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RESUMO

Neste estudo foi avaliada a atividade antibacteriana de fibras téxteis contendo nanoparticulas de poli(éxido de
etileno-b-4cido latico) com 6leos essenciais incorporados. O sistema desenvolvido demonstrou atividade an-
tibacteriana contra Staphylococcus aureus, sugerindo seu potencial uso como agente antibacteriano. Foram
utilizados copolimeros dibloco baseados em um bloco fixo de PEO (5kDa) e dois segmentos de PLA diferen-
tes (4,5 e 10kDa). A morfologia, a eficiéncia do encapsulamento, a interacdo da blenda de 6leos essenciais
(incluindo, lavanda, melaleuca, tomilho, cravo, cedro e capim lim&o) e polimero e a cinética de liberagdo do
agente ativo nas nanoparticulas foram avaliadas. O raio hidrodinamico das nanoparticulas determinado pela
disperséo da luz foi afetado pelo tamanho do bloco de poli(acido latico). A liberagdo in vitro sugere que a
barreira polimérica é capaz de controlar a liberacdo de 6leo. A atividade antibacteriana foi mais eficaz em
tecidos com fibras arranjadas aleatoriamente. De acordo com estudos da literatura, nanoparticulas obtidas de
copolimeros com menor massa molar de PLA favoreceram a liberacdo da mistura de 6leos essenciais. O pro-
cesso de incorporagdo dos 6leos essenciais nas fibras téxteis mostrou-se eficiente sugerindo viabilidade quan-
to ao uso desse sistema no controle antibacteriano. Os sistemas desenvolvidos oferecem uma nova estratégia
para a liberagdo controlada com atividade antibacteriana e apresentam potenciais aplica¢des na indistria cal-
cadista.
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ABSTRACT

In this study was evaluated the antibacterial activity of textile fibers containing poly (ethylene oxide-b-lactic
acid) nanoparticles with incorporated essential oils. The developed system demonstrated antibacterial activity
against Staphylococcus aureus, suggesting its potential use as antibacterial agent. Diblock copolymers based
on a fixed PEO block (5kDa) and two different PLA segments (4.5 or 10kDa) were used. The morphology,
encapsulation efficiency, blending interaction of essential oils (including lavender, tea tree, thyme, cloves,
cedar and lemon grass) and polymer and the release kinetics of the active agent in the nanoparticles. The hy-
drodynamic radius of the nanoparticles determined by light scattering was affected by the size of the
poly(lactic acid) block. The in vitro release suggests that the polymeric barrier is able to control the oil re-
lease. Antibacterial activity was more effective in textiles with randomly arranged fibers. In agreement with
studies from the literature, nanoparticles obtained from copolymers with lower PLA molar mass favored the
release of the essential oil mixture. The incorporation process of the essential oils in the textile fibers proved
to be efficient, suggesting viability regarding the use of this system in the antibacterial control. The devel-
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oped systems offer a new strategy for controlled release with antibacterial activity and suggesting a potential
application in the footwear industry.

Keywords: nanoparticles; essential oil; antibacterial effect.

1. INTRODUCAO

A utilizacdo quotidiana de materiais téxteis e 0 consequente contato com pele residual (morta) e suor, repre-
senta uma Otima fonte de nutrientes para o desenvolvimento de micro-organismos, entre estes, bactérias e
fungos. O desenvolvimento de bactérias pode, sob condicBes adequadas de temperatura e umidade, originar
maus odores, descoloracdo, perda de propriedades, deformacdo e reducdo do tempo de vida (til das fibras.
Além de considerar que Staphylococcus aureus é uma bactéria formadora de toxina que pode comprometer a
salde humana. Portanto, a presenca de um agente antibacteriano é ndo somente uma barreira fisica, mas tam-
bém uma barreira quimica contra a acdo de agentes biologicos indesejaveis [1], pois de maneira geral, a sim-
ples lavagem dos tecidos ndo é suficiente para eliminar estes microrganismos, ocorrendo somente uma redu-
cao destes, sendo que os sobreviventes rapidamente se multiplicam a cada nova utilizagdo. A caracteristica
estrutural das fibras téxteis, associada a ambientes de alta umidade e temperatura, proporciona um ambiente
favoravel para o surgimento e crescimento de microrganismos responsaveis pelo mofo, bolores e manchas.
[2-3] O controle de microrganismos em materiais téxteis se estende a diversas areas como ambientes hospita-
lares, fitness, equipamentos militares, produtos de cama, mesa e banho, vestuario de uso diario e em materi-
ais utilizados em calgados, que é o foco do presente estudo. Por longo tempo, diferentes aditivos quimicos
foram utilizados para tratamento antibacteriano em materiais téxteis, incluindo desde substancias simples
como ions de halogénios até os mais complexos como detergentes especiais. [3] Atualmente os compostos
organoclorados e derivados de arsénio vem sendo substituidos por materiais nanoestruturados sintetizados a
partir de sais metalicos, como 6xido de zinco, com propriedades antibacterianas. [4]

Devido ao vasto campo de aplicagdo de sistemas nanoestruturados, novas propriedades que nédo séo en-
contradas em escala micro e macro, podem ser observadas em escala nano, como tolerancia a temperatura,
variedade de cores, alteracfes na reatividade quimica e condutividade elétrica. [5] Mais recentemente, 0 uso
da nanotecnologia tem favorecido o desenvolvimento de solugdes que incluem a incorporacdo de nanoestru-
turas (p.ex. nanoparticulas) em fibras téxteis pelo método de adsorgdo. Este processo consiste em tratar o
substrato (material téxtil) com nanoestruturas sob condigdes controladas. [6] Por exemplo, BALASUBRA-
MANIAN et al. [7] desenvolveram nanofibras de poliacrilonitrila (PAN) com 6leo essencial de lavanda pelo
método eletrospinnig. O foco da pesquisa realizada pelos autores foi a aplicacdo do sistema nanoestruturado
como um material antibacteriano de liberagdo controlada, na area biomédica, setor téxtil e no tratamento de
aguas. [8] Pesquisadores da Universidade de Cornell-USA desenvolveram roupas High-tech com proprieda-
des antibacterianas e autolimpantes. A estratégia consistiu na aplicacdo de nanoparticulas de prata e/ou de
paladio em tecidos de algoddo. Além do efeito antibacteriano, a prata incorporada a fibra de algoddo aumen-
tou a periodicidade de lavagem das fibras, evitando dessa forma a sujidade e a formacdo de manchas devido
ao uso frequente. [8] A incorporagdo de nanoparticulas de ouro em matrizes poliméricas formadas por polies-
tireno e poli(dimetilsiloxano) pelo método de imersdo em solugdo foi avaliada por CORBIERRE et al. [9]
Neste caso especifico os autores utilizaram um revestimento nas nanoparticulas compativel com a matriz
polimérica evitando assim, a formacéo de agregados em solugdo. Os estudos de incorporacgdo e liberacdo das
nanoparticulas da matriz polimérica foram realizados via espectroscopia de UV-Visivel, enquanto a morfolo-
gia e tamanho das nanoparticulas foram analisadas por microscopia eletronica de transmissdo. [10] O mesmo
sistema nanoestruturado foi também avaliado pelos autores considerando a preparacéo prévia das nanoparti-
culas de ouro e a incorporacdo destas em matrizes de poliestireno e poli(dimetilsiloxano) via polimerizacéo
in situ. Os resultados mostraram uma dispersdo uniforme das nanoparticulas na matriz polimérica. [10, 11]
Em outro exemplo, pesquisadores do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) produziram
nanoparticulas de prata diretamente sobre fibras de algodéo utilizando agua e poli(etileno glicol) (PEG), com
0 objetivo de reduzir o mau odor de tecidos, como consequéncia da reducdo do crescimento e proliferacdo de
microrganismos. [10] Com o mesmo objetivo, BALAKUMARAN et al. [11] trataram tecidos de algodéao
com nanoparticulas de prata, sendo que os resultados apresentaram excelente atividade antibacteriana contra
todos os testes patogénicos. A reducdo de mais de 93% do nimero de col6nias bacterianas foi registrada con-
tra todos os patégenos testados.

Sistemas nanoestruturados dessa natureza tém sido utilizados em calgados, particularmente, em palmi-
Ihas, forros internos, solados de base polimérica e cabedal, reduzindo dessa forma o crescimento e a prolife-
racdo de bactérias responsaveis pela formacdo do mau cheiro. Empresas como a REINSTE NANO VENT U-
RES [12] da india em parceria com a SILANOTEX [13] da Alemanha vém trabalhando com a incorporag&o
de nanoparticulas de prata em fibras sintéticas como as utilizadas em componentes do calgado, com o objeti-
vo de evitar a proliferacdo de germes patogénicos. Neste contexto, a indUstria calgadista busca se modernizar
e atualizar suas tecnologias e aplicac@es, tanto no desenvolvimento e utilizacdo de materiais antibacterianos,
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como no desenvolvimento de dispositivos viaveis para evitar o acdimulo de umidade no interior do calgado.
Por exemplo, as empresas Reebok e Ferracini desenvolveram a tecnologia Play Dry [14, 15] que, através da
combinacédo dos processos de dispersao e canalizacdo, acelera a evaporacdo da umidade produzida pelo corpo
humano. Para a disperséo sdo utilizadas fibras hidrofilicas na parte interna para atrair a umidade e fibras hi-
drofébicas que dispersam o suor acelerando a evaporacdo. E a canalizacdo utiliza fibras cruzadas como meio
de saida para a umidade, permitindo uma evaporagdo mais rapida. A empresa Dublauto Galcha desenvolveu
uma palmilha com tratamento nanotecnoldgico antibacteriano, que tanto previne o mau cheiro, como também
algumas doencas alérgicas para o usuario. A mesma empresa desenvolveu também o forro Dry Soft que ab-
sorve rapidamente o suor dos pés, evitando que este tenha contato com a pele. Ao mesmo tempo, microcap-
sulas com fragrancias impregnadas no forro sdo liberadas continuamente, devido ao atrito natural no cami-
nhar.

Neste caso especifico, as microcapsulas além de evitar o mau cheiro, agem também como hidratante da
pele, auxiliando na cicatrizacdo de pequenas fissuras, na regeneracdo das células e na ativacdo da circulagéo
sanguinea. [16]

O processo de incorporagéo de nanoparticulas em fibras téxteis, como ilustrado na Figura 1, protege os
ativos da oxidacao e volatizagdo, proporcionando sensacfes e fragrancias no momento desejado através do
sistema de liberacdo gradativo que € acionado pela fricgdo e atrito provocado pelo uso diério.

Figura 1: Esquema ilustrativo de téxtil contendo nanoparticulas. [17]

Neste aspecto, a nanotecnologia tem um papel preponderante tanto na utilizagdo, como na eficiéncia de
agentes antibacterianos que tem a fungéo de inibir a transferéncia e o alastramento do contato com os micror-
ganismos patogénicos e, como consequéncia, reduzir o odor causado pela degradacdo microbiana e evitar a
perda das caracteristicas das fibras. [18] Alguns dos antibacterianos mais eficientes usados atualmente foram
desenvolvidos paralelamente ao avango da nanotecnologia pois levam em sua composi¢do, nanoparticulas.
[19]

Este estudo teve como objetivo principal avaliar a atividade antibacteriana de fibras téxteis contendo
nanoparticulas de poli(6xido de etileno-b-&cido latico) com éleos essenciais incorporados. Técnicas de espa-
Ihamento de luz e microscopia eletronica de transmissdo foram utilizadas para caracterizar os sistemas na-
noestruturados. Os estudos de liberacdo de 6leos essenciais das nanoparticulas e destas incorporados em fi-
bras téxteis foram avaliados por espectroscopia UV-Visivel.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Foram utilizadas nanoparticulas pré-sintetizadas a partir do copolimero dibloco poli(6xido de etileno)-b-
poli(acido latico), fornecido pela PolymerSourceTM, com a presenga de uma blenda de dleos essenciais (in-
cluindo, lavanda, melaleuca, tomilho, cravo, cedro e capim liméo) fornecida pela empresa Nanovetores de
Floriandpolis, SC. Foram utilizadas dois copolimeros de diferentes massas molares: PEO5yp,-b-PLA, skpa €
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PEOsypa-b-PLA1gkps. A metodologia para a preparacdo das nanoparticulas foi a mesma utilizada por POPI-
OLSKI et al. [20] Como solvente foi utilizado Acetona P.A fornecida pelo Group Carlo Erba Reagents e
agua ultra-pura produzida pelo equipamento Milli-Q Billerica, MA, EUA. Como materiais téxteis de estudo
foi utilizado um tecido de sarja branca 100% algodéao, utilizado como forro em calgados esportivos e em cal-
cados funcionais. Como ndo tecido, foi utilizado um material 100% poliéster empregado como base para la-
minados sintéticos e reforco em calcados, ambos fornecidos pela empresa Dublauto Galcha de Novo Ham-
burgo-RS.

2.2 Preparacao das nanoparticulas

A técnica consiste na dissolugdo do copolimero em um solvente termodinamicamente bom para os dois blo-
C0s, ou seja, compativel para os dois blocos, favorecendo a dissolucédo do copolimero como um todo, em nos-
SO caso, a acetona, sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, seguida de adicdo lenta e progressiva de
um solvente seletivo para um dos blocos (agua ultra-pura), [21] onde o bloco solvofébico se organiza mini-
mizando o contato com o solvente, favorecendo assim, dependendo das condi¢fes experimentais, a formagéo
de nanoestruturas bem definidas em escala nanométrica. [22] A taxa de adi¢do do solvente seletivo e a velo-
cidade de agitacdo magnética foram cuidadosamente estabelecidas apés diversos experimentos, a fim de
promover a formacdo de estruturas bem definidas, homogéneas, na auséncia de agregados, ou seja, com um
baixo indice de polidispersidade. [23] Mais especificamente, o copolimero na concentragdo de 40 mg mL™ e
a blenda de 6leos essenciais (10%) foram dissolvidos em 2 mL de acetona. Esta solucéo foi entdo gotejada a
uma taxa constante de 7,63 mL h™ em 4 mL da solugo aquosa com o uso de uma seringa de 2 mL acoplada &
uma bomba de infuséo, sob agitacdo magnética de 2500 rpm. A eliminacédo do solvente orgénico foi realizada
por evaporacdo sob pressdo reduzida em um rotavapor da marca Janke&Kunkel IKA Labortechnik. Neste
processo de formacgdo de nanoparticulas em agua, o bloco hidrofilico (PEQO) é orientado para a formagéo do
revestimento das nanoparticulas (camada externa) enquanto que a parte hidrofébica, o PLA, é protegida do
meio externo, formando o nucleo. O nicleo hidrofébico atua como um micro ambiente ideal para a encapsu-
lac8o do agente ativo (6leo essencial), também de carater hidrofobico, enquanto que o bloco em contato com
o solvente forma uma interface estabilizante entre o nucleo e 0 meio externo. Para evitar a aglomeracéo das
nanoparticulas, todas as amostras foram diluidas a 10 mL.

2.3 Caracterizagao das nanoparticulas

2.3.1 Espalhamento de luz estéatico e dindmico

No Espalhamento de Luz Estatico (SLS), a intensidade da luz espalhada é coletada em fungéo do angulo de
espalhamento, enquanto no Dindmico (DLS), a correlacéo da intensidade da luz espalhada é obtida em fun-
¢ao do tempo, para um dado angulo fixo. As duas analises fornecem informagdes complementares a respeito
dos sistemas estudados. Particularmente neste estudo, a técnica de DLS foi utilizada para analisar a forma,
nUmero de agregacdo e as intera¢fes das nanoparticulas e correlacioné-las com as dimensdes das mesmas em
solucdo aquosa, através de flutuacdes temporais na luz espalhada que geram informagdes a respeito da dina-
mica das particulas em solugo. [23]

As analises foram realizadas utilizando um goniémetro ALV/CG6-8F equipado com um laser de hélio-
néon vermelho (A = 632,8 nm), operando a uma poténcia de 35 mW e um dispositivo de correlagdo digital
ALV/LSE-5004, com um tempo de amostragem inicial de 125 nS. O angulo de dispersdo acessivel do equi-
pamento varia de 12 a 155°. Para esta analise, as amostras foram filtradas com filtro de acetato de celulose de
0,45 um, e medidas em células cilindricas de 10 mm de didmetro, imersas em um banho de tolueno com
temperatura regulada a 25 °C. O mddulo de dispersdo (q) € definido pela equacdo 1, na qual n representa o
indice de refragdo de &gua pura, 6 0 angulo de disperséo e A o comprimento de onda.

1= en (2 8

2

As amostras foram sistematicamente estudadas a 90°, 60° e 120° e cada experimento foi realizado du-
rante 300s. As amostras também foram estudadas em varredura de diferentes angulos de espalhamento, vari-
ando de 40° até 140° com aumento escalonado de 10°. A intensidade de espalhamento foi corrigida conside-
rando as contribui¢cdes do solvente (dgua) e o tolueno (padrao), bem como a alteracdo do volume de dispersao,
com o angulo de deteccédo. As distribuicdes de tempos de relaxacdo, A(t), foram obtidos por meio do método
CONTIN [24, 25] aplicadas as fungdes de autocorrelagao, C(q, t). [26] O raio hidrodindmico (Ry) foi deter-
minado usando a equago de Stokes-Einstein (equagéo 2), onde kg é a constante de Boltzmann (em J K™), T é
a temperatura (em K), D ¢ o coeficiente de difusdo e 1 € a viscosidade do meio (agua pura), neste caso, (g =
0,89 cP a 25 °C).
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_ KpT
RH - 6mnD (2)

O raio de giro (Rg) foi calculado a partir da parte elastica (I (q)), da intensidade de disperséo utilizando a
aproximacao de Guinier (equacao 3).

Inl = Inl, — %qugZ (3)

A relacdo entre Rg, obtido a partir dos dados de SLS aplicando a equacdo de Guinier, e Ry, obtido via DLS e
a equacéo de Stokes-Einstein, fornece o grau de anisotropia (p).

2.3.2 Microscopia eletrénica de transmisséo

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada através da microscopia eletrdnica de transmissao (MET) em um
microscopio CM200 Philips (FEI Company, Hillsboro, EUA) operado a 80 kV, com a finalidade de verificar
a morfologia e a estrutura das nanoparticulas. As amostras foram diluidas 10 vezes em agua ultra-pura e fo-
ram depositados 7 uL. de amostra sobre grids de cobre revestidos com carbono e antes da secagem completa
adicionou-se 7 uL da solucdo de acetato de uranila 2% (w/v) corando negativamente as amostras. Depois de
alguns minutos, o excesso de liquido foi retirado com papel filtro e a grid foi deixada para secar. As imagens
foram gravadas em filmes Kodak SO163, e os negativos foram digitalizados off-line usando uma camera Ko-
dak Mega Plus CCD. As micrografias obtidas foram tratadas no software Image Tool for Windows para ana-
lisar o didmetro das nanoparticulas, contando com cerca de 400-500 contagens por amostra.

2.4 Incorporagao das nanoparticulas em fibras téxteis

Para este estudo foram utilizados dois tipos de fibras téxteis, uma sarja branca 100% algodao, identificada
como tecido A, e um ndo tecido composto com 100% poliéster, como tecido B. As nanoparticulas contendo a
mistura de 6éleos essenciais foram adsorvidas aos téxteis por imersdo dos tecidos em solucdo contendo as na-
noparticulas.

2.5 Perfil de liberagc&o dos dleos essenciais

Para andlise do perfil de liberacdo dos dleos encapsulados as nanoparticulas adsorvidas aos téxteis, amostras
com 1,0 cm? de area foram inicialmente mantidas em estufa a 37 °C (+2 °C), durante 58 dias. Apés este peri-
odo, cada amostra avaliada foi embebida em 1 mL de solvente organico (acetona) e apds 10 minutos de ultra-
sonificacdo, as solugdes de lavagem foram avaliadas por Espectroscopia de UV-Visivel, a 210 e 220 nm, [27,
28] em um espectrofotémetro de feixe duplo, modelo CARY 5000 — Varian. Todas as amostras analisadas
por espectroscopia foram diluidas em acetona.

2.6 Atividade antibacteriana

Conforme a norma AATCC 100-2004, [29] foram utilizados corpos de prova circulares de 4,8 £0,1 cm de
didmetro, suficientes para absorver 1,0 +0,1 mL do in6culo. Para alcancar esta condigdo, dois corpos de pro-
va foram necessarios. Todos os téxteis foram previamente esterilizados em autoclave. Os corpos de prova
foram inoculados com Staphylococcus aureus, cepa ATCC 6538, organismo gram positivo. Os resultados
foram expressos em percentuais de reducdo do ndmero de bactérias no indculo ap6s 24h de contato com as
fibras téxteis. Estas analises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia do Instituto Brasileiro de Tec-
nologia do Couro, Calgado e Artefatos (IBTeC) de Novo Hamburgo-RS.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagdo das nanoparticulas

3.1.1 Espalhamento de luz dinAmico

Para determinar a distribuicdo de tamanho e grau de polidispersidade, estudamos a dependéncia angular da
intensidade de espalhamento de luz das solu¢des de nanoparticulas de PEO-b-PLA. Uma vez que as nanopar-
ticulas em solucdo estdo em constante movimento, as flutuagdes da intensidade da luz espalhada estdo dire-
tamente relacionadas ao movimento browniano. Portanto a técnica de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)
foi utilizada para analisar este movimento e correlaciona-lo com as dimens6es das nanoparticulas em solucéao
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aquosa, através de flutuagdes temporais na luz espalhada que geram informacgoes a respeito da dinamica das
particulas em solugdo. [25]

A Figura 2 mostra a funcdo de autocorrelagdo C(q, t), calculada utilizando a analise CONTIN, para as
amostras medidas nos angulos de 60°, 90° e 120° de espalhamento e distribuicdo dos tempos de relaxacdo
medidos no &ngulo de 90°. A distribui¢do do tempo de relaxacdo obtido a partir de PEO-b-PLA automonta-
dos em diferentes massas molares de copolimero mostrou a presenca de duas populagdes micelares para as
amostras sem o ativo encapsulado (Figuras 2A), onde a primeira corresponde a pequenas micelas enquanto
gue a segunda populagdo corresponde provavelmente as vesiculas ou agregados micelares irregulares, forma-
dos por interagdes dindmicas entre as cadeias do copolimero. A natureza dinamica de tais interac6es foi con-
firmada, uma vez que ndo foram detectados os agregados micelares apés a filtracdo em filtro de acetato de
celulose (0,45 pum).
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Figura 2: Funcéo de correlagdo medida por DLS a 90°, 60° e 120° e distribui¢do dos tempos de relaxac¢do obtido num
angulo de 90° para: PEOsyp,-b-PLAyskpa (A); PEOskpab-PLAskpa COM a Blenda (B); PEOsipa-b-PLAjkpa  (C);
PEOspa-b-PLA;0kpa cOM a Blenda (D).

O raio hidrodinamico (Ry) foi obtido através do grafico de I' versus g2 calculado usando a relacdo de
Stokes-Einstein (Equacdo 2). Os gréaficos indicam um comportamento difusivo do espalhamento das particu-
las e a existéncia de objetos esféricos para os dois sistemas estudados, micelas sem ativo encapsulado ou com
a presenga deste.

Os resultados de DLS indicam que ocorreu um aumento no tamanho das nanoparticulas com a presen-
¢a do ativo encapsulado e uma distribuicdo bimodal para os copolimeros sem a presenca deste. As nanoparti-
culas sem 0leo essencial do sistema de PEOsyp,-b-PLA, skpa (Figura 2A) tem raios hidrodindmicos de 77 nm
e 13 nm para as duas populagfes observadas. Na presenca de 10% da blenda de dleos essenciais (BD), (Figu-
ra 2B) o raio hidrodindmico aumentou para 92 nm, confirmando a influéncia do componente oleoso sobre o
diametro da particula, assim como reportado por SCHAFFAZICK et al. [30] Para o sistema PEOxgyp,-b-
PLAokpa, que também apresentou duas populagGes para o sistema vazio, os valores foram 19 nm e 4 nm na
auséncia do 6leo (Figura 2C), aumentando para 22,7 nm com 10% da BD (Figura 2D).
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3.1.2 Espalhamento de luz estético
Para os sistemas em investigacdo os valores de raio de giro (Rg) foram determinados a partir de um grafico
de In I versus . A Figura 3 apresenta os graficos da dependéncia da frequéncia de relaxacdo (1/t) do qua-
drado do modulo do vector de onda (g% medido nos angulos de 40 até 140° para as amostras de PEQOgpa-b-
PLA, skpa € PEOsypa-b-PLAokpa ap0s filtracdo em acetato de celulose 0,45 pum, cujo valor foi calculado com
base na lei de Guinier, a partir do coeficiente angular da reta utilizando a Equacéo 3. Esta aproximacao é bas-
tante utilizada para a determinagdo de Rg de particulas, sendo valida apenas quando gRg< 1.

A razdo entre Rg e Ry fornece o grau de anisotropia (p), que estima a morfologia das nanoparticulas.
A Tabela 1 mostra os valores de p calculados teoricamente para as morfologias mais frequentemente encon-
tradas.

Tabela 1: Valores de p e a morfologia das particulas.

MORFOLOGIA P
Esfera homogénea (hard) 0,778
Esfera (soft) 0,977
Vesicula > 1,00
Polimero enovelado monodisperso 1,50a1,70
Polimero enovelado polidisperso > 1,70

Fonte: (adaptado de Burchard). [31]
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Figura 3: Dependéncia da frequéncia de relaxagdo (1/t) do quadrado do modulo do vector de onda (q?) e gréficos de In |
versus quadrado do modulo do vector de onda (q°) das solugBes aquosas de PEOskpa-h-PLA, skpa (A); PEOsypa-b-
PLA, skpa €OM @ BD (B); PEOsypa-b-PLA;kpa (C); PEOskpa-b-PLAokpa cOm a BD (D).

Na Figura 3A séo observadas duas inclinagfes para as amostras de PEOsypy-b-PLA skpa, COrrespon-
dentes aos valores de Rg de 74 nm e 43 nm, respectivamente. Considerando o valor de Ry de 62 nm (DLS),
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foram obtidos valores do grau de anisotropia (p) de 1,19 e 0,70, respectivamente, que estdo relacionadas a
morfologia de vesiculas e esferas homogéneas. [33] Para as amostras PEOsypa-h-PLA,skpa Na presenca da
blenda de 6leos (Figura 3B), o Rg foi de 54 nm, definindo um grau de anisotropia de 0,72 associado a forma-
c¢do de esferas homogeéneas.

A partir da Figura 3C observa-se uma dependéncia linear para as amostras de PEOzypa-b-PLA0kpa,
correspondente ao valor de Rg de 20 nm, que corrobora com o valor de Ry, de 17 nm determinado por DLS.
A partir da razdo entre Rg (SLS) e Ry (DLS) ¢ determinado o grau de anisotropia (p), que neste caso corres-
ponde ao valor de 1,17.

Na presencga da blenda de 6leos (Figura 3D), obteve-se um Rg de 16 nm, que resultou num grau de
anisotropia de 0,80. As amostras com PEOg,p,-b-PLAops, NS mesmas condigdes experimentais, apresenta-
ram comportamento semelhante ao observado por microscopia eletronica de transmissdo (MET). Estes resul-
tados s8o apresentados na secdo 3.1.3, e diferem, no entanto, dos resultados obtidos por SLS, que sugerem a
formacgdo de vesiculas ou até mesmo um enovelamento polimérico em solucéo, conforme apresentado na
Tabela 1.

Com base na dependéncia da frequéncia de relaxagdo (1/1) do quadrado do modulo do vector de onda
(9% medido nos angulos de 40 até 140° (Figura 3), foi calculado o raio hidrodinamico real para os dois siste-
mas estudados (ver Tabela 2).

Tabela 2: Raio hidrodindmico real determinado pela dependéncia angular por SLS.

R
COPOLIMERO - -
NP SEM OLEO NP COM 10% DE OLEO
PEOs kpa-b-PLA 5 kpa 61,30 nm 74,80 nm
PEOs kpa-h-PLA0 kpa 16,50 nm 19,70 nm

Pelos resultados apresentados, podemos observar aumento no tamanho das nanoparticulas com a pre-
senca do agente ativo. Esse comportamento é um indicativo de que o processo de encapsulagdo foi eficiente.
Ainda, nas amostras com a presenca do agente ativo é observada uma leve dependéncia angular no espalha-
mento da solugdo, que pode ser indicativo da presenca de particulas grandes, ou seja, de um sistema polidis-
perso.

O aumento do teor de PLA na composi¢do do copolimero gera uma diminuigdo do tamanho de parti-
cula. Podemos considerar duas possibilidades para justificar esta situacdo: (i) formam-se pequenas nanoparti-
culas que se agregam para formar aglomerados, como reportado por XU [32] para copolimeros de PS-b-PEO
(poli(6xido de etileno)-estireno). No caso do PEOsk-b-PLA, sk, a presenca de uma proporgdo maior de PEO
pode favorecer a formacdo de agregados termodinamicamente reversiveis em solucdo aquosa. Esta formacéo
estd associada a presenca de um conjunto de cadeias de PEO na camada externa das nanoparticulas. A ten-
déncia observada nos resultados obtidos por DLS esta de acordo com a conclusdo de XU [34] de que o grau
de associacdo das micelas aumenta com o aumento da massa molar do copolimero ou com o aumento o teor
hidrofobico deste, em nosso caso, aumento da proporcéo de PLA. [34]

3.1.3 Microscopia eletrénica de transmisséo

A andlise por microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi realizada com o objetivo de confirmar o ta-
manho das nanoparticulas, uma vez que de acordo com a literatura é aconselhavel que se utilize mais de um
tipo de metodologia para a determinagdo dos mesmos, [33] bem como analisar a morfologia das nanoparticu-
las de PEO-b-PLA. Conforme observado na Figura 4, para ambos 0s sistemas estudados foram obtidas nano-
particulas esféricas. Comportamento semelhante foi descrito por JIE et al. [34] e NECKEL E SENNA [35]
para os sistemas PEO-PLA e PLA-PEG, respectivamente.

As nanoparticulas obtidas com o copolimero PEOgyp,-b-PLA, skpa, Observadas na Figura 4, mostraram
didmetros médios de 38 nm para micelas sem 6leo (4A), respectivamente. Na condi¢cdo de menor massa de
PLA (Figura 4A e 4B), observou-se grandes vazios sobre as grids indicando que a solugdo de PEQOsyp,-b-
PLA,spa ndo cobriu a totalidade da superficie das grids, favorecendo a polidispersdo. Com o0 aumento da
massa molar de PLA, (PEOsypa-b-PLAjokpa), @ solugdo cobriu uniformemente toda a superficie das grids,
como observado na Figura 4C e 4D.

Na Tabela 3 podemos observar o resumo dos histogramas apresentados na Figura 4, resultados obtidos
a partir das contagens das nanoparticulas das imagens de MET.
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Tabela 3: Diametros determinados por MET e seus respectivos desvios padrao.

DIAMETRO
AMOSTRA - -
NP SEM OLEO o NP COM OLEO (o]
PEOs «pa-b-PLA, 5 kpa 38,00 nm 1,0 58,00 nm 2,8
PEOs kpa-b-PLA kpa 14,00 nm 0,3 20,00 nm 0,4

Pelos resultados apresentados, podemos observar aumento no tamanho das nanoparticulas com a pre-
senca do 6leo essencial.

Ainda que seja identificada uma certa similaridade entre os didmetros, é observada uma redugdo do
tamanho das nanoparticulas avaliados por MET, comparativamente a técnica de DLS.
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Figura 4: Imagens de MET para as amostras: PEOsyp,-0-PLA skpa (A); PEOskpa-b-PLA, 5kpa COM @ BD (B); PEOsyp,-b-
PLAgkpa (C); PEOsypa-b-PLAgpa cOm a BD (D). Com os respectivos histogramas das contagens das nanoparticulas
realizadas pelo software Image Tool.

3.1.4 Adsorc¢ao das nanoparticulas em fibras téxteis

A impregnacéo das nanoparticulas ocorreu por imersdo individual de cada amostra em 1 mL de solugdo, até
total absorgdo do liquido. Esse valor foi ajustado para um grau de retencéo de liquido, relativamente a massa
de tecido seco proximo de 100%. ApGs a impregnacao, as amostras foram secas a temperatura ambiente.

Na Figura 5 sdo apresentadas as imagens digitais (Figuras 5A e 5C) e de microscopia Optica (Figuras 5B
e 5D) dos téxteis avaliados.

Os tecidos sdo divididos em tecidos produzidos em teares e os ndo tecidos. Os tecidos produzidos em
teares geralmente consistem de dois conjuntos de fios, os quais sdo entrelacados perpendicularmente uns em
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relacéo aos outros. [36] O tecido de tear mais utilizado é o tecido plano, definido neste trabalho como tecido

A.

A diferenca entre os tecidos planos e 0s ndo tecidos encontra-se basicamente na forma em que sua estru-
tura é produzida, [37] como pode se observar na Figura 5. Segundo a NBR 13370, [38] um néo tecido é defi-
nido como uma estrutura plana, flexivel e porosa constituida de véu ou manta de fibras ou filamentos, orien-
tados direcionalmente ou aleatoriamente, e conformados por processo quimico, mecanico e/ou térmico, ou
pelas combinagdes desses. Definido neste trabalho como Tecido B. O mesmo processo de impregnagéo foi

aplicado para ambos 0s materiais.
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Figura 5: a) Fotografia digital do tecido A (100% algodéao); b) imagem de MO (0,75 de magnificagdo) do tecido A; c) e
d): Fotografia digital e imagem de MO (0,75 de magnificagao), respectivamente, do tecido B (100% poliéster).

3.1.5 Liberagéo in vitro
A técnica de espectroscopia de UV-Visivel foi utilizada para confirmar e avaliar as bandas de absorcéo ca-

racteristicas do agente ativo e desta forma, determinar a quantidade de 6leo essencial liberada. A liberacéo
do agente ativo foi avaliada durante 60 dias e durante este tempo, as amostras foram mantidas em estufa com
a temperatura controlada de 37 °C (2 °C).

Os resultados mostrados na Figura 6 sugerem que a liberagdo do 6leo essencial ocorre de maneira lenta

e controlada.
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Figura 6: Perfil de liberacdo do agente ativo das nanoparticulas: (@)PEOsyp,-b-PLA skpa; (I)PEOsypa-b-PLAgkpa

As nanoparticulas obtidas a partir do copolimero de menor massa, 0 PEOsyp,-b-PLA, skpa apresenta-
ram uma liberagdo levemente maior que em comparacdo ao copolimero PEOsyp,-b-PLAkpa, Cerca de 7 e
10%, respectivamente.

Quando comparamos apenas os tecidos, observa-se que no tecido B, a liberagéo foi levemente maior
em relacéo ao tecido A. Como explicado anteriormente, o tecido A é constituido por fios entrelagados per-
pendicularmente uns em relagdo aos outros, ja o tecido B é constituido de uma manta de fibras, dispostos
aleatoriamente e esta diferenca, embora pequena, foi significativa no efeito antibacteriano discutido a seguir.
O perfil de liberacdo in vitro avaliado em solucdo das mesmas nanoparticulas adsorvidas nas fibras téxteis,
sugere que a liberacdo foi de aproximadamente 10% para um periodo de 24h, caracterizando-se como um
processo lento e controlado pelo processo de adsor¢do das nanoparticulas nas fibras téxteis que retardou a
liberagdo do agente ativo.

3.1.6 Atividade antibacteriana

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada conforme procedimento descrito ha norma técnica AA-
TCC Test Method 100-2004. Os tecidos A (100% algod&o) e B (100% poliéster) impregnados por processo
de imersdo com as nanoparticulas de PEOsgypa-0-PLA skpa € PEOskpa-b-PLA0kpa CONtendo a mistura de 6leos
essenciais, foram mantidos em condic@es controladas de temperatura e umidade. Nestas condices, os tecidos
controle A e B (néo tratados) apresentaram crescimento bacteriano de 80 % e 93,7 %, respectivamente, apds
24 horas de incubagdo. Com a incorporacdo de nanoparticulas contendo a mistura de Oleos essenciais, as
amostras com o tecido A ndo apresentaram crescimento e/ou redugdo do nimero de bactérias. A0 mesmo
tempo, uma razodvel performance foi observada para o tecido B que apresentou reducdo da bactéria gram
positiva Staphylococcus aureus de 58 e 14 % com a incorporagdo de nanoparticulas de PEOsyp,-b-PLA, skpa €
PEOxgypa-b-PLAokpa, respectivamente. O melhor resultado observado no tecido B pode ser explicado pela
disposicao aleatdria das fibras, sugerindo que as nanoparticulas estdo mais disponiveis para liberar o agente
ativo encapsulado quando em contato com o meio de cultura. Com relagdo a nanoparticula, aquela com me-
nor massa molar de PLA, foi mais eficiente na reducdo do nimero de bactérias (58 %), provavelmente devi-
do ao menor entrelagamento da cadeia polimérica e mais rapida degradacao favorecendo a liberagdo do 6leo
essencial. [39, 40]

Os resultados obtidos podem ser comparados com o trabalho de DURAN et al. [41] que obtiveram
excelentes resultados na atividade bacteriostética de tecidos com impregnacdo de nanoparticulas de prata,
contra Staphylococcus aureus, obtendo 99,9% de reducdo da contagem de bactérias. [43] Em outro estudo,
ZHANG et al. [42] avaliaram a atividade antibacteriana de diferentes éleos e, particularmente o 6leo essenci-
al de canela mostrou uma inibicdo de 79% para a mesma bactéria gram positiva, Staphylococcus aureus. [44]
NAVARRO et al. [43] avaliaram o 6leo essencial natural de melaleuca em usuérios de cal¢ados, confirman-
do atividade antibacteriana contra diferentes bactérias encontradas na pele dos pés e em e sapatos desgasta-
dos. [45]

Os resultados corroboram com a analise feita por espectroscopia de UV-Visivel, pois o tecido B apre-
sentou uma reducdo da atividade bacteriana e também demonstrou um melhor perfil de liberacdo do agente
ativo, mostrando ser o sistema mais eficiente entre os estudados. As baixas quantidades de aditivo antibacte-
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riano utilizadas para os sistemas estudados, com a obtengao de resultados satisfatorios, garantem também que
essas quantidades nao afetam as caracteristicas fisicas de cor e textura do material téxtil.

4. CONCLUSOES

As nanoparticulas foram obtidas pelo método de nanoprecipitagdo dos copolimeros PEOsyp,-b-PLA skpa €
PEOsypa-b-PLAokpa. O raio hidrodindmico das nanoparticulas manteve-se de 14 a 75 nm, e foi observada
uma dependéncia do tamanho do bloco de PLA. Considerando-se que os sistemas nanoestruturados podem
encapsular agentes ativos fracamente solUveis em &gua, tais como 6leos essenciais, conclui-se que as nano-
particulas obtidas a partir de copolimeros de PEO-b-PLA foram eficazes em incorporar a blenda de 6leos
essenciais utilizada. O efeito antibacteriano da blenda de 6leos essenciais utilizada em nanoparticulas de
PEO-b-PLA demonstrou atividade bacteriostatica contra Staphylococcus aureus, reduzindo em 58% o cres-
cimento desta bactéria para nanoparticulas de PEOsyp,-b-PLA, skpa SUgerindo seu potencial uso como agente
antibacteriano. A eficiéncia antibacteriana confirmada pelas anélises microbioldgicas utilizando metodologi-
as internacionais (AATCC Test Method 100-2004) foi mais efetivo em tecido construido com fibras dispostas
aleatoriamente (Tecido B). Corroborando com estudos da literatura, as nanoparticulas obtidas a partir de co-
polimeros com menor massa molar de PLA, ou seja, PEOsypa-b-PLA skpa, favoreceram a liberagdo do dleo
essencial, 7 e 10 % em 60 dias de avaliacdo, e consequentemente a redugdo do nimero de bactérias. O pro-
cesso de incorporacdo da blenda de 6leos essenciais nas fibras téxteis mostrou-se eficiente no tempo estudado
mesmo com acgdo da temperatura, sugerindo viabilidade quanto ao uso deste sistema no controle antibacteria-
no. Outro aspecto a considerar é a caracteristica lenta e controlada da liberacdo do ativo a partir do sistema
nanoestruturado avaliado.
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