECNICAS DE CARACTERIZACAO

I.1.INTRODUCAO

Os nanomateriais sao sistemas que contém particulas de dimenséo nano-
métrica (10°*m). A nanotecnologia é definida como o desenho, fabricagéo e
aplicacdo de nanoestruturas ou nanomateriais e trata também da relacdo
entre as propriedades fisico-quimicas e as dimensfes dos nanomateriais [1].
Existe uma razéo principal de interesse no desenvolvimento de nanomate-
riais devido as suas propriedades ndo usuais que, muitas vezes, geram novas
aplicacBes surpreendentes. Isto porque ocorre uma variagdo consideravel das
propriedades de um material se os cristalitos que o compdem atingem
dimensdes nanométricas [2-3].

Os cristais em escala nanométrica tém em geral uma temperatura de
fusdo muito menor que os cristais micrométricos, possuem parametros de
rede cristalina reduzidos e podem ser sinterizados a temperaturas relativa-
mente baixas. Em nanoceramicos, além disso, algumas fases metaestaveis
podem ser retidas a temperatura ambiente. Por outro lado, materiais ferroe-
létricos e ferromagnéticos podem perder sua ferroeletricidade ou seu ferro-
magnetismo quando os cristais sdo reduzidos a escala nanométrica.

Em sistemas nanoestruturados, a origem das propriedades ndo usuais
baseia-se em dois fatores: i) a dimensdo da particula é similar, ou mesmo
menor, que o valor critico de certos parametros como o comprimento de
onda de de Broglie para o elétron, a distdncia necessaria para formar um laco
de discordancia “dislocation loop” de Frank-Reed, a espessura da camada de
carga espacial, o livre caminho médio dos elétrons, o tamanho maximo do
dominio magnético, etc. e ii) efeitos de superficie, que dominam a termodi-
namica das particulas com estrutura nanocristalina, sua reatividade e a
morfologia superficial. O primeiro fator conduz, por exemplo, a proprieda-
des elétricas especiais em materiais idnicos nanoestruturados, a propriedades
eletrbnicas, magnéticas e dpticas particulares e, no caso de nanosemicondu-
tores, a possibilidade de aplicacdo em dispositivos de pontos quénticos
“gquantum-dots”. O segundo fator pode fazer com que 0s nanocristais adotem
morfologias distintas as de cristais volumeétricos, ja que diferentes planos da
rede estdo presentes na superficie e afetam de forma diferente a quimica
superficial [4] e a atividade catalitica [5].

O objetivo geral deste trabalho conjunto é apresentar diversos resultados
sobre rotas de sintese, estudos estruturais, especialmente por técnicas de luz
sincrotron, e aplicac@es de diversos nanomateriais em sensores de gases e em
células a combustivel de dxido sélido.
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1.2. SINTESE DE MATERIAIS NANOESTRUTURADOS

Os materiais nanoceramicos sintetizados neste projeto incluem (i) sélidos
ibnicos para eletrolitos e materiais para eletrodo (nanop6s, nanotubos, siste-
mas mesoporosos) para células a combustivel de 6xido sélido (SOFCs) (ver
todas as férmulas no original em pdf) e (ii) nanomateriais semicondutores
para aplicagBes em sensores de gases e sistemas optoelétricos.

Técnicas de sintese gerais ndo serdo descritas aqui, mas apenas aquelas
empregadas neste trabalho, tal como a gelificagdo-combustdo, que foi utili-
zada para a sintese da maioria dos materiais investigados nesta cooperagao.

O método de gelificacdo-combustdo baseia-se na formagao de um gel e na
posterior combustéo dos nitratos dos metais selecionados com combustiveis
organicos (glicina, ureéia, lisina, acido citrico, etc.) [10], [11]. O processo
de combustdo é produzido pela reacdo de oxi-reducdo (redox) exotérmica
entre os ions nitrato, fortemente oxidantes, e a reducdo do combustivel.
A liberagdo de gases desintegra o precursor do gel, sendo o tamanho das
nanoparticulas finais dependente da velocidade da reac&o.

Empregando o método de gelificagdo-combustéo, foram desenvolvidas
diversas rotas de sintese de pds nanocristalinos de varios 6xidos mistos, espe-
cialmente para a sintese de soluces sdlidas homogéneas em composicéo de
Zr0-Ce0:[11,15-20], ZrO:-Y20s [20] e ZrO=-CaO [20], [21]. (ver formula
no original em pdf) Os combustiveis utilizados s&o glicina, lisina, alanina e
arginina. Além desses materiais, sintetizamos céria dopada com gadolinia
para ser usada como eletrolito de IT-SOFCs (“Intermediate Temperature-
Solid Oxide Fuel Cells”) [22], [23].

Mais recentemente, obtivemos nanop6s e outros materiais de gréo fino de
Zr0O2-Sc:0s, nNos quais estudamos as propriedades, a fim de utiliza-los como
eletrolitos de IT-SOFCs [24], [26]. Investigamos também materiais para cato-
dos, tais como perovskitas de (La;Sr)CoOsy (Sm;Sr)CoOs e, nestes casos,
obtivemos materiais em forma de nanotubos pela técnica de molde plastico
assistida com microondas empregando membranas de policarbonato [27],
[29]. Estes nanotubos foram depositados sobre eletrélitos de céria dopada
com samaria, a partir de pastas preparadas com solventes comerciais, que
foram posteriormente secadas a baixa temperatura e sinterizadas a tempera-
turas moderadas (1000-1100°C), seguindo a técnica de “fast-firing” [27].
Obtivemos, assim, um novo tipo de catodo nanoestruturado com nanotubos
de LaosSro«CoOs — de alta porosidade, que exibem baixa resisténcia a
polarizacéo.
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Estruturas tubulares formadas com nanoparticulas de manganitas ja haviam
sido sintetizadas com sucesso, utilizando a técnica desenvolvida por Leyva e
colaboradores [30,31]. Elas apresentam uma area especifica muito elevada,
razdo pela qual sugeriu-se sua utilizagdo como catodo para SOFCs [32].
Entretanto, as manganitas ndo sdo boas candidatas para IT-SOFCs ja que
ndo apresentam propriedades eletrocataliticas adequadas para a reducédo de
oxigénio a temperaturas intermediarias [33]. Por esta razdo, neste trabalho
estudamos o desempenho de cobaltitas.

As solugdes solidas homogéneas em composicdo de ZrO.-CeO: sdo ade-
quadas para anodos de SOFCs por suas excelentes propriedades cataliticas
[11], [20], mas € necessario preparar materiais Compostos com metais, Como
Ni ou Cu, para se obter uma melhor condutividade eletrénica. Dessa forma,
como para o caso dos catodos, preparamos pastas com solventes organicos
partindo de nanopds de NiO e da solucéo solida de ZrO.-CeO-, que foram
depositadas sobre os eletrdlitos e posteriormente sinterizadas. O NiO se
reduz a Ni na atmosfera redutora do anodo, originando um material com-
posto de alta condutividade eletrénica e excelentes propriedades cataliticas
para a oxidacdo de metano.

Estes materiais compostos foram empregados como anodos de IT-SOFCs
de cdmara Unica, operadas em misturas de metano e ar [34]. Utilizamos
CeO:-ZrO: por sua conveniéncia estrutural e boas propriedades eletrocata-
liticas. Além disso, a céria apresenta a capacidade de armazenar oxigénio,
pois o cation de cério pode ser oxidado ou reduzido. Os oxidos de cério e de
zircdnio com uma composi¢do nominal CeosZro1O: apresentaram excelentes
propriedades cataliticas [35].

Quanto aos semicondutores nanoestruturados, obtivemos (i) SnO: por
gelificagdocombustéo [8], [9] e na forma de nanotubos por técnicas de sol-gel
empregando membranas de policarbonato, e (ii) ZnO puro e dopado com
Al mediante a transferéncia de s6is que contém as nanoparticulas requeridas
pelo método de “dip-coating”. O ZnO é empregado em sensores de gases
e em dispositivos optoeletrénicos.

O estudo da variagdo das propriedades dpticas que realizamos incluiu a
preparacdo de filmes nanocristalinos partindo de diferentes precursores de
ZnO [36], [37]. O ZnO tem aplicagdes em equipamentos de emissao
Optica em uma faixa ampla de comprimentos de onda. O ZnO dopado
com Al possui melhores propriedades de luminescéncia em comparagdo com
materiais dopados com elementos de transi¢éo [38].
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1.3. PRINCIPAIS TECNICAS EXPERIMENTAIS UTILIZADAS

[.3.1. Difratometria de raios X

Dentre as medidas de caracterizacdo fisica dos materiais nanocristalinos,
a determinacdo do tamanho médio de cristalito €, usualmente, o primeiro
passo em qualquer investigacdo estrutural. Um dos métodos mais utilizados
para a determinagéo do tamanho médio dos nanocristais é a difratometria de
raios X (XRD, “X-Ray Diffraction™).

Estudando nanomateriais por difragdo de raios X, observa-se um alarga-
mento dos picos de Bragg com a diminuicdo do tamanho, D, dos cristalitos.
O diametro médio dos cristalitos é determinado mediante a equagao de
Scherrer, D = k A/f.cosB, onde k é uma constante (usualmente 0,9), A o compri-
mento de onda do feixe de raios X, 3 a largura do pico de difracdo selecio-
nado, medido na metade do seu méximo (FWHM), depois da eliminagao dos
efeitos instrumentais, e o0 &ngulo do centro de gravidade do pico de Bragg.
O comprimento de onda dos feixes de raios X geralmente utilizados em
difratbmetros classicos é de 0,154 nm (CuKa). Valores similares sao utiliza-
dos quando o difratdmetro esta associado a uma fonte de luz sincrotron.

A equacdo de Scherrer representa o tratamento mais simples do alargamento
de um pico de Bragg e pode ser estendido para incluir o efeito de microde-
formagdes. Claramente, este método permite determinar o tamanho médio
de cristalito, mas ndo fornece informacao sobre a dispersdo de tamanhos ou
de qudo aglomerados estdo os nanocristais para formar os graos. E possi-
vel também associar os métodos de difragdo com fontes de luz sincrotron,
de muito alto brillho, 0 que permite determinar de forma precisa as caracte-
risticas de picos de Bragg, mesmo daqueles de muito baixa intensidade.

|.3.2. Microscopia eletronica

A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM, Transmission Electron
Microscopy), e mais particularmente de alta resolucdo (HRTEM, High
Resolution-TEM), é o método ideal para determinar o tamanho médio de
particula ou de cristalito e sua distribuicdo de tamanhos. Entretanto, a
preparagdo de amostras para TEM pode apresentar dificuldades. A alta mag-
nificacdo, ou alta resolucédo, dos aparelhos de TEM deve-se ao pequeno
comprimento de onda efetivo do elétron A, dado pela relagdo de de Broglie:
A =h/v2mqV, sendo m e q a massa e a carga do elétron, respectivamente,
h a constante de Planck e V a diferenca de potencial com que o elétron é
acelerado no microscdpio. Para um microscopio com V=200kV, o compri-
mento de onda dos elétrons é de 0,0062 nm.
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1.3.3.Absor¢io de raios X (EXAFS)

A técnica de EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure) é apli-
cada ao estudo da estrutura local de materiais cristalinos, nanocristalinos e
amorfos. Mediante a técnica de EXAFS sdo analisadas as oscilagdes no espec-
tro de absorcédo de raios X que se produzem na faixa de energia acima das
bordas de absorc¢do de niveis eletrdnicos profundos (K, L, ...) dos &tomos que
compdem o material a ser analisado.

As oscilagdes no espectro de absorgéo de raios X sdo devidas a um efeito
de interferéncia entre as ondas associadas aos fotoelétrons ejetados pelos
atomos e aos fotoelétrons retroespalhados pelos atomos vizinhos. O sinal
observado depende do tipo e do numero de vizinhos que geram o retroespa-
Ihamento, e € afetado pelo fator de Debye-Waller (associado a desordens at6-
micas estatica e dindmica). As oscilagdes EXAFS ndo estdo relacionadas com
a ordem estrutural de longo alcance e séo sensiveis as configuracdes locais no
entorno dos atomos centrais.
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2. ESTRUTURA CRISTALINA E RETENCAO DE FASES
METAESTAVEIS EM SOLUCOES SOLIDAS NANOESTRUTU-
RADAS BASEADAS EM ZrO,

2.1.ASPECTOS GERAIS

Como vimos na introducgdo, 0s materiais nanoestruturados sao sélidos
nos quais as distancias entre defeitos vizinhos (bordas de gréo, defeitos pon-
tuais, discordancias, etc.) sdo da ordem das distancias interatdmicas. Devido
a este alto grau de desordem, os nanomateriais podem apresentar novas pro-
priedades (elétricas, magnéticas, dpticas, etc.). Por outro lado, foram estabe-
lecidos métodos de retencdo, inclusive a temperatura ambiente, de fases de
alta temperatura que ndo sdo termodinamicamente estaveis e que, em muitos
casos, possuem melhores propriedades que as fases estaveis conhecidas.

A zirconia (dioxido de zircénio, ZrO.) em forma nanocristalina desperta
um grande interesse tecnoldgico devido as suas excelentes propriedades elé-
tricas e mecanicas [1-3]. Estas propriedades estdo estreitamente relacionadas com
as estruturas cristalinas que esses materiais assumem e com suas transforma-
¢Oes de fases. Apesar desses materiais terem sido muito estudados, ainda exis-
tem diversas discrepancias na literatura e questdes em aberto, razdo pela qual
suas propriedades basicas seguem sendo objeto de intensa investigagao.

2.2. ANTECEDENTES

A zircdnia pura (sem dopar) apresenta trés tipos de estruturas que depen-
dem da temperatura. A temperatura ambiente a fase estavel tem estrutura
monoclinica, correspondente ao grupo espacial P2:/c. Aproximadamente a
1170°C, ela apresenta uma transformacdo martensitica para a fase tetragonal
de grupo espacial P42/nmc, enquanto que a 2370°C tem outra transforma-
¢do para a fase cubica de grupo espacial Fm3m. Esta fase cubica possui uma
estrutura tipo fluorita CaF: (Fig. 2.1), enquanto que a fase tetragonal apre-
senta os anions O* apenas deslocados no eixo-c; e o parametro de rede ¢ é
levemente maior que o pard@metro de rede a (a diferenca é de 1%, aproxima-
damente). Este fato faz com que a analise estrutural seja muito delicada.

Fig. 2.1 Estrutura cristalografica tipo fluorita. Os simbolos
menores e escuros representam os cations (em nosso caso
Zr*) e os maiores e claros os oxigénios (O%).
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As fases de alta temperatura tetragonal e cubica podem ser retidas a tem-
peraturas mais baixas, inclusive ambiente, dopando a zircdnia com outros
oxidos, geralmente de metais bivalentes ou trivalentes, que formam solucdes
solidas com a zirconia. Os cations metalicos adicionados substituem o ction
Zr* e, por sua menor valéncia, geram vacancias na subrede de oxigénio, que
s80 responsaveis pela conducdo ibnica a alta temperatura através dos ions O,
A faixa de composi¢des de estabilizacdo das fases tetragonal e/ou cubica é
estreita, e depende da temperatura e do dopante, sendo Y:Os, Sc.0s, CaO e
MgO os mais utilizados.

A altas temperaturas, a maioria dos sistemas baseados em zircénia apre-
sentam trés regides no diagrama de equilibrio de fases (i.e., de fases estaveis)
temperatura vs. composi¢do. A baixas concentracfes de dopante estabiliza-se
a fase tetragonal, a concentrag@es intermedidrias se encontra uma mistura
das fases tetragonal e cubica, e a concentragdes mais altas se retém a fase
clbica [4].

A temperatura ambiente, a fase estavel ndo é a tetragonal, mas a mono-
clinica. Entretanto, a fase tetragonal pode ser retida em forma metaestavel
a temperatura ambiente em pds nanocristalinos e em ceramicas de grao
submicrométrico [5]. E importante destacar que os mecanismos de reten¢do
destas fases ainda n&o estdo bem esclarecidos.

Os materiais com concentracgdes intermediarias, que apresentam uma
mistura das fases tetragonal e clbica, ndo s&o homogéneos em composicao,
ja que estas fases tém distintas concentra¢des de dopante. Entretanto, é
possivel sintetizar materiais homogéneos em composi¢do, que mantém esta
propriedade em forma metaestavel.

Yashima e colaboradores estudaram a estrutura cristalina de solucdes soli-
das homogéneas em composicdo para diversos sistemas como ZrO:-Y20s
[6,7], ZrO2-Er:0s [7], ZrO2-Nd:Os [7], ZrO2-Sm20:s [7], ZrO:-Y:0s [7] e
ZrO2-Ce0: [8-10], as quais foram preparadas por fusdo dos 6xidos em forno
de arco seguida de resfriamento rapido ou por reacdo de estado sélido. Em
todos estes sistemas, 0s autores citados acima reportaram a existéncia de trés
formas da fase tetragonal, denominadas t, t’ e t”, todas elas pertencentes ao
grupo espacial P4./nmc.

A forma t é a que aparece como a fase tetragonal no diagrama de equili-
brio e esta restrita ao limite de solubilidade que se prediz neste diagrama.

A forma t’ tem uma solubilidade maior, mas é instavel e, no equilibrio, se
transforma numa mistura das fases tetragonal t e cibica, como prediz o dia-
grama de equilibrio de fases. As formas t e t' tém um quociente axial c/a> 1,
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mas em ambos 0s casos 0s parametros de rede a e ¢ ndo atingem diferencas
maiores que 1,5%.

Para concentracBes do dopante ainda maiores foi encontrada uma terceira
forma da fase tetragonal, chamada t”, com c¢/a = 1, mas com os anions O%
deslocados de suas posi¢Bes ideais da fluorita (sitios 8c do grupo espacial
Fm3m) ao longo do eixo c.

Nos sistemas ZrO:-Y:0s e ZrO:-Sc.0s, 0s limites correspondentes as
transicBes de fase t'/t” e t”/clbica se encontram, aproximadamente, em com-
posicdes de 9 %molar e 11 %molar, respectivamente [6,7]. No caso do sis-
tema ZrO,-CeO;, o limite t'/t” ocorre para 60 %omolar CeO., enquanto que
o limite t”/clbica esta entre 80 e 90 %omolar CeO: [10]. A partir destes
resultados, varios autores construiram diversos diagramas de fases estaveis e
metaestaveis para solugdes solidas homogéneas em composicdo de materiais
convencionais (ou seja, de grdo micrométrico) [8,9,11].

2.3. OBJETIVOS DA COLABORACAO CINSO (ARGENTINA) —

IFUSP (BRASIL) REFERENTE AO ESTUDO DAS PROPRIEDADES

DE NANOESTRUTURAS

Nosso aporte ao estudo estrutural deste tipo de materiais de interesse para
numerosas aplicacdes inclui (i) a determinacéo das caracteristicas cristalo-
gréficas das fases retidas em forma de nanocristais e (ii) a analise da influén-
cia do tamanho de cristalito nos diagramas de fase.

Desde 0 ano de 2004, membros do Laboratorio de Cristalografia do Ins-
tituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo (IFUSP), Brasil, e do CINSO
(Centro de Investigaciones en Sélidos), CONICET-CITEFA, Argentina,
colaboram no estudo da estrutura cristalina a temperatura ambiente e a alta
temperatura, ordem atémica local e transicGes de fases de solugdes sdlidas
nanoestruturadas baseadas em ZrO: [12-30].

Nossos estudos sdo realizados atraves de difracdo de raios X para pds
(XPD, “X-ray Powder Diffraction”), com radiacdo convencional de tubo e
no LNLS, Campinas, Brasil, utilizando luz sincrotron, bem como mediante
0 uso de espectroscopia Raman no IQUSP e absorcédo de raios X (EXAFS,
“Extended X-ray Absorption Fine Structure”). As medidas de EXAFS sdo
também realizadas no LNLS.

Desta maneira, estudamos a retencao de fases metaestaveis t, t’ e t” nestes
nanomateriais, considerando especialmente sistemas de interesse em SOFCs,
e a influéncia do tamanho de cristalito na retencdo destas fases.

Os sistemas que investigamos nesta cooperacdo sdo solucdes sélidas
nanoestruturadas de ZrO,-CeO., ZrO:-Y:0s, ZrO»-Ca0O e ZrO:-Sc:0s.
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Como mencionamos na se¢do anterior, 0s materiais de ZrO.-CeO: sdo de
interesse por suas excelentes propriedades cataliticas para oxidagao de hidro-
carbonetos e sdo estudados para aplicagdo como anodos de SOFCs. Por
outro lado, os ceramicos de ZrO.-Y:0s, ZrO,-CaO e ZrO.-Sc.Os tém exce-
lentes propriedades elétricas devido a alta condutividade idnica, e por isso 0s
estudamos para aplicacdes como eletrolitos de SOFCs.

Finalmente, no caso de pos nanocristalinos de zirconia pura, investiga-
mos a retengdo da fase tetragonal por efeito de tamanho de cristalito e anali-
samos a ordem atdémica local na auséncia de dopantes.

2.4.USO DE TECNICAS EXPERIMENTAIS

COM LUZ SINCROTRON NO LNLS

E importante mencionar que é muito dificil distinguir a fase tetragonal da
fase clbica nos sistemas descritos nas se¢Oes anteriores a partir de dados de
difracdo de raios X obtidos em difratdbmetros convencionais de laboratorio.
Isso acontece porque os parametros de rede, a e ¢, s80 muito similares e a
difragéo de raios X é pouco sensivel aos deslocamentos dos &nions O* devido
ao seu baixo numero de elétrons. Em especial, é dificil identificar a forma t”,
que tem quociente axial c/a = 1 e, portanto, ndo apresenta o desdobramento
de picos caracteristico da fase tetragonal, observados nos diagramas de difra-
¢do correspondentes as formas te t', para as quais c/a > 1.

Qualitativamente, a Unica diferenca entre as fases cubica e t” (as duas com
c/a=1) é a presenca de alguns picos de difracdo de raios X de muito baixa
intensidade, que correspondem a reflexdes de Bragg proibidas na estrutura
fcc, tipo fluorita, da fase cubica. Estes picos estdo relacionados, exclusiva-
mente, com o0s deslocamentos dos anions O e, portanto, sdo muito dificeis
de serem detectados com um difratdmetro convencional de laboratorio. Essa
dificuldade se agrava quando o deslocamento do O*é pequeno — como
ocorre no caso dos materiais que apresentam a forma t” da fase tetragonal —
e, mais ainda, em materiais nanoestruturados, que apresentam picos de
difragdo muito largos.

O uso de luz sincrotron, que possui uma intensidade muito superior &
dos tubos de raios X convencionais, nos permite detectar as reflexdes fracas
mencionadas acima e medir com precisdo suas intensidades, a partir das
quais se pode determinar as posi¢oes dos &nions O% na cela unitaria.

Por outro lado, o0 uso de luz sincrotron resultou indispensavel para reali-
zar medidas de absorcdo de raios X (EXAFS) devido a sua alta intensidade e
espectro de emissdo continuo.
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2.5.SOLUCOES SOLIDAS NANOESTRUTURADAS DE ZIRCONIA-CERIA

Nos primeiros trabalhos desta cooperagdo realizamos um estudo cristalo-
gréfico de p6s nanocristalinos homogéneos em composicdo de ZrO.-CeO:
sintetizados no CINSO pelo método de gelificacdo-combustdo [13,14,29].
Analisamos estes materiais por difracdo de raios X com luz sincrotron, expe-
riéncias que realizamos utilizando as linhas D10B-XPD e D12A-XRD1 do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Brasil).

Com o uso da luz sincrotron conseguimos distinguir as fases tetragonal e
cubica, e determinar com precisdo os parametros de rede e as posi¢oes dos
oxigénios, realizando assim uma caracterizagdo completa da estrutura crista-
lografica dos nanomateriais analisados. Observamos as mesmas formas
metaestaveis da fase tetragonal determinadas por Yashima e colaboradores,
sendo os limites em composicdo t'/t” e t”/clbica similares, com algumas
diferencas qualitativas de importancia ja que ndo detectamos uma regido de
composi¢des bifasicas t'+t”, observadas por esses autores.

Posteriormente, analisamos as propriedades cataliticas destes materiais e
as correlacionamos com sua estrutura cristalina. Encontramos que 0s pos
nanoestruturados de ZrO.-90 %molar CeO: de fase cubica sdo os materiais
que tém melhores propriedades cataliticas para a oxida¢do de metano [15].
Atualmente estamos estudando o desempenho destes materiais como anodo
de SOFCs formando compostos com Ni, bem como desenvolvendo novos
sistemas mesoporosos ordenados com alta area superficial para aplicagdes
cataliticas.

2.6.SOLUCOES SOLIDAS NANOESTRUTURADAS DE

ZIRCONIA-ITRIA E ZIRCONIA-CALCIA

Realizamos o estudo de nanomateriais de ZrO:-Y-Os e ZrO.-CaO com
uma metodologia similar a descrita na secdo anterior e, novamente, encon-
tramos resultados consistentes com os de Yashima e colaboradores [13,19,
22,29]. Os limites em composicdo t'/t” e t”/cubica sdo similares aos infor-
mados por estes autores e ndo detectamos mudangas importantes em funcdo
do tamanho de cristalito.

Realizamos também um estudo detalhado da ordem atémica local nos
sistemas ZrO:-Y:0s e ZrO,-CaO utilizando a técnica de EXAFS [19,22,29].
Encontramos que a ordem local ndo concorda com a ordem prevista pela
estrutura cristalina da fase tetragonal, amplamente aceita na literatura. Os
resultados indicam que existe uma desordem local que poderia ser associada
a deslocamentos dos oxigénios ndo apenas na direcdo do eixo-c, mas também
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nas direcOes dos eixos a e b. Estes deslocamentos ndo previstos se compensa-
riam na média de longo alcance, o que explicaria os resultados observados
por difragdo de raios X. Este aporte a compreensdo da ordem atémica local
destes materiais € importante para entender as propriedades elétricas dos
mesmos. Os detalhes destas propriedades formam parte da tese de douto-
rado de Ismael Fabregas [29].

2.7.SOLUCOES SOLIDAS NANOESTRUTURADAS ZIRCONIA-ESCANDIA

Diferentemente dos sistemas anteriores, os nanomateriais de ZrO-Sc.Os
apresentam variagdes muito importantes em fungéo do tamanho de crista-
lito. Este sistema tem grande relevancia tecnoldgica como eletrélito de SOFCs
por sua alta condutividade i6nica a alta temperatura, em comparagéo com 0s
descritos nas se¢es precedentes, mas a temperaturas inferiores a 550-600°C ele
apresenta varias fases de estrutura romboédrica (3, y e 8) de baixa condutividade.

Realizamos nossas investigacdes por difragdo de raios X com luz sincro-
tron no LNLS, a temperatura ambiente e a alta temperatura. A partir dos
resultados obtidos, determinamos o diagrama de fases de solucdes solidas
nanoestruturadas com um tamanho de cristalito de aproximadamente 25
nm [21], [23], [30]. Constatamos que o diagrama de fase obtido difere subs-
tancialmente do diagrama de equilibrio — que é determinado para um tamanho
de grdo micrométrico ou maior — ja que, reduzindo o tamanho de cristalito,
é possivel evitar as fases romboédricas de baixa condutividade ibnica. A Fig.
2.2 mostra uma comparacdo entre ambos os diagramas de fase. O diagrama
de fase para o caso de cristais nanomeétricos € qualitativamente similar ao de
outros sistemas baseados em zircOnia; i.e., observa-se a presenca das formas
tetragonais t’ e t”, e da fase cbica, sem fases romboédricas.
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Fig.2.2: Diagramas de fase do sistema Zr0:-Sc:0:. Esquerda: Diagrama de equilibrio para
microcristais [3 1]. Direita: Diagramas de fase para nanocristais de 25 nm [23], [30].
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Para uma melhor compreenséo da influéncia do tamanho de cristalito
na retencdo de fases metaestaveis, realizamos um estudo cristalografico
detalhado de materiais com conteidos de Sc.Os entre 10 e 14% molar e
tamanhos de cristalito entre 10 e 100 nm. Encontramos que existe um tama-
nho de cristalito critico, de aproximadamente 35 nm, acima do qual apare-
cem as fases romboédricas de equilibrio [24,26,30]. Estas investigacdes estdo
detalhadas na tese de doutorado de Paula Abdala [30], na qual se inclui
também a possibilidade de estender estes estudos de pos nanocristalinos para
ceramicos densos com gréos finos.

Demonstramos também que é possivel evitar a formacdo das fases
romboédricas em cerdmicos densos de ZrO.-Sc.Os através de um efeito
combinado de tamanho de grédo submicrométrico e tensdes intergranulares,
0 que representa um resultado importante para as aplicacfes tecnoldgicas
destes eletrolitos solidos.

Finalmente, investigamos as propriedades elétricas destes materiais cujos
resultados formam parte da tese de doutorado de Paula Abdala [30]. Confir-
mamos que, ao evitar as fases romboédricas, estes ceramicos densos de grdo
fino possuem excelente condutividade ionica em toda a faixa de temperatu-
ras de interesse.

2.8. ZIRCONIA NANOESTRUTURADA

E importante destacar o estudo que realizamos de pos nanocristalinos de
zirconia pura. Neste caso, apesar de ndo se introduzir dopantes na estrutura,
varios autores demonstraram que € possivel reter a fase tetragonal a tempe-
ratura ambiente, também em forma metaestavel, em pds nanocristalinos
de tamanho de cristalito inferior a 20 nm. Em vérios trabalhos prévios,
tamanhos criticos entre 20 e 30 nm foram reportados. Outros autores afir-
maram que também se pode reter a fase cubica a temperatura ambiente para
tamanhos de cristalito extremamente pequenos (<10 nm).

Entretanto, nos trabalhos prévios, a fase cubica ndo foi claramente discri-
minada da fase tetragonal, j& que a identificacdo de fases foi realizada por
difracéo de raios X com difratdmetros convencionais de laboratorio e, como
ja se mencionou, é muito dificil, nessas condic6es, distinguir ambas as fases,
principalmente em materiais com tamanhos de cristalito tdo pequenos.

Nossas investigacOes, realizadas por difragdo de raios X com fonte de luz
sincrotron em uma configuragdo de alta intensidade para se obter uma boa
estatistica de contagem de fotons, demonstraram que somente é possivel
reter a fase clbica em nanopds de zircdnia pura com tamanhos de cristalito
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extremamente pequenos, inferiores a 2,0 nm [12,17,27]. Para tamanhos
de cristalito maiores, até 25-30 nm, demonstramos que se retém a fase tetra-
gonal.

Por outro lado, determinamos os parametros cristalogréaficos em fungéo
do tamanho de cristalito, observando que tanto o quociente axial c/a como
0 deslocamento dos oxigénios, com respeito as posi¢cOes na fase cubica,
decrescem com a diminuicdo do tamanho de cristalito [17]. Estas investiga-
¢Oes nos permitiram compreender mais claramente as caracteristicas estru-
turais destes nanomateriais e 0s mecanismos de retencéo da fase tetragonal
na auséncia de dopantes.

No caso dos nanopds de zircbnia pura de fase tetragonal, também estu-
damos a influéncia do tamanho de cristalito na ordem atdmica local destes
materiais e também os deslocamentos dos oxigénios na auséncia de dopan-
tes [25,28]. Obtivemos resultados similares aos mencionados anteriormente
para sistemas dopados, o que indica que 0s 0xigénios Ndo apenas se posicio-
nam em pontos da rede ao longo do eixo-c, mas também deslocam-se em
outras dire¢des, diferentemente do que se supunha em estudos cristalografi-
cos realizados por difracdo de raios X convencional.

Como mencionamos anteriormente, estas investigacdes sdo importantes
para uma melhor compreenséo das propriedades dos nanomateriais baseados
em ZrO: de fase tetragonal, que tém numerosas aplicacdes tecnoldgicas.
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3.APLICACOES DOS MATERIAIS NANOESTRUTURADOS

Das vérias aplicacfes dos materiais estudados neste projeto conjunto, des-
creveremos apenas aquelas relacionadas a sensores de gases e a células a com-
bustivel de oxido s6lido de temperatura intermediaria (IT-SOFCs).

3.1.APLICAGCOES A SENSORES DE GASES CONSTRUIDOS COM
SEMICONDUTORES NANOESTRUTURADOS

3.1.1. Funcionamento dos sensores

Descreveremos o funcionamento de sensores construidos com 6xidos
semicondutores, por exemplo, SNO. ou ZnO, que detectam gases por varia-
¢do da resisténcia superficial. O semicondutor cerdmico reage previamente
com o oxigénio do ar formando adsorbatos de oxigénio (O, O%) [1] que
recobrem a superficie do semicondutor e 0s contornos de gréo.

Estes adsorbatos reagem com o géas de interesse, por exemplo, mondxido
de carbono (CO(g)) a temperatura de operagdo (To). Tipicamente To, € da
ordem de 300-450° C se o sensor for construido com material microcrista-
lino.

No caso de um 6xido metélico semicondutor tipo n, a formacéo dos
adsorbatos cria uma regido de carga espacial, ou seja, uma camada cuja
superficie estd empobrecida em elétrons, devido a transferéncia do elétron ao
adsorbato: 1/20:(g) + 2e"= 20" (adsorb.). A profundidade da regido de
carga espacial L é funcdo das caracteristicas do recobrimento superficial dos
adsorbatos e da concentragdo intrinseca de elétrons no volume. Em conse-
quéncia, a resisténcia de um semicondutor tipo n é alta, porque se formam
barreiras de potencial a conducéo eletrdnica na superficie de cada grédo e em
cada contorno de grdo [2]. Se o sensor se expBe a um gas redutor (por ex.
CO) a T 0 gés reage com o adsorbato segundo: CO +O-=CO: +e.

Quando os adsorbatos se consomem em reagdes subsequentes estabelece-
se um novo estado de equilibrio do recobrimento superficial, a barreira de
potencial diminui e se produz uma diminuicao da resisténcia. A variacdo da
resisténcia é um parametro de medida do sensor, definida como: Ap = n.e.AL,
onde n é 0 numero de cargas, e a carga das espécies moveis e AL a variacdo
da largura da regido de carga espacial.

Por outro lado, a sensibilidade S é definida como: S = R« /Rargs, ONde Rar
€ a resisténcia no ar e Rargs a resisténcia em uma mistura de gases que contém
0 gas redutor. A reatividade dos adsorbatos de oxigénio é uma func¢do do
tipo de gas redutor e da T, do sensor. No caso do uso destes materiais
nos sensores semicondutores de tipo p, os portadores de carga sdo buracos e
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a resisténcia em ar resulta mais baixa. O comportamento deste sensor
aparece, entdo, inverso ao do sensor construido com um semicondutor de
tipo n.

3.1.2. Construcio dos sensores

Construimos também sensores de gases com SnO. micro e nanocrista-
lino. Observamos que a sensibilidade dos sensores que utilizam material
nanocristalino resulta entre 30 e 37% mais alta que a de sensores construi-
dos com material microcristalino convencional. A temperatura de operacdo
To diminui a 180-220°C para 0s primeiros em comparagdo com a faixa
usual para To de 350-450°C em sensores construidos com material micro-
cristalino.

Os 6xidos metalicos semicondutores podem ser usados em sensores
puros ou dopados, tendo o material dopado maior seletividade para certos
gases [3].

Desenvolvemos também sensores para detectar CO(g) [4], VOCs e
hidrogénio, que utilizam SnO: nanocristalino. O sensor de SnO: dopado
com cations trivalentes permitiu melhorar a resposta, ja que a concentragao
de portadores € reduzida e, consequentemente, a profundidade L aumenta.
O SnO: foi sintetizado pelo método de gelificacdo-combustéo.
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Fig. 3.1. Resposta de sensor Fig. 3.2. Sensibilidade em
com SnO: puro. funcdo da temperatura

O uso de rotas de sintese similares a utilizada para os outros sistemas per-
mitiu o aumento do limite de solubilidade do dopante, em uma condi¢do
metaestavel, a0 mesmo tempo em que se reteve a homogeneidade em com-
posicdo dos materiais [5], [6]. A Fig. 3.1, mostra a resposta do SnO: puro e dopado
com Al (2 at% e 5 at%) em funcdo da To,(°C) para 200 ppm CO em ar.
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Os sensores com SnO. dopados com 2%Al (2%AISnO:) mostraram
melhor resposta (Swm >10) em comparacdo com os dispositivos construidos
com SnO: puro (Sw~8) em toda a faixa de temperatura. A diminui¢do da
temperatura de operacdo To, do sensor pode ser atribuida a um desloca-
mento da temperatura caracteristica de formacdo dos adsorbatos O~ por
incorporacdo do Al na rede do SnO..

Os resultados obtidos indicam que o método de gelificagdo-combustao
aumenta a solubilidade do Al em SnO:, em compara¢édo com o método de
co-precipitacdo e, a0 mesmo tempo, contribui para reduzir o tamanho de
cristalito.

Como consequéncia das investigacdes realizadas, construimos sensores de
filmes espessos com SnO: (micro e nanocristalino) puro e dopado com In:Os
[7]. O sensor construido com SnO: nanocristalino dopado mostrou maior
sensibilidade (35-37%) comparada a de sensores montados com SnO. micro-
cristalino dopado.

Observamos 0 mesmo efeito sobre a sensibilidade em outro sensor de
filme espesso que detecta 5ppm de Hz em ar [8] construido com SnO: puro
com tamanho de cristalito de 1-2 nm, sendo os pds nanocristalinos sinteti-
zados por um método original.

A Fig. 3.2 mostra a sensibilidade do sensor de Hz em funcdo da tempera-
tura de operacdo To. A maior sensibilidade se observa para To ~180-
200°C. Para se obter uma T, menor neste sensor, comparada a dos sensores
comerciais (350-450°C), o substrato convencional de AlSiMg — com aque-
cedor e terminais sobre faces opostas — foi substituido por uma lamina
(“wafer”) de Si recoberta por N4Si. Com técnicas para preparagdo de MEMS
(“Micro-Electro-Mechanical Systems”) desenvolvidas em CITEFA [9] cons-
truiu-se um sistema de comutacdo que mede, alternativamente, a To € @
resistividade (parametro de medida do sensor).

3.1.3. Comentirios

Atualmente estdo sendo estudadas a sintese e as propriedades de nanotu-
bos de SnO: e de diferentes nanomorfologias em ZnO (nanofitas e nanofios)
para utilizacdo em sensores de gases. Esses dispositivos poderéo atingir uma
sensibilidade ainda maior que a observada até 0 momento, dado que a absor-
¢éo dos gases aumenta notavelmente com estas morfologias de maior densi-
dade de superficie exposta. Esses materiais sdo depositados sobre os substratos
de Si nitretado mencionados anteriormente [9].
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3.2. MATERIAIS NANOESTRUTURADOS PARA CELULAS A
COMBUSTIVEL DE OXIDO SOLIDO DE TEMPERATURA
INTERMEDIARIA (IT-SOFCS)

As células a combustivel sdo dispositivos eletroquimicos que convertem a
energia quimica dos combustiveis (H., CH., gas natural, biogas, etc.) em
energia elétrica. Apresentam como vantagens sua alta eficiéncia de converséo
e baixa emissdo de gases de efeito estufa. Dentro desta area, as células de
membrana trocadora de prétons (PEMFC, “Proton-Exchange Membrane-
based Fuel Cells”) e as de 6xido sélido (SOFCs) mereceram maior atencéo,
tanto no que se refere a investigagdo cientifica como a desenvolvimento tec-
noldgico. E importante destacar que as PEMFCs se encontram atualmente
disponiveis no mercado, enquanto que as SOFCs ainda ndo entraram em
etapa de pré-comercializagdo, razdo pela qual, neste caso, é necessario reali-
zar investigacao cientifica e desenvolvimento tecnolégico adicionais.

A principal razdo pela qual existe um enorme interesse no desenvolvi-
mento das SOFCs € sua grande flexibilidade na escolha do combustivel:
as células PEMFCs requerem H: de alta pureza enquanto que as SOFCs
podem operar com H: ndo purificado e hidrocarbonetos (CH., gas natural,
biogas, etc.). Além disso, as SOFCs apresentam outras vantagens importan-
tes com respeito as PEMFCs: ndo usam catalisadores de metais preciosos,
tém maior resisténcia a contaminacdo com compostos de enxofre (contami-
nacao tipica em gas natural) e ttm melhores propriedades mecanicas.

A dificuldade que se tem com as SOFCs convencionais é sua elevada tem-
peratura de operacdo, 0 que exige o uso de materiais de interconexdo muito
caros. Também, podem ocorrer rea¢fes quimicas ou interdifusdo nas inter-
faces, rupturas por diferencas nos coeficientes de dilatacdo dos componen-
tes, degradacdo por ciclagem térmica, etc. . Portanto, um passo fundamental
para que as SOFCs ingressem na etapa de précomercializagdo seria reduzir a
temperatura de operacdo. Por isso é necessario desenvolver novos materiais
para eletrélito, catodo e anodo de altas eficiéncias. As SOFCs de menor tem-
peratura de operacgdo sdo conhecidas como “SOFCs de temperatura inter-
mediaria” (IT-SOFCs).

Basicamente, 0s processos que ocorrem nas SOFCs sao a reducdo de
O2(g) a O* no catodo, o transporte de ions O* através do eletrdlito solido e
a reacdo destes ions com o combustivel no anodo (ver Fig. 3.3).

Nesta cooperagdo nos concentramos no estudo de novas morfologias que
permitam alcangar um melhor desempenho dos diversos materiais investiga-
dos. Em especial avaliamos as vantagens destes nanomateriais para seu uso
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Anodo: Ni/YSZ.

o* 1 Eletrélito; YSY,

i w0,

em dispositivos associados a tecnologias para geracdo limpa e eficiente de
energia.

A utilizacdo de nanomateriais em SOFCs foi, até o presente, pouco
explorada, provavelmente porque a alta temperatura de trabalho em que
geralmente operam estas células, 900-1000°C, provocaria um importante
crescimento dos grédos nos materiais que a compdem. Entretanto, o uso de
nanomateriais € factivel em IT-SOFCs, que operam a 500-700°C. Este novo
conceito aqui proposto esta sendo atualmente intensamente explorado em
nossa cooperagao.

S Fig.3.3: Esquema de uma célula a
= combustivel de 6xido sélido construida

com materiais convencionais para alta
temperatura.

3.2.1. Eletrélitos sélidos nanoestruturados de alta condutividade

InvestigagBes recentes realizadas no CINSO demonstraram que os eletro-
litos sélidos nanoestruturados exibem um importante aumento de conduti-
vidade ibnica em comparac¢do com materiais microcristalinos. Como exemplo,
destacam-se os estudos sobre eletrdlitos nanoestruturados de céria (CeO:)
dopada [13-15] e ceramicos de grédos finos de ZrO.Sc.Os [16,17], que
mostraram a importancia do transporte paralelo por contorno de gréos. Este
resultado é importante para aplicagBes, uma vez que poderd melhorar o
desempenho do eletrdlito e, portanto, da célula a combustivel. No caso dos
ceramicos de ZrO:-Sc.Os, estudamos as propriedades correspondentes a com-
posicdes que apresentam as fases de alta condutividade idnica tetragonal e/ou
cubica, para evitar a presenca das fases monoclinica e romboédrica, que tém
propriedades elétricas muito pobres, como ja foi mencionado em se¢do anterior.

3.2.2. Eletrodos (catodos o anodos) para IT-SOFCs baseados

em condutores mistos nanoestruturados de alta drea especifica

Recentemente, investigadores do CINSO propuseram o estudo de cato-
dos para IT-SOFCs baseados em condutores mistos nanoestruturados de alta
area especifica. Neste caso espera-se que as reacoes de eletrodo sejam ainda
mais eficientes, uma vez que a area de reacdo é maior. Para avaliar esta pro-
posta, preparamos estruturas tubulares formadas por nanoparticulas de
cobaltitas de La e Sr (perovskitas com uma composicéo de LaosSre.CoOs)
mediante sintese por molde plastico assistida com microondas, que foram
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utilizadas para construir uma nova arquitetura, altamente porosa, para cato-
dos nanoestruturados de IT-SOFCs.

Os resultados obtidos confirmaram o comportamento esperado: 0s cato-
dos nanoestruturados mostraram um desempenho muito superior ao de
catodos convencionais microscristalinos, apresentando uma resisténcia
muito baixa de polarizagdo [15], [18], [20].

Nossas Ultimas investigacbes permitiram demonstrar que, além do
aumento da area de reacdo, nos condutores mistos nanoestruturados se
produz um aumento da difusividade dos ions O* com a redugéo do tamanho
de gréo, fenbmeno similar ao descrito anteriormente para os eletrolitos [20].

3.2.3.Retencio de fases metaestaveis em nanomateriais ceramicos

baseados em ZrO: para eletrélitos ou anodos de SOFCs

Como vimos no capitulo 2, em solucdes sélidas nanoestruturadas basea-
das em ZrO. pode-se reter fases metaestaveis de alta condutividade idnica
para uso como eletrélito de SOFCs (sistemas ZrO:-Sc.0s, ZrO:-Y20s e
Zr0O:-Ca0) ou de excelentes propriedades cataliticas para oxidacdo de CH.
(sistema ZrO.-CeO2) que podem ser utilizadas no anodo destes dispositivos.

As propriedades dos materiais mencionados foram investigadas nas teses
de doutorado de Ismael Fabregas [21] e Paula Abdala [17].

3.2.4. Comentirios

Atualmente estamos avaliando os nanomateriais utilizados nas trés linhas
de investigacdo descritas nas se¢Oes anteriores, em condi¢des de operacdo
como parte de dispositivos de prova de células a combustivel de pequenas
dimensdes e baixa poténcia.

Os materiais sdo ensaiados com distintos combustiveis e condi¢des de tra-
balho a fim de se determinar os parametros 6timos de operacdo. Em todos 0s
casos, 0s nanomateriais operam a temperaturas moderadas para evitar o cres-
cimento das particulas. Desta maneira as nanoestruturas desenvolvidas para
os distintos componentes das células a combustivel sdo preservadas.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Relatamos neste trabalho as pesquisas realizadas desde 2004 no ambito de
uma estreita cooperacédo internacional CINSO (Argentina)-1IFUSP (Brasil),
visando a obten¢do de novos materiais nanoestruturados com propriedades
ndo usuais e adequados para sua utilizacdo em dispositivos sensores e IT-
SOFCs.

Ao longo do trabalho todas as etapas de pesquisa cientifica e de desen-
volvimento tecnoldgico foram percorridas: (i) partimos da preparacdo de
nanomateriais mediante novos processos de sintese, (ii) estudamos 0s mesmos
utilizando modernos métodos experimentais, (iii) elaboramos modelos
estruturais que elucidaram varias questdes em aberto na literatura cientifica,
e finalmente (iv) testamos com sucesso esses novos materiais desenvolvidos
em varios dispositivos-modelos.

O trabalho realizado deu origem a um elevado nimero de artigos cienti-
ficos publicados em revistas indexadas de circulacdo internacional, e a vérias
patentes e teses de doutorado, todos eles mencionados nas referéncias dos
capitulos 1, 2 e 3.

As concluses desta pesquisa nos permitirdo no futuro (i) construir novos
dispositivos com desempenho otimizado baseados no uso de novos nano-
materiais, e (ii) desenvolver novos temas de pesquisa, que ja& comecamos a
explorar, tal como a sintese de materiais porosos nanoestruturados, a base de
zircdnia, de alta area superficial.

Diversas agéncias de fomento nos forneceram generosos apoios financei-
ros através dos acordos de cooperagdo CAPES-SECyT (2003-2004),
CNPg-CONICET (2005-2006), CAPES-MInCyT (2007-2008), Centro
Latinoamericano de Fisica (2006, 2008, 2009 e 2010) e Programa PROSUL
do CNPq (2006-2008 e 2009-2011).

Agradecemos ao Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Cam-
pinas, Brasil, por haver permitido o uso das linhas de luz XPD, XAFS e SAXS
durante todo o desenvolvimento das investiga¢Oes descritas neste trabalho.
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MODIFICACION DE BENTONITA PARA
LA OBTENCION DE NANOARCILLAS,
Y SU UTILIZACION EN UN POLIMERO
BIODEGRADABLE SINTETIZADO A
PARTIR DELACIDO L(+)LACTICO
POLICONDENSADO

Brian Ginés Bejarano

RESUMEN

En la investigacion se ha disefiado un mecanismo para la modificacion de
la bentonita, que es una arcilla natural compuesta mayoritariamente por
montmorillonita, para su aprovechamiento como nanoarcilla Gtil como
refuerzo en la matriz polimérica del acido polilactico, que es obtenido por
medio de una policondensacion y catalizacion con zinc metalico de alta
pureza del &cido L(+)Léctico, que es sintetizado en la fermentacion natural
de la fécula de la mandioca.

El proceso consiste en la modificacion de la bentonita sddica en una solu-
cion de agua desmineralizada y alcohol etilico, utilizando un compuesto de
amonio cuaternario como catalizador de transferencia de fase para aumentar
la solubilidad de los compuestos en solventes organicos, con el objeto de
facilitar el uso de las nanoarcillas en matrices poliméricas.

El intercambio de cationes inorganicos por iones de amonio organicos
permite al filosilicato hidrofilico que sea mayormente organofilico, y conse-
cuentemente, mas compatible con el acido polilactico, que es un polimero
organico.

El &cido polilactico es biodegradable, termopléastico y un poliéster natural.

En la investigacion es realizada una caracterizacion mecanica y nuclear,
con lo que se comprueban los beneficios directos de utilizar las nanoarcillas,
presentando un mejoramiento de la resistencia del 25% del acido polilactico
nanocompuesto, con lo que se optimiza su capacidad de aplicaciéon como
sustituyente de los plasticos derivados del petroleo.
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La nanoarcilla presenta un campo de aplicacion muy extenso, y es una
iniciativa conveniente para el desarrollo de nanocompuestos que optimicen
las caracteristicas de resistencia, absorcion de humedad y capacidad ignifuga
de los polimeros biodegradables.

INTRODUCCION

Las nanoarcillas son nanoparticulas de silicatos, obtenidas a partir del
procesamiento de las organoarcillas que son consideradas como nanomate-
riales naturales, pero que precisan una modificacion empleando un surfac-
tante de compuesto de amonio cuaternario, para alcanzar una adecuada
integracion con matrices poliméricas, para lo que se presenta la necesidad de
efectuar un intercambio de cationes inorganicos por iones de amonio orga-
nicos, que permita que el filosilicato hidrofilico sea mayormente organofi-
lico, y consecuentemente mas compatible con el polimero biodegradable.

En la presente investigacion se efectla una metodologia para la modifica-
cion de la bentonita sodica, que en su composicion estructural posee una
cantidad considerable de montmorillonita, que es un hidroxisilicato de
magnesio y aluminio, que presenta las caracteristicas elementales para su
empleo como un nanorefuerzo.

El &cido L-(+)-lactico es el obtenido por medio de la fermentacion del
almidon, que consiste en una biotransformacion llevada a cabo por bacterias
naturales. Dicho &cido es posteriormente policondensado, y catalizado con
cinc metalico de alta pureza, para producir el acido polilactico, que es un
polimero biodegradable, termoplastico, y poliéster alifatico, utilizable en la
realizacion de distintos productos de uso masivo, tales como las bolsas de
plastico, los paquetes, etc.

La abundancia de la bentonita y fécula de mandioca en paises sudameri-
canos, como Argentina, Brasil y Chile, evidencian la existencia de una mate-
ria aprovechable en el escenario regional, para el mejoramiento de materiales
poliméricos biodegradables nanocompuestos.

OBJETIVO

« Desarrollar nanoarcillas, modificando organoarcillas de la bentonita
soddica natural, con la utilizacion de un surfactante de amonio cuaterna-
rio, para su aprovechamiento como nanorefuerzo del polimero biodegra-
dable acido polilactico.
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JUSTIFICACION

En la actualidad se presenta el desafio de disminuir la contaminacion
ambiental causada por los productos derivados del petréleo, que es el princi-
pal recurso para la realizacion de materiales poliméricos de alto consumo en
la region, los cuales terminan constituyendo distintos detrimentos a la natu-
raleza, ya que no son sustancias que puedan descomponerse facilmente en
elementos quimicos naturales por la sola accion de agentes bioldgicos, sino
gue permanecen en el ambiente contaminando constantemente.

Ante dicha problematica surgen los polimeros biodegradables como
opciones efectivas, aunque sus caracteristicas y propiedades basicas, en la
mayoria de los productos, no son las mas adecuadas, por lo que es necesario
plantear la utilizacion de la nanotecnologia para mejorar (en sus caracteristi-
cas mecanicas, fiscas, y quimicas) dichos polimeros naturales, y de esa forma
contribuir a disminuir el progreso del cambio climatico en el mundo, desde
Sudamérica.

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO NANOTECNOLOGICO
EN SUDAMERICA

La nanotecnologia posee un mayusculo impacto en los procesos indus-
triales de los paises, y por consecuente, en el desarrollo econémico y social,
ya que permite la manipulacion de la materia a nano escala, lo que a la vez es
provechoso para mejorar los productos y los procesos de fabricacion. Asi
como permite la implementaciéon de nuevos mecanismos en la medicina, en
la disciplina que se denomina nanomedicina.

El desarrollo de nanocompuestos poliméricos biodegradables es una
opcion hacedera para la fabricacion de envases y bolsas que son bastante uti-
lizadas en la vida cotidiana.

Las empresas tradicionales pueden obtener un beneficio directo de la
nanotecnologia para mejorar su competitividad en los sectores tradicionales,
como el textil, el de construccion, el de industria quimica, etc., pues facilita
la optimizacion de los procesos productivos.

En el Mercosur es necesario promover la creacion de Programas de
Acceso a la nanotecnologia, que ayude a las empresas a introducirse a las
posibilidades que representa la nanomanipulacion.
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DESCRIPCION DE MATERIALES

Bentonita

La bentonita posee una importante implicancia industrial a causa de sus
propiedades fisico-quimicas, las cuales responden a distintas propiedades que
son tenidas en cuenta en la seleccion de la bentonita adecuada, y dichas
caracteristicas son:

« El tamafio de sus particulas (inferiores a 2 nm),

« Su morfologia laminar,

« Las sustituciones isomdrficas, que propician la presencia de carga en las
laminas con cationes débilmente ligados en el espacio interlaminar.

La bentonita empleada esta constituida principalmente por montmori-
llonita, la cual esta compuesta por capas estratificadas.

El analisis quimico de la bentonita empleado en la presente investigacion
posee la siguiente caracterizacion quimica:

Quimico  Porcentaje

SiO: 57
ALO:s 17,06
Fe:Os 5,20
Na:O 1,77
CaO 1,02
MgO 0,96

Compuesto de amonio cuaternario

El compuesto de amonio cuaternario consiste en una mezcla de cloruros
de alquil-dimetil-bencil-amonio de formula general:

CH:s

I
CHs (CH2), — N - CHz—@ + Ci
I

CHs

Gréfico |: Formula general del compuesto empleado para la modificacion de la organoarcilla
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El largo radical alquilico comprende los miembros pares de 12 hasta 18
atomos de carbono.

La modificacion del espacio intercapas de las organoarcillas consiste en el
intercambio cationico con iones de compuestos de amonio cuaternarios que
contienen alquil, pridil, fenil y bencil.

Los cationes cuaternarios de amonio son iones poliatdmicos, cargados
positivamente, de la estructura NR* +, y se encuentran constantemente car-
gados, independientemente del pH.

Acido lactico
El &cido lactico, también conocido por su nomenclatura técnica como
acido 2-hidroxi-propanoico o acido a--hidroxi-propanoico, es un compuesto
quimico que interviene en diversos procesos bioquimicos. Es un &cido car-
boxilico, con un grupo hidroxilo en el carbono adyacente al grupo carboxilo,
lo que lo convierte en un &cido a-hidroxilico (AHA) de férmula HsC-
CH(OH)-COOH (C:H:O:s).
El 4cido lactico es quiral, por lo que
O se pueden encontrar dos enantiémeros
(isdbmeros opticos). Uno es el dextrogiro
acido D-(-)-lactico o d-acido lactico (en
OH este caso, el acido (R)-lactico]]; el otro es
el levogiro acido L-(+)-lactico o I-acido
OH lactico (en este caso, acido (S)-lactico).
Para esta investigacion es utilizado el
acido L-(+)-lactico, que es el obtenido
por medio de la fermentacion del almidon.
La fermentacion del &cido lactico es
llevada a cabo por bacterias naturales,
cuya actividad se desarrolla en ausencia
de oxigeno -anaerobiosis-, y consiste en la
transformacion de los azUcares presentes .
en la fécula de mandioca en &cido lctico. “
La fecula* de la mandioca esempleada  G,46co 3: Representacion del
como sustrato en el proceso de fermenta-  acido lactico
cion para la obtencion del &cido lactico,

Grafico 2: Formula del acido lactico

1. El almidoén es un polisacérido de reserva alimenticia predominante en las plantas, constituido por
amilosa y amilopectina.
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teniendo en cuenta la amplia disponibilidad del mismo en el escenario
regional.

La cepa utilizada para la fermentacion del acido lactico es proveniente del
estado natural de la fécula de la mandioca y del agua.

La biotransformacion consiste en la utilizacion de un birreactor horizon-
tal, que procesa el almidén de mandioca, estando en el medio presente
(NH.):SO. como fuente de nitrogeno y CaCOs como regulador de pH para
ajustar el pH inicial a 6. Para la extraccion del acido de la materia sélida bio-
transformada se utiliza la técnica de centrifugacion.

Las condiciones de fermentacion son de 40°C durante 36 h. de forma
discontinua, con lo que se produce de 4,72 a 10,05 g I-1, y cuyo método
descripto especificamente se encuentra en el trabajo “Direct fermentative pro-
duction of lactic acid on cassava and other starch substrates”, de W. Xiaodong.

Acido polildctico

El &cido lactico o PLA es un polimero, biodegradable, termoplastico, y
poliéster alifatico procedente de la policondensacion del &cido lactico en pre-
sencia de un catalizador. El PLA tiene una cristalinidad del orden del 37%,
una temperatura de transicion vitrea entre 60-65 °C, una temperatura de
fusion entre 173-178° C, y un modulo de elasticidad entre 2.7-16 GPa.

_ El acido polilactico se puede procesar como

O la mayoria de los termoplasticos.

El PLA se utiliza actualmente en una serie
de aplicaciones biomédicas, asi como se lo
O/ utiliza como un bioplastico bastante Gtil para

el envasado de alimentos, la realizacion de
vajillas desechables, bolsas de abono, en
n Jp forma de fibras y productos textiles. Ademas
Grafico 4: Unidad estructura  POSEE bastante potencial de uso en tapiceria,

del 4cido polilactico toldos y productos desechables.
El PLAS es una alternativa sostenible a los
productos derivados de petroquimicos, ya que resulta de la fermentacion de
productos agricolas, y se degrada sencillamente en agua y 6xido de carbono.

METODOLOGIAY MARCO EXPERIMENTAL

Obtencion de la arcilla “Bentonita”

La bentonita sddica fue obtenida en grado comercial, considerando el
procesamiento previo de purificacion del mineral. El producto es procedente
de Argentina, y posee una superficie especifica? de 250 m?/g, y una capaci-
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dad de intercambio catidnico de 180 meq/100 g, lo que evidencia sus con-
diciones para ser empleada en el desarrollo de las nanoarcillas modificadas.

Una vez adquirida la bentonita, es almacenada en un receptaculo hermé-
tico para evitar el contacto con la humedad, conociendo su alta capacidad de
absorcion de agua.

Maodificacién de las organoarcillas

El mecanismo para la modificacion de las organoarcillas se encuentra
basado en dos investigaciones cientificas de Lee J. Y. y Nigam Vineeta, con-
sistente en el intercambio cationico. La formula ha sido adaptada a las nece-
sidades fisico-quimicas de la bentonita, y ha sido optimizada a los efectos de
disminuir los costos de produccion, haciendo mas accesible su futura aplica-
cion industrial. EI procedimiento expresado es el resultado de la optimiza-
cion realizada en el contexto de la presente investigacion.

El procedimiento consiste en la preparacion de 500 ml de una solucién
de 80% agua y 20% alcohol etilico en un vaso de precipitados, lo cual es pos-
teriormente calentado con un mechero Bunsen, hasta alcanzar una tempera-
tura de 60° C, lo que es monitoreado con un termometro.

Una vez que la solucion se encuentra preparada, es agregado 20 g de ben-
tonita sodica y procesada en un agitador magnético a 250 rpm por 1 horay
media.

Paralelamente es preparada en un vaso de precipitados una solucion de
200 ml de agua desmineralizada y 15 gramos del Cloruro de Benzalconio,
agitados manualmente hasta lograr una adecuada homogenizacién.

Una vez que termina el procesamiento de la bentonita, el resultante es
mezclado con la solucion de cloruro de Benzalconio manualmente, y es
luego introducido a un agitador magnético por 8 horas.

Para eliminar el agua sobrenadante y lavar las muestras, se prepara una
solucion de 100 ml de agua desmineralizada y 100 ml de alcohol etilico que
es agregado a la solucién de bentonita, que luego es centrifugada a 2000 rpm
durante 10 minutos. La solucién humeda resultante es secada en un horno a
180° C durante 5 minutos, buscando solamente la evaporacion de la mate-
ria liquida, evitando el contacto de las organoarcillas con temperaturas muy
elevadas por mucho tiempo. Las nanoarcillas modificadas son después deja-
das en reposo por 48 horas en un recipiente herméticamente cerrado.

2. La superficie especifica es el rea de la superficie externa sumado el area de la superficie interna
de las particulas que constituyen la arcilla.



Después las nanoarcillas modificadas son introducidas en un mortero
para triturarlas hasta lograr unos finos polvos. Dicho procedimiento es rea-
lizado para facilitar la disolucién de las organoarcillas en las soluciones de
acido polilactico, ya que su disposicion final en la matriz polimérica no esta
subordinada al tamafio de sus particulas resultante del pulverizado, sino que
a su capacidad de integrase al polimero, lo que depende de la estructura
natural de las organoarcillas y la modificacion con el cloruro de Benzalconio.

Produccién biotecnoldgica del dcido polildctico

Mediante policondensacién con un catalizador de cinc metalico es obte-
nido el &cido polilactico, empleando el &cido lctico.

Se emplean 500 ml de &cido L-lactico, producido a partir del almiddn de
la mandioca, dentro de un Erlenmeyer de 1 I.

Como catalizador de la policondensacion se utiliza 15 gramos de zinc
metalico puro, que es un compuesto organometalico.

Primeramente se trata de eliminar el agua de la solucién mediante la con-
densacion directa del acido lactico que es calentado gradualmente (15° C
por minuto) hasta llegar a los 180°C, disponiendo de un mechero Bunsen
para el efecto.

El vapor generado es condensado para posteriores verificaciones, asi como
para evitar la excesiva emision de vapores.

Al llegar a la temperatura de 180°C, es agregado el zinc metalico, el cual
es mezclado hasta lograr su total dispersion, y después se agregan los 20 g de
la nanoarcilla modificada disuelta en solvente de alcohol etilico, para lo que
se utiliza el agitador magnético por 2 minutos. Una vez agregado el cataliza-
dor, la solucion es nuevamente expuesta al calor del mechero de bunsen
durante 20 minutos a la temperatura citada, y posteriormente es reducida a
60 °C por un total de 8 horas.

Al culminar la policondensacion, la solucion es retirada del fuego, y es
almacenada en un modulo de metal para su enfriamiento natural por 10
horas, a temperatura ambiente, y presion atmosférica normal.

El liquido resultante de la condensacion es guardado en un recipiente
hermético.

Desarrollo del nanocompuesto — Mezcla de polimero con nanoarcilla

Se utilizan 15 g de nanoarcilla modificada y 200 g del polimero éacido
polilactico.
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La nanoarcilla es disuelta con disolvente organico, utilizando en éste caso
5 ml de alcohol etilico, que es mezclado manualmente con la nanoarcilla
hasta alcanzar una sustancia de aspecto gelatinoso, que es verificado por
microscopio para verificar que no se encuentren granos de tamarios conside-
rables.

Se funde el &cido polilactico, introduciendo la cantidad de 200 g en un
Erlenmeyer de 1 1, que es luego sometido al calor del mechero Bunsen, a
una temperatura de 120° C constantemente, hasta lograr la fundicion
homogénea del mismo.

Posteriormente es agregada, de forma paulatina, la nanoarcilla disuelta a
la solucion de &cido polilactico fundido, mezclando manualmente por
5 minutos. Después, el resultante, es procesado con una extrusora de doble
husillo.

El polimero nanoreforzado es materializado con la extrusora en forma de
cubos pequefios, que son mantenidos sobre una superficie metalica por 5
horas para permitir la estabilidad del polimero.

El tiempo de residencia ha sido calculado entre 3 y 5 minutos, siendo el
perfil de temperatura 120° C, permitiendo aumentar a los efectos de obser-
var mayores resultados, pudiendo llegar hasta los 195° C, y la velocidad de
giro de los husillos de 80 rpm.

El material extruido es luego inyectado utilizando una inyectora con
capacidad de cierre de 90 T, en un molde especial. Determinadas probetas
son tratadas térmicamente para aumentar los resultados.

Segun Kawai, en la investigacion “Crystallization and melting behavior of
poly (L-lactic acid)”, la velocidad de crecimiento de las esferulitas en el PLA
demuestra dos maximos en aproximadamente 100°C y 125°C, por lo que para
obtener un grado mayor de cristalinidad, el proceso es llevado a cabo a 120° C.

Andlisis de Fluorescencia de rayos X dispersiva en energia (FRXDE)

La espectroscopia de FRXDE es ampliamente usada en analisis cualita-
tivos y cuantitativos de muestras ambientales, geoldgicas, bioldgicas, indus-
triales, etc.

La FRXDE es empleada como un analisis quimico elemental, tanto cual-
itativo como cuantitativo, de los elementos comprendidos entre el Potasio al
Itrio (Lineas K) y del bario al uranio (Lineas L).

Se prepara una muestra de 10 g de nanoarcilla, que es enviada a la Uni-
versidad Nacional, a la Comisién Nacional de Energia Atémica, para la
realizacion del experimento.
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Resistencia mecanica

Se mide la resistencia mecanica del Acido polilactico Nanocompuesto
con nanoarcilla, entendiendo a “resistencia” como el elemento que define la
capacidad para resistir esfuerzos y fuerzas aplicadas al PLA sin que llegue a
romperse.

Se preparan probetas siguiendo la norma 1SO de nimero 527/1997, y se
realiza la experimentacion utilizando una maquina de ensayos universal, la
cual posee una célula de carga de 25kN.

Las condiciones del ensayo es la velocidad de movimiento de mordazas de
10mm/min, presion atmosférica normal y temperatura ambiente.

ANALISIS DE RESULTADOS

Obtencion de la arcilla “Bentonita”.

La arcilla conseguida presenta los caracteres especificos que son precisa-
dos para el trabajo, ya que presenta unos polvos bastantes reducidos, segun
se ha observado por medio del microscopio.

El principal filosilicato presente en la nanoarcilla es la montmorillonita,
que es un hidroxisilicato de magnesio y aluminio, y de formula quimica
(Al167Mo33)[(OH)2S12010] Naozs(H20)n.

Modificacion de las organoarcillas

La modificacion de las organoarcillas con la sal de amonio cuaternario
produce una nanoarcilla.

Las organoarcillas son nanoarcillas naturales por su condicion estructural,
aunque la modificacion es un proceso importante para mejorar los resulta-
dos en la interaccion nanoarcilla-acido poliléctico.

Los silicatos intercalados o estratificados, son los nanoelementos inorga-
nicos empleados para la preparacion de los nanocompuestos de arcilla, ya
que su estructura cristalina consiste en dos capas bimensionales, en la cual
una lamina octaédrica central se encuentra unida por los extremos a dos
tetraedro externos de silice, de forma que los iones oxigeno también perte-
necen a las Idminas del tetraedro. El espesor de la capa es de aproximada-
mente 1nm, y las dimensiones laterales de dichas capas varian desde 30nm a
varias micras.

Las capas se organizan formando apilamientos con un espaciado regular
entre ellas conocido como intercapas o galerias como es representado en el
siguiente grafico:
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Grafico 5: Estructura de los filosilicatos

El amonio cuaternario es usado como catalizador de transferencia de fase
para aumentar la solubilidad de los compuestos en solventes organicos, faci-
litando el uso de las nanoarcillas en matrices poliméricas.

El amonio cuaternario empleado para la modificacion de las organoarci-
llas naturales es el cloruro de Benzalconio.

Es sabido que los cationes de metal alcalino presentes en la estructura de
la bentonita se sustituyen facilmente por cationes organicos de amonio, fun-
cionalizando la superficie del aluminosilicato.

El intercambio de cationes inorganicos por iones de amonio organicos
permite al filosilicato hidrofilico que sea mayormente organofilico, y conse-
cuentemente, mas compatible con el acido polilactico, que es un polimero
organico. Aunque también tiene un efecto en el aumento de la separacion
entre laminas, facilitando de ese modo el ingreso del polimero.

Para el desarrollo de las nanoarcillas es sumamente importante la capaci-
dad de intercambio cationico (CIC), que es una propiedad que hace refe-
rencia a la capacidad de cambiar los iones fijados en la superficie exterior de
la arcilla o en los espacios interlaminares. La CIC se define como la suma de
todos los cationes de cambio que un mineral puede absorber, y es equiva-
lente a la medida del total de cargas negativas del mineral.

La bentonita es una nanoarcilla natural, teniendo en cuenta su composi-
cion estructural, aunque sus caracteristicas hidrofilicas no permiten una inte-
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raccion adecuada con el polimero, ademas de que las lAminas de arcilla se
atraen por las fuerzas electrostaticas de los cationes, por lo que para obtener
una dispersion de silicatos en el acido lactico, es sumamente necesaria la uti-
lizacion de agentes de acoplamiento, que son fundamentalmente moléculas
establecidas por una funcion hidrofilica y otra organofilica, lo cual es logrado
con una reaccion de intercambio con surfactantes cationicos, empleando en
esta investigacion el cloruro de Benzalconio.

Produccion biotecnoldgica del dcido polildctico

El &cido lactico, al ser pilicondensado y catalizado con el zinc metélico de
alta pureza, produce el acido polilactico.

En el grafico 6 puede observarse el proceso de transformacién del acido
lactico a &cido polilactico, que ya es un polimero.

Desarrollo del nanocompuesto — Mezcla de polimero con nanoarcilla
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Grafico 6: De dimero ciclico del acido lactico a acido polilactico

La intercalacion del polimero y la nanoarcillas por mezclado fisico es rea-
lizada con la matriz polimérica en estado fundido, con lo que se logra que las
superficies de las laminas sean compatibles con el acido polilactico, ya que el
polimero puede ingresar dentro del espacio entre las [dminas y constituir un
nanocompuesto exfoliado o intercalado.

Lo interesante de este método es que demuestra la facilidad de utilizar la
nanoarcilla en distintas formulaciones de polimeros, ya que no es necesaria
su adicion en el proceso de constitucion de los mondmeros, sino que es acce-
sible fundir el 4cido polilactico, y agregar después la nanoarcilla, que se
encuentra disuelta con un disolvente de alcohol etilico.

La utilizacion del disolvente con la nanoarcilla modificada genera una
sustancia gelatinosa, que es mas sencilla de integrar al polimero.

La integracion de la nanoarcilla con el polimero es ilustrada en el grafico 7.

Es posible obtener tres tipos de compuestos utilizando el acido polilactico
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y la arcilla cuando se asocian. El resultante depende de la miscibilidad de los
componentes, de tanto la arcilla, la matriz polimérica y el cation organico.

Mezclado fisico (extrusion)

Nanoarcilla

Polimero
Exfoliacion

Alto grado de cizalladura

Grafico 7: Proceso de intercalacion

Si el polimero no se intercala entre las placas de la nanoarcilla, se obtiene
un compuesto de dos fases, como lo ilustra la siguiente imagen:

> Mancarcilla

Fases separadas

Ademas existen otros dos tipos de nanocompuestos. Pocas cadenas del
polimero son intercaladas entre las laminas de la arcilla lo que genera una
morfologia ordenada, alternando cadenas de acido polilactico y laminas
inorganicas, tal como se expresa en la subsecuente ilustracion:

Polimero

> MWanoaroilla

Interealada
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Las laminas que son total y
. peimere  UNIformemente dispersadas en
) ~la matriz polimérica, poseen
w0 e ynaestructura exfoliada, como
lo indica esta imagen:

La extrusion es un procedi-
miento bastante empleado para
la formacion de materiales plasticos, ya que asegura la plastificacién del
material, y el mezclado del polimero con la nanoarcilla.

La utilizacion de una extrusora de doble husillo permite elevar el nivel de
cizalladura que mejora la intercalacion del polimero entre las placas de arcilla.

Al culminar el proceso, el acido polilactico se presenta en forma de gra-
nulos, que se enfrian naturalmente, y después se almacenan.

Exfoliadn

Andlisis de Fluorescencia de rayos X dispersiva en energia (FRXDE)

El analisis de fluorescencia de rayos X dispersiva en energia demuestra la
existencia de los elementos comunes de la montmorillonita, tales como Na,
Ca, Al, Mg, Si, entre otros.

El analisis es de caracter cualitativo, por lo que se trata de una caracteri-
zacion primaria, a nivel nuclear.

Resistencia mecanica

Los ensayos a nivel de traccion han verificado las propiedades mecanicas
bésicas del polimero nanocompuesto con relacion a un polimero sin agrega-
dos.

Las probetas de &cido polilactico con adicidn de organoarcillas evidencia-
ron que tienen una resistencia mayor al 25% (en promedio general) con res-
pecto al acido polilactico sin nanoarcillas.

Se obtienen nanocompuestos de estructura mixta, que se enmarcan en las
regulaciones internacionales, por lo que se verifica que las interacciones entre
el polimero - i6n modificador y superficie de arcilla-ion modificador son
positivas, y estan en el rango necesario para considerar a las nanoarcillas
como opciones para las matrices poliméricas, otorgando mayor resistencia a
la traccion.

Segun la bibliografia, ademas las nanoarcillas aumentan la resistencia a la
humedad de los materiales poliméricos, asi como transfieren un determi-
nado porcentaje de capacidad ignifuga, sin comprometer la termoplasticidad
propia de los mismos.
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APLICACION INDUSTRIAL

Perspectivas de industrializacion en el Mercosur

Los procesos involucrados en la realizacion de la organoarcilla son bas-
tante simples, y han sido optimizados para su futura industrializacion, por lo
que se ha buscado con esta investigacion la utilizacion de materias primas
existentes en la region.

La bentonita se encuentra en bastantes paises sudamericanos, entre los
que resaltan Argentina, Chile y Brasil, con lo que se dibuja un buen hori-
zonte de aplicacion directa de los mecanismos expresados para la modifica-
cion de la organoarcilla.

El acido lactico, que es un derivado de la fermentacion de recursos como
la fécula de la mandioca, posee distintas formas de polimerizacion, en esta
investigacion se ha empleado la policondensacion considerando su accesibi-
lidad, aunque a nivel industrial también se pueden aplicar otros métodos
mas productivos.

Es posible industrializar la realizacion del polimero biodegradable nano-
compuesto, o solamente la modificacion de la bentonita para su transforma-
cion en nanoarcilla para su empleo en otras matrices poliméricas.

Impacto social y ambiental

El polimero biodegradable nanocompuesto es un material que puede sus-
tituir a otros derivados del petroleo, los cuales causan bastantes detrimentos
al medio ambiente, y ante la necesidad de plantear acciones estratégicas en
beneficio a frenar el cambio climatico, representando la opcion del acido
polilactico nanocompuesto con 7,5% de nanoarcilla una contribucion rele-
vante, pues esta constituido por materia prima natural, abundante en paises
del Mercosur, y regenerables en el caso de la fécula de la mandioca.

La aplicacion directa del polimero nanocompuesto es en la realizacion de
bolsas biodegradables.

CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

La bentonita, cuyas particulas son inferiores a 2 nm, se encuentra com-
puesta principalmente por montmorillonita, y es una organoarcilla natural,
que al ser modificada con la presencia de un surfactante, genera una nanoar-
cilla adecuada para su incorporacién a matrices poliméricas biodegradables.

En la investigacién se ha comprobado que el proceso de modificacion
consiste en procesar la bentonita sédica en una solucion de agua desminera-
lizaday alcohol etilico, la cual es calentada hasta alcanzar una temperatura de
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60° C, y es posteriormente sometida a un agitador magnético a 250 rpm por
1 hora y media. Después es agregado un compuesto de amonio cuaternario,
que es previamente desleido en agua mineral. La solucion es sometida a un
agitador magnético por 8 horas. El resultante es lavado con agua desminera-
lizada y alcohol etilico, que son agregados a la solucién de bentonita. Luego
la solucion es centrifugada a 2000 rpm durante 10 minutos para la separa-
cion de las nanoarcillas de los disolventes. La solucion himeda resultante es
secada en un horno a 180°C durante 5 minutos, después las nanoarcillas son
almacenadas herméticamente.

El amonio cuaternario es usado como catalizador de transferencia de fase
para aumentar la solubilidad de los compuestos en solventes organicos, faci-
litando el uso de las nanoarcillas en matrices poliméricas. El intercambio de
cationes inorganicos por iones de amonio organicos permite al filosilicato
hidrofilico que sea mayormente organofilico, y consecuentemente, mas
compatible con el &cido polilactico, que es un polimero organico.

El &cido lactico, que es sintetizado por medio de la fermentacion del
almidon llevado a cabo por bacterias naturales, al ser pilicondensado y cata-
lizado con el zinc metélico de alta pureza, produce el &cido polilactico, que
es un polimero biodegradable, termoplastico, y poliéster alifatico natural.

La intercalacion del polimero y la nanoarcillas por mezclado fisico es rea-
lizada con la matriz polimérica en estado fundido, con lo que se logra que las
superficies de las laminas sean compatibles con el acido polilactico, ya que el
polimero puede ingresar dentro del espacio entre las lAminas y constituir un
nanocompuesto exfoliado o intercalado, con la adicion de 7,5 % de nanoar-
cillas con relacion a la cantidad de polimero biodegradable.

En cuanto a la caracterizacion mecéanica, las probetas de acido polilactico
con adicion de nanoarcillas evidenciaron que poseen una resistencia mayor
al 25% (en promedio general) con respecto al acido polilactico sin nanoarcillas.
El &cido polilactico puede ser empleado como materia prima para la fabricacion
de bolsas y envases de mucha demanda a nivel social, preservando su biode-
gradabilidad, por lo que la optimizacion de sus capacidades es trascendental
para aumentar su aplicacion como sustituyente de los derivados del petréleo.

La nanoarcilla presenta un campo de aplicacion muy extenso, y por su
condicién de producto natural y abundante en el Mercosur, es una iniciativa
conveniente para el desarrollo de nanocompuestos que optimicen las carac-
teristicas de resistencia, absorcion de humedad y capacidad ignifuga de los
polimeros biodegradables, contribuyendo a la vez con el medio ambiente, ya
que viabiliza el mejoramiento de las tecnologias verdes.
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PONTOS QUANTICOS DE CDTE/CDS:
UMA NOVA FERRAMENTA BIOFOTONICA
NA INVESTIGACAO DE ANTIGENOS
ERITROCITARIOS

RESUMO

Pontos quanticos, ou quantum dots (QDs), sdo nanocristais de semicon-
dutores que constituem uma nova classe de marcadores fluorescentes. Com-
parados aos corantes organicos, os QDs apresentam uma excepcional
resisténcia a fotodegradacéo e alta intensidade de fluorescéncia. Os QDs
podem ser aplicados em técnicas e metodologias inovadoras, que comple-
mentam as analises moleculares para contribuir em uma maior eficiéncia nos
exames imunohematoldgicos. Nos eritrocitos ha cerca de 207 antigenos
associados a 30 grupos sanguineos. A correta fenotipagem destes antigenos é
importante para transfusdo sanguinea e transplante de érgdos. Além disso, 0s
QDs ainda podem ajudar a mapear e investigar a distribuicdo espacial dos
antigenos nas células sanguineas. Neste trabalho, objetivou-se utilizar QDs
de CdTe/CdS funcionalizados com (&cido mercaptopropiénico) AMP, bio-
conjugados ao anticorpo anti-A, para imunomarcagao de antigenos eritroci-
tarios A*. Ap6s ajuste do pH da suspenséo, os QDs foram bioconjugados ao
anti-A a temperatura ambiente e incubados com os eritrécitos A" e O". As
analises foram feitas por microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo,
e a caracterizacdo Optica dos QDs foi obtida, por espectros de absorcéo e
emissao, ja a estrutural, por Difracdo de Raio X e Microscopia Eletrdnica de
Transmissdo. A bioconjugacdo foi confirmada por fluoroimunoensaio em
placas ELISA. Os espectros de emisséo e de absorgdo apresentaram o mesmo
perfil antes e ap0s a bioconjugacéo e os anticorpos continuaram funcionais.
A citometria identificou 35% dos eritrocitos A* marcados, enquanto os eri-
trécitos O" (controle) ndo apresentaram marcagdo, confirmando os resulta-
dos obtidos na microscopia. As caracterizagOes estruturais confirmaram o
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tamanho nanomeétrico e a estrutura cristalina desses nanocristais. Os QDs
podem ser bioconjugados com outros anticorpos e podem tornar-se uma fer-
ramenta precisa, de baixo custo para utilizagdo como marcador fluorescente
em imunodiagnésticos nos bancos de sangue auxiliando e agilizando as
transfusdes sanguineas.

I.INTRODUCAO

Desde o aparecimento do microscopio, por volta de 1500, grandes avan-
¢os na area biomédica estdo associados com a capacidade de se obter e
melhorar imagens. Dentre as microscopias mais utilizadas atualmente estéd a
microscopia por fluorescéncia, que tem como principal vantagem a sua alta
intensidade permitindo a aquisi¢do de imagens praticamente em tempo real.
Sua especificidade (bio)quimica advém da afinidade existente entre marca-
dores fluorescentes e as macromoléculas no objeto de estudo. Na maioria dos
casos, esses marcadores fluorescentes sdo corantes organicos citotoxicos que
sofrem réapida fotodegradacdo. Além da microscopia, existem outras técnicas
importantes na area biomédica, as quais também utilizam marcadores
fluorescentes, entre elas estéo a citometria de fluxo e os ensaios de imuno-
fluorescéncia.

Novos métodos de analise envolvendo nanocristais fluorescentes de semi-
condutores (pontos quanticos ou quantum dots -QDs) como marcadores
vém cada vez mais sendo utilizados em Ciéncias da Vida. 1sso ocorre devido
ao fato dos QDs apresentarem consideraveis vantagens em relagdo aos mar-
cadores convencionais (principalmente os corantes organicos) de marcacdo
celular e diagndstico, tais como: (1) um unico laser pode excitar a lumines-
céncia das nanoparticulas, que podem emitir em diferentes regides do espec-
tro variando-se apenas o tamanho da particula (moléculas orgénicas exigem
mais de uma fonte de luz de excitacéo) — (2) baixa citotoxidade — (3) o efeito
de fotodegradagdo da luminescéncia é cerca de 100 vezes menor nos QDs
do que nos corantes organicos (isso permite que amostras sejam expostas
a luz, as imagens sejam obtidas com maior intensidade de luminescéncia e
que estudos de processos em fungéo do tempo possam ser realizados) — (4) o
material bioldgico a ser analisado ndo necessita fixacdo, podendo ser mar-
cado em cultura, por exemplo, e (5) os QDs sdo eletrodensos, permitindo
localizagdo sub-celular das nanoparticulas por microscopia eletrénica de
transmissdo (SUKHANOVA, 2008; MEDINTZ, 2005, MICHALET,
2005).
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Os QDs sdo nanoparticulas de escala nanométrica tendo didmetros na
ordem de 1 a 10 nm (nandmetros) (1 nm = 10 m). Estes sdo constituidos
de poucas centenas a poucos milhares de atomos, exibindo propriedades
Opticas que sdo marcadamente diferentes quando comparadas as dos
mesmos cristais em escala macroscopica “bulk’” (SANTOS, 2008; MICHA-
LET, 2008). Os QDs podem ser feitos de varios tipos de materiais semicon-
dutores e sdo referidos como sendo nanocristais dos tipos: Il -VI, 111 -V ou
IV -VI, baseado em combinagdo de elementos pertencentes aos grupos da
tabela periddica (SUKHANOVA, 2008). Por exemplo, nanocristais de CdTe
(Telureto de Cadmio), onde o Cadmio é pertencente ao grupo Il e o Teldrio
ao grupo VI da tabela periddica dos elementos quimicos.

Quando recebem energia externa, por meio de fotons de radiacéo eletro-
magnética, por exemplo, os elétrons da banda de valéncia (BV), a qual apre-
senta menor energia, passam para a banda de conducdo (BC), de maior
energia, gerando um par elétron-buraco, também chamado de éxciton, assim
como mostra a Figura 1.

Banda de conducao

+
Figura | — Esquema de formacdo de um éxciton, h
representa o buraco gerado na banda de valéncia, pela
\ / excitacdo do elétron e e hv a energia de um féton exci-
S

tando a amostra, onde; E = hv. ( Fonte: CHAVES, 2006).

— —~ éxciton
hv/ h+\ A recombinagéo dos elétrons excitados na
BC com os buracos na BV da origem a emis-
Banda de Valéncia sd0 caracteristica destes materiais tanto em

regime macroscopico quanto nanoestruturados. Porém, neste dltimo regime
de tamanho, os elétrons e buracos sofrem um forte confinamento quéantico,
modificando as propriedades Opticas desses materiais.

Quando a particula esta sob efeito de confinamento quéantico, em trés
dimensdes, é chamada de quantum dot e controlando-se o tamanho desta,
pode-se conseguir a sintonizagdo do comprimento de onda de emiss&o. Isto
ocorre devido ao fato de que as diferencas entre os estados energéticos da BV
e da BC (Energia do band gap ou Eg) variam de acordo com o tamanho da
nanoparticula para um mesmo material. Assim, quanto menor a particula de
um dado semicondutor, maior a diferenca de energia entre os estados da BV
e BC, ou seja, maior a Eg (Figura 2). Desta forma, particulas menores tendem
a emitir em regides proximas ao azul, enquanto as maiores devem apresentar
luminescéncia em regides mais proximas ao vermelho (CHAVES, 2006).
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Figura 2 — Reduc¢do do tamanho de particulas semicondutoras dentro do regime de confina-
mento qua ntico comparando os quantum dots ao bulk (cristal macroscépico) do mesmo mate-
rial (CHAVES, 2006).

Portanto, essas novas caracteristicas, que materiais (ja bem conhecidos na
escala macroscopica) adquirem quando escalonados nanometricamente, é
que os fazem ter grande potencial de aplicacbes em diferentes areas da pes-
quisa desde a microeletrénica as Ciéncias da Vida. Isso se deve principal-
mente as novas propriedades Opticas que sdo alcancadas controlando o
tamanho desses nanomateriais (SANTOS, 2008).

Foi publicado em 1982 por Henglein e colaboradores um dos primeiros
trabalhos sobre sintese e caracterizacdes opticas de QDs de Sulfeto de
Cadmio (CdS) e co-colbides de Sulfeto de Cadmio e Zinco (CdS-ZnS)
(HENGLEIN, 1982). No entanto, somente em 1998 € que surgem os pri-
meiros trabalhos nos quais essa classe de material comeca a ser utilizada para
fins de marcacdo em sistemas bioldgicos (ALIVISATOS, 1998; CHAN,
1998). A partir desse momento, um grande namero de aplicacdes vem sur-
gindo, essas aplicagdes vao desde o diagnostico dptico (FARIAS, 2006) até o
estudo de difusdo de receptores de membrana neuronal (DAHAN, 2003).

Para um bom desempenho como marcadores (e competicdo comercial
com os corantes), os QDs tém sido sintetizados com o objetivo de otimizar
a sua luminescéncia e sua estabilidade quimica em meio aquoso. A reducéo
do volume da particula resulta num aumento da relacdo area/volume, no
entanto a elevada area superficial aumenta a contribuicdo dos defeitos de
superficie dos nanocristais (d&tomos da superficie do cristal que tém ligages
ndo compartilhadas) resultando no decréscimo da eficiéncia da emissdo de
luz pelas nanoparticulas. 1sso ocorre devido aos defeitos que levam a forma-
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¢do de niveis intermediérios entre a banda de valéncia e a banda de condu-
¢éo, e ao invés do elétron ir diretamente da banda de conducéo para a banda
de valéncia, ele vai perdendo energia aos poucos nesses niveis intermediarios,
levando a uma baixa eficiéncia de luminescéncia. Uma maneira de contornar
esses problemas é crescer uma “casca” (camada de passivacdo) de umas
poucas camadas de atomos de um material com um Eg maior que o “caroco”
(nucleo da nanoparticula). Esse processo da formacdo da “casca” é denomi-
nado passivacdo e as particulas resultantes apresentam uma estrutura fisica
do tipo core/shell (carogo/casca). Estes processos resultam numa nanoestru-
tura complexa composta de varias camadas, como pode ser visto na Figura 3,
onde: 0 nucleo é o coragdo da nanoparticula (NP) e determina sua emissao,
a camada de passivacdo determina a intensidade da emissao e a fotoestabi-
lidade e, por fim, a camada organica, funcionalizante, mais externa, deter-
mina a sua estabilidade quimica e o grau de funcionalidade em relacéo a
marcacdo do sistema biologico de interesse. Podem ser efetuadas também,
funcionalizagcdes mais complexas com substancias presentes nos sistemas
bioldgicos, chamadas de bioconjugacbes, como por exemplo, albumina e
imunoglobulinas.

Funcionalizante
(PEG, GLUT, etc)

Camada de Passiva¢ao /}{ /

oMot Biomolécula

)j) g \II:'{‘ (Acucar, DNA, Proteina,

Anticorpos, etc)

Figura 3 — Esquema de um nanocristal de semicondutor (QD) funcionalizado quimicamente
para sua utilizagdo como marcadores, onde NP é o nicleo do nanocristal.
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Este fato possibilita, por exemplo, a marcagdo de antigenos especificos,
como os do sistema ABO utilizando-se QDs bioconjugados a anticorpos ou
imunoglobulinas (Figura 4). Outro tipo de QD, o CdS/Cd(OH)2, por
exemplo, ja foi aplicado no estudo de antigenos eritrocitarios (FARIAS,
2005; LIRA, 2010).

Anticorpo Anti-A

Monoclonal
Q\ CdS !z, Antigeno A
/ E CoTe E /
oS ./-<° (
Antcorpo Anti-A
CdTe
/
AMP

Membrana dos Eritrocitos

Figura 4 — Esquerda: esquema mostrando a bioconjugacio especifica de QDs de CdTe/CdS -
AMP com anticorpo anti-A. Direita: QDs de CdTe/CdS com anticorpo anti-A interagindo
com a membrana de eritrécitos que contém antigeno A. (Adaptado de FARIAS, 2005).

Nos eritrocitos ha aproximadamente 308 antigenos, onde cerca de 207
deles estdo associados a 30 grupos sanguineos. A técnica mais usualmente
empregada para a imunofenotipagem de alguns desses antigenos é normal-
mente baseada em rea¢des de hemoaglutinacéo utilizando anticorpos. Esses
antigenos sdo importantes, pois sua classificacao é pré-requisito para transfu-
sOes sanguineas, e até mesmo para transplantes de 6rgéos devido a distribui-
¢do destes antigenos em varias células do corpo. Transfusdes de sangue, com
antigenos diferentes aos dos pacientes, podem levar a sérias reagdes imuno-
l6gicas chamadas de incidentes transfusionais, que sdo agravos ocorridos
durante ou apds a transfusdo sanguinea, podendo levar até mesmo o paciente
a 6bito (LUDWIG; ZILLY, 2007).

Apesar dos anticorpos monoclonais anti-A e/ou anti-B reconhecerem e
aglutinarem a maioria dos grupos do sistema ABO, a determinacéo daqueles
que apresentam baixa expressdo de antigenos ¢ laboratorialmente trabalhosa,
tendo que algumas vezes utilizar protocolos com varias etapas e também bio-
logia molecular. Além disso, nos subgrupos ou variantes, ha uma distin¢éo
na quantidade e possivelmente no padrdo de distribuicdo de antigenos A, B
ou O (H) nos eritrocitos, sendo que o grupo A é 0 que apresenta a maior
variacdo de subgrupos (A2*, A2B", ...) (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003).
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Por essas razoes, as metodologias alternativas, que possam ser estendidas
para varios subgrupos sanguineos e que auxiliem as técnicas de biologia
molecular, estardo sempre em foco para determinar expressoes desses antige-
nos eritrocitarios e minimizar os erros transfusionais. Técnicas baseadas em
fluorescéncia (tais como a citometria e microscopia de fluorescéncia, nor-
malmente disponiveis no banco de sangue) tém demonstrado serem ferra-
mentas Uteis para esta finalidade por possibilitar a analise de padroes e perfis
de intensidade caracteristicos de tipos celulares marcados com fluoréforos.
Estas sdo entdo algumas das motivacOes para a realizacdo deste trabalho que
une a sensibilidade de deteccédo da fluorescéncia com as vantagens fotofisicas
dos pontos quanticos bioconjugados ao anticorpo anti-A para investigacdo
de antigenos eritrocitarios.

2. OBJETIVOS
Dentro do contexto apresentado na Introducéo, o presente trabalho tem
0s seguintes objetivos:

2.1. OBJETIVO GERAL

Imunomarcacdo de antigenos eritrocitarios do tipo A com pontos
quanticos do tipo CdTe/CdS estabilizados e funcionalizados com &cido mer-
captopropidnico (AMP) e bioconjugados aos anticorpos anti-A para imuno-
fenotipagem do sistema ABO usando microscopia de fluorescéncia, além da
quantificacdo por citometria de fluxo como metodologias de avaliacéo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Sintetizar e caracterizar opticamente e estruturalmente os nanocristais;

« Bioconjugar os nanocristais ao anticorpo anti-A;

 Confirmar a bioconjugacdo dos nanocristais ao anticorpo anti-A por
fluoroimunoensaio;

» Caracterizar opticamente os bioconjugados;

 Imunomarcar os eritrocitos do tipo A;

« Usar a microscopia de fluorescéncia para avaliar qualitativamente a imu-
nomarcacdo do bioconjugado aos eritrécitos;

* Quantificar as células marcadas por citometria de fluxo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.SINTESE, PASSIVACAO E FUNCIONALIZACAO DOS QDS DE CDTE/CDS

Os QDs foram sintetizados em meio aquoso utilizando como precurso-
res para formacgao das nanoparticulas o Cd(ClO.). (Perclorato de Cadmio) e
o (Te®) Teldrio reduzido. A reacéo se procede na presenca de AMP (4cido
mercaptopropidnico), o qual é o agente estabilizante da reacdo. Para prepa-
racdo das nanoparticulas 0 Cd(ClO.): foi misturado com o AMP e poste-
riormente pH foi ajustado para 10,5. Esse sistema se manteve em atmosfera
inerte de Argdnio. Uma nova solucdo aquosa, contendo ions Te2reduzidos
atraves do Boridreto de Sodio (NaBH.) a partir do Teldrio metalico (Te?)
foram adicionados ficando, entéo, todo sistema sob refluxo a 95° C. Além de
estabilizante, AMP também age como funcionalizante dessas nanoestruturas
e a proporcdo molar utilizada para a sintese foi: Cd:Te:AMP = 2:1:2,4
(LIRA, 2010; MENEZES, 2005). As etapas desta sintese podem ser obser-
vadas na Figura 5, a qual resulta em nanoparticulas de CdTe passivadas com
CdS e funcionalizadas com o0 AMP.

5 NaBH4 > 5

Te° + H.0 Na-Te-Te-Na (aq)

-+

—o

Cd: + AMP CdTe

QD Nucleo

O Enxofre
© Cadmio
Camada de O Telurio

Passivacao

Figura 5 - Esquema da sintese do CdTe/CdS.
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3.2. CARACTERIZACAO OPTICA E ESTRUTURAL DOS QDS:

Apos as etapas descritas acima, fez-se, entdo, a caracterizagdo Optica dos
QDs utilizando espectroscopia eletrénica de absorgéo e emissao das amostras
descritas. Essa caracterizacdo é importante para se avaliar a qualidade Optica
dos QDs bem como para saber em que comprimento de onda esta sua fluo-
rescéncia para utilizacdo na marcagdo dos sistemas bioldgicos de interesse,
além da escolha dos equipamentos para analise, 0s quais devem conter os fil-
tros correspondentes aos comprimentos de onda da emissdo e/ou excitacao.
As medidas para caracterizagdo Optica das nanoparticulas foram realizadas
utilizando o instrumento UV/VIS Spectrophotometer, Perkin-Elmer modelo
Lambdas, e o espectrofotdmetro Ocean Optics modelo HR4000 utilizando a
agua ultra pura como referéncia.

A caracterizacdo estrutural foi feita por meio da analise da difracdo do
Raio X em p6 (DRX). Os difratogramas foram realizados no difratdmetro da
Siemens Nixford D5000 digital (com biblioteca cristalografica), com radiacao
incidente K (Cu) = 1,542 A, voltagem de 40 KV e corrente de 40 mV. A pre-
paracdo da amostra se procedeu com a precipitacdo dos nanocristais utili-
zando isopropanol com o auxilio da centrifugagdo, e posteriormente o
precipitado foi colocado na parte fosca de uma Iamina de microscopia dei-
xando-se secar lentamente.

3.3.BIOCONJUGAGCAO DO CDTE/CDS -AMP COM O ANTI-A E MAR-

CACAO DE HEMACIAS COM OS NANOCRISTAIS BIOCONJUGADOS

Os QDs de CdTe/CdS funcionalizados com AMP, apds o ajuste do pH
para o fisiolégico foram incubados com o anticorpo monoclonal anti-A
(DiaMed — Minas Gerais — Brasil), por 2 horas a temperatura ambiente, para
ocorrer a bioconjugacao por processo de adsorcdo. As hemacias “A” e “O”,
obtidas do banco de sangue, foram suspensas a 5% em solucdo fisioldgica
0,9%. Para a marcacio das hemécias incubou-se os QDs bioconjugados com
as hemacias suspensas por 1 horaa 37° C. As hemacias “O” foram o controle
negativo do experimento por nao possuirem “antigenos A” em sua mem-
brana, ndo havendo, portanto possibilidade de marcagdo via Anti-A. E
importante ressaltar que os anticorpos utilizados nos experimentos sdo 0s
mesmos utilizados nos bancos de sangue para identificagdo dos tipos sangui-
neos por hemoaglutinacéo.

Este trabalho esta vinculado ao projeto de pesquisa aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do HEMOPE com Parecer final N°003/09 homolo-
gado e APROVADO em reunido do mesmo comité no dia 04/03/2009, em
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cumprimento aos dispositivos da resolugdo 196/96 e complementares do
CNS -MS (Conselho Nacional de Satde do Ministério da Saude - Brasil).

As células foram analisadas no microscopio de fluorescéncia confocal
(equipamento da Leica SPII-AOBS), ja a citometria foi feita no equipa-
mento FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). O software
utilizado para o tratamento dos dados citométricos foi o Cell Pro (Cell
Quest " Software, Becton Dickinson immunocytometry system, San Jose, CA,
USA). As andlises foram realizadas com aquisi¢do de 10.000 eventos por
segundo. Na Figura 6 (A) pode ser identificado um gréafico citométrico (cito-
grama ou dot plot) caracterizando as populacdes celulares com ou sem fluo-
rescéncia (quadrante negativo) e a Figura 6 (B) a separacdo dos filtros de
emissao dependendo do comprimento de onda.
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Figura 6 — Em (A) dot plots mostrando em seus quatro quadrantes a positividade e negativi-
dade de marcacdo para dois antigenos celulares em filtros FL1 e FL2 (verde e laranja, respecti-
vamente) (GIVAN, 2001, adaptada); e em (B) representacdo dos filtros de emissdo do
citometro dependentes do comprimento de onda. (Adaptado de SALES-NETO, 2009).

Apesar do alto custo e da necessidade de técnicos especializados para rea-
lizacdo da avaliagdo citofluorométrica, esta técnica tem sido aplicada em
diversos projetos cientificos relacionados a analises no Brasil (NAKAGE,
2005) e é padrdo ouro para diversas reagcGes imunofenotipicas como, por
exemplo, para investigacdo de subtipos de leucemia mieldide aguda utili-
zando corantes organicos associados a anticorpos especificos. Em adicdo, a
citometria permite um rastreamento rapido de um grande nimero de célu-
las, e por esta técnica, um namero pequeno de células defeituosas pode
ser detectado entre um grande numero de células normais (GUILHERME,
2008).
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3.4. FLUOROIMUNOENSAIO

Como a funcionalizacdo e bioconjugacdo adequadas dos QDs com molé-
culas orgénicas ainda se constitui um desafio, a bioconjugacéao foi confir-
mada por experiéncias inovadoras realizadas por fluoroimunoensaio em
placas da Optiplate F HB, pretas, de poliestireno, com 96 pogos da PerkinEl-
mer, as mesmas utilizadas para o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), onde as proteinas tem afinidade pelo poliestireno e ficam aderidas a
placa apds incubagdo por 2 horas a 37° C.

As amostras utilizadas foram separadas nos seguintes sistemas: (1) anti-
corpo anti-A diluido em salina na mesma proporgao utilizada no bioconju-
gado sendo, portanto, o controle; (2) QD diluido em &gua ultra pura ap6s o
ajuste do pH (controle); e (3) como amostra teste utilizando o bioconjugado
QD/anti-A. Os experimentos foram realizados em triplicata para confirma-
¢do dos resultados e ap6s sucessivas lavagens a leitura foi feita no equipa-
mento Wallac 1420 com o software VICTOR ?HR4000.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. CARACTERIZACAO OPTICA DOS QDS

As suspensdes foram analisadas por espectroscopia de absorcéo eletronica
na regido do ultravioleta-visivel. Atraves desta técnica podemos verificar a
qualidade das suspensdes coloidais com relagdo a sua homogeneidade e esti-
mar o didmetro dos nanocristais suspensos.

A Figura 7 mostra o padrdo de absorcdo e emissdo da suspensdo de
CdTe/CdS -AMP em meio aquoso. Tomando como base o primeiro
maximo de absor¢do em 470 nm, essas nanoparticulas apresentam aproxi-
madamente um diametro de 2,3 nm (ROGHACH, 2007) e, além disso,
podemaos estimar o nimero de particulas para esses QDs. Através desta meto-
dologia sintética foi estimada uma concentragéo de aproximadamente 10%
particulas/ml, dados obtidos a partir da formula da concentracéo (YU, 2003).
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0.2 1000 absorcdo e emissdo de
nanoparticulas de
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i Figura 8 — Suspensdo de QDs de CdTe/CdS. A amostra recém sinteti-
. zada excitada por luz ultravioleta em comprimento de onda de 365 nm.

Apos a etapa de bioconjugagdo dos nanocristais de CdTe/CdS -AMP com
0 anticorpo monoclonal anti-A, observa-se que 0s espectros de emissdo e
absorcédo (Figura 9) mostram-se similares aos da amostra antes da bioconju-
gacdo (Figura 7), sugerindo que as propriedades dpticas e 0 tamanho dos
QDs permaneceram inalterados.
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Figura 9 — Espectros dos QDs bioconjugados. Na imagem podemos observar o espectro de
absorcdo e o espectro de emissdo da suspensdo de CdTe/CdS -AMP bioconjugados com o anti-

corpo monoclonal anti-A.

De uma forma geral, a posi¢do do pico maximo (em comprimento de
onda) no espectro de emissao esta relacionada a estrutura eletrénica do semi-
condutor, ao tamanho das particulas e aos defeitos de superficie do nano-
cristal. Quando se tem uma nanoparticula livre de defeitos, quanto maior a
particula mais para o vermelho é sua emissdo. Ja os valores das intensidades
dos picos e a largura do espectro de emissdo revelam os defeitos de superficie
e as impurezas. A obtencdo dos espectros, tanto de absor¢do como de emis-
sdo, se torna importante, pois nos informa caracteristicas como a homoge-
neidade das populagbes de nanoparticulas envolvidas no processo de
luminescéncia. E importante também, com relagio ao equipamento de aqui-
sicdo de imagem, saber qual é o melhor valor do comprimento de onda para
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absorcdo e excitacdo da fluorescéncia, bem como onde estd o valor do
maximo de emiss&o.

42.CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS QDS POR DIFRACAO DE RAIO X

No difratograma de Raios-X de CdTe/CdS-AMP apresentado na Figura
10, observou-se um grande alargamento dos picos, indicando um regime de
dimensdo nanométrico. O pico de maior intensidade foi visualizado na
regido 2 = 27°, evidenciando a estrutura caracteristica dos nanocristais de
CdTe, Cubica — Blenda de Zinco, através da analise de todos os picos mais
30— : : - intensos exibidos no difratograma,
em concordancia com trabalhos ja
relatados e com a biblioteca cristalo-
gréfica JCPDS N° 75 — 2086.

Intensidade ju.a.)

Figura 10 - Difratograma de Raios-X de
CdTe/CdS-AMP.

,;,'.«'a'mm' — 09-A=d-B-cos®b

Para célculo do tamanho médio das particulas sintetizadas utilizou-se a for-
mula de Scherrer (CHAVES, 2006):

* Onde: d = didmetro das nanoparticulas em (nm) A = comprimento de
onda utilizado pelo equipamento (A = 0,1542 nm) B = largura de linha a
meia altura do pico de difracdo de maior intensidade (em radianos) 6 =
angulo de incidéncia do feixe de raio-X no pico mais intenso do difrato-
grama

Encontramos, portanto, um tamanho médio de aproximadamente 2,3 nm.
A caracterizagdo estrutural e optica confirmaram o tamanho nanométrico
para estes materiais.

4.3. CONFIRMACAO DA BIOCONJUGAGCAO POR FLUOROIMUNOENSAIO

Para a excitacdo dos pogos foi usado o filtro F480 que permite a passagem
de uma banda total de 31 nm em torno do maximo (465 a 496 nm), ja para
a leitura foi utilizado o filtro de emissdo F535 que permite a passagem de
uma banda total de 25 nm em torno do méximo (523 a 548 nm). Dada a
largura de banda da emissdo do CdTe, uma boa faixa do espectro é ainda
detectada por esse filtro F535.
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Os QDs de CdTe/CdS-AMP, por ndo possuirem afinidade com a placa
de poliestireno, sdo removidos durante as lavagens ndo apresentando fluo-
rescéncia consideravel. Ja a amostra controle, que s6 possui anticorpo anti-
A, fica toda aderida a placa, porém ndo possui propriedades fluorescentes.
Os valores que estdo na tabela 1, referentes aos QDs sozinhos e ao anti-A
sozinho, estdo relacionados a ruidos de deteccdo do equipamento. Quando
0s QDs ficam realmente ligados ao anticorpo, eles ndo sdo removidos nas
lavagens, visto que os anticorpos, por serem proteinas, ficardo ligados a
placa, assim a leitura sera positiva quando esses pocos forem excitados pela
luz, como pode ser visto na Tabela 1. Isso confirma que houve bioconjuga-
¢do do QD com a biomolécula (anticorpo) de interesse. Os resultados sdo
apresentados pela média da leitura de trés pocos. E importante ressaltar que
0s controles apresentaram valores muito proximos da leitura da fluorescén-
cia de pocgos vazios, confirmando que essas leituras estdo relacionadas a
ruidos do equipamento.

Sistemas Sinal de Fluorescéncia (a. u.)
QDs/anti-A 2037
QDs 705
anti-A 837
Tabela | - Resultados do fluoroimunoensaio em placas de poliestireno. O sinal alto para

QDs/anti-A apresenta que os QDs foram bioconjugados com sucesso ao anticorpo anti-A.
(Valores representados pela média das trés medidas; a. u.: unidades arbitrarias).

4.4.MARCACAO DAS CELULAS

4.4.1.Imagens de Microscopia de Fluorescéncia

As imagens foram obtidas utilizando microscopia de fluorescéncia confo-
cal (Figura 12), para avaliar qualitativamente o padrdo de marcacéo, visto
que é uma técnica mais sensivel de andlise da fluorescéncia quando compa-
rada com a microscopia convencional, onde a primeira utiliza lasers exci-
tando a amostra para obtencgdo da fluorescéncia e fotomultiplicadoras para
detec¢do (ao invés de cAmeras), além de selecionar um plano focal mais
restrito possibilitando melhor padréo de qualidade de imagem, enquanto a
segunda técnica utiliza luz. Na Figura 12 (A) observamos as hemacias A mar-
cadas quando a amostra foi excitada em 488 nm e a emisséo correspondente
ao QDs na regido do verde. Na Figura 12 (B) tem-se a sobreposi¢do das
imagens do contraste de fase com a Figura 12 (A) para observar o padrdo de
marcacdo das hemacias. Vale ressaltar que para as heméacias O ndo foi detec-
tada nenhuma fluorescéncia, como era esperado, pois sdo o controle negativo
do experimento.
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Figura 12 — Imagens de hemacias A marcadas com CdTe/CdS - AMP-anti-A por microscopia confocal. Em (A)
imagens de fluorescéncia confocal com excitagao da amostra em 488 nm e a emissao da fluorescéncia no verde;
em (B) sobreposi¢ao das imagens de fluorescéncia confocal e contraste de fase.

4.4.2. Quantificacio das células marcadas por citometria de fluxo:

Para quantificar as células marcadas especificamente com o CdTe/CdS -
AMP-anti-A foi feito um ensaio no citdmetro de fluxo (Figura 13). Em (A)
podemos identificar que a populacdo de hemécias A suspensas a 5%
(padréo) sem QDs ficaram delimitadas no primeiro quadrante (mostrando
que ndo ha sinal de fluorescéncia), tendo um total de células de 99,91%; em
(B) 98,05% néo foram marcados, indicando que ndo ha marcagao inespeci-
fica entre 0 QD e as células. Ja em (C) pode-se identificar a evidente marca-
¢do no filtro FL1 (emiss&o no verde) de 33,7% das células quando o QD foi
bioconjugado ao anticorpo anti-A. No entanto, em (D) as hemécias O com
QD-anti-A apresentaram 99,5% de células ndo marcadas, sendo o controle
negativo do experimento

Hemacias A 5% B Hemacias A + QD por nao possufrem anti-
“ .
= . genos A na superficie das
E S . hemécias.
H . . =1
e
S e R L ‘;.D
w?  ? el ~
FLI-H
c Hemdacias A Hemagias O Figura 13 - Dot plots de
: - * hemacias A e O: (A) células
Qu-anti-A QD-ant-A ndo marcadas; (B) hemacias
com QDs ndao marcadas; (C)
Hemacias A marcadas com
QD-anti-A e (D) hemacias O
usadas como controle do
* Y ""I"'ua experimento.
FLi-H




Os resultados das marcag@es apresentados foram re-produtiveis, visto que
as du- plicatas e as analises por mi-croscopias de fluorescéncia e citometria de
fluxo foram semelhantes, porém precisam de aprimoramento e melhora-
mento das técnicas de bioconjugacéo e incubagdo, pois nem todas as “hema-
cias A” estdo sendo marcadas. Esses achados podem ocorrer devido ao
processo de bioconjugacdo ainda em testes de concentracBes e/ou propor-
¢Oes do numero de anticorpos para 0 namero de células. Para tanto, a técnica
de bioconjugacdo empregada, a adsor¢do, pode ser melhorada por ajustes do
pH da suspensdo, da temperatura, dentre outros fatores externos que podem
melhorar a eficiéncia da ligacdo entre o anticorpo e 0 QD.

Além disso, ndo se sabe se alguns QDs estédo se ligando ao anticorpo, atra-
vés da porcdo Fab (porgdo ativa e ligante do antigeno), o que minimiza o
potencial de ligagdo dos mesmos aos antigenos especificos, e impedem a liga-
¢do de todos os anticorpos em todas as hemacias fazendo com que nem todas
as células apresentem marcacdo. Porém, estes estudos iniciais ttm demons-
trado 0 uso da nanotecnologia como promissora para investigagdes relacio-
nadas a imunofenotipagem eritrocitaria.

De acordo com dados da literatura, assim como 0s apresentados em nota
técnica do Bangs Laboratories, 0 mecanismo de adsorcao é baseado em liga-
¢Oes hidrofobicas por forgas de Van der Waals. Além disso, a mesma nota
descreve que quando se tem grupos tiol disponiveis, como é o caso do
CdTe/CdS-AMP utilizado neste trabalho, a adsor¢do se dard ndo so por
forcas de Van der Waals, mas também por forgas i6nicas. O trabalho de Shi
e colaboradores também levanta esse ponto relacionado as forgas idnicas
(SHI, 2009). Além do pH, o uso de quantidade de imunoglobulinas em
excesso na adsor¢do pode otimizar a orientagdo destas moléculas favorecendo
a adsorcéo do anticorpo pela porcéo Fc (por¢do constante), o que seria ideal,
pois possivelmente ndo havera inativacdo da imunoglobulina. Além disso, o
uso de solu¢des contendo NaCl (cloreto de sédio) em concentracfes proxi-
mas a 0,15 M para dilui¢cdo do QD, também podera favorecer o processo de
adsorcao.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A sintese dos QDs utilizados nesse experimento foi feita com sucesso
assim como a caracterizagao optica dos QDs. Além disso, 0 sistema nanoes-
truturado estudado se mostrou eficiente na marcacéo especifica dos eritro-
citos A. Além de mostrar que, apesar do uso de funcionalizadores e/ou
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bioconjugadores, as nanoparticulas continuam eficientes e compativeis com
0S equipamentos convencionais para analise, e que sua fluorescéncia pratica-
mente ndo é alterada.

Pelos resultados das marcaces obtidas, é possivel que os QDs se liguem
a varios outros anticorpos e o protocolo seja extrapolado para outros antige-
nos de deteccdo mais laboriosa podendo tornar-se potenciais ferramentas de
baixo custo em diagndstico imunohematoldgicos para antigenos de baixa
expressao, 0s quais ndo manifestam reacfes de hemoaglutinacdo, porém
desenvolvem incidentes transfusionais, bem como investigar distribuicdo de
antigenos nas células de subgrupos sanguineos.

Apesar de os equipamentos serem de alto custo, ainda assim, a técnica é
considerada de baixo custo, visto que os equipamentos ja sdo utilizados na
rotina dos bancos de sangue na imunofenotipagem leucocitaria (citbmetro
de fluxo) e as nanoparticulas sdo sintetizadas em meio aquoso, e se tratando
de escala nanométrica, pouca quantidade de reagente € necessaria.

Este trabalho demonstra grande potencial de inovacédo tecnoldgica, prin-
cipalmente porque a analise dos grupos sanguineos e também dos sub-
grupos sanguineos (A%, A®B*, etc) poderd complementar os dados da
literatura e ajudar os bancos de sangue dos paises do Mercosul. 1sso se deve
pelo fato da manipulagdo dos QDs ser facil e mais rapida quando comparada
com as técnicas de biologia molecular, e ser mais sensivel quando comparada
com as reacdes de hemoaglutinagdes, usualmente utilizadas para a identifi-
cacdo dos grupos sanguineos nos bancos de sangue, especialmente quando se
trata da investigacdo de subgrupos.
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RESUMEN

La infeccion pediatrica por VIH es baja en los paises desarrollados y el
90% de los pacientes pediatricos con VIH viven en paises en desarrollo.
Aproximadamente el 90% de los nifios VIH-positivos no tienen acceso a los
farmacos antirretrovirales (ARVS). Sin tratamiento, el 50% de los pacientes
muere antes de los 2 afios de edad. Efavirenz (EFV, solubilidad acuosa
~4ug/ml, 40-45% de biodisponibilidad), un inhibidor de la transcriptasa
reversa no nucleosidicos (NNRTI), es un ARV de primera eleccion en el tra-
tamiento pediatrico. Para asegurar concentraciones plasmaticas terapéuticas,
EFV se administra en dosis relativamente altas. EFV en solucion acuosa
irrita la mucosa oral, produciendo un sindrome de quemazon en la boca
(BMS). El presente trabajo describe el desarrollo de una formulacion acuosa
de EFV concentrada (20mg/ml, 2%) para un manejo mas adecuado de la
terapia pediatrica contra el VIH. Las formulaciones presentaron una alta
estabilidad fisicoquimica en el tiempo en condiciones de almacenamiento
normales. Los ensayos de liberacion in vitro de EFV mostraron un efecto de
liberacion inmediata (2 h) y luego una cinética de orden cero (entre 2 y 24
h). Por dltimo, las pruebas de sabor realizadas en voluntarios sanos adultos
indican que la combinacidn de sabores y edulcorantes empleados reducen la
intensidad del BMS y acortan su duracion de manera significativa. Estos
resultados indican que la estrategia nanotecnoldgica propuesta (rentable y
escalable) podria permitir una administracion mas conveniente y ser ajustada
a dosis mas bajas de EFV. Debido a un mejor perfil farmacocinético, esto
daria lugar a niveles plasmaticos similares a aquellos obtenidos con dosis mas
altas desde formas solidas o desde la solucion aceitosa. En este contexto,
podemos pensar en una reduccion del costo del tratamiento. Esto podria
mejorar el acceso de los pacientes pediatricos con menos recursos a los medi-
camentos en paises pobres.

I.INTRODUCCION

El ultimo informe sobre la situacion del Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH)/Sindrome de Inmunodefiencia Adquirida (SIDA) indica
que, actualmente, viven 40 millones de pacientes infectados (AIDS EPIDE-
MIC UPDATE, 2007). Aproximadamente 2,5 millones son nifios menores
de 15 afios. Este grupo demuestra una mortalidad especialmente elevada y
representa una poblacion de alto riesgo (AIDS EPIDEMIC UPDATE,
2007). La terapia antirretroviral de alta actividad (en inglés HAART) fue
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introducida en 1996 y ha extendido la expectativa de vida de los pacientes
infectados a mas de una década (PANEL OF CLINICAL PRACTICES
FOR TREATMENT OF HIV INFECTION, 2001; UNAIDS/WHO
AIDS EPIDEMIC, 2009; SHAH, 2007). Las dosis de farmaco antirretrovi-
ral (ARV) utilizadas son altas y los complicados regimenes de administracion
afectan notablemente la calidad de vida de los pacientes. De acuerdo a inves-
tigaciones epidemioldgicas, niveles de adherencia inferiores al 95% pueden
reducir las chances de éxito terapéutico en aproximadamente el 50%
(ANDREWS; FRIEDLAND, 2000).

El VIH pediatrico ha sido eliminado en los paises desarrollados mediante
la reduccion del denominado contagio-de-madre-a-feto y a través de la leche
materna en lactantes (MSF, 2009). Por el contrario, en los paises en vias de
desarrollo, la situacion es draméaticamente diferente, donde mas del 90% de
los nifios infectados no tienen acceso a la medicacion. EIl HAART pediatrico
representa un desafio terapéutico ya que de los 25 farmacos aprobados para
uso en adultos, sélo 12 lo estan para nifios (GIAQUINTO et al., 2008).
Ademas, los farmacos de uso en adultos solo se encuentran disponibles en
formulacion sélida (BROWN, 2007). Para permitir el ajuste de dosis por
peso corporal y la facil deglucion, las formulaciones sélidas deben ser mani-
puladas y procesadas para la preparacion de formas magistrales (STAN-
DING; TULEU, 2005). Cada afio, aproximadamente 40 millones de nifios
reciben medicamentos sin licencia en Europa (EC-EI, 2008; CONROY,
2003). Estas formulaciones han despertado serios cuestionamientos respecto
de la calidad, seguridad y eficacia (CHOONARA; CONROQY, 2002;
NUNN; WILLIAMS, 2005; EILEEN KAIRUZ et al., 2007). Estas limita-
ciones son aun mas notables en paises con una pobre infraestructura en
salud. Ademas, inconvenientes organolépticos que llevan a la reduccién en la
adhesion a los regimenes terapéuticos son a veces descuidados (VAN DYKE
etal., 2002). En ciertos casos, se ha detectado una disminucion en la biodis-
ponibilidad de la droga cuando es administrada en su formulacion sélida
(MUELLER et al., 1998). Este fendmeno se debe a la adsorcion de farmaco
a diferentes excipientes de la misma. Sin embargo, cuando no se dispone de
una formulacion liquida comercial, las formulaciones magistrales consti-
tuyen la Unica alternativa para el tratamiento de neonatos y nifios infectados
con el VIH (COMMITTEE ON PEDIATRIC AIDS, 2007). La ultima
Asamblea Mundial de la Salud (WHA) reconocié de manera explicita el
derecho de los nifios a acceder a medicamentos seguros, efectivos y proba-
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dos, y aprobd la resolucion Best medicines for children (WHO/MAKE
MEDICINES CHILD SIZE, 2009), lanzando la campafia mundial Make
medicines child size (WHO/MAKE MEDICINES CHILD SIZE, 2009).

Efavirenz (EFV, Sustiva®, Esquema 1) pertenece al grupo de los inhibi-
dores de transcriptasa reversa no nucleosidicos y se encuentra clasificado en
la Clase 11 del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (BCS) (LINDEN-
BERG et al., 2004). Efavirenz es un farmaco de primera linea en el trata-
miento antirretroviral de pacientes adultos (GAZZARD, 2006) y pediatricos
(BARRUECO et al., 2005; WINTERGERST et al., 2008). La baja solubi-
lidad acuosa del farmaco (4 ug/ml) limita su absorcion en el tracto gastroin-
testinal (RABEL et al., 2001; GAO et al., 2007). Asi, la biodisponibilidad
oral es aproximadamente 40-45% vy la alta variabilidad inter-individual
observada demanda el monitoreo de los niveles alcanzados en plasma
(CSAJKA et al., 2003; AARNOUTSE et al., 2003). La dosis utilizada en
pacientes pediatricos esta entre 200 y 600 mg/dia (SOSNIK et al., 2009). En
EEUU se ha desarrollado una solucion oleosa de efavirenz a base de triglicé-
ridos de cadena media (STARR et al., 2002; BAHAL et al., 2003). Dicha
formulacion no esta comercialmente disponible en nuestro pais (no existe
registro en la ANMAT) y algunos pacientes reciben dicha medicacion
mediante su importacion bajo la categoria de “uso compasivo”. Sin embargo,
esta solucion presenta desventajas notables como ser una biodisponibilidad
oral inferior a la forma farmacéutica solida y una mayor variabilidad inter-
individual. Esto se debe a la baja solubilidad del vehiculo oleoso en el fluido
gastrointestinal. Ademas, es de esperar que la ingesta de grandes volimenes
de vehiculos oleosos (>20 ml en nifios de 14 afios) podria producir una diar-
rea profusa. Este efecto adverso impactaria de manera crucial en la calidad de
vida del paciente y puede provocar una caida en los niveles de aceptacion y
adherencia. Por otro lado, efavirenz solubilizado en medio acuoso irrita la
mucosa oral (Burning Mouth Syndrome o BMS) (BORRAS-BLASCO et
al., 2006). Este fendmeno es una sensacién de quemazédn que no se debe a la

presencia de heridas especificas y es otra
4/<0 causa de interrupcion del tratamiento
HN

(MARCELLIN et al., 2008).
0

a Esquema |. Estructura quimica de efavirenz
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La disponibilidad de formulaciones liquidas constituye un eslabén esen-
cial en la farmacoterapia pediatrica; los nifios menores a 7 afios comunmente
no son capaces de tragar medicamentos solidos (YEUNG; WONG, 2005).
Asi, el desarrollo de formulaciones liquidas disponibles comercialmente que
optimicen la biodisponibilidad oral y reduzcan la variabilidad inter-indivi-
dual aparece como un desafio de alta relevancia clinica en el tratamiento de
esta enfermedad.

La prevalencia de la enfermedad es extremadamente alta en paises pobres
(SMART, 2005) donde el desarrollo de medicamentos antirretrovirales esca-
lables y con menor costo de produccion puede representar la barrera entre el
acceso 0 no de los pacientes a la medicacion adecuada (CHIAPPETTA et al.,
2009; SOSNIK et al., 2008); la administracion de menores dosis que son
absorbidas mas efectivamente en el tracto gastrointestinal representaria una
mejora sustancial en la accesibilidad de més pacientes a efavirenz.

La nanotecnologia puede proveer de herramientas Unicas para optimizar
la farmacoterapia de VIH. En general, se observa una buena correlacion
entre el aumento de la solubilidad acuosa y el aumento de la biodisponibili-
dad oral de los farmacos de Clase I1. La inclusion en el nucleo hidrofébico
de micelas poliméricas constituye una estrategia nanotecnoldgica muy versa-
til para aumentar la solubilidad en agua de drogas poco hidrosolubles
(CHIAPPETTA; SOSNIK, 2008). Las micelas poliméricas se obtienen
mediante el auto-ensamblado de polimeros anfifilicos en medio acuoso y la
generacion de una estructura nanoscépica que comprende un nucleo (core)
hidrofébico y una corona (shell) hidrofilica. Dicha estructura Gnica dota a las
micelas poliméricas de una notable capacidad solubilizante. Asi, las molécu-
las insolubles pueden alojarse en el ndcleo de la micela, con lo que su solu-
bilidad aparente en agua puede llegar a superar en varios Ordenes de
magnitud su solubilidad intrinseca en un medio acuoso libre de micelas. Asi,
se logran mantener en solucion moléculas de farmaco que, de otra manera,
serian practicamente insolubles en medio acuoso. Los materiales formadores
de micelas poliméricas més extensamente estudiados son los copolimeros de
poli(dxido de etileno) y poli(6xido de propileno) (PEO-PPO) (CHIAP-
PETTA; SOSNIK, 2008). Los segmentos de PEO y PPO constituyen el
componente hidrofilico e hidrofébico, respectivamente. Existen dos familas
comercialmente disponibles: (i) los tribloques lineales PEO-PPO-PEO o
poloxameros (Pluronic®) (Esquema 2A) y (ii) las poloxaminas ramificadas
(Tetronic®) (Esquema 2B). Una ventaja notable de estos copolimeros es que
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algunos han sido aprobados por FDA y EMEA para su uso como excipien-
tes farmacéuticos y en dispositivos meédicos (REEVE, 1997; BROMBERG;
RON, 1998; SUBBARAMAN et al., 2006).

A
HOCH,-CH,~(CH,-CHy-0),.4-(CH,-CH-0),-(CH,-CH,-0),.4-CH,-CH,OH

CH,3

B
CH, CH,

HOCH,-CH,~(0-CH,-CHy) 4 -(o-cuz-cu}b\  (CH-CH;-0),-(CH,-CHy-0),.4-CHy-CHOH
N-CH,-CH,-N
HOCH,-CH5+(0-CHy-CHa)y.1 O-CH,-CH); (CH-CHy-O),CHy-CHy-0),.1-CH,- CH20H
CH; CHy

Esquema 2. Estructura general de los poloxameros (A) y las poloxaminas (B).

Nuestro grupo de investigacion estudia diferentes aproximaciones nano-
tecnoldgicas para optimizar las propiedades biofarmacéuticas de farmacos
utilizados en el tratamiento de VIH/SIDA. Contrariamente al cancer, una
enfermedad que afecta tanto a personas de paises en desarrollo como de los
paises desarrollados, la prevalencia de VIH es extremadamente mayor en
aquellos paises con carencia de recursos y con acceso limitado a tecnologias
mas sofisticadas (y en consecuencia mas costosas) (SMART, 2005). Por ello,
existe la necesidad del desarrollo escalable a nivel industrial de medicinas
antirretrovirales y de costo razonable, que mejoren las caracteristicas de las
formulaciones del arte previo y que sean accesibles a todos los pacientes, sin
importar su situacion socioeconémica (CHIAPPETTA et al., 2009). Asi,
para permitir el escalado de la formulacién econdmicamente viable y asegu-
rar el acceso de todos los pacientes, independientemente de su estatus socioe-
condmico, es imprescindible que los copolimeros utilizados sean de facil
acceso comercial. Desde el punto de vista tecnoldgico-farmacéutico, el hecho
de que los derivados de PEO-PPO hayan sido aprobados por diferentes entes
regulatorios internacionales y que se encuentren en el mercado en una
amplia variedad de pesos moleculares y de balances hidrofébico/hidrofilico,
constituye una ventaja destacable por sobre todos los otros polimeros en
etapas de estudio experimental, fundamentalmente limitados al ambito aca-
démico. Asi, su utilizacién permitiria, en el caso de desarrollar un producto
farmacéutico, acortar y agilizar el proceso de aprobacion por los organismos
regulatorios nacionales. Asimismo, en una instancia previa, permitiria una
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evaluacion favorable del comité de ética médica para llevar adelante estudios
clinicos.

El presente estudio exploro la solubilizacion de efavirenz en diferentes
micelas poliméricas de PEO-PPO para el desarrollo posterior de una formu-
lacion acuosa de alta concentracion de farmaco soluble (20 mg/ml). Los
estudios preclinicos comparativos del perfil farmacocinético del farmaco en
el sistema micelar y en una suspension extemporanea y una solucion oleosa
demostraron el aumento significativo de la biodisponibilidad oral y sustenta
el uso de esta estrategia para el desarrollo de una solucion oral acuosa con-
centrada, estable y econémica para el tratamiento pediatrico de la infeccion.

2. MATERIALESY METODOS

2.1.MATERIALES

Los poloxameros Pluronic® F68 (Peso molecular 8,6 kDa), F108 (Peso
molecular 14,8 kDa) y F127 (Peso molecular 12,6 kDa) y poloxaminas
Tetronic® 1107 (T1107, Peso molecular 15 kDa) y 1307 (T1307, Peso
molecular 18 kDa) fueron donadas por BASF (NJ, USA). Efavirenz (Labo-
ratorio Farmacéutico Richmond, Buenos Aires, Argentina), NazHPO., cido
citrico, KCI, NaOH, HCI y demas solventes utilizados fueron de grado ana-
litico.

2.2.PREPARACION DE MICELAS DE COPOLIMEROS DEL TIPO PEO-PPO

Se elaboraron micelas poliméricas (1 a 17% p/v, dependiendo del poli-
mero) disolviendo la cantidad requerida de polimero en un buffer fosfato-
citrato a pH 5,0 a 49C y equilibrando el sistema a 239C, al menos 24 horas
antes de su uso.

2.3.SOLUBILIZACION DE EFAVIRENZ EN MICELAS POLIMERICAS

Efavirenz fue agregado en exceso (~50 mg/ml) a los sistemas micelares
(3 ml, solucion de polimero) en viales de vidrio de 10 ml. Las muestras se
agitaron 48 horas en un agitador horizontal con control de temperatura,
manteniendo esta Gltima a 23°C. Para remover el exceso de droga, las sus-
pensiones se filtraron a través de filtros clarificadores (0,45 pm, con mem-
brana de celulosa) y luego fueron secadas en estufa de vacio, a temperatura
ambiente. Los especimenes secos se re-disolvieron en metanol y la concen-
tracion se ajustd de acuerdo a lo requerido. Las concentraciones de efavirenz
se determinaron por espectrofotometria UV (A = 247 nm), a 239C. Los fac-
tores de solubilidad (fs) se calcularon de acuerdo con la ecuacion
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fs = Sa/Swater

Donde S, Yy S,tr SON, respectivamente, la solubilidad aparente de efavi-
renz en los diferentes sistemas micelares, y la solubilidad intrinseca de la
droga en un medio acuoso libre de polimeros, determinadas experimental-
mente a pH 5,0 (4 ug/ml). La titulacion del farmaco en las formulaciones
fue llevada a cabo mediante HPLC.

2.4. PREPARACION DE FORMULACIONES ACUOSAS DE EFAVIRENZ

ENCAPSULADO EN MICELAS POLIMERICAS

Se prepararon tres formulaciones utilizando un poloxamero (Pluronic
F127) y dos poloxaminas (Tetronic 904 y 1307). Las formulaciones al 2%
de efavirenz (20 mg/ml) contienen: polimero 10%, benzoato de sodio 0,2%,
ciclamato de sodio 0,15%, acesulfamo de potasio 0,3%, sorbitol 5%, glice-
rol 6% y buffer fosfato-citrato pH 5 c.s.p. 100 ml. El polimero se solubiliz6
en un buffer de pH 5 a 4 °© C durante 24 horas. Una vez solubilizado el poli-
mero, se incorpord la droga al sistema micelar y finalmente los excipientes.

2.5. ESTABILIDAD FiSICA DE LAS FORMULACIONES

Para el estudio de la estabilidad fisica en el tiempo de las micelas conte-
niendo efavirenz, las muestras fueron almacenadas durante diferentes perio-
dos de tiempo a temperatura ambiente (249C), y la concentracion de droga
fue monitoreada mediante HPLC.

2.6. ESTABILIDAD FiSICA DE LAS FORMULACIONES EN DILUCION

Formulaciones conteniendo efavirenz fueron diluidas (1/10, 1/50y 1/75)
en condiciones que asemejan las del estomago (HCI 0,1N, pH 1,5) e incubadas
a 379C. La concentracion de droga fue monitoreada en el tiempo mediante
HPLC. Como control se utilizaron soluciones de droga sin polimero.

2.7.ESTUDIOS DE LIBERACION DESDE SISTEMAS MICELARES INVITRO

Para evaluar la liberacion de droga desde las formulaciones, se diluyeron
sistemas conteniendo efavirenz (1/10, 1/50 and 1/75) en un buffer (pH 5,0).
Las muestras (50 ml) fueron colocadas en membranas de didlisis (tubuladura
de celulosa regenerada, MWCO = 3500), inmersas en buffer que asemeja al
medio intestinal (pH 6,8, 900 ml) y la concentracion de droga en la solu-
cion interna fue monitoreada durante el tiempo mediante UV, a 37°C.
El medio de liberacion fue reemplazado cada 6 horas por medio fresco. Se
compard la liberacion con la de una solucién oleosa de igual concentracion
de efavirenz.
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2.8.ESTUDIOS DE LIBERACION DESDE SISTEMAS MICELARES
INVITRO EN CONDICIONES DETOMA

Para simular la liberacion de farmaco en el organismo también se estudid
la liberacién en un medio acuoso de pH simil gastrico (HCI 0,1N, pH 1,5,
900 ml) durante las dos primeras horas, para luego cambiar cada 4 horas por
un medio simil intestinal (pH 6,8, 900 ml) a 37° C.

2.9. ENSAYOS DE SABOR DE LA FORMULACION ACUOSA DE EFV

El ensayo de sabor de la formulacion se llevo a cabo en voluntarios sanos
y se lo compar6 con el de una solucidn acuosa de efavirenz en micelas poli-
méricas sin esencias y saborizantes. Para ello, 500 wl de la formulacion
fueron retenidos en el centro de la lengua durante 10 segundos. Luego, se
midieron los siguientes parametros: (i) tiempo de aparicion de la quemazdn,
(i1) intensidad de la quemazén (iii) duracién de la quemazon. A la intensi-
dad se le asignd un puntaje de acuerdo a una escala numeérica entre 0 y 4
donde: 0 es sabor quemazon no detectable; 1 detectable; 2 leve; 3 moderado
y 4 fuerte.

2.10. ESTUDIOS FARMACOCINETICOS INVIVO

La biodisponibilidad comparativa de la formulacion fue estudiada en
ratas Wistar Macho (220-250 g). La administracion por via oral se realizd
mediante la introduccién cuidadosa de un trocar en el es6fago del animal
conciente. Se administro efavirenz (40 mg/kg) en las distintas formulaciones
bajo estudio (todas de concentracion 20 mg/ml): (i) formulacion a base de
micelas, (ii) suspension extemporanea y (iii) solucion en triglicérido de
cadena media (Miglyol 812). El volumen en cada una de las aplicaciones fue
de 0,2 ml/kg de peso del animal. Se tomaron muestras de sangre (alrededor
de 70 wl) de la vena de la cola de la rata a tiempos estipulados previamente
para caracterizar el perfil de concentraciones plasmaticas en funcién del
tiempo. Los tiempos de muestreo seleccionados fueron 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5;
6; 8 'y 24 horas. Las muestras plasmaticas fueron centrifugadas, separandose
el suero para la determinacion analitica de las concentraciones plasmaticas de
efavirenz. Para la cuantificacion de efavirenz en muestras de suero, se realizé
la desproteinizacién del mismo con acetonitrilo en una proporcion 2:1 con
respecto al suero y la concentracion se determind por HPLC con detector
UV (248 nm). El método analitico fue validado en un rango de concentra-
ciones de 20 hasta 5000 ng/ml. El analisis farmacocinético de los niveles
plasmaticos de efavirenz fue realizado mediante el programa computacional
TOPFIT ajustando los datos a un modelo no-compartamental con absor-
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cion por via oral. Los siguientes pardmetros farmacocinéticos fueron estima-
dos para cada formulacion: (i) area bajo la curva (AUCo-4), (ii) concentra-
cion plasméatica maxima (C,5) Y (iii) tiempo a C, . Los parametros fueron
log-transformados mediante analisis estadistico para reducir la heterogenici-
dad de la varianza y comparados por ANOVA vy el Test de Bonferroni
(GraphPad Prism version 5.02 for Windows, GraphPad Software, San
Diego, California, CA). La significancia estadistica se definié como P < 0,05.
La variabilidad interindividual de los pardmetros farmacocinéticos fue deter-
minada mediante la comparacion del coeficiente de variacion (CV%).

2.11.METODO CROMATOGRAFICO PARA LA CUANTIFICACION DE EFV

Los niveles de EFV en los ensayos de estabilidad y en las muestras plas-
maticas fueron cuantificados por cromatografia liquida de alta precision
(HPLC) con deteccion ultravioleta (UVIS 204, Linear Instruments, Reno,
USA) a 248 nm. Se utiliz una columna Phenomenex ODS, C18, 250mm/
4,6 mm (LUNA). La fase mdvil se prepar6 de la siguiene manera: agua des-
tilada: acetonitrilo:trietilamina (60:40:0,2; pH 3) y se mantuvo a un flujo de
1,4 ml/min. ElI método analitico para la cuantificacion fue validado en el
rango de 20 y 5000 ng/ml.

3.RESULTADOSY DISCUSION

3.1.SOLUBILIZACION DE EFAVIRENZ EN MICELAS POLIMERICAS
DE PEO-PPO

El primer objetivo del presente trabajo fue explorar la solubilidad del far-
maco en micelas poliméricas de diferentes poloxameros y poloxaminas. A
concentraciones inferiores a la Concentracion Micelar Critica (CMC), la
capacidad de solubilizacion de farmacos hidrofobicos por parte de estos
copolimeros es muy limitada (DONG et al., 2004). Debido a ello, se utili-
zaron concentraciones superiores (Tabla 1) (ALEXANDRIDIS et al., 1994;
FERNANDEZ-TARRIO et al., 2008; ALEXANDRIDIS; HATTON,
1995; NAKASHIMA, 1994).
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Tabla |.Valores de CMC de diferentes copolimeros de PEO-PPO.

Polimero CMCy5°¢ (% wiv)* Ref.
Pluronic® F68 ~10 NAKASHIMA, 1994
. ALEXANDRIDIS
Pluronic® F108 4,0 et al., 1994
. ALEXANDRIDIS &
Pluronic® F127 0,5 HATTON. 1995
CHIAPPETTA et al., 2008;
Tetronic® 1107 1,0 GONZALEZ-LOPEZ et al.,
2008
GONZALEZ-LOPEZ
Tetronic® 1307 1.0 et al., 2008;

FERNANDEZ-TARRIO
et al., 2008

*Concentraciones de polimero en g/100 ml

La solubilidad aparente de efavirenz en los diferentes copolimeros es pre-
sentada en la Tabla 2. Se observaron aumentos dramaticos de la solubilidad,
especialmente con el poloxdmero F127 y las poloxaminas T1107 y T1307.
En general, el aumento de la concentracion de copolimero resulto en el
aumento gradual de la capacidad solubilizante (Figura 1). En el caso de los
poloxameros F68 y F108, se observd una menor capacidad solubilizante.
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Figura |.Sa de efavirenz versus concentracion de copolimero de diferentes derivados de PEO-PPO.
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Este fendmeno se debid a que estos copolimeros presentan valores de CMC
mayores (3 y 10% para F108 y F68, respectivamente) y por ello a bajas con-
centraciones no se encuentran formando micelas, sino agregados unimole-
culares conocidos con el nombre de unimeros.

Tabla 2. Solubilidad aparente (Sa) de efavirenz en diferentes sistemas micelares

S, (mg/ml) (D.E.)
Copolimero| HLB*
1% | 3% | 5% | 7% | 10% | 12% | 15% | 17%
025 | 227 | 480 | 800 | 19,48
THOT7 118231 504y | (0,03) | (0.17) | (0.14) | (1.37)
0,68 | 364 | 616 | 939 | 19,00
TI307 | >24 10,09)| (0.28) | (0,07) | (0.07) | (2.34)
Fes | >4 002 | 006 | 0,09 | 064 | 290 | 632 | 10,13
(0,02) | (0.00) | (0,02) | (0,07) | (0.42) | (0.23) | (0.30)
2,09 | 356 | 561 | 9,06
Flog | >24 (0.26) | (043) | (0,35) | (1.08)
1,70 | 530 | 889 | 12,80 21,46
FI27 118231 002) | (0.13) | (0.32) | (0.82) | (0.46)
*Provisto por BASF.

Los factores de solubilidad (f;) se muestran en la Tabla 3. Por otro lado,
por encima de la CMC (~10%), F68 mostrd el aumento pronunciado de la
solubilizacion del farmaco. Los valores de S. para soluciones 12 y 17% de
F68 fueron 2,90 (f; = 725) and 10,13 mg/ml (f; = 2533), respectivamente.
Para Pluronic® F108, el punto de inflexion se observo a una concentracion
menor (~3%) (Figura 1). Los copolimeros con mayor contenido relativo de
PPO mostraron valores mas bajos de CMC y en consecuencia fueron efecti-
VOs @ menores concentraciones, incluso al 1%. Por ejemplo, los valores de S.
fueron 0,25 (f; = 63), 0,68 (f:=170) y 1,70 mg/ml (f, = 425) para sistemas al
1% de T1107, T1307 y F127, respectivamente. Luego, el aumento a 3%
resultd en valores de S. de 2,27 (f, = 568), 3,64 (f: = 910) y 5,30
mg/ml (f; = 1325). Finalmente, soluciones al 10% mostraron valores de S.
de 19,5 (f: = 4870), 19,0 (f; = 4750) y 21,5 mg/ml (f; = 5365), respectiva-
mente (Tabla 3), representando cargas de farmaco de hasta el 22 % en
peso total.
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Tabla 3. Factores de solubilidad de efavirenz (fs) en sistemas micelares,a pH 5

Polimero Factor de solubilidad de efavirenz (f)
1% 3% 5% 7% 10% | 12% | 15% | 17%
TI107 63 568 | 1200 | 2000 | 4870 - - -
T1307 170 | 910 | 1540 | 2348 | 4750 - - -
Fé68 - 5 15 23 160 | 725 | 1580 | 2533
F108 - 523 | 890 | 1403 | 2265 - - -
F127 425 | 1325 | 2223 | 3200 | 5365 - - -

La caracterizacion de las micelas cargadas con efavirenz se llevé a cabo
mediante dos técnicas complementarias, difraccion de 10z laser (DLS) y
microscopia electrénica de transmision (TEM). Los resultados de DLS son
ejemplificados para sistemas de F127 y T1307 al 10% (Figura 2). El tamafio
de las micelas poliméricas libres de farmaco se encuentra en general en el
rango entre 5y 10 nm. La incorporacién de farmaco dentro del nicleo mice-
lar result6 en la expansion de la micela y el aumento del tamafio a valores de
hasta 25-30 nm. La presencia de una segunda poblacion de agregados de
menor tamafio (5-7 nm) indicaria que parte de las micelas conservo su
tamario. La morfologia fue estudiada por TEM. Los resultados de TEM son
ejemplificados con T1307 (10%) en la Figura 3.
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Figura 2. Tamaiio y distribucion de tamafos de micelas de F127 y T1307 al 10% cargadas con

efavirenz
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Figura 3. Micrografias TEM de micelas de T1307 (10%) cargadas con efavirenz.
A) Barra = 100 nm y B) Barra =50 nm.

3.2. DESARROLLO DE LA FORMULACION

El objetivo central del presente trabajo es el desarrollo de una formula-
cion concentrada de efavirenz que demuestre estabilidad fisicoquimica y que
resulte en el aumento significativo de la biodisponibilidad oral y que ademas
presente propiedades organolépticas mejoradas. Las esencias de mentol y
cereza fueron previamente descriptas como efectivos enmascaradores de
sabor picante (SOHI et al., 2004). Ademas, el efecto refrescante del mentol
calma irritaciones de la mucosa bucal (HUSSEIN; BARCELON, 1991). Un
efecto beneficioso similar fue reportado para edulcorantes como sorbitol y
acesulfame (SCHIFFMAN et al., 1994). Una vez desarrolladas, las formula-
ciones, fueron caracterizadas exhaustivamente respecto de la estabilidad fisi-
coquimica y las propiedades organolépticas.

3.3. ESTABILIDAD FISICOQUIMICA DE LAS FORMULACIONES

Dos mecanismos podrian afectar la estabilidad de la formulacion: (i) la
desagregacion de las micelas y la precipitacion del farmaco y (ii) la hidrolisis
de efavirenz. Tanto los poloxameros como las poloxaminas demuestran un
comportamiento dependiente de la temperatura; cuanto menor es la tempe-
ratura, mayor es la CMC. Asi, el enfriamiento de la formulacion en condi-
ciones de almacenamiento no controladas podria provocar fendmenos de
inestabilidad fisica. A 49 C (una condicion altamente desfavorable que
induce la desagregacion micelar), la formulacion a base de F127 demostrd
alta estabilidad. La concentracidn de efavirenz fue 92% de la inicial después
de 1 mes de incubacion en la heladera. Las formulaciones a base de poloxami-
nas fueron menos estables, observandose la aparicion gradual de un precipi-
tado cristalino. El analisis espectroscopico y cromatografico del precipitado
permitio indentificar a efavirenz y confirmar la inestabilidad fisica del sis-
tema de poloxamina en estas condiciones. A temperatura ambiente (249 C),
todas las formulaciones demostraron titulos de efavirenz superiores a 90-
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95% después de un mes de incubacion. Ademas, el analisis cromatografico
de todas las formulaciones permitié confirmar la ausencia de productos de
degradacion de efavirenz y la estabilidad quimica del farmaco bajo estas con-
diciones (Figura 4).
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Figura 4. Estabilidad fisicoquimica de formulaciones de efavirenz.A) Aspecto de las formula-
ciones después de 28 dias a (a) 24° C y (b) 4° C. B) Termograma de efavirenz y del precipitado
cristalino aislado de una formulacion efavirenz/T 1307 al dia 28. E) Micrografias de microscopia
optica de (a) efavirenz original y (b) precipitado de una formulacion. D) Cromatogramas de
HPLC de la formulacién a base de poloximero F127 a (a) dia 0 y (b) 4°C y (c) 24°C después de
28 dias. E) Cromatogramas de HPLC de la formulacién a base de poloxamero T904 a (a) dia 0
y (b) 4°C y (c) 24°C después de 28 dias.
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3.4. ESTABILIDAD FISICOQUIMICA DE LAA FORMULACIONES EN

CONDICIONES DE DILUCION

Las formulaciones de efavirenz a base de micelas poliméricas fueron dise-
fiadas para la administracion oral. Por ello, nos interesd evaluar el compor-
tamiento de las mismas en condiciones simil gatricas; la mezcla de la
formulacion con el medio gastrico tiene dos efectos de consideracion: (i) la
dilucién que puede provocar inestabilidad fisica por la desagregacion mice-
lar y (ii) la acidificacién que puede provocar inestabilidad quimica por la
hidrolisis de efavirenz.

Cualquiera de ellas podria afectar la concentracion efectiva de farmaco
para su aborcion en intestino y finalmente la biodisponibilidad oral. Se con-
sidera que los farmacos son diluidos en el volumen gastrico total (~600 ml)
(BECKERS et al., 1988). Considerando volumenes de administracion entre
10 y 30 ml, formulaciones a base de F127 y T1307 fueron diluidas (1/10,
1/50 y 1/75) e incubadas durante dos semanas a 37°C. La concentracion de
farmaco se mantuvo inalterada durante el periodo de estudio en niveles
superiores al 98%. Ademas, es remarcable que el efavirenz no sufrié hidroli-
sis durante el tiempo del ensayo. Asi, las formulaciones se mantendrian esta-
bles fisicoquimicamente en el estomago. Esta alta estabilidad en dilucién
también permitiria eventualmente su dilucion en bebidas para su ingesta.

3.5.Ensayos de sabor. EI mejoramiemto de las propiedades organolépticas
y la minimizacion del BMS fue un objetivo central del trabajo; BMS esta
asociado intimamente a la interrupcion del tratamiento. El Pluronic® F127
ha sido aprobado por la Food and Drug Administration y esta disponible
comercialmente en calidad Farmacopea de EEUU. Ademas, las formulacio-
nes a base de este copolimero han demostrado la mayor estabilidad fisico-
quimica de todos los sistemas investigados. En este contexto, una
formulacion 2% de efavirenz conteniendo 10% de F127 y un sistema simi-
lar sin esencias y edulcorantes fue evaluada en ensayos de sabor por volunta-
rios adultos sanos. Los resultados se presentan en la Tabla 4. La combinacion
de esencias de mentol y cereza con sorbitol y acesulfame permitieron mejo-
rar de manera notable el sabor de la formulacion, resultando en tres efectos
beneficiosos: (i) postergacion de la aparicién del BMS de 45 segundos a 2,2
minutos, (ii) reduccion de la intensidad del fendmeno de 4 (BMS fuerte) a
2,6 (leve a moderado) y (iii) acortamiento de la duracién de 53 a 36 minu-
tos. En diluciones 1/5 y 1/10 en agua mineral, el agregado de excipientes de
sabor redujo la intensidad de moderada a leve y de leve a niveles detectables,
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respectivamente, y la duracion de 38 a 24 minutos. La deglucion de una
cucharada de té (5 ml) de jalea de uva inmediatamente después del contacto
de la muestra con la mucosa bucal tiene un efecto favorable y acorta el
tiempo de duracion de la quemazon a 15 minutos. Un efecto similar se
observo tras la ingesta de 50 ml de leche chocolatada.

Tabla 4. Ensayos de sabor de una formulacion a base de F127 y su contra-
parte sin el agregado de esencias y edulcorantes en voluntarios adultos
sanos (n = 5). Escala de BMS: 0, no detectable; I, detectable; 2, leve; 3,
moderado; 4, fuerte.

Muestra Aparicion Intensidad Duracion
(20 mg/ml) |de BMS (min)| de BMS* |de BMS (min)
Blanco Agua - 0 -
Muestras Micelas** 0,65 3,60 58,0
originales Formulacion 2,20 2,60 36,2
Ja'ea de uva Micelas** 0,73 3,75 23,0
(5 ml) Formulacion 2,49 2,20 16,8
Leche Micelas** 0,57 2,80 34,4
chocolatada
(50 ml) Formulacion 6,00 1,00 19,0*
Micelas™* 0,79 2,75 32,8
Dilucion 1/5
Formulacion 2,30 1,60 23,2
Micelas™* 0,67 2,20 32,8
Dilucion 1/10
Formulacion 5,05 1,00 24,0

*Nota: Dos voluntarios reportaron la ausencia de BMS después de la ingesta de la formulacién seguida de leche
chocolatada (el score de intensidad fue 0).
**Micelas cargadas con efavirenz sin esencias ni edulcorantes.

3.6. ENSAYOS FARMACOCINETICOS

Las diferentes muestras de efavirenz en Pluronic F127, suspension y solu-
cion oleosa, todas con concentracion de farmaco 20 mg/ml, fueron admi-
nistradas por via oral en ratas (40 wg/kg) y la concentracion plasmatica
determinada a diferentes tiempos. Las curvas de concentracion plasmatica de
la formulacion en funcién del tiempo versus la suspension y la solucion
oleosa se presentan en la Figura 5. Los parametros farmacocinéticos se pre-
sentan en la Tabla 5. La Cwn aumenta de 1526 ng/ml en la suspension y
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1789 ug/ml en la solucion oleosa a 2863 ng/ml en la formulacion de la pre-
sente invencion, representando aumentos de 87,6 y 60%, respectivamente.
La biodisponibilidad también muestra un aumento pronunciado; el AUC
aumenta de 15,1 mg/mi/h con la suspension y 12,6 mg/ml/h con la solucién
oleosa a 23,5 mg/ml/h con la formulacion a base de micelas (significa
aumentos de 55,6 y 86,5%, respectivamente, en la biodisponibilidad).
Ademas, nuestros resultados confirmaron la menor biodisponibilidad de la
solucién oleosa respecto de la suspension. Finalmente, se observa un des-
censo del CV% de la Cra y €l AUC de 42,2 y 62,2% para la suspension y
39,1y 50,2% para la solucion oleosa a 29,8 y al 29,4% para la formulacion,
respectivamente.
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Figura 5. Perfiles plasmaticos de efavirenz luego de la administracion oral de una formulacion
micelar de F127 al 10%, una suspension extemporanea y una solucién en triglicérido de cadena
media. Dosis = 40 mg/kg dosis (n = 10).

Tabla 5. Parametros farmacocinéticos luego de administracién oral de la
formulacion a base de Pluronic FI27 y de una suspension y una solucion
oleosa.

Formulacién Suspensién Solucién oleosa
Parametro

Promedio| CV % |Promedio| CV % |Valor P|Promedio| CV% |Valor P

Crax (ng/ml) | 2863* | 283 | 1526% | 42,2 | 0,002 | 1789* | 61,4 | 0,040

Tax (horas) | 285 | 40,5 2,38 | 50,0 - 2,42 | 53,0 -

AUC (mg/ml/h)| 23,5%% | 37,1 I51*% | 552 |0,050 | 12,6 | 49,0 | 0,018

*Cmax de formulacion micelar es significativamente mayor que la suspension y la solucion oleosa.
*AUC de formulacién micelar es significativamente mayor que la suspension y la solucion oleosa.
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4. CONCLUSIONES

La nanotecnologia se ha convertido en una herramienta sumamente Util
para disefiar medicamentos mas efectivos. Sin embargo, al contrario de lo
que ocurre en cancer que no reconoce limites fisicos o socioeconémicos,
VIH/SIDA demuestra una incidencia mayor en poblaciones pobres de paises
en vias de desarrollo. Por ello, existe poco interés de la industria farmacéutica
de invertir recursos en la mejora de la farmacoterapia de esta epidemia. Si
bien la nanotecnologia aparece como menos accesible debido a mayores
costos de produccion, el desafio cientifico y ético es implementarlas a costos
razonables. La contribucion puede ser desde el mejoramiento de las propie-
dades organolépticas y aspectos tecnoldgicos y hasta el disefio de sistemas de
liberacién mas sofisticados que permitan direccionar el farmaco a reservorios
celulares y anatomicos especificos. Los pacientes pediatricos constituyen un
grupo de alto riesgo. Mas del 90% de estos pacientes se encuentran en la
region sub-sahariana del continente africano. En este contexto, es sorpren-
dente que la tnica formulacion liquida de efavirenz, un farmaco de primera
linea con baja biodisponibilidad oral, no esté disponible a todos los pacien-
tes (no hay registro en ANMAT de esta formulacién). Ademas, esta formu-
lacion oleosa demuestra biodisponibilidad oral inferior a la forma sélida y
alta variabilidad inter-individual. Por otro lado, la administracion de altas
cantidades de aceite puede provocar trastornos gastrointestinales que pueden
afectar la aceptacion y adherencia al tratamiento. Asi, la Gnica opcidn es la
preparacion de una formulacion magistral.

La encapsulacion de efavirenz en micelas poliméricas permitié aumentar
la solubilidad del farmaco mas de 5000 veces y preparar una formulacion
acuosa concentrada del farmaco (20 mg/ml). Esta formulacion es compati-
ble con la administracién de las dosis comunmente utilizadas (200 a 600
mg/dia). Las ventajas mas destacables de los copolimeros usados son (i) dis-
ponibilidad comercial en un amplio espectro de pesos moleculares y compo-
siciones relativas y (ii) aprobacion de varios derivados por la FDA (EEUU) y
EMEA (Europa) para uso en productos farmacéuticos y dispositivos médi-
cos. La formulacion elegida para ensayos de sabor y evaluacién preclinica
demostrd alta estabilidad fisicoquimica y una mejora sustancial de las pro-
piedades organolépticas. Finalmente, los ensayos preclinicos evidenciaron un
aumento significativo de la biodisponibilidad oral y una caida importante de
la variabilidad inter-individual.
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sity (Boston, EUA). Atualmente é Doutorando em Engenharia Metallrgica
e de Materiais na Universidade de Sdo Paulo (USP) e Pesquisador pleno da
ArcelorMittal Inox Brasil. Possui experiéncia em ensino e pesquisa, sendo
suas principais areas de interesse: nanotecnologia, siderurgia e tratamento de
residuos.
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CATEGORIA INTEGRAGCAO - 1° LUGAR

Aldo Felix Craievich, 71 anos, brasileiro, nascido na Argentina, Bacharel
(1964) e Doutor (1969) em Fisica pelo Instituto Balseiro da Universidad
Nacional de Cuyo, localizada em Bariloche/Argentina, com tese de douto-
rado realizada na Université Paris-Sud, Franca (1966-69). Desenvolve pes-
quisas sobre propriedades estruturais de nanomateriais utilizando
principalmente técnicas de espalhamento e absorcéo de raios X, havendo
publicado cerca de 250 artigos que receberam aproximadamente 2500 cita-
¢Oes. Foi Diretor e Chefe do Departamento Cientifico do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) do CNPg, Campinas-SP (1987-97), e
Chefe do Departamento de Fisica Aplicada (2002-06) e Presidente da
Comissdo de Pesquisa (2007-08) do Instituto de Fisica da Universidade de
S&o Paulo (USP). Desde 1980 é Membro Titular da Academia de Ciéncias
do Estado de Séo Paulo e, desde 1990, possui Bolsa de Produtividade em
Pesquisa do CNPg em Nivel 1A.

Noemi Elisabeth Walste de Reca, 73 afios, argentina, Doctora en Quimica
de la Universidad de Buenos Aires, 1966, se especializd en Ciencia de Mate-
riales en Technische Hochschule-Miinchen (Alemania), Centre d’ Etudes
Nucleaires de Saclay (Francia) y Université d’ Orsay (Francia). Directora del
Centro de INvestigaciones en SOlidos (CINSO) CONICET-CITEFA e
Investigador Superior del CONICET. Desde 2007: Académica Correspon-
diente, Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. Publicd
aproximadamente 300 trabajos cientificos en revistas argentinas e interna-
cionales, obtuvo 16 patentes de invencién. Ha dirigido 33 tesis de grado y
doctorado y numerosos trabajos de becarios. Su area de investigacion actual
abarca: “Materiales Nanoestructurados: Sintesis, Caracterizacion y Aplica-
ciones (Sensores de Gases y Celdas de Combustible)” y “Semiconductores
monocristalinos para deteccion de radiaciones infrarroja, gama y X”. Ha
recibido numerosos premios por su trabajo cientifico.

Diego German Lamas, 43 afios, argentino, investigador independiente de
CONICET, investigador principal de CITEDEF (actualmente con licencia)
y recientemente se incorpor6 a la Universidad Nacional del Comahue como
profesor asociado. Se licencid en Fisica en 1992 y se doctord en 1999 en la
Universidad de Buenos Aires. En 1993 ingresé al Centro de Investigaciones
en Solidos, CONICET-CITEDEF, donde realizo las investigaciones de su
tesis de doctorado y desde el afio 2001 dirigi6 el area de nanomateriales para
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celdas de combustible de 6xido solido. Publicé 66 trabajos en revistas inter-
nacionales y dirigio 4 tesis de doctorado y 4 de grado. En 2005 recibio el
Premio Houssay de la SECyT y en 2007 el Premio Schumacher de la Aca-
demia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales.

Marcia Carvalho de Abreu Fantini, 54 anos, brasileira, Doutora em Fisica
pelo IFGW-UNICAMP, Campinas, Brasil, em 1985. De 1987 a 1989 reali-
zou poés-doutorado no Department of Physics do Brooklyn College da
CUNY, NY, EUA. Desde 1989 ¢ professora do IF-USP, Sdo Paulo, Brasil.
Obteve os titulos de Livre-Docente em 1995 e de Titular em 2008. Trabalha
na investigacdo das propriedades morfoldgicas e estruturais de materiais uti-
lizando raios X. Publicou 94 artigos em revistas cientificas e uma patente
internacional. Orientou 28 estudantes. No projeto de colaboracéo entre IF-
USP e CINSO-CONICETCITEFA trabalhou com a técnica de EXAFS
para a elaboracéo de modelos estruturais.

CATEGORIA INICIACAO CIENTIFICA - MENCAO HONROSA

Brian Samir Ginés Bejarano (autor del trabajo), 18 afios, paraguayo, estu-
diante del 2do. Curso del Colegio Iberoamericano; presidente del Club de
Ciencias Galileo Galilei y de la Academia Literaria ALSPV; Secretario Gene-
ral de la R.E.A.L.; Miembro de la CONADEH; Escritor del Centro Astro-
nomico Bicentenario; Ganador del ler. Puesto del Premio Mercosur de
Ciencia y Tecnologia 2009 - Categoria Iniciacion Cientifica; Premio Juvenil
de Ciencias Pierre et Marie Curie; Paraguayo Sobresaliente del Afio 2009
por el diario Ultima Hora; Miembro de la Coordinacion del Plan Nacional
de Lectura; Miembro de la Comision de Jovenes Emprendedores de la UIP;
Investigador con varios trabajos cientificos realizados.

Fanny Elizabeth Florentin de Gonzalez (profesora-orientadora), 43 afios,
paraguaya, de profesion Quimica Analitica, es egresada de la Universidad
Nacional de Asuncion, en la Facultad de Quimica, y habilitada para la
Docencia del Instituto Superior de Educacion (I.S.E.). Ejerce la docencia en
el Colegio Iberoamericano en las catedras de Ciencias de la Naturaleza,
Salud, y Quimica; ademas, es profesora en el Colegio Nacional San Vicente
de Pal, Colegio Nacional Vicepresidente Sanchez, y en la Universidad Ibe-
roamericana. Asimismo, es asesora del Club de Ciencias Galileo Galilei del
Colegio Iberoamericano.
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CATEGORIA ESTUDANTE UNIVERSITARIO — MENCAO HONROSA

Paulo Euzébio Cabral Filho (autor do trabalho), 22 anos, brasileiro, gra-
duando do 6° semestre do curso de Biomedicina pela Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), onde exerce atividades de monitoria, extenséo e
pesquisa. Atualmente ¢é aluno de iniciacéo cientifica do PIBIC/FACEPE/
CNPq desenvolvendo, na UFPE, o projeto intitulado: “Nanocristais Fluo-
rescentes de Semicondutores para Caracterizacdo de Sistemas Biol6gicos -
Imunomarcacéo de Antigenos Eritrocitarios “A”. Participa dos grupos de
pesquisas Nanoestruturas e Interfaces Biologicas e Optica Biomédica. Tra-
balha na éarea de biofotdnica com microscopia de fluorescéncia e pontos
quanticos para aplicacdes biologicas sob a orientacéo da professora Adriana
Fontes e co-orientacBes de Beate S. Santos e Patricia M. A. Farias.

Adriana Fontes (Professora-orientadora do trabalho), 35 anos, brasileira, possui
bacharelado (1996), mestrado (2000) e doutorado (2004) em Fisica pela
Universidade Estadual de Campinas. Atualmente é professora adjunta da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde exerce atividades de ensino
e pesquisa e orienta alunos de graduagdo, mestrado e doutorado. E bolsista
de produtividade em pesquisa nivel 2 do CNPq e jovem membro afiliado da
Academia Brasileira de Ciéncias. Recebeu o Grant L'Oreal em Ciéncias Fisi-
cas em 2008 para jovens mulheres da Ciéncia, uma iniciativa da ABC,
L'Oreal e UNESCO. Trabalha na area de biofotdnica utilizando pincas opti-
cas, microscopias, espectroscopias e pontos quanticos para investigacdo de
sistemas bioldgicos. E co-lider do grupo de Optica Biomédica. E membro do
grupo de pesquisa em Nanoestruturas e Interfaces Bioldgicas, onde desen-
volve projetos em conjunto com Beate S. Santos e Patricia M. A. Farias.

CATEGORIA JOVEM PESQUISADOR — MENCAO HONROSA

Diego Andres Chiappetta, 35 afios, argentino, se gradud de Farmacéutico
en la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires
(UBA) en 2001, donde obtuvo también el titulo de Doctor de la Universi-
dad de Buenos Aires en 2006. Actualmente es Profesor Adjunto en la Céate-
dra de Farmacotecnia | de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UBA
e Investigador Asistente del CONICET. Hasta el momento ha publicado 30
trabajos en revistas nacionales e internacionales y presentado 40 trabajos en
Congresos nacionales e internacionales. Ha dictado varios seminarios en
ambitos académicos o de reuniones cientificas y participa en proyectos vin-
culados con la Nanotecnologia Farmacéutica.
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NOTA SOBRE OS MEMBROS
DA COMISSAO DE AVALIACAO

Professor Ary Mergulhao Filho, UNESCO/Brasil, Presidente da Comisséo
de Avaliacéo

Brasileiro com mestrado em Ciéncias pelo Instituto Tecnoldgico da Aero-
nautica (ITA). Atuou como empresario e consultor de empresas. Orientou
mais de sessenta trabalhos académicos de graduacdo em 19 anos como
professor universitario. Na esfera publica, atuou no Conselho de Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e no Ministério da
Ciéncia e Tecnologia na formulagdo e implantacédo de politicas para o setor.
Atualmente é Oficial de Ciéncia e Tecnologia da UNESCO no Brasil.

Professor Guillermo R. Castro, Representante da RECyT/Argentina
Argentino, Licenciado en Ciencias Quimicas de la Universidad de Buenos
Aires, Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el Area de Ciencias Qui-
micas. Becario de la Fundacién PEW (EE.UU.); Director del Laboratorio de
Nanobiomateriales, CINDEFI (Argentina). Prof. Adjunto de la Facultad de
Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata (Argentina);
Adjunct Professor, Department of Biomedical Engineering, Tufts University
(EE.UU.), Investigador CONICET (Argentina). Representé a la Fundacion
Argentina de Nanotecnologia en la Comision.

Professor Joel Camargo Rubim, Representante da RECyT/Brasil
Brasileiro com doutorado em Quimica pela USP, com pés-doutorado na
Universidade de Duisseldorf (Alemanha) como bolsista da Fundacéo Alexan-
der von Humboldt. Foi Professor do Instituto de Quimica da USP (1983-
1998), onde obteve o titulo de Professor Livre Docente (1993). Desde 1998
é Professor do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia, onde coor-
dena o Laboratério de Materiais e Combustiveis (LMC). E Pesquisador 1B
do CNPgq.
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Professor Juliano Chaker, Representante da RECyT/Brasil

Brasileiro, Quimico com doutorado na area de Ciéncia de Materiais e Fisico-
Quimica, pela Universidade de Paris X1 e Universidade Estadual Paulista —
UNESP Atua na area de nanotecnologia, com énfase em sintese e elaboracéo
de materiais multifuncionais e técnicas avangadas de caracterizacdo por radi-
acdo Sincrotron. Tem interacdo efetiva com renomados grupos de pesquisa
Nno pais e no exterior e conta com publicaces em revistas de alto indice de
impacto. Desenvolve projetos com temas envolvendo a polimeros organico-
inorganicos para liberagdo controlada de farmacos, membranas PEM para
células combustivel e nanoparticulas antitumorais para terapia do cancer.
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