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RESUMO  

 

HELOU, G.M.R. Biossíntese de nanopartículas de prata utilizando Cinnamomum 

zeylanicum em matriz de hidrogel para aplicação biomédica. 2018. Tese de Doutorado- 

Materiais para Engenharia – Universidade Federal de Itajubá.  

 

 

A presente tese objetivou realizar o estudo da biossíntese de redução de nanopartículas de 

prata (NPsAg) in situ, na presença do poli (álcool vinílico) (PVA), utilizando extrato aquoso 

de Cinnamomum zeylanicum (canela) como agente redutor e estabilizante e ácido cítrico, 

como agente reticulante para obtenção e caracterização da membrana de hidrogel 

PVA
EXT

-NPsAg, para aplicação no tratamento de feridas cutâneas. A biossíntese in situ de 

NPsAg na presença de PVA, foi confirmada por espectroscopia UV-vis, a partir da banda RPS 

observada em 423 nm. O estudo cinético da biossíntese in situ das NPsAg a 23 
°
C mostrou 

que esta segue uma cinética de primeira ordem, com k= 0,017min
-1

. A reticulação do PVA 

com ácido cítrico 2%, foi confirmada por FTIR, a partir da formação da ligação éster, em 

1713 cm
-1

. O estudo termogravimétrico mostrou maior estabilidade térmica das membranas 

PVA
EXT

-NPsAg se comparada ao PVA puro. O mapeamento MEV-EDS revelou a presença de 

agregados de NPsAg distribuídos ao longo da superfície da membrana. O valor médio do 

diâmetro das NPsAg das membranas PVA
EXT

NPsAg a 0,04, 0,06 e 0,1, foi de 12 nm, 11 nm e 

9 nm, respectivamente. O estudo do intumescimento da membrana PVA
EXT

-NPsAg em água 

destilada a 23 °C revelou um grau de intumescimento no equilíbrio de 130 %. O ajuste dos 

dados à equação de Fick, mostraram um valor de constante difusional n ≤ 0,5, e constante de 

proporcionalidade k=0,509. O estudo cinético do intumescimento da membrana 

PVA
EXT

-NPsAg, em água destilada a 23°C foi ajustado a uma cinética de primeira ordem, 

utilizando o modelo de Lagergren. O ajuste linear forneceu o valor de k= 0,117 min
-1

. Para o 

estudo da liberação de NPsAg foi construída uma curva analítica de calibração, que obteve a 

equação da reta por regressão linear R
2
= 0,95. O estudo cinético e termodinâmico de liberação 

das NPsAg foi realizado em água destilada a 37 °C e 40 °C. O estudo cinético de liberação de 

NPsAg para ambas as temperaturas foi ajustado a uma cinética de primeira ordem. A 

constante de velocidade foi k= 0,00209 min
-1

 em 37 °C e k= 0,0742 min
-1

 em 40 °C. A 

energia de ativação determinada a partir da equação de Arrhenius foi de 959,87 kJ/mol. O 

estudo termodinâmico foi realizado a partir da equação de Eyring Polanyi e mostrou que o 

sistema de liberação não é espontâneo, com valores de G0
≠
= 91,93 kJ/mol a 37 ºC e G0

≠
= 

83,55 kJ/mol a 40 ºC. O sistema de liberação é endotérmico com entalpia de 957,28 kJ/mol. A 

variação de entropia revela uma desordem, do sistema, sendo S0
≠
= 2,76 kJ/mol*K a 37 ºC e 

S0
≠
= 2,76 kJ/mol*K a 40 ºC. O estudo da atividade antimicrobiana mostrou que a membrana 

PVA
EXT

-NPsAg é eficaz tanto para a bactéria Staphylococcus aureus como para a bactéria 

Escherichia coli. A ação antimicrobiana foi eficaz a partir da concentração de 0,02 mol/L de 

AgNO3. O ensaio de citotoxicidade da membrana PVA
EXT

-NPsAg, contra linhagens celulares 

de ovário de hamster chinês (CHO-K1, ATCC CCL 61, American Type Culture Collection) 

mostrou que a viabilidade celular se manteve > 90%, para todas as concentrações de extratos 

estudadas, sendo a membrana PVA
EXT

-NPsAg considerada não citotóxica. 

 

Palavras-chave: Biossíntese in situ, nanopartículas de prata, Poli (álcool vinílico), 

Cinnamomum zeylanicum. 

 

 



XIII 

 

ABSTRACT 

 

HELOU, G.M.R. Biosynthesis of silver nanoparticles using Cinnamomum zeylanicum in 

hydrogel matrix for biomedical application. 2018. Thesis -Materials Engineering- Federal 

University of Itajubá.  

 

The aim of the present thesis was to study the biosynthesis of silver nanoparticles 

reduction (AgNPs) in situ in the presence of polyvinyl alcohol (PVA), using aqueous extract 

of Cinnamomum zeylanicum (cinnamon) as reducing and stabilizer agent and citric acid, as 

crosslinking agent in order to obtain and characterize the PVA
EXT

-AgNPs hydrogel 

membrane, for application in the treatment of cutaneous wounds. In situ biosynthesis of 

AgNPs in the presence of PVA was confirmed by UV-vis spectroscopy from the RPS band 

observed at 423 nm. The kinetic study of the in situ biosynthesis of AgNPs at 23 
°
C showed 

that this follows a first order kinetics, with k=0.0021 min
-1

. The thermogravimetric study 

showed higher thermal stability of PVA
EXT

-AgNPs membranes compared to pure PVA. The 

MEV-EDS mapping of the PVA
EXT

-AgNPs membrane revealed the presence of AgNPs 

aggregates distributed along the membrane surface. The middle value diameter of 

nanoparticles of PVA
EXT

-AgNPs membranes was 0.04, 0.06 e 0.1, was 12 nm, 11 nm e 9 nm, 

respectively. The study of PVA
EXT

-AgNPs membrane swelling in distilled water at 23 °C 

revealed a degree of swelling at equilibrium of 130%. The swelling values adjusted to the 

beginning of the process, at temperature of 23 °C, by the equation of Fick, difusional n ≤ 0.5 

constant presented, and proportionality constant k = 0.509. The kinetic study of   

PVA
EXT

-AgNPs membrane swelling process in distilled water, in the first few minutes, at 

23 °C was adjusted to a first-order kinetics, using the model of Lagergren. The linear 

adjustment provided the value k = 0.117 min
-1

. For the study of AgNPs release was built an 

analytical calibration curve, linear regression R
2
 = 0.95. The kinetic and thermodynamic study 

of AgNPs release was carried out in distilled water a 37 °C e 40 °C. The kinetic study of 

AgNPs release at both temperatures was adjusted to a first order kinetics. The rate constant 

was k= 0.00209 min
-1 

at 37 °C and k= 0.0742 min
- 1

 at 40 °C. The activation energy was 

determined from the Arrhenius equation of 959.87 kJ/mol. The thermodynamic study was 

performed from the Eyring equation and presented the non-linear release system, with values 

of G0
≠
=91.93 kJ/mol at 37 ºC and G0

≠
=83.55 kJ/mol at 40 ºC. The release system is 

endothermic with enthalpy of 957.28 kJ/mol. The entropy change reveals a slight increase in 

the disorder, with S0
≠
= 2.76 kJ/mol*K at 37 °C and S0≠=2.76 kJ/mol*K at 40 °C. The 

study of antimicrobial activity showed that the PVA
EXT

-AgNPs membrane is effective for 

both bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The antimicrobial action was 

effective from the concentration of 0.02 mol/L AgNO3. The PVA
EXT

-NPsAg membrane 

cytotoxicity assay against chinese hamster ovary cell lines (CHO-K1, ATCC CCL 61, 

American Type Culture Collection) showed that cell viability remained > 90% for all 

concentrations of extracts studied, being the PVA
EXT

-AgNPs membrane considered 

non-cytotoxic. 

 

Key words: Biosynthesis in situ, Silver nanoparticles, Poly (vinyl alcohol), Cinnamomum 

zeylanicum. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O uso da química verde para a síntese de nanopartículas metálicas, aliada às 

propriedades funcionais do poli (álcool vinílico) (PVA), confere aos filmes poliméricos de 

PVA contendo nanopartículas de prata, potencial aplicação biomédica.  

A escolha da síntese verde está relacionada com capacidade das plantas em atuarem 

na redução, na proteção e na estabilização das nanopartículas metálicas devido aos seus 

metabólitos secundários, compostos orgânicos elaborados pelos vegetais, para adaptação das 

espécies e sua sobrevivência. A redução das partículas da prata na escala nanométrica infere 

mudanças nas suas propriedades, resultando no aumento da razão entre a área superficial e 

volume, que potencializam suas características em relação à sua forma de bulk 

(macrométrica). 

O PVA se tornou um polímero apropriado para a obtenção de filmes poliméricos 

devido à capacidade de formar hidrogel através de reticulação física ou química, além das 

propriedades de solubilidade em água, biodegradabilidade, biocompatibilidade, não 

toxicidade e resistência mecânica. A vantagem de se utilizar o PVA como matriz polimérica 

em forma de filme, é a possiblidade de incorporação das nanopartículas de prata (NPsAg) 

como agente ativo, para atuar diretamente no sítio de ação e na proporção adequada. O 

interesse pelas NPsAg reside no fato de serem descritas como eficientes agentes contra um 

amplo espectro de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo cepas resistentes a 

antibióticos.  

A incidência e a prevalência de feridas crônicas vêm crescendo em decorrência da 

mudança do perfil da população brasileira, acompanhada de hábitos de vida inadequados. O 

aumento da expectativa de vida constitui-se em um fenômeno mundial e também está 

associado a um aumento do aparecimento de feridas crônicas. Segundo a Organização Mundial 

da Saúde (OMS) nos próximos 43 anos, o número de pessoas com mais de 60 anos representará 

um quarto da população mundial, cerca de 2 bilhões de indivíduos, em um total de 9,2 

bilhões. A população de idosos da América Latina e Caribe passou de 10 % do total da 

população em 2010, com previsão de 21% em 2040, segundo a Organização das Nações 

Unidas (ONU). O Brasil, tem acompanhado esse crescimento mundial e o número de pessoas 

idosas com 80 anos ou mais, pode passar de 19 milhões em 2060, de acordo com o Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE).  
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As feridas crônicas são chamadas de úlceras. São prevalentes e correspondem a 

94,74% das lesões, em relação às feridas agudas que representam 5,26% (ROCHA et al., 

2013). As úlceras independentemente da etiologia, são recorrentes e incapacitantes, 

impossibilitando o portador dessas feridas, a realização de suas atividades da vida diária. 

Requerem longos tratamentos para cicatrização e causam impacto socioeconômico ao sistema 

de saúde e previdenciário (SOUZA et al., 2013).  

Ao longo dos anos a prestação de cuidados em feridas foi evoluindo, assim como a 

ciência, a tecnologia e a indústria farmacêutica. A competitividade do mercado tornou-se 

grande, levando ao aparecimento de novos produtos no tratamento das feridas. Na atualidade, 

a prata reaparece no cenário das pesquisas, reduzida em nanopartículas. Nessa 

escala nanométrica, a superfície das nanopartículas de prata é maximizada, ampliando seu 

potencial antimicrobiano. Todo esse benefício pode ser utilizado na forma de curativos com 

ação no controle da população bacteriana durante o preparo do leito de uma ferida no 

processo de cicatrização (WILKINSON et al., 2011).  

Na escolha de um curativo contendo nanopartículas de prata, deve-se levar em 

consideração as características de liberação da prata pelo curativo. Um curativo 

antimicrobiano deve possuir características para promoção de um ambiente úmido para 

aumentar a cicatrização e um amplo espectro antimicrobiano, com baixo potencial de 

resistência. Por outro lado, deve ter baixa toxicidade, ação rápida, não provocar irritação ou 

sensibilização, não promover aderências e ser efetivo mesmo na presença de importante 

exsudato, saída de líquidos orgânicos através das paredes e membranas celulares, provocada 

na lesão (RIGO et al., 2012). 

Os filmes de hidrogel de PVA com nanopartículas de prata incorporadas, apresentam 

ação tópica, efeito bactericida e capazes de intumescer, mantendo o ambiente úmido, 

favorecendo a proteção da lesão, até a reparação tecidual (GAHARWAR et al., 2014). 

Atualmente estão disponíveis no mercado curativos antimicrobianos baseados em NPsAg. No 

entanto ainda há a necessidade do desenvolvimento de tecnologia nacional competitiva.  

Neste contexto, a presente tese objetivou o estudo cinético da biossíntese de redução 

de NPsAg in situ, na presença do PVA, utilizando extrato aquoso de Cinnamomum 

zeylanicum, como agente redutor e estabilizante e ácido cítrico como agente reticulante, para 

obtenção e caracterização da membrana de hidrogel PVA
EXT

- NPsAg, visando contribuir para 

o tratamento de feridas cutâneas. A membrana PVA
EXT

-NPsAg desenvolvida neste estudo é 

capaz de intumescer, liberando de maneira controlada as NPsAg, mantendo o ambiente 

úmido, favorecendo a proteção da ferida, até a reparação tecidual. Apresenta boa relação 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Gaharwar%2C+Akhilesh+K
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Gaharwar%2C+Akhilesh+K
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custo-benefício e produção com utilização de equipamentos e técnicas convencionais, visando 

um tratamento eficaz de feridas sépticas em portadores de comorbidade, com processo de 

cicatrização comprometido.  

 

 



17 

 

2 OBJETIVOS  

2.1 Geral 

Realizar o estudo da biossíntese de redução de nanopartículas de prata (NPsAg) in situ, na 

presença do poli (álcool vinílico) (PVA), utilizando extrato aquoso de Cinnamomum 

zeylanicum (canela) como agente redutor e estabilizante e ácido cítrico, como agente 

reticulante para obtenção e caracterização da membrana de hidrogel PVA
EXT

-NPsAg, para 

aplicação no tratamento de feridas cutâneas. 

 

2.2 Específicos 

 Realizar a extração dos princípios ativos do Cinnamomum zeylanicum, por maceração 

dinâmica e decocção. 

 Realizar a caracterização físico-química do extrato de Cinnamomum zeylanicum por 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), por análise 

termogravimétrica (TGA), análise termogravimétrica derivada (DTGA) e calorimetria 

exploratória diferencial (DSC). 

 Realizar o estudo da cinética da biossíntese de redução das NPsAg utilizando o extrato 

de Cinnamomum zeylanicum. 

 Realizar a caracterização físico-química do complexo extrato-NPsAg, utilizando 

microscopia eletrônica de varredura - MEV e espectroscopia de energia dispersiva - 

EDS.  

 Realizar a biossíntese in situ, na presença de PVA, para obtenção da membrana PVA
EXT-

 
NPsAg.  

 Realizar a caracterização físico-química da membrana PVA
EXT-

NPsAg por FTIR, 

determinação do teor gel, TGA, MEV-EDS e DRX.  

 Realizar o estudo do intumescimento da membrana PVA
EXT-

NPsAg. 

 Realizar o estudo de liberação das NPsAg da membrana PVA
EXT-

NPsAg em função do 

tempo e o estudo termodinâmico de liberação das NPsAg.  

 Avaliar a atividade antimicrobiana da membrana PVA
EXT-

NPsAg, utilizando as 

bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.  

 Realizar o ensaio de citotoxidade in vitro da membrana PVA
EXT-

NPsAg.  
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3 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

3.1 Biossíntese para obtenção de NPsAg 

 

A síntese verde ou biossíntese é um método utilizado para a obtenção de NPsAg por 

meio de organismos biológicos, ou partes deles como órgãos, tecidos, células ou 

biomoléculas, que atuam como agentes redutores e estabilizadores das nanopartículas, como 

substituintes de reagentes químicos. Estes agentes são capazes de reduzir íons metálicos (Ag
+
) 

para a sua forma metálica (Ag
0
), de forma rápida e em condições normais de temperatura e 

pressão. Como estabilizantes, recobrem a superfície das nanopartículas, mantendo-as 

afastadas umas das outras e dispersas no meio, evitando o processo de agregação das 

nanopartículas sintetizadas (SHARMA, 2009). 

Nesse método as NPsAg são sintetizadas em meio aquoso, no qual os átomos de 

prata dissolvidos na solução se juntam para formar agregados de tamanho nanométrico. Essa 

rota de síntese utiliza solventes menos tóxicos, e, portanto, de menor impacto ambiental, além 

do custo de produção ser menor, comparados aos métodos físicos e químicos (IRAVANI, 

2011). O solvente a ser utilizado no preparo do extrato de plantas também possui relevância e 

podem incluir hexano, clorofórmio, acetato de etila, butanol e água. No estudo de Zahir e 

Rahuman (2012), comparando a eficiência do rendimento da síntese verde na atividade 

biológica das nanopartículas metálicas, observou-se que a fração aquosa apresentou os 

resultados mais satisfatórios. De um modo geral essa síntese coloidal de nanopartículas 

baseia-se em quatro componentes: o meio da reação, o precursor, o agente redutor e o 

estabilizante. O meio é a fase líquida onde a reação irá ocorrer. O precursor é o composto 

químico que irá fornecer o material para formar as partículas e a ação do agente de redução e 

estabilização, depende das partes da planta que compõe o extrato (MARCATO, 2012). 

Cada parte da planta apresenta um perfil fitoquímico constituído de princípios ativos 

em diferentes concentrações. A combinação desses constituintes químicos e as condições da 

parte da planta selecionada podem definir a eficiência do extrato como agente sintetizador das 

nanopartículas. Estudos relatam o uso de folhas, sementes, raízes, cascas, flores e frutos na 

obtenção de características variadas das nanopartículas sintetizadas (TRIPATHY, 2010, 

LUKMAN et al., 2011, GNANADESIGAN et al., 2012, NETHRADEVI et al., 2012, 

QUELEMES et al., 2013.  

O uso do extrato obtido das folhas de Ocimum sanctum (manjericão) utilizado para 

sintetizar NPsAg resultou em nanopartículas com diâmetro de 25 a 40 nm (PATIL et al., 
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2012). Diferentes resultados foram obtidos em outro estudo utilizando extratos do caule e raiz 

da mesma planta, com obtenção de NPsAg de 10 nm e 5 nm, respectivamente (AHMAD et 

al., 2010). O estudo de Kumar et al. (2010) comparou a composição dos extratos de Syzygium 

cumini (jambo) provenientes das folhas e das sementes da planta e foi observado que os 

extratos levaram à formação de NPsAg esféricas com taxas de formação e diferentes 

diâmetros, fato que foi atribuído ao conteúdo de polifenóis presentes nos extratos. Esses 

dados exemplificam as possíveis diferenças nas características do produto final da síntese de 

acordo com a parte da planta utilizada. Geralmente, nanopartículas biosintetizadas possuem 

forma esférica (RAI, 2013). 

As plantas podem atuar como agentes redutores de sais metálicos e como agentes 

estabilizantes, evitando o processo de agregação das nanopartículas sintetizadas, devido aos 

seus numerosos metabólitos secundários. Esses compostos orgânicos, constituem os 

princípios ativos, moléculas de baixo peso molecular com função de adaptação das plantas 

aos diferentes ecossistemas e representam uma fonte importante de substâncias 

farmacologicamente ativas (INGALE, 2013). 

Os três grupos de metabólitos secundários mais importantes nas plantas incluem os 

terpenos, composto químico constituinte dos óleos voláteis, presentes em estruturas secretoras 

especializadas, os compostos fenólicos, os quais são derivados dos carboidratos e que 

possuem pelo menos um anel aromático no qual ao menos um hidrogênio é substituído por 

um grupamento hidroxila e os alcaloides, derivados dos aminoácidos, principais constituintes 

das proteínas, compostos orgânicos com ao menos um átomo de nitrogênio em seu anel 

(NWOKEJI et al., 2016). A presença desses constituintes metabólicos pode ter efeito sinérgico 

benéfico, o que confere aos extratos vegetais certa vantagem sobre os antimicrobianos 

tradicionais que possuem apenas um princípio ativo. Embora esses compostos de origem 

vegetal possam atuar na redução, na proteção e na estabilização das nanopartículas, um 

mecanismo específico da síntese verde mediada por plantas deve ainda ser elucidado 

(DURAN et al., 2011). 

Para a seleção do vegetal a ser utilizado como agente redutor deve-se levar em 

consideração, além da parte do vegetal, a presença de compostos redutores capazes de 

sintetizar as nanopartículas. Neste estudo foi utilizada a casca da espécie Cinnamomum 

zeylanicum. Na casca dessa espécie são encontrados compostos químicos, como o aldeído 

cinâmico na fase oleosa em torno de 65% e uma variedade de polifenóis em torno de 35%.  

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
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O isolamento desses constituintes químicos, pode ser realizado a partir da extração 

vegetal, os quais são extraídos na sua totalidade, sem que nenhum seja especificamente 

isolado (AKHTAR et al., 2013).  

A presença do polissacarídeo é um fator importante, pois na biossíntese de redução 

da prata este glicídio atua como agente redutor e favorece a estabilização das nanopartículas, 

evitando a agregação da prata formada durante o processo da biossíntese 

(LOGESWARI et al., 2015). O polissacarídeo presente no extrato pode estar relacionado com 

possíveis funções mecânicas e metabólicas nos vegetais (NWOKEJI et al., 2016) e tem 

origem na mucilagem, substância macromolecular de natureza glicídica, presente em torno de 

1,6 a 2,9% da composição química do extrato. A mucilagem é um hidrocoloide vegetal, 

substância amorfa, capaz de se tornar viscosa na presença de água. É um produto do 

metabolismo no interior da célula, resultado da polimerização de um monossacarídeo ou 

mistura de diversos monossacarídeos e pode ser produzida sem prejuízo para as plantas. A 

mucilagem é frequentemente encontrada, nas células da epiderme das folhas, em cascas, 

sementes e também em raízes (JANI et al., 2009). 

Polissacarídeos são carboidratos compostos por grande quantidade de moléculas de 

monossacarídeos (açúcares simples). O monossacarídeo presente na formação dos 

polissacarídeos da mucilagem de Cinnamomum zeylanicum é uma glicose e por apresentar um 

grupamento aldeído (H-C=O), caracteriza-se como aldose. Nos monossacarídeos com 5 ou 

mais átomos de carbono, como é o caso da aldose, a forma cíclica é predominante, porque os 

grupos hidroxila (-OH) e carbonila (C=O), de uma mesma molécula, interagem entre si, 

originando o anel. Esses monossacarídeos cíclicos possuem um carbono anomérico, que está 

envolvido na ligação glicosídica da molécula. Nesta ligação ocorre a combinação da hidroxila 

de um carbono anomérico de um monossacarídeo com a hidroxila de outro monossacarídeo, 

produzindo água, Figura 1.  

 

 
Figura 1. Ligação glicosídica com a combinação da hidroxila de um carbono anomérico de um monossacarídeo 

com a hidroxila de outro monossacarídeo. 

(NELSON; COX, 2011) 
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A extração vegetal retira de forma mais seletiva as substâncias ou as frações ativas 

contidas no vegetal. Na escolha de um método extrativo deve-se avaliar o material vegetal, o 

meio extrator (solvente) e a metodologia de extração. O poder de penetração do solvente 

depende da textura da parte da planta a ser extraída. Quanto maior o grau de divisão da droga 

maior será a superfície de contato com o meio extrator e quanto mais rígido o material, menor 

deve ser a sua granulometria. Com relação ao solvente extrator escolhido, este deve ser o mais 

seletivo possível. Essa seletividade depende do grau de polaridade das substâncias presentes 

na planta as quais se deseja extrair. Além dos fatores relacionados à eficiência do processo 

extrativo, devem ainda ser considerado a toxicidade ou riscos que seu manuseio representa, a 

estabilidade das substâncias extraídas e a disponibilidade e o custo do solvente 

(VELAYUTHAM et al., 2013).  

Na metodologia de extração deve-se considerar fatores como a agitação, que pode 

abreviar consideravelmente a duração de um processo extrativo devido ao fato de que os 

processos de extração dependem, em grande parte, de fenômenos de difusão e que a 

renovação do solvente em contato com as substâncias a dissolver desempenha um papel de 

grande influência na velocidade da dissolução. A temperatura provoca um aumento da 

solubilidade de qualquer substância, motivo pelo qual os métodos de extração a quente são 

sempre mais rápidos do que aqueles realizados à temperatura ambiente. Entretanto, o calor 

nem sempre pode ser empregado, já que muitas substâncias são instáveis em altas 

temperaturas. O tempo é um fator que pode variar em função da rigidez dos tecidos do 

material vegetal, do seu estado de divisão, da natureza das substâncias a extrair, do solvente e 

do emprego, ou não, de temperatura e/ou agitação (AZWANIDA et al., 2015). 

Dentre os métodos de extração sólido-líquido mais comumente empregados, 

destacam-se os processos a frio como a maceração e percolação, a quente em sistemas 

abertos, como a infusão e decocção e a quente em sistemas fechados, utilizando o aparelho de 

Soxhlet e destilação por arraste a vapor. Os métodos não convencionais incluem a extração 

por micro-ondas, ultrassom, extração por fluído supercrítico, extração com líquido 

pressurizado e microextração em fase sólida (AZMIR et al., 2013).  

Neste estudo utilizou-se os processos de maceração dinâmica e decocção. A 

maceração explora o fenômeno de difusão do solvente através do tecido vegetal. Consiste em 

colocar a droga em contato com a quantidade de solvente preestabelecida, à temperatura 

ambiente, em recipiente fechado, durante horas ou dias. Na extração por maceração dinâmica, 

a mistura em extração é mantida sob agitação por um tempo determinado (KHAN, et al., 

2012). Este processo de extração é utilizado para a produção em pequena escala e quando os 
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princípios ativos podem sofrer alteração pelo calor ou pelo ar e são solúveis a temperatura 

ambiente, em um solvente que não deve ser volátil. A velocidade com que se obtém o 

equilíbrio é função do tamanho de partícula e do grau de inchamento das células, bem como 

da viscosidade e da polaridade do solvente. A extração por decocção consiste em manter o 

material vegetal em contato com um solvente sob aquecimento durante certo período. 

Normalmente, o solvente utilizado é a água, em ebulição a 100 °C. Este processo de extração 

pode ser utilizado em materiais vegetais duros e de natureza lenhosa. Ressalta-se que, se o 

aquecimento for muito prolongado, poderá haver a alteração das substâncias ativas 

(CHIKEZIE et al., 2015). 

O processo da extração implica basicamente duas etapas: a separação dos compostos 

específicos de partes da planta moída ou não com a utilização de um solvente, e a 

determinação da concentração, por eliminação dos solventes. A eficiência da atividade 

biológica dos extratos vegetais depende da espécie utilizada, concentração do princípio ativo 

presente na planta, a fonte de origem (caule, folhas, sementes), método de obtenção e 

estabilidade dos componentes. Estudos têm demonstrado que alguns extratos vegetais 

possuem efeitos muito próximos aos dos antibióticos disponíveis no mercado (CAUERHFF; 

CASTRO, 2013). 

 

3.2 Estabilização das NPsAg  

 

Na biossíntese, utiliza-se o extrato obtido das plantas, misturado a uma solução 

aquosa de sal metálico. No caso das NPsAg, em geral, utiliza-se o nitrato de prata (AgNO3), 

como sal precursor para ocorrer a biorredução. Com a redução dos sais metálicos inicia-se a 

precipitação e inúmeros núcleos são inicialmente formados, mas estes tendem a se agregar 

para formar cristais termodinamicamente mais estáveis, ocorrendo o processo de nucleação. O 

núcleo pode aumentar por mecanismos de difusão formando as partículas primárias seguido 

do crescimento, no qual mais átomos colidem formando agregados ou partículas secundárias, 

Figura 2. A agregação é promovida pela força iônica e alteração do pH, reduzindo a repulsão 

eletrostática, promovendo a agregação de partículas. Por fim, ocorre a estabilização pelo 

esgotamento dos íons metálicos na solução ou pelo recobrimento da partícula por compostos 

presentes no extrato impedindo a aglomeração (PATAKFALVI et al., 2007). 
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Figura 2. Esquema geral das etapas de formação de NPs por síntese verde. Adaptado, Patakfalvi et al., 2007. 

 

Na etapa de crescimento das partículas coloidais, o principal fator limitante deste 

processo é a difusão. Sendo assim, a concentração do extrato, o gradiente de concentração do 

sal metálico, o pH, a temperatura e a ordem em que os reagentes são adicionados à solução 

são os fatores predominantes que determinam a cinética da reação e que podem afetar o 

tamanho das partículas e sua distribuição, o teor de cristalinidade, a estrutura cristalina e o 

grau de dispersão (MITTAL et al., 2013). Para produzir nanopartículas, a etapa de nucleação 

deve ser relativamente rápida e a de crescimento relativamente lenta (POLTE, 2015). 

As nanopartículas recém-sintetizadas, devido à sua escala nanométrica têm uma 

alta relação de área de superfície e volume, resultando em uma alta reatividade e, portanto, 

são termodinamicamente instáveis com tendência natural de se agregarem e crescerem. Para 

ficarem mais estáveis, as partículas menores acabam se juntando, tornando-se maiores e com 

dimensões que podem exceder os limites nanométricos (YAO et al., 1993). As nanopartículas 

de metais de transição apresentam essa tendência de agregação, pois são estáveis 

apenas cineticamente, uma vez que a formação do metal volumoso (bulk) corresponde a um 

ponto mínimo de energia. E embora em alta concentração as nanopartículas possam se 

agregar mais rapidamente, apenas dispersá-las em uma quantidade maior de líquido não é 

suficiente para garantir a estabilidade por longos períodos. 

A estabilidade das nanopartículas é determinada pelas forças de atração e repulsão 

entre as partículas, o que depende de suas características físico-químicas e da interface 

partícula-solvente. A força de atração está sempre presente, devido à tendência das partículas 

de estarem em contato umas com as outras através da força de van der Waals. A estabilidade é 

atingida quando as forças repulsivas superaram as forças de atração. Assim, para as 

nanopartículas permanecerem estabilizadas e manterem-se nesta escala de tamanho sem sofrer 

decomposição, agregação, crescimento e se apresentarem monodispersas, utiliza-se 
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basicamente mecanismos de interação repulsiva como a estabilização estérica e a 

estabilização eletrostática (GADE et al., 2010).  

Na estabilização estérica, as nanopartículas são revestidas superficialmente com uma 

camada de polímero por meio da interação coulombiana, por meio de ligações de hidrogênio, 

interações de van der Waals ou pela combinação destas, Figura 3. Esta adsorção de polímeros 

na superfície das partículas coloidais cria uma barreira mecânica que impede a aproximação 

entre as nanopartículas. Esse mecanismo de estabilização depende das características 

superficiais da partícula, da configuração esquemática do polímero adsorvido e da espessura 

da camada de adsorção. Para uma estabilização estérica efetiva, é necessário um polímero 

com uma massa molecular maior que 10000 g/mol (POMOGAILO; KESTELMAN, 2005). 

 

 
Figura 3. Estabilização estérica das nanopartículas metálicas. 

 

A estabilização eletrostática é o resultado da formação de uma camada dupla de íons 

adsorvidos em cada nanopartícula metálica carregadas eletricamente, dispersas em um líquido 

polar, a água ou solvente orgânico. Essa dupla camada consiste de uma camada fixa, mais 

próxima à superfície, chamada de camada de Stern, constituída de íons de carga contrária 

adsorvidos à superfície da partícula e de uma camada móvel de íons, a camada difusa, 

conforme Figura 4. 

 

 
Figura 4. Esquema da dupla camada em uma superfície de carga positiva (SHAW, 1992). 
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Esta estabilização ocorre quando as forças repulsivas superam as forças atrativas de 

Van der Waals entre as partículas. Este mecanismo de estabilização está basicamente restrito 

aos sistemas aquosos, devido à elevada constante dielétrica da água, definida como a 

capacidade da água de influenciar os campos elétricos dos íons, reduzindo a forca de atração 

entre os íons de carga apostas, diminuindo a forca de atração. Em princípio, este mecanismo 

também funciona em solventes orgânicos, porém as cargas da superfície são muito menores, 

isto é, a espessura da camada elétrica dupla é consideravelmente reduzida e normalmente não 

é suficiente para evitar eficazmente a aglomeração das partículas (GOGOTSI, 2006). 

 

3.3 Ação antimicrobiana das NPsAg  

 

A ação antimicrobiana da prata metálica é conhecida e utilizada há milênios por 

inúmeras civilizações antigas. No entanto, os estudos efetivos dos benefícios da prata no uso 

medicinal datam aproximadamente do século XIX, tornando-se comum em medicamentos de 

uso tópico, nos tratamentos de queimaduras, feridas crônicas e para prevenir doenças oculares 

em recém-nascidos (SINTUBIN et al., 2012). 

Com a descoberta da penicilina no início do século XX, foi introduzida a era 

moderna dos antibióticos, fato que ocasionou a redução do uso da prata como agente 

bactericida (EDWARDS-JONES, 2009). Porém, com o uso dos antibióticos, surgiram as 

cepas resistentes, ocasionando um problema de saúde pública, afetando todos os países, 

desenvolvidos ou não. 

Devido à essa crescente resistência bacteriana aos antibióticos, recentemente tem 

havido um interesse renovado na utilização da prata como alternativa de agente 

antibacteriano. Nesse novo cenário as NPsAg estão em evidência, pois com o advento da 

nanotecnologia tem sido possível a manipulação da prata em escala nanométrica. A escala em 

nanômetros corresponde a 1×10
−9

 do metro, ou seja, um bilionésimo do metro e com 

dimensões no intervalo de 1-100 nm (KELSALL, 2005). 

A redução das partículas da prata nessa escala nanométrica infere mudanças nas suas 

propriedades, resultantes principalmente do aumento da razão entre a área superficial e 

volume (PANACEK et al., 2006), que potencializam suas características em relação à sua 

forma de bulk (macrométrica). Como as reações químicas ocorrem na superfície, significa que 

as nanopartículas são extremamente mais reativas do que uma massa de material feito de 

partículas maiores (GUOZHONG, 2004). 
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As NPsAg têm sido descritas como eficientes agentes contra um amplo espectro de 

bactérias gram-positivas e gram-negativas incluindo cepas resistentes a antibióticos, além da 

ação fungicida, especialmente sobre fungos do gênero Aspergillus, Candida e Saccharomyces. 

Os mecanismos de ação das NPsAg ainda são parcialmente elucidados, Figura 5.  

 

 
Figura 5. Sítios de ação da prata (RAI et al., 2012). 

 

Segundo Nowack (2011), o potencial biocida de compostos com a prata é 

diretamente proporcional à capacidade de liberar íons Ag
+
. Nas NPsAg a grande proporção 

entre a área superficial e o volume das partículas aumenta essa capacidade de liberação de 

Ag
+
.  

Alguns estudos mostram que a prata iônica (Ag
+
) dos sais de prata e a sua forma 

reduzida (Ag
0
) apresentam os mesmos efeitos, diferenciando-se apenas as concentrações 

mínimas de inibição, no caso, da ordem micromolar para o AgNO3 e nanomolar para as 

NPsAg de cerca de 10 nm de diâmetro (LOK et al., 2006; KVITEK et al., 2008; RUDEN et 

al., 2009). Estudo feito por Agnihotri et al. (2014) mostrou que ao introduzir NPsAg em 

soluções contendo bactérias do tipo Escherichia coli e também Bacillus subtilis, o 

crescimento bacteriano diminuiu de acordo com o aumento da concentração de NPsAg. 

Por outro lado, o estudo de Mosselhy et al. (2015), apresentaram diferenças nos 

mecanismos de ação antimicrobiana entre as NPsAg e o AgNO3. As NPsAg exibem 

destruição da parede celular, vazamento do conteúdo intracelular e uma lacuna entre a parede 



27 

 

celular e a membrana citoplasmática, enquanto que o AgNO3 induz a aglutinação do DNA 

(ácido desoxirribonucleico) bacteriano, como um mecanismo de defesa bacteriana.  

Para Matsumura et al. (2003), dois possíveis processos sucessivos devem estar 

envolvidos no mecanismo biocida das NPsAg. O primeiro se refere à capacidade da célula 

bacteriana entrar em contato com o material e capturar os íons de prata, inibindo funções 

vitais na célula, danificando-a. O segundo trata-se do stress oxidativo com produção de 

espécies reativas de oxigênio e radicais livres, resultado possivelmente da inibição de uma 

enzima respiratória pelo Ag
+
 e consequente morte celular. 

O estudo de Morones et al. (2005), registrou por meio de microscopia eletrônica três 

situações da ação sobre bactérias. Primeiro, ocorre o ataque de NPsAg sobre a superfície da 

célula bacteriana,  causando danos na sua função protetora. Em um segundo momento as 

NPsAg são capazes de penetrar a célula microbiana para exercer seu efeito no espaço 

citoplasmático, ligando-se às bases do DNA. Isso faz com que o DNA se condense e perca sua 

capacidade de replicar, prevenindo assim a reprodução bacteriana, via fissão binária e 

consequentemente morte bacteriana (FENG et al., 2000). E por fim há a liberação dos íons 

Ag
+
 e o consequente efeito bactericida. 

Outros estudos confirmam o mecanismo de ação biocida das NPsAg por meio da 

interação de três componentes vitais às células: a parede celular peptidoglicana 

(YAMANAKA, 2005) e a membrana plasmática (JUNG, 2008), o DNA bacteriano 

(citoplasmático) e as proteínas bacterianas, especialmente as enzimas envolvidas na cadeia de 

transporte de elétrons (SHRIVASTAVA, 2007; YANG, 2009). A combinação destes três 

componentes, potencializa a ação biocida das NPsAg (CHALOUPKA et al., 2010; 

SCHACHT et al., 2013). 

O estudo de Bellantone et al. (2002) demonstrou que é possível que ocorra ligação 

extracelular e precipitação de íons de prata na parede e na membrana celular. Na parede 

celular, a matriz peptidoglicana possui ligações químicas com ácidos teicóicos. Esses ácidos 

contêm um grupo fosfato, o que torna a superfície da célula carregada negativamente e 

provavelmente irá interagir eletrostaticamente com alguns íons Ag
+
.  

Na membrana celular bacteriana, a precipitação de proteínas age diretamente, 

exercendo ação bactericida imediata e ação bacteriostática residual (KOSTENKO, et al., 

2010). No estudo de Sondi e Salopek-Sondi (2004), foi observado o acúmulo de 

nanopartículas de prata de cerca de 12 nm, após 1 hora de exposição, na região da membrana 

plasmática de Escherichia coli, e após 4 horas de exposição às NPsAg, foi observado um 

atraso no crescimento das bactérias.  



28 

 

No meio intracelular, o estudo de Dibrov et al. (2002) observou uma redução 

significativa na etapa em que ocorre a produção de ATP (adenosina trifosfato), molécula 

indispensável que garante a liberação de energia na organela citoplasmática mitocondrial, 

para as células bacterianas. Ainda de acordo com este estudo, houve um efeito de dissipação 

da chamada força motriz de prótons, ou seja, a diferença de potencial químico e elétrico 

existente entre a parte interna e externa da membrana celular gerada pelo transporte ativo de 

H
+
, necessária para a síntese de ATP.  

Outros estudos sugerem que os íons de prata reagem com o grupo funcional tiol, 

compostos que apresentam o grupo SH (enxofre e hidrogênio) ligado diretamente a um 

carbono saturado (KLABUNDE, 2001). O elemento enxofre nas bactérias é indispensável 

para a integridade estrutural de proteínas. As proteínas são fundamentais para a manutenção e 

o crescimento celular. A síntese de proteínas ocorre nos ribossomos. As bactérias possuem 

ribossomos 70S, constituídos de uma subunidade pequena 30S e uma subunidade grande 50S 

(PENESYAN et al., 2015). A interação de íons de prata com o grupo tiol, inativa as proteínas, 

diminuindo a permeabilidade da membrana e, eventualmente, causando a morte celular 

(KLABUNDE, 2001). Enfatizando a presença dos múltiplos mecanismos bactericidas das 

NPsAg agindo em sinergia, espera-se que não haja mecanismos de resistência antimicrobiana 

habituais (SILVER, 2003). 

 

3.4 Poli (álcool) vinílico para a obtenção de filmes poliméricos 

 

O poli (álcool) vinílico é um polímero sintético conhecido pela sigla PVA, com 

estrutura química composta de grupos hidroxila (OH) pendentes, de fórmula molecular 

[CH2CH(OH)]n, Figura 6. É solúvel em solventes polares e hidrófilos, como o 

dimetilsulfóxido (DMSO), acetamida, glicóis (etilenoglicol, polietilenoglicol, propilenoglicol, 

polipropilenoglicol), dimetilformamida (DMF), sendo a água o melhor solvente. Apresenta 

temperatura de transição vítrea (Tg) de 85 °C e temperatura de fusão de 220 °C (HASSAN; 

PEPPAS, 2000). 

 

 
Figura 6. Estrutura química do Poli (álcool) vinílico, composta de grupos hidroxila. 
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O PVA é obtido pela polimerização de adição, por meio da reação radicalar do 

monômero de acetato de vinila para poli acetato de vinila (PVAc), seguida pela hidrólise dos 

grupos acetato para produzir a cadeia polimérica hidroxilada, Figura 7.  

A reação de hidrólise não é completa, resultando em polímeros com um certo grau de 

hidrólise que depende da extensão da reação.  

 

 
 

Figura 7. Reação de obtenção do poli (álcool) vinílico (SATOH, 2014).  

 

Na polimerização do PVA, o grau de hidrólise, junto com o grupamento acetato nas 

cadeias, são os responsáveis pelas propriedades do produto final. No PVA completamente 

hidrolisado, o elevado número de hidroxilas leva à formação de ligações de hidrogênio fortes 

entre grupos hidroxilas intra e intermoleculares, impedindo sua solubilização em água, sendo 

por isso, insolúvel a frio. Dessa forma, requer temperaturas altas devido à alta energia 

associada à dissolução da fase cristalina. Porém, após a dissolução, o PVA mantém-se em 

solução aquosa mesmo em temperatura ambiente. Por outro lado, no PVA parcialmente 

hidrolisado, os grupos acetato residuais são essencialmente hidrofóbicos e enfraquecem as 

ligações intra e intermoleculares dos grupos hidroxila vizinhos e, portanto, facilita a 

solubilidade em água, a frio (LEWIS, 2013). 

O PVA se tornou um polímero apropriado para a obtenção de filmes poliméricos com 

propriedades mecânicas e funcionais, para aplicação em biomateriais, devido à capacidade de 

formar hidrogel através de reticulação física ou química, aliada às propriedades de 

solubilidade em água, biodegradabilidade, biocompatibilidade, não toxicidade e resistência 

mecânica (QIAOZHI et al., 2014). 

O estudo pioneiro de hidrogéis como uso em biomateriais foi de Wichterle e Lim 

(1960), que apresentou a síntese do Poli (2-hidroxietil metacrilato), pHEMA. Mais tarde, 

Yannas et al. (1989) incorporaram polímeros naturais, como colágeno e cartilagem de tubarão 

em hidrogéis para indução de regeneração parcial de pele de mamífero adulto. Desde então, 

os hidrogéis baseados em polímeros naturais ou sintéticos têm sido estudados como 
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biomateriais, para utilização de curativos à base de filmes e em sistemas de liberação 

controlada (SLC) de agente ativo (moléculas bioativas) ou terapêutico (fármaco ou droga), 

além de outras aplicações biomédicas. A vantagem de se utilizar um hidrogel como matriz 

polimérica para curativo em forma de filme é a possiblidade de incorporação do agente ativo, 

diretamente no sítio de ação, na proporção adequada.  

Esse sistema de liberação controlada do hidrogel possibilita manter a concentração 

do agente ativo incorporado em um nível terapêutico plasmático por um longo período de 

tempo, abaixo do nível tóxico e acima do nível mínimo efetivo (NIDHI et al, 2016), Figura 8. 

 

 

Figura 8. Variação de concentração de fármacos administrados em função do tempo.  

 

Os hidrogéis são sistemas poliméricos hidrofílicos constituídos por redes 

tridimensionais estruturadas, formadas por cadeias macromoleculares interligadas por 

ligações covalentes ou interações físicas, que em condições específicas, podem absorver 

grande quantidade de água mantendo a integridade estrutural, devido à presença de 

reticulações (OVIEDO, et al., 2008). As reticulações nos hidrogéis influenciam a capacidade 

de intumescimento (expansão) do hidrogel. Hidrogéis altamente reticulados são mais rígidos e 

possuem menor capacidade de intumescimento, comparados aos hidrogéis menos reticulados 

(BAE, et al., 2013). A estrutura química também pode afetar o grau de intumescimento. 

Hidrogéis com maiores quantidades de grupos hidrofílicos possuem maior grau de expansão 

comparados aos hidrogéis que possuem maiores quantidades de grupos hidrofóbicos (GANJI 

e VASHEGHANI-FARAHANI, 2009). 
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Conforme o método de reticulação empregado, os hidrogéis podem ser classificados 

em hidrogéis reticulados fisicamente e hidrogéis reticulados quimicamente. Hidrogéis 

reversíveis ou físicos, também chamados de pseudo hidrogéis, são constituídos por redes 

tridimensionais contínuas e desordenadas formadas por interações fracas e reversíveis, como 

ligações de hidrogênio, interação iônica, associação hidrofóbica ou segmento cristalino 

(MAITRA et al., 2014). Essas interações fazem com que as cadeias poliméricas se associem, e 

induzam a formação de uma estrutura estável pela formação de uma zona de junção. Nessa 

estrutura de junção pode ocorrer uma quebra devido a uma mudança na temperatura, no pH 

ou com a adição de sais (CALÓ et al., 2015). A reversibilidade nesse tipo de reticulação é 

uma vantagem em aplicações biológicas, porém a sua estabilidade in vivo, pode ser afetada 

por interações tanto com as funções fisiológicas, quanto mecânicas (HOFFMAN, 2012). 

Os hidrogéis químicos, também chamados de hidrogéis permanentes são obtidos a 

partir de ligações químicas covalentes entre as cadeias macromoléculas, geralmente através de 

agentes reticulantes, com formação de uma rede polimérica. Essa reticulação permite a 

formação de hidrogéis com resistência mecânica superior e estabilidade fisiológica 

controlável quando comparados com os hidrogéis preparados por reticulação física 

(TEIXEIRA et al., 2012). Neste estudo utilizou-se o hidrogel PVA, reticulado quimicamente. 

Embora os hidrogéis reticulados com agentes químicos ofereçam propriedades 

desejáveis, o destino de muitas destas moléculas no corpo ainda não foi estabelecido 

completamente, o que representa o principal inconveniente dos hidrogéis químicos com 

utilização em biomateriais (CHOI, 2015). Dessa forma alguns estudos apresentam a utilização 

de agentes reticulantes com baixa toxicidade, como é o caso do ácido cítrico, que participa da 

do processo de respiração celular sendo, por isso, presente no metabolismo de grande parte 

dos seres vivos. 

No estudo de Taguchi et al. (2004), foi utilizado o ácido cítrico para obter grupos 

ésteres ativos e assim ser possível a incorporação ao colágeno para obter um novo adesivo 

tecidual. Aoki et al. (2004) desenvolveram géis de gelatina reticulados com ácido cítrico para 

obter um novo adesivo tecidual.  Thomas et al. (2009), utilizaram o ácido cítrico como agente 

reticulante, o qual não apresentou toxicidade. E ainda o estudo de Gorgieva e Kokol (2011), 

que utilizaram o hidrogel termossensível de hidroxietilcelulose e carboximetilcelulose 

reticulado com ácido cítrico para aplicação na área de tecidos inteligentes. 

O controle da quantidade de agente de reticulação e o balanço hidrofílico-hidrofóbico 

possibilita a obtenção de matrizes poliméricas com propriedades mecânicas e estruturais 

ajustadas para um grau de intumescimento adequado. Assim, a capacidade de absorção de 
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água pelos hidrogéis pode ser avaliada pelas medidas do grau de intumescimento em função 

do tempo (BARBUCCI, 2009). O processo de intumescimento é determinado primeiramente 

pela taxa à qual a água pode se difundir na estrutura do hidrogel, o que depende 

principalmente do solvente, da temperatura da solução e da extensão da porosidade. Em 

seguida, o processo, é determinado pela maneira como as cadeias poliméricas podem relaxar. 

Inicialmente no processo de intumescimento, as primeiras moléculas de água 

hidratam os grupos hidrofílicos. Assim que a hidratação dos grupos hidrofílicos é concluída a 

força osmótica das cadeias reticuladas permite que a rede absorva mais água e assim a rede 

inicia o processo de expansão (KOKABI, 2007). Este intumescimento é adicional e opõem-se 

pela presença de reticulações por meio de força elástica de retração da rede. A elasticidade da 

rede contrabalança o seu alongamento, estabelecendo-se um nível de equilíbrio do 

intumescimento, Figura 9. 

 
 

Figura 9. Processo de intumescimento de hidrogéis (OTTENBRITE et al., 2010). 

 

Uma vez que os valores de massa, volume e dimensão dos hidrogéis mudam durante 

o processo de intumescimento, qualquer um destes fatores pode ser utilizado para caracterizar 

o grau de intumescimento de hidrogéis (𝑄). Um método utilizado é a proporção de massa-

intumescimento, que pode ser expressa em unidade de massa ou em percentagem, de acordo 

com a Equação 1.  

 

 𝑄𝑡 =  
(𝑚𝑠𝑡−𝑚𝑑)

𝑚𝑑
 𝑥 100  (%) (Eq. 1) 

 

Onde, 𝑄𝑡 é o grau de intumescimento no tempo 𝑡,  𝑚𝑠𝑡 é a massa do hidrogel 

intumescido em determinado tempo 𝑡 e 𝑚𝑑 é a massa inicial do hidrogel. 
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Nos sistemas poliméricos para liberação controlada, o agente ativo pode ser liberado 

no organismo a partir de mecanismos de difusão. O processo de difusão caracteriza-se como 

um fenômeno de transporte de átomos, em gases, líquidos e sólidos, induzido por agitação 

térmica, por diferença de potencial químico ou de concentração, até estabelecer um equilíbrio. 

Esse processo é lento, exceto quando o gradiente de concentração for muito elevado 

ou as distâncias percorridas forem curtas (VARSHOSAZ; KOOPAIE, 2002).  

O modelo de difusão da matéria pode ser descrito e calculado a partir da lei de Fick, 

na forma de uma equação diferencial, que descreve o mecanismo de difusão em um meio, no 

qual inicialmente não existe equilíbrio químico ou térmico. Esta lei foi proposta por Adolf 

Eugen Fick, que as derivou em 1855 e demonstra que o fluxo de difusão (𝐽) de um soluto, é 

definido como a quantidade de soluto que passa através de um plano de referência por 

unidade de tempo e por unidade de área normal na direção do fluxo. 

Com relação à difusão no estado estacionário, ou seja, independente do tempo, o 

fluxo de difusão (,𝐽) e a concentração de partículas (𝑐), não variam com o tempo, e pode ser 

determinada pela Equação 2, referente à primeira Lei de Fick. 

 

 𝐽 = −𝐷 
𝜕𝑐

𝜕𝑥
 (Eq. 2) 

 

Onde 𝐷 é o coeficiente de difusão do soluto no meio, (𝑐) é a concentração e (𝑥) é a 

distância. Dessa forma 𝜕𝑐/𝜕𝑥, é o gradiente de concentração, a força motriz para que o 

processo de difusão ocorra espontaneamente. O coeficiente de difusão 𝐷, representa a 

facilidade para que essa difusão ocorra e depende do soluto em um determinado meio. O sinal 

negativo nesta primeira lei de Fick, indica que o fluxo se dá de uma região de alta 

concentração para uma de baixa concentração (PEPPAS; SAHLIN, 1989). 

Para os casos em que a difusão depende do tempo, ou seja, em estado não-

estacionário, aplica-se a segunda Lei de Fick, onde o fluxo de difusão, e o gradiente de 

concentração, numa dada posição 𝑥, variam com o tempo 𝑡, definida pela Equação 3.  

 

 
𝜕𝑐

𝜕𝑡
=  

𝜕 ( 𝐷
𝜕𝑐

𝜕𝑥
  )

𝜕𝑥
 (Eq. 3) 

 

Um modelo matemático elaborado por Ritger e Peppas (1987), permite de forma 

simplificada caracterizar os tipos de mecanismos de liberação de agente ativo, Equação 4. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Adolf_Eugen_Fick
https://pt.wikipedia.org/wiki/Adolf_Eugen_Fick
https://pt.wikipedia.org/wiki/1855
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𝑀𝑡

𝑀𝑒
=  𝑘𝑡𝑛 (Eq. 4) 

 

 

Ou, pelo logaritmo natural, na Equação 5: 

 

 𝑙𝑛 (
𝑀𝑡

𝑀𝑒
) = 𝑙𝑛𝑘 + 𝑛𝑙𝑛𝑡 (Eq. 5) 

 

Onde 𝑡 é o tempo, 𝑘 é a constante de difusão e depende do tipo do hidrogel e do meio de 

intumescimento, 𝑛 é o expoente difusional, que fornece informação sobre o tipo de mecanismo de 

transporte que impulsiona a liberação e ou sorção de um dado soluto, 𝑀𝑡 e 𝑀𝑒 são as massas do 

hidrogel em um tempo 𝑡 de intumescimento e no estado de equilíbrio, respectivamente. Os valores 

da taxa de difusão e os mecanismos de liberação do agente ativo, para diferentes geometrias, são 

apresentados na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Expoente de difusão e mecanismo de liberação de soluto para diferentes geometrias. 

Expoente de difusão (n) Mecanismo de 

liberação Filmes Cilindros Esferas 

0,5 0,45 0,43 Difusão Fickiana 

0,5<n<1,0 0,5<n<0,89 0,5<n<0,85 
Transporte Anômalo 

(não-Fickiano) 

1,0 0,89 0,85 Caso II de transporte 

 

No mecanismo de difusão Fickiana ou Caso I, ocorre a difusão do soluto através de 

camadas da matriz. A taxa de difusão é muito inferior que o tempo de relaxação da cadeia 

polimérica. Este sistema, portanto, é controlado pelo coeficiente de difusão. O tempo de 

relaxação refere-se ao tempo em que a cadeia leva para acomodar-se, ou seja, entrar em 

equilíbrio com o solvente ou soluto. Nesse mecanismo de liberação, o relaxamento das 

cadeias é muito mais rápido do que a difusão do solvente (VARSHNE, 2007).  A Equação de 

Fick aplica-se aos estágios iniciais do intumescimento, até valores de fração menores que 

0,60. Considerando que hidrogéis podem absorver água, pode-se inferir que a espessura da 

amostra não permanece constante e o comportamento Fickiano não é aplicável a todos os 

estágios de intumescimento, ou seja, até o equilíbrio ser atingido. Assim, para muitos sistemas 

poliméricos, a difusão não é adequadamente descrita pela lei de Fick. Considera-se que os 

desvios ao comportamento Fickiano estão associados a taxas finitas de mudança da estrutura 

polimérica provocadas pela entrada ou saída de moléculas circulantes. No Caso II, a taxa de 
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difusão é superior à de relaxamento das cadeias poliméricas. E no mecanismo de liberação 

não-Fickiana ou transporte anômalo, a liberação é controlada pela difusão e intumescimento, 

simultaneamente, isto é, independente do tempo (BORTOLIN, 2012). 

Nos sistemas poliméricos para liberação controlada deve-se considerar a propriedade 

de biodegradabilidade, uma vez que é desejável que um material introduzido no organismo 

seja eliminado depois de cumprida sua função, sem a necessidade de intervenções para a sua 

retirada. Neste sentido, os hidrogéis de PVA podem cumprir essa propriedade, pois 

caracterizam-se como biodegradáveis, e, portanto, podem ser degradados in vivo, em 

fragmentos menores, podendo ser excretados pelo corpo (GEHRKE; LEE, 1990). A 

degradação do polímero envolve a fragmentação da cadeia polimérica e também a quebra da 

estrutura do retículo cristalino (RAGHAVAN, 1995). Os produtos de degradação não são 

tóxicos, e não devem criar resposta inflamatória. São metabolizados a dióxido de carbono e 

água, via ciclo de Krebs, ou são excretados na urina (NAIR; LAURENCIN, 2007). 

A biocompatibilidade também é uma propriedade exigida pelos hidrogéis, definida 

como a compatibilidade do hidrogel e seus produtos de degradação formados, os que também 

não devem ser tóxicos. Geralmente, hidrogéis possuem uma boa biocompatibilidade devido a 

sua superfície hidrofílica apresentar uma baixa energia livre interfacial quando em contato 

com fluidos corporais, o que resulta em uma baixa adesão de proteínas e células nessas 

superfícies. Além disso, a natureza viscoelástica dos hidrogéis minimiza a irritação com o 

tecido envolvente (BAE et al., 2013). 

A capacidade de manter água retida em sua rede, sua transparência e propriedades 

mecânicas adequadas, torna o hidrogel produzido a partir de PVA, biocompatível e 

biodegradável, e, portanto, um biomaterial, como alternativa para curativos. Filmes de 

hidrogéis de PVA com nanopartículas de prata incorporadas, intumescem e auxiliam a cura. O 

PVA reticulado é solúvel em água, bem como o AgNO3, e reage com os íons prata em solução 

formando um quelato-metálico (PVA-Ag
+
), associação do íon metálico, a cadeia orgânica do 

polímero, através de ligações químicas covalentes, que neutralizam a reatividade química do 

mineral (JONES; VAUGHAND, 2005). 

 

3.5 Feridas cutâneas e matrizes poliméricas incorporadas com prata 

 

A pele, juntamente com as estruturas anexas, como pelos, unhas e glândulas, compõe 

uma estrutura que reveste todo o organismo, formando uma interface entre o meio interno e 

fatores extrínsecos. Apresenta uma estrutura com camadas distintas: a epiderme, camada 

http://repositorio.unesp.br/browse?type=author&value=Bortolin,%20Adriel
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exterior, constituída por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. A derme, situada 

imediatamente abaixo da epiderme, constituída por tecido conjuntivo, separada da derme pela 

membrana basal, rica em proteínas de matriz extracelular, que facilita a difusão de nutrientes, 

e a hipoderme, habitualmente caracterizada por ser muito rica em tecido adiposo 

(LOWE; ANDERSON, 2015). 

Quando ocorre a descontinuidade da barreira cutânea, as funções básicas de proteção 

são comprometidas, originando a ferida, que pode atingir todas as camadas da pele ou 

qualquer outra estrutura do corpo (BIELEFELD et al., 2015). A ferida resultante dessa 

descontinuidade pode ser classificada a partir de sua espessura, etiologia, evolução, presença 

de infecção e comprometimento tecidual.  Com relação à espessura podem ser superficiais, 

com danos teciduais nas duas primeiras camadas, a epiderme e a derme. Pode ser profunda 

superficial, quando ocorre a destruição das três camadas da pele e ainda profunda total, 

quando além das três camadas atingidas apresenta danos em tecido muscular e as estruturas 

adjacentes, como tendões, cartilagens e ossos (WOLCOTT et al., 2010). 

Conforme a etiologia, as feridas podem ser traumáticas, provenientes de situações 

imprevistas, com objetos cortantes, perfurantes, lacerantes, contundentes ou por inoculações 

de venenos, mordeduras e queimaduras. Podem ser intencionais ou cirúrgicas, oriundas de 

intervenção em cirurgias, com intuito terapêutico. Podem ser patológicas, apresentando lesões 

secundárias, provenientes de doença básica, iatrogênicas, as quais ocorrem por efeitos 

colaterais de intervenções, procedimentos, tratamentos e medicamentos. E as feridas 

ulcerativas, formadas por necrose, sequestração do tecido, resultantes de traumatismo ou 

doenças relacionadas com o impedimento do suprimento sanguíneo. As úlceras representam 

uma categoria de feridas que incluem úlceras por pressão, de estase venosa, arteriais e 

diabéticas (KANJ, 1998). 

Com relação à evolução, as feridas classificam-se em agudas, caracterizadas por 

lesões traumáticas que possuem tratamento rápido e respondem facilmente às intervenções 

terapêuticas. E as feridas crônicas, as quais, permanecem abertas por longa duração, 

geralmente, superior a seis meses e comumente associadas a complicações advindas de 

doenças degenerativas, como o pé diabético, as úlceras venosas e aquelas decorrentes de 

processos neoplásicos (DEMIDOVA-RICE et al., 2012).  

 As feridas conforme a presença de infecção, podem ser assépticas, feridas que não 

possuem microorganismos, porém podem apresentar presença de sinais flogísticos como dor, 

calor e rubor. Feridas limpas contaminadas, aquelas com uma contaminação pouco 

significativa, onde os tecidos atingidos apresentam pouca colonização de microorganismos, 
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com ocorrência de tempo menor de 6 horas. As feridas contaminadas em atos cirúrgicos ou 

pós trauma com tempo superior a 6 horas.  

E ainda as feridas sépticas, com contaminação por microorganismos, com evidências 

de processo infeccioso por presença de tecido desvitalizado, exsudação purulenta e odor 

característico, forte e muitas vezes fétido (BESSA et al., 2015).  

Quando a pele é lesada, inicia-se um processo dinâmico para o restabelecimento 

tecidual até a cicatrização. Do ponto de vista morfológico, identificam-se no processo de 

cicatrização, três fases consecutivas: a fase inflamatória, a proliferativa e a fase de maturação. A 

fase inflamatória é uma reação imediata à injúria tecidual e representa uma tentativa para 

limitar o dano, caracterizada pela hemostase e inflamação. Durante a injúria tecidual aguda, o 

dano dos vasos sanguíneos resulta em exposição do colágeno subendotelial às plaquetas, o 

que leva à agregação plaquetária e ativação da via de coagulação. A vasoconstrição local 

inicial das arteríolas e capilares é seguida de vasodilatação e aumento da permeabilidade 

vascular. A combinação de intensa vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular leva 

ao achado clínico de inflamação, caracterizado por rubor, edema, calor e dor (LI, 2005). 

Conforme as respostas agudas de hemostasia e inflamação, é iniciada a fase 

proliferativa. Nesta fase ocorre o reparo da ferida com formação de tecido granuloso e por 

angiogênese, caracterizada pela formação de novos vasos sanguíneos, necessários para 

suportar o ambiente de cicatrização da ferida. Após o leito da ferida estar totalmente 

preenchido pelo tecido de granulação, com uma rede capilar em regeneração, inicia-se a fase 

de maturação, caracterizada pela deposição de colágeno de maneira organizada. Nessa fase o 

tecido de granulação vai sendo enriquecido com fibras de colágeno iniciando a remodelagem 

da matriz extracelular até adquirir a aparência de massa fibrótica característica da cicatriz 

(XUE; JACKSON, 2015).  

O processo de cicatrização de uma ferida depende da quantidade de tecido danificado 

e da presença ou não de infecção e pode ser classificada em primeira intenção, segunda 

intenção e terceira intenção. A cicatrização de primeira intenção ocorre quando as bordas são 

apostas ou aproximadas, havendo perda mínima de tecido, ausência de infecção e mínimo 

edema. A formação de tecido de granulação não é visível. Na cicatrização de segunda 

intenção, ocorre perda excessiva de tecido com a presença ou não de infecção. A aproximação 

primária das bordas não é possível. As feridas são deixadas abertas e se fecharão por meio de 

contração e epitelização. E na cicatrização por terceira intenção, que ocorre nas feridas 

profundas não suturadas, ou quando as suturas se romperam; após a ferida ser novamente 

suturada, as duas superfícies de granulação opostas serão reunidas (VERMEULEN, 2004). 
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Na reparação das feridas o curativo é o tratamento clínico mais frequentemente 

utilizado para auxiliar a reparação tecidual e consiste em um meio terapêutico, com o intuito 

de melhorar as condições do leito da ferida, como forma de auxiliar o processo de cicatrização 

(CHUNG; GLORI, 2009). A escolha do tipo de curativo a ser utilizado está diretamente 

relacionada com a sua função, que pode ser de proteção e absorção de umidade, absorção de 

exsudato e odores, desbridamento (limpeza), prevenção da contaminação exógena, 

compressão para minimizar acúmulo de fluidos, bem como a imobilização ou proteção contra 

traumas mecânicos (HARDING, 2002). 

Para ser eficaz, o curativo deve incluir qualidades como facilidade de remoção, 

conforto, trocas pouco frequentes, boa relação custo-benefício, manter o leito da ferida com 

umidade ideal e áreas periféricas secas e protegidas e facilidade de aplicação e adaptabilidade, 

conforme as diversas partes do corpo (BROUGHTON, 2006). Para Fan, et al. (2011), os 

curativos são classificados em curativos passivos, curativos com princípios ativos, curativos 

inteligentes, curativos biológicos e compostos.  

O presente estudo aborda o curativo com princípio ativo, tendo a prata metálica 

como elemento constituinte.  Esse curativo tem ação tópica e pode atuar no controle da 

população bacteriana durante o preparo do leito de uma ferida séptica para a reparação 

tecidual (KOSTENKO et al. 2010). Na escolha de um curativo contendo prata, deve-se 

considerar as características do curativo e a liberação de prata pelo curativo.  O curativo 

antimicrobiano deve promover um ambiente úmido para favorecer a cicatrização e um amplo 

espectro antimicrobiano, com baixo potencial de resistência. E ainda características como 

baixa toxicidade, ação rápida, não provocar irritação ou sensibilização, não promover 

aderências e ser efetivo mesmo na presença de importante exsudato em feridas sépticas 

(PARSONS, 2005). 

A inovação destes produtos reside no fato de que a prata pode ser incorporada em 

matrizes poliméricas, proporcionado o desenvolvimento de curativos, capazes de prevenir a 

proliferação de microrganismos no tratamento de feridas (JONES, 2004). Há um crescente 

interesse no desenvolvimento de patentes direcionadas para a área de nanotecnologia, visando 

à obtenção de nanopartículas de prata (SPOTNITZ; WANG; RODEHEAVER, 2001), 

(DICOSMO; BURROWS; DITIZIO, 2001), (BURRELL; WRIGHT; LAM, 2002), 

(VANGE; NIELSEN, 2002), (SCHERR, 2003). 

A vantagem das formulações baseadas em prata nanocristalina, atualmente 

comercializadas para tratamento de ferida, é a possibilidade de serem projetadas em 

dispositivos biomédicos de liberação controlada, apresentando-se resistentes a reinfecção, 
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mostrando-se também eficazes contra um amplo espectro de infecções causadas por bactérias, 

fungos e cepas resistentes. A variedade de curativos baseados em prata nanocristalina 

atualmente comercializados diferem entre sim na composição, teor de prata liberada, 

mecanismo de ação e estado de oxidação da prata. As agências internacionais reguladoras, 

Food and Drug Administration (FDA) e Environmental Protection Agency (EPA), têm 

aprovados os produtos à base de prata: SilverIon
®
 (Argentum Medical LLC), 

Silvadene
®  

(Marion Laboratories), Curad silver
®
 (Beiersdorf AG), Actisorb 220

®
 (Johnson & 

Johnson), AgION (Agion Technology, Inc.), Axenohl (Axen 30). Matrizes poliméricas 

hidrofílicas contendo nanopartículas de prata com propriedades antimicrobianas destinadas ao 

uso como curativo de feridas têm sido relatadas em patentes de invenção (TOMA et al., 

2009), (ZUCOLOTTO; NETO, 2014), porém estes documentos não abordam a formação de 

um hidrogel contendo agentes terapêuticos de origem vegetal. Especificamente o 

Cinnamomum zeylanicum, espécie vegetal que contem moléculas com ação redox, capazes de 

reduzir íons prata permitindo a síntese de prata nanocristalina. O potencial antioxidante de 

Cinnamomum zeylanicum tem sido aproveitado em aplicações como conservante de alimentos 

(AYAPRAKASHA, 2008) e no tratamento de diabetes (PATELL, 2008). 

Gauthami et al. (2015) reportaram a biossíntese de nanopartículas de prata usando 

um extrato aquoso de Cinnamomum zeylanicum, preparado a partir da decocção do vegetal, 

em água destilada. Porém, para a obtenção das nanopartículas de prata os autores precisaram 

utilizar o dodecilsulfato de sódio, como estabilizante químico e para a redução da prata iônica 

utilizaram o método físico de radiação ultravioleta e o método químico utilizando substâncias 

químicas redutoras (SATHISHKUMAR et al, 2009), (FARAHPOUR et al., 2012). E ainda 

membranas de hidrogel de poli (vinil álcool) contendo nanopartículas de prata obtidas por via 

química, utilizando borohidreto de sódio como agente redutor, têm sido relatadas na literatura 

(SHAO et al., 2015).  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais e Equipamentos 

 

Para a extração do princípio ativo de Cinnamomum zeylanicum (canela), o material 

vegetal da canela em pó foi obtido de origem comercial e utilizado sob a forma de extrato 

aquoso. Para a preparação dos extratos aquosos da canela utilizou-se balança eletrônica de 

precisão Marte, modelo AY220, ultrassom digital Sanders modelo SoniClean2, bomba de 

vácuo Prismatec, modelo 131 tipo 2 VC e agitador magnético da Cientec, modelo CT-103. O 

preparo dos extratos aquosos da canela foi realizado por extração do princípio ativo da canela 

por sistema de maceração dinâmica (procedimento A) e extração por decocção (procedimento 

B). 

A biossíntese de redução das NPsAg foi realizada a partir da reação de oxirredução 

com solução aquosa de nitrato de prata (AgNO3), fornecido pela Merck (99,8%). O 

acompanhamento cinético da formação das NPsAg e posterior observação da Ressonância de 

Plasmon de Superfície (RPS) foi com auxílio de um espectrofotômetro Ultravioleta-visível 

Varian Cary 50 Scan. A transferência das soluções foi feita utilizando-se micropipeta 

monocanal 10 a 100 uL Mod. LM -100 Labmate Pro. A análise qualitativa da composição das 

amostras por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi 

realizada em um espectrômetro Perkin Elmer, modelo Spectrum 100 Series, abrangendo a 

região de 650- 4000 cm
-1

, com resolução de 4 cm
-1

, e utilizando um acessório de refletância 

total atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos à temperatura ambiente e as amostras 

liofilizadas previamente em um liofilizador JJ Científica, modelo LJJ04. A morfologia das 

amostras foi determinada por MEV, no Microscópio eletrônico, marca Carl Zeiss, modelo 

EVO MA15. 

Para a preparação in situ da membrana PVA
EXT

- NPsAg foi utilizado o polímero poli 

(álcool vinílico) PVA granulado, Sigma-Aldrich Brasil Ltda, 98-99 % hidrolisado e massa 

molar de 72000 g/mol. Para a reticulação das membranas foi utilizado o ácido cítrico anidro- 

Quimisul. Para observação das interações entre as nanopartículas de prata e o polímero PVA 

foi utilizada a espectroscopia do FTIR. A morfologia das amostras foi determinada por MEV, 

utilizando o equipamento citado acima.  

O estudo de intumescimento da membrana PVA
EXT

- NPsAg foi realizado através de 

medidas termogravimétricas de TGA, DTGA e DSC, utilizando o equipamento Shimadzu, 

modelo TGA-50, com taxa de aquecimento de 10 °C/min, atmosfera N2. O estudo da 
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liberação de NPsAg foi realizado através de Espectroscopia na região do Ultravioleta Visível 

(UV-Vis), utilizando cubeta de quartzo.  

Para o estudo microbiológico da membrana PVA
EXT

-NPsAg foi utilizado caldo 

Tryptone Soya Broth-Oxoid (TSB), solução padrão de 0,5 da escala MacFarland (1,5 x 10
8 

unidades formadoras de colônias UFC/mL), em meio Plate Count Ágar (PCA) Merck, 

multiinoculador Kasvi, fita Parafilm M e estufa de incubação Olidef CZ. Para o ensaio de 

citotoxidade foi utilizado um Irradiador Gammacell com 60Co como emissor gama. Foram 

utilizadas linhagens celulares de ovário de hamster chinês (CHO- K1, ATCC 

CCL 61, American Type Culture Collection). A avaliação quantitativa da viabilidade celular 

das células CHO-K1 frente às membranas PVA
EXT-

NPsAg foi realizada através do uso do 

corante MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil) -2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazólio). 

 

4.2 Procedimentos experimentais 

 

Os procedimentos experimentais neste estudo foram realizados no Laboratório de 

Alta Tensão da Universidade Federal de Itajubá UNIFEI-LAT-EFEI, e incluem: a extração do 

princípio ativo da Cinnamomum zeylanicum pelos processos de maceração dinâmica e 

decocção, a biossíntese de redução das NPsAg, a preparação in situ da membrana 

PVA
EXT

- NPsAg, a reticulação da membrana PVA
EXT

- NPsAg, a determinação do teor gel da 

membrana PVA
EXT

- NPsAg, o estudo de intumescimento da membrana PVA
EXT

- NPsAg, o 

estudo da cinética de difusão pela lei de Fick, o estudo de liberação in vitro de NPsAg, a 

caracterização térmica por termogavimetria (TGA) e calorimetria exploratória diferencial 

(DSC) e a caracterização por espectroscopia no infravermelho (FTIR). O estudo da atividade 

antimicrobiana da membrana PVA
EXT

- NPsAg foi realizado no Laboratório de Microbiologia 

Aplicada da UNIFEI, utilizando as bactérias Gram positiva, Staphylococcus aureus LB25923 

e Gram negativa, Escherichia coli LB25922. O ensaio de citotoxidade foi realizado no Centro 

de Tecnologia das Radiações do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, CTR-IPEN, 

São Paulo. As imagens de MEV-EDS foram realizadas no Laboratório de Caracterização 

Microestrutural da Unifei, a caracterização por espectroscopia na região do UV-vis das 

amostras foi realizada na Central Analítica do Instituto de Física e Química da UNIFEI.  

 

 



42 

 

4.2.1 Extração do princípio ativo da Cinnamomum zeylanicum 

 

Dentre os processos utilizados para a extração de princípios ativos do Cinnamomum 

zeylanicum, foram escolhidos os processos de maceração dinâmica e decocção, 

procedimentos A e B, respectivamente, descritos a seguir. 

 

4.2.1.1 Extração do princípio ativo da canela por maceração dinâmica- Procedimento A 

 

Neste processo de extração por maceração dinâmica foi utilizado o 

sistema ultrassom. Ao que se refere as extrações em plantas, a utilização do ultrassom pode 

facilitar a dilatação e hidratação do material da planta e causar alargamento dos poros da 

parede celular, melhorando a inchação e a razão de transferência de massa e, ocasionalmente, 

quebra da parede celular, acarretando no aumento da eficiência e da redução do tempo de 

extração, assim como aumento da penetração do solvente (TOMA et al., 2001).  

Para esse procedimento 1g de canela em pó e 50 mL de água destilada foram 

colocados em um béquer. Esse béquer foi colocado no sistema de ultrassom durante 60 

segundos. Após este tempo a solução foi filtrada a vácuo, Figura 10. O extrato obtido foi 

utilizado para a redução da prata. 

 

 
 

Figura 10. Extração do princípio ativo da canela por maceração dinâmica. Ultrassom (A), filtração a vácuo (B). 

 

4.2.1.2 Extração do princípio ativo da canela por decocção - Procedimento B 

 

Este processo de extração por decocção foi realizado pelo aquecimento concomitante 

da droga vegetal com o solvente (água), mantendo a fervura durante 10 minutos, ao fim dos 

quais, a mistura foi resfriada em temperatura ambiente e filtrada a vácuo. A fase líquida foi 
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utilizada para o preparo do extrato. A temperatura neste processo de decocção contribui 

diretamente para a solubilização das substâncias envolvidas na extração e permite o aumento 

da velocidade de difusão, facilitando a extração dos princípios ativos. Para preparar o extrato 

aquoso pesou-se 1g de canela em pó, adicionou-se 50 mL de água destilada e ferveu-se 

durante 10 minutos. Em seguida filtrou-se em papel filtro e a solução foi deixada arrefecer até 

a temperatura ambiente, conforme Figura 11. 

 
 

Figura 11. Extração do princípio ativo da canela por decocção. Fervura (A), filtração (B). 

 

O rendimento da extração aquosa de Cinnamomum zeylanicum foi calculado, de 

acordo com a Equação 6. 

 

 % 𝑅𝑒𝑛𝑑 =  
𝑚𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝑚𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 × 100  (Eq. 6) 

Onde: 

𝑅𝑒 (%) =     Percentual do rendimento do extrato. 

𝑚𝑓 = Valor da massa da (Cinnamomum zeylanicum) obtida após a liofilização. 

𝑚𝑖 = Massa de matéria prima (Cinnamomum zeylanicum) utilizada na extração. 

 

4.2.2 Biossíntese de redução das NPsAg com o extrato de Cinnamomum zeylanicum 

 

Para o estudo da biossíntese de redução das NPsAg utilizou-se o extrato de 

Cinnamomum zeylanicum obtido por maceração dinâmica, no procedimento A. O sistema de 

biorredução foi preparado utilizando 4 mL da solução de extrato vegetal; 2,5 mL de água 

destilada e 2,5 mL da solução aquosa do sal metálico precursor, o AgNO3, de concentração 

final de 3,5 mM. A reação foi realizada a temperatura ambiente (23° C), atmosfera ar, e 
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agitação durante 12h. O extrato contendo as NPsAg obtido foi liofilizado para o cálculo do 

rendimento e caracterização físico-química das NPsAg formadas. Para o acompanhamento 

cinético da formação das NPsAg foram tomadas alíquotas de 10 μl, diluídas em 3 mL de água 

destilada e medida a absorbância em espectrofotômetro UV-vis.  

Os espectros na região do ultravioleta visível foram obtidos na faixa de comprimento 

de onda de 200 a 900 nm. Esta técnica foi utilizada para observação da banda de ressonância 

de plasmon da superfície metálica das NPsAg. 

 

4.2.3 Preparação da membrana PVA
EXT

-NPsAg por biossíntese in situ, na presença de PVA 

 

Para a preparação das membranas PVA-NPsAg, foi escolhido o procedimento in situ, 

que consiste na biossíntese das NPsAg na presença do PVA. O sistema de biorredução foi 

preparado utilizando 4 mL da solução de extrato de Cinnamomum zeylanicum; 2,5 mL de 

solução aquosa de PVA 5% e 2,5 mL da solução aquosa AgNO3, com concentração final de 

3,5 mM. A reação foi realizada a temperatura ambiente (23 °C), atmosfera ar, e agitação 

durante 12h. 

A solução de PVA a 5% foi preparada, utilizando-se 5 g de PVA granulado, o qual foi 

pesado e dissolvido em 50 mL água destilada a 90 °C, por 12 horas. Essa solução foi deixada 

arrefecer em temperatura ambiente. A solução arrefecida foi colocada em um balão 

volumétrico de 100 mL. Completou-se o balão volumétrico com água destilada até a marca de 

aferição. Em um béquer foram colocados 4 mL da solução aquosa do extrato de Cinnamomum 

zeylanicum, 2,5 mL da solução de PVA 5% homogeneizada e 2,5 mL de AgNO3, com a 

concentração final de 3,5 mM. Essa solução foi mantida em temperatura ambiente e sob 

agitação magnética por cerca de 12 horas. Após esse período foi realizada a reticulação da 

membrana PVA-NPsAg, com ácido cítrico, descrita a seguir.  

Para a reticulação da membrana PVA-NPsAg foi adicionado 2% de ácido cítrico 

(0,002g) em relação a quantidade de PVA na solução (0,125g). Com o auxílio de uma 

micropipeta, a solução foi distribuída em moldes, para a formação de filmes poliméricos, 

Figura 12. Estes filmes foram deixados em um ambiente climatizado (22 °C) para controlar o 

processo de evaporação da água que, em média, ocorreu durante 12 horas até que os filmes 

pudessem ser retirados dos moldes. Os filmes foram retirados dos moldes e colocados em 

estufa a 100 °C, por uma hora, para a reação de reticulação.  
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Figura 12. Solução das membranas PVA-NPsAg nos moldes para formação dos filmes poliméricos. 

 

Para a observação da banda de ressonância de plasmon da superfície metálica das 

nanopartículas de Ag, os espectros na região do ultravioleta visível foram obtidos na faixa de 

comprimento de onda de 200 a 900 nm.  A caracterização físico-química da membrana PVA-

NPsAg reticulada foi realizada pela espectroscopia no infravermelho por transformada de 

Fourier – FTIR, pela análise térmica, TGA, DTGA, microscopia eletrônica de varredura 

(MEV), determinação do teor gel, estudo do intumescimento. Também foi realizado o estudo 

de liberação das NPsAg e estudo da atividade antimicrobiana.  

As membranas PVA-NPsAg preparadas in situ, conforme item 4.2.3, apresentaram 

uma aparência física heterogênea. Visualmente foram observados agregados do extrato, 

conforme apresentado na Figura 13.  

 

Figura 13. Membrana PVA-NPsAg preparada por biossíntese in situ e reticulada com ácido cítrico a 2%. 

 

Em razão desse resultado, o procedimento de preparação das membranas foi 

modificado. Esse novo procedimento foi realizado em três etapas: preparação da membrana 

de PVA reticulada como explicado no início deste item (4.2.3), intumescimento das 

membranas no extrato de Cinnamomum zeylanicum (PVA
EXT

), e biossíntese das 

nanopartículas de prata (NPsAg) nas membranas de PVA previamente reticuladas. 

As membranas de PVA reticuladas foram imersas em 10 mL de extrato Cinnamomum 

zeylanicum por 24h em temperatura ambiente. Após esta etapa, as membranas intumescidas 

foram transferidas para recipientes de vidro âmbar, e acrescentou-se a cada uma delas, 

separadamente, 10 mL de solução nas concentrações de 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02; 0,008; 
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0,006; 0,004; 0,0035; 0,002 mol/L de nitrato de prata (AgNO3). Ao final de 48 horas, as 

membranas foram lavadas com água destilada e secas em temperatura ambiente, obtendo-se a 

membrana denominada PVA
EXT

-NPsAg. 

 

4.2.4 Determinação do teor gel do PVA reticulado  

 

A determinação da fração gel do polímero (fração reticulada) é a forma utilizada para 

avaliar a reticulação de matrizes poliméricas. As membranas de PVA reticuladas foram 

pesadas e colocadas em água destilada a 90
0
C, sob refluxo durante 12h. A fração gel retirada 

da solução foi colocada após secagem, em estufa foram pesadas até obter massa constante. A 

fração gel foi calculada pelas Equações 7 e 8. 

 

 𝐹𝑠 = (
𝑚𝑖−𝑚𝑓

𝑚𝑖
) ×  100  (Eq. 7) 

 𝐹𝐺 = 100% − 𝐹𝑠  (Eq. 8) 

 

Onde:  

𝑚𝑖 = Massa inicial da amostra  

𝑚𝑓 = Massa de gel seco  

𝐹𝑠 =Fração solúvel  

𝐹𝐺 = Fração gel 

 

4.2.5 Estudo do intumescimento das membranas PVA
EXT

-NPsAg 

 

Para esse estudo foi escolhida a membrana PVA
EXT

-NPsAg preparada utilizando 

0,0035 M de AgNO3. A membrana obtida na forma de filme, conforme descritas no item 4.2.3 

deste capítulo, foram cortadas em três amostras de aproximadamente 1,0 x 1,0 cm
2
. As 

amostras secas foram imersas em água destilada em temperatura 23 
°
C, as quais eram 

removidas da solução em intervalos de tempo pré-determinados em 0, 5, 10, 20, 25, 35 

minutos, para pesagem. O fluído acumulado na superfície das amostras foi removido com 

papel filtro. As medidas foram realizadas até o equilíbrio de intumescimento ser atingido. O 

ensaio foi realizado em triplicata, Figura 14. O grau de intumescimento dos filmes foi 

calculado a partir das Equação 1 (item 3.4).  
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Figura 14. Ensaio de intumescimento em triplicata, da membrana PVA

EXT
-NPsAg 

 

 

4.2.6 Estudo de liberação de NPsAg das membranas PVA
EXT

-NPsAg em função do tempo  

 

Para esse estudo foi escolhida a membrana PVA
EXT

-NPsAg, preparada utilizando 

0,0035 M de AgNO3. Para o estudo de liberação in vitro de NPsAg foi construída inicialmente, 

uma curva de calibração. Foi preparada uma solução-estoque, com uma concentração de 0,16 

mg/mL do complexo extrato-NPsAg (conforme item 4.2.2), utilizando como diluente, água 

destilada. A partir da solução-estoque, foram obtidas diluições volumétricas com as 

concentrações de 0,022, 0,045, 0,063, 0,067 0,090 e 0,112 mg/mL. Utilizando a solução-

estoque, foi realizada a espectroscopia na região do Ultravioleta Visível (UV-Vis), de forma a 

se verificar o valor de máxima absorbância da amostra. A partir das diluições, foram 

realizadas as medidas de absorbância no comprimento de onda de 423 nm, da solução-

estoque, para cada solução, de modo a correlacionar os valores de absorbância com os valores 

de concentração das NPsAg em solução, para a construção da curva analítica. A equação da 

reta foi obtida por regressão linear.   

No estudo de liberação as amostras foram imersas em 5 mL de água destilada e 

mantidas em temperaturas de 37 e 40 °C. Essas temperaturas foram escolhidas, porque a 

temperatura do corpo humano em condições normais, se mantém constante, em torno de 

36,8 °C.  Porém, nas feridas infectadas, ocorre a inflamação como resposta local do tecido 

vascularizado agredido. Ocorre uma vasodilatação, com aumento do fluxo sanguíneo e, 

consequentemente, aumento da temperatura local (DHANALAKSHMI et al., 2016). 

Em intervalos pré-determinados de tempo, a liberação de NPsAg foi acompanhada 

por meio da espectroscopia do ultravioleta (UV-vis). Utilizou-se um volume de alíquota de 

100 μL em 3 mL água destilada. A cada alíquota retirada foi realizada a reposição do mesmo 

volume de água destilada. A concentração de NPsAg liberada no tempo foi determinada 
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utilizando a curva de calibração, previamente preparada. A liberação de NPsAg foi estudada 

avaliando o ajuste dos dados experimentais a um modelo cinético de primeira ordem, 

determinando-se o parâmetro cinético e a constante de velocidade às temperaturas estudadas. 

 

4.2.7 Estudo termodinâmico de liberação das NPsAg 

 

A energia de ativação (Ea) do processo de liberação de nanopartículas de prata 

presentes na membrana PVA
EXT

-NPsAg foi determinada a partir das temperaturas de 37 e 

40 °C. A energia de ativação é a energia mínima para que os reagentes iniciem a reação 

química, com a consequente formação do complexo ativado (UPADHYAY, 2006).  

Para o cálculo da energia de ativação da cinética de liberação das nanopartículas de 

prata utilizou-se a equação de Arrhenius, Equação 9. Essa equação demonstra a relação entre 

a energia de ativação e a velocidade em que a reação ocorre. 

 𝑘 =  𝐴0 𝑒𝑥𝑝 (−
𝐸𝑎

𝑅𝑇
)  (Eq. 9) 

 

Onde 𝐴0  é o fator pré-exponencial (min
-1

), 𝑅 é a constante universal dos gases 

(8,314J/Kmol)  e 𝑇 é a temperatura absoluta (K).  

Utilizou-se a Equação 10 para as temperaturas T1 (37 °C) e T2 (40 °C) sendo T2> T1.  

 𝑙𝑛𝑘 = 𝑙𝑛𝐴 −
𝐸𝑎

𝑅
 ×  

1

𝑇
  (Eq. 10) 

 

Através de um rearranjo algébrico, que subtrai a equação com a temperatura mais 

alta (T2) pela equação com a temperatura mais baixa T1, chegou-se a Equação 11, 

determinando-se o valor energia de ativação (Ea) necessária para abertura das cadeias 

poliméricas da membrana PVA
EXT

- NPsAg, para a liberação de nanopartículas de prata. 

 𝑙𝑛 
𝑘2

𝑘1
=  

𝐸𝑎

𝑅
(

1

𝑇1
−

1

𝑇2
)  (Eq. 11) 

 

Onde k2 e k1 são as constantes de velocidade nas temperaturas T2(40 °C) e T1(37 °C), 

respectivamente.  

O parâmetro termodinâmico da entalpia (ΔH), entropia (ΔS) e energia livre de Gibbs 

(ΔG) foram utilizados para estudar o processo de liberação de NPsAg da membrana PVA
EXT

-

 NPsAg. 
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A entalpia é a quantidade de energia contida em uma determinada substância que 

sofre reação, ela calcula o calor de um sistema, é a forma mais usada de expressar o conteúdo 

calorífico de um componente em uma reação química. A variação da Entalpia está na 

diferença entre a entalpia dos produtos e a dos reagentes, sendo assim, o calor de uma reação 

corresponde ao calor liberado ou absorvido em uma reação. Para calcular outros parâmetros 

termodinâmicos utilizou-se a Equação 12, de Eyring Polanyi. 

 𝑘 =  
𝑘𝐵𝑇 

ℎ
𝐾𝑐

≠  (Eq. 12) 

 

Onde kB é a constante de Boltzman, T temperatura, h a constante de Planck e, Kc
≠
 a 

constante de equilíbrio entre o complexo ativado e os reagentes.   

A equação de Eyring é a equação fundamental da teoria do estado de transição. 

Introduzindo algumas grandezas termodinâmicas (correspondentes à etapa de formação do 

complexo ativado) a equação de Eyring pode ser tratada termodinamicamente. De acordo com 

a termodinâmica, a energia de Gibbs da reação está relacionada à constante termodinâmica de 

equilíbrio pela Equação 13.  

 ∆𝐺0 =  −𝑅𝑇 𝑙𝑛 𝐾𝑒𝑞  (Eq. 13) 

 

Onde G
o
 é a energia livre de Gibss, R é a constante dos gases, T é a temperatura e 

Keq é a constante de equilíbrio entre produtos e reagentes. Nessa expressão, o estado padrão é 

definido como sendo um estado de atividade unitária. Se ao invés de atividade unitária, for 

definido um estado padrão de concentração unitária, pode-se utilizar a Equação 14. 

 ∆𝐺𝑐
0 =  −𝑅𝑇 𝑙𝑛 𝑘𝑐   (Eq. 14) 

 

A constante de equilíbrio que aparece na expressão é, agora, a constante 

estequiométrica de equilíbrio. Se esta expressão for aplicada à etapa de formação do 

complexo ativado, resulta na Equação 15.  

 (∆𝐺) 𝑐
0 =  −𝑅𝑇 ln 𝑘𝑐

≠ (Eq. 15) 

Desconsiderando o sub-índice, c, e colocando a expressão sob a forma exponencial, 

obtém-se a Equação 16: 

 𝑘𝑐
≠ = 𝑒−

(∆𝐺≠)
0

𝑅𝑇  (Eq. 16) 
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Substituindo kC
≠
 na equação de Eyring, obtém-se a Equação 17: 

 𝑘 =
𝑘𝐵𝑇

ℎ
𝑒−

(∆𝐺≠)
0

𝑅𝑇    (∗) (Eq. 17) 

 

Lembrando, da termodinâmica, que ΔG = ΔH – TΔS, e aplicando esta relação à etapa 

de formação do complexo ativado, obtém-se a Equação 18: 

 ∆𝐺≠ =  ∆𝐻≠ − 𝑇∆𝑆≠ (Eq. 18) 

 

Utilizando este conceito pode-se reescrever a Equação 19 * da seguinte forma: 

 𝑘 =
𝑘𝐵𝑇

ℎ
𝑒− 

(∆𝐻≠−    𝑇∆𝑆≠)
0

𝑅𝑇  (Eq. 19) 

 

Aqui é importante estabelecer as seguintes grandezas de reação correspondentes à 

etapa de formação do complexo ativado: (ΔG
#
)
0
 energia de Gibbs padrão de ativação, (ΔS

#
)
0
 

entropia padrão de ativação, (ΔH
#
)
0
 entalpia padrão de ativação. Essas grandezas de reação se 

referem a um estado padrão de concentração unitária (CASTELLAN, 1973; ATKINS, 1999; 

NETZ; ORTEGA, 2002). 

 

4.2.8 Atividade antimicrobiana das membranas PVA
EXT

-NPsAg 

 

Foram realizados ensaios microbiológicos por meio do método bioanalítico in vitro 

com linhagens Gram-positiva, Staphylococcus aureus LB25923 e Gram-negativa, Escherichia 

coli LB25922 por meio do teste de inibição de halo. Os ensaios foram realizados em triplicata 

para cada amostra.  As linhagens bacterianas foram cultivadas em meio de enriquecimento, 

caldo TSB em temperatura ambiente por 48 horas. Dessa cultura foram feitas suspensões e 

padronizada a turvação equivalente a solução padrão de 0,5 da escala MacFarland. Isto 

significa que há aproximadamente 1,5 x 10
8 

unidades formadoras de colônias UFC/mL. As 

cepas bacterianas foram semeadas em placas de Petri de 100 x 40 mm, em meio plate count 

agar (PCA).  

O estudo para determinar a concentração mínima inibitória (CMI) foi realizado 

utilizando a técnica de disco-difusão em ágar impregnados com 10 L da solução aquosa em 

equilíbrio com a membrana PVA
EXT

-NPsAg, preparadas nas concentrações de 0,1; 0,08; 0,06; 

0,04; 0,02; 0,008; 0,006; 0,004; 0,0035; 0,002 mol/L, após a semeadura do inóculo 
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bacteriano. A análise do potencial bactericida das membranas PVA
EXT

-NPsAg foi estudada a 

partir dos diâmetros de halos de inibição, para evidenciar o perfil de sensibilidade das 

bactérias. 

 

4.2.9 Ensaios de citotoxicidade in vitro da membrana PVA
EXT-

NPsAg 

 

Os ensaios biológicos para avaliação da biocompatibilidade dos materiais candidatos 

a biomateriais são realizados através de uma grande variedade de testes in vitro e in vivo e 

fornecem informações úteis a respeito da interação do material com o ambiente fisiológico 

(ABRAHAM; CUADRADO, 2004).  Nesse caso, os ensaios in vitro contribuem para a 

análise dos possíveis riscos associados à sua aplicação invasiva no corpo humano e 

identificam os materiais que apresentam as características biológicas adequadas para sua 

utilização nos estudos clínicos in vivo. O teste de compatibilidade in vivo envolve a 

experimentação animal e é fundamental para a identificação de possíveis riscos em potencial 

que o biomaterial (CANO; PERAIRE, 2004). Nesse caso, a experimental animal é planejada 

levando-se em consideração os ensaios de triagem in vitro baseados na norma ISO 10993-5 

(ISO, 2009). 

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relação aos in vivo tais como a 

possibilidade de limitar o número de variáveis experimentais, obter dados significativos mais 

facilmente, além do período de teste ser, em muitos casos, mais curto. 

A norma ISO 10993-5: 2009 contempla como ensaio preliminar de 

biocompatibilidade o teste de extrato, teste de contato direto e teste de contato indireto. O 

ensaio do extrato possibilita a avaliação qualitativa e quantitativa da citotoxicidade dos 

biomateriais através da viabilidade de uma linhagem celular específica quando em contato 

com os extratos dos materiais candidatos a biomateriais. Nesse caso, o ensaio do extrato 

avalia se alguma substância nociva para a linhagem celular que está sendo utilizada, a 

exemplo de resíduos de catalisadores, monômeros ou algum outro resíduo químico são 

lixiviados do material sintético. 

Nesse estudo foi utilizado o ensaio in vitro de extrato para a avaliação da 

citotoxicidade de membranas de PVA
EXT-

NPsAg contra linhagens celulares de ovário de 

hamster chinês (CHO- K1, ATCC CCL 61, American Type Culture Collection). As células 

CHO são uma linha celular cultivada em laboratório derivada de células dos ovários de 

hamsters chineses. A utilização de células CHO deve-se ao fato de que os hamsters chineses 

são mamíferos de fácil criação em laboratório devido ao seu pequeno tamanho e baixo 
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número de cromossomos, o que os torna um bom modelo para estudos de cultura de tecidos 

celulares. As células CHO são modelos celulares amplamente utilizados em biologia, pesquisa 

médica e farmacêutica. Além disso, são frequentemente utilizados para fins comerciais para 

fabricar proteínas recombinantes para uso na terapia clínica. O CHO-K1 é considerado uma 

das linhagens celulares mais sensíveis para os estudos de citotoxicidade de materiais 

sintéticos candidatos a biomateriais (RUIZ et al., 2006; FERRER et al., 2009; LU et al., 

2013).  

A avaliação quantitativa da viabilidade celular das células CHO-K1 frente às 

membranas PVA
EXT-

NPsAg foi realizada através do uso do corante MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-5-(3-carboximetoxifenil) -2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazólio). O MTS é um sal amarelo que é 

reduzido pela atividade da enzima desidrogenase mitocondrial resultando em um sal de 

formazan de cor púrpura. Esta redução ocorre somente nas células vivas. Desta maneira, a 

viabilidade celular pode ser determinada pela intensidade da coloração púrpura que é 

proporcional à quantidade de cristais de formazan formados, solúveis em água. Nesse caso, o 

MTS foi utilizado em conjunto com um agente acoplador de elétrons, o PMS (fenazina 

metosulfato). A Figura 15 ilustra o mecanismo de avaliação da citotoxicidade de um material 

através do ensaio do MTS. 

 
Figura 15. Mecanismo de atuação do corante supravital MTS na avaliação da citotoxicidade de um material. 

 

Para o ensaio de citotoxicidade a membrana PVA
EXT-

NPsAg foi inicialmente 

esterilizada com radiação gama na dose de 25kGy à temperatura ambiente em uma fonte tipo 

Gammacell do Centro de Tecnologia das Radiações do Instituto de Pesquisas Energéticas e 

Nucleares, CTR-IPEN, São Paulo, Figura 16.  
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Figura 16. Irradiador Gammacell do Centro de Tecnologia das Radiações do Instituto de Pesquisas Energéticas e 

Nucleares, CTR-IPEN, São Paulo. O irradiador utiliza o 60Co como emissor gama. 

 

Inicialmente as amostras de PVA
EXT

- NPsAg foram cortadas com área de 1cm² em 

condições estéreis e em seguida foram colocadas em tubos falcon com 1mL de meio de 

cultura RPMI sem soro, por 48 horas, para preparação do extrato. Após este período foi feita a 

filtragem das amostras e as diluições seriadas do extrato para concentrações de 100, 50, 25, 

12,5 e 6,25%. Os controles positivo e negativo foram uma solução de fenol 0,4% e polietileno 

de alta densidade (PEAD), respectivamente. A análise da citotoxicidade foi realizada 

utilizando-se o corante vital MTS para a determinação do número de células viáveis em 

proliferação. Os extratos obtidos da membrana de PVA
EXT-

NPsAg, do controle positivo e do 

controle negativo, bem como o branco (apenas meio de cultura RPMI) foram pipetados em 

placas ELISA de 96 poços, sendo 50µL de solução por poço, em quadruplicata. Uma 

suspensão de células de ovário de hamster chinês (CHO-k1) com 6x10
4 

células/mL foi 

preparada e 50µL (3000 células) foram pipetados por poço. Em seguida, as células foram 

incubadas em estufa a 37 °C, por 72h em atmosfera umidificada em atmosfera com 5% de 

CO2. 

A viabilidade celular foi medida pela adição de solução MTS com PMS (metasulfato 

de fenazina), na diluição de 20:1. Em seguida, as placas foram incubadas por 2h a 37°C em 

atmosfera umidificada com 5% de CO2. As microplacas ELISA foram em seguida lidas em 

espectrofotômetro leitor de placas ELISA da marca SpectraMax 190 a utilizando-se o 

comprimento de onda de 490 nm, Figura 17. 
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Figura 17. Espectrofotômetro SpectraMax 190 utilizado na determinação da viabilidade celular nos ensaios de 

citotoxicidade das membranas de PVA
EXT-

NPsAg através do método do extrato. (A) Visão geral do equipamento, 

(B) Detalhe para inserção da placa ELISA e (C) Resultado observado nas placas ELISA. A intensidade da cor é 

proporcional ao número de células viáveis. 

 

Uma curva de calibração levando em consideração a concentração de células viáveis 

foi previamente preparada para determinação da viabilidade celular. O cálculo da viabilidade 

celular é obtido pela Equação 20:  

 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =  
𝐷𝑂𝐷

𝐷𝑂𝐶
 × 100 (Eq. 20) 

 

Onde DOD representa a densidade óptica da diluição e DOC a densidade ótica dos 

controles.  

 

Com os valores obtidos calculou-se a média da porcentagem de viabilidade celular 

em relação ao controle de células (100%), que foi colocada em função da concentração do 

extrato em gráfico para obter as curvas de viabilidade celular. Através desta curva pode-se 

encontrar o índice de citotoxicidade (IC50%) que significa a concentração do extrato que induz 

50% de lise ou morte celular e como consequência a inibição de incorporação do corante 

MTS. A partir dos dados obtidos foi construído o gráfico de viabilidade celular em função da 

concentração dos extratos da amostra. 
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4.3 Técnicas de caracterização 

 

As técnicas de caracterização utilizadas neste estudo, incluem a espectroscopia no 

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR), espectroscopia na região do 

ultravioleta visível (UV-vis), análise térmica por meio da TGA, DTGA e DSC, microscopia 

eletrônica de varredura-MEV e espectroscopia de energia dispersiva- EDS, explicadas a 

seguir.  

 

4.3.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR) 

 

Espectroscopia é o estudo da interação da radiação eletromagnética com a matéria. A 

espectroscopia no infravermelho é um tipo de espectroscopia de absorção, em que a energia 

absorvida se encontra na região do infravermelho, entre as regiões do visível e das micro-

ondas. A espectroscopia no infravermelho se baseia no fato de que as ligações químicas das 

substâncias possuem frequências de vibração específicas, as quais correspondem a níveis de 

energia da molécula (níveis vibracionais). A condição para que ocorra absorção da radiação 

infravermelha é que haja variação do momento de dipolo elétrico (determinado pela 

magnitude da diferença de carga e a distância entre dois centros de carga) da molécula como 

consequência de seu movimento vibracional ou rotacional. Somente nessas circunstâncias, o 

campo elétrico alternante da radiação incidente interage com a molécula, originando os 

espectros. A vibração dos átomos no interior de uma molécula apresenta energia coerente com 

a região do espectro eletromagnético correspondente ao infravermelho (100 a 10000 cm
-1

) 

(COATES, 2000).  

O termo espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier, do inglês, 

Fourier transform infrared (FTIR) provém do fato de ser necessário recorrer-se às 

transformadas de Fourier (um processo matemático) para converter os dados recolhidos no 

espectro de radiação. Para a espectroscopia FTIR utiliza-se um feixe de luz composto, com 

diversos comprimentos de onda. Após a medição da absorbância, o feixe de luz é modificado, 

passando a conter uma combinação de comprimentos de onda diferente do feixe anterior, o 

qual origina um segundo conjunto de dados. Este processo é repetido várias vezes e, no final, 

os dados são recolhidos por um computador, o qual irá inferir, a partir dos dados referentes a 

cada conjunto de comprimentos de onda, a absorção para comprimento de onda (SKOOG; 

HOLLER, 2009). 
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Na espectroscopia FTIR, a radiação no infravermelho atravessa a amostra a ser 

analisada, a radiação transmitida é comparada com aquela transmitida na ausência de amostra. 

O espectrômetro com FTIR, emprega um interferômetro de Michelson, com a finalidade de 

dividir o feixe da radiação da fonte de infravermelho de tal forma que ele reflita 

simultaneamente a partir de um espelho em movimento e de um espelho fixo. Os feixes 

refletidos voltam a se combinar e passam através da amostra para o detector e são 

reproduzidos na forma de um gráfico de tempo contra a intensidade do sinal denominado de 

interferograma. Esse processo é quantizado e o espectro vibracional se apresenta como uma 

série de bandas. A localização dessas bandas no espectro pode ser especificada em unidades 

relacionadas com a frequência (ν) e pelo seu número de onda (𝜈̅) utilizando a unidade 

centímetro inverso, 4000 cm
- 1

 – 650 cm
-1

, que é diretamente proporcional à energia.  

A frequência vibracional ou comprimento de onda de uma absorção depende da 

massa relativa dos átomos e da constante de força da ligação através da Equação 21. 

 

 ν =  
1

2𝜋𝑐 √
𝐾

𝑀𝑥𝑀𝑦

𝑀𝑥+ 𝑀𝑦

 (Eq. 21) 

 

 

Onde: 

ν: frequência vibracional (cm
-1

)  

𝑐: velocidade da luz (cm/s) 

𝐾: constante de força da ligação (dinas/cm)  

𝑀𝑥 𝑒𝑀𝑦: massa do átomo x e massa do átomo y, respectivamente (g). 

 

A intensidade da banda é medida pela transmitância ou pela absorbância. A 

transmitância é definida pela razão entre a energia transmitida e a energia incidente na 

amostra analisada e a absorbância é o logaritmo na base dez do recíproco da transmitância, 

Equação 22 (SILVERSTEIN, et al., 2007). 

 

 𝑇 =
𝐸𝑡

𝐸𝑖
       𝐴 = log 1/𝑇 (Eq. 22) 

 

 



57 

 

Para a caracterização físico-química do extrato de Cinnamomum zeylanicum, 

medidas de espectroscopia de FTIR foram realizadas em amostras liofilizadas dos extratos da 

canela obtidos pelos procedimentos da extração do princípio ativo da canela. Esta técnica foi 

utilizada para caracterizar estruturalmente as moléculas presentes nos extratos aquosos da 

canela obtidos pelos procedimentos de extração. Na biossíntese das NPsAg, a técnica foi 

utilizada para observar a interação das NPsAg formadas com o extrato Cinnamomum 

zeylanicum. A técnica de FTIR também foi utilizada para confirmar a reticulação dos filmes 

de PVA com ácido cítrico, assim como a interação das NPsAg com a membrana de hidrogel 

PVA.  

 

4.3.2 Espectroscopia na região do ultravioleta visível (UV-vis) 

 

A espectroscopia de UV-vis foi utilizada na caracterização do extrato de 

Cinnamomum zeylanicum obtido, para a identificação dos grupos químicos redutores 

(aldeído) presentes no componente cinamaldeido, um dos constituintes do extrato. Para a 

análise por UV-vis foi retirada da solução do extrato, uma alíquota de 100 L, diluída em 

3 mL de água destilada, utilizando como branco a água destilada.  

Esta técnica também foi utilizada para a confirmação da redução das NPsAg pelo 

extrato de Cinnamomum zeylanicum, através da análise da banda de ressonância de plasmon 

de superfície (RPS), na ausência e na presença do PVA (biossíntese in situ). O UV-vis foi 

aplicado também no estudo da liberação de NPsAg da membrana PVA-NPsAg, em água 

destilada. Para este estudo foi construída uma curva analítica de calibração, numa faixa de 

concentrações do analito, o complexo extrato-NPsAg. Utilizando a lei de Lambert-Beer 

(A=εbC) foi relacionada a concentração do analito à medida de absorbância. A partir da 

equação da reta ajustada à lei de Lambert-Beer, determinou-se a concentração de NPsAg 

liberada no tempo.   

 

4.3.3. Análise termogravimétrica (TGA) 

 

A análise Termogravimétrica (TGA) é uma técnica de análise térmica onde a 

variação de massa da amostra é analisada em função da temperatura ou tempo de 

aquecimento, utilizando um programa controlado de temperatura. Essa técnica fornece 

informação sobre as alterações que o aquecimento ocasiona na amostra analisada, permitindo 

estabelecer a faixa de temperatura em que se inicia a decomposição térmica, avaliar processos 
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de desidratação, oxidação, avaliar a presença de reticulação e avaliar o teor de resíduo. Na 

análise termogravimétrica derivada (DTGA) são obtidas curvas que correspondem à derivada 

primeira da curva TGA, onde as inflexões apresentadas na curva TGA são substituídas por 

picos, na curva DTGA, que delimitam áreas proporcionais às modificações de massa 

ocorridas durante a decomposição do material (IONASHIRO et al, 2014). A análise térmica 

de TGA foi realizada para caracterizar o extrato de Cinnamomum zeylanicum para 

investigação, a partir da decomposição térmica, dos possíveis produtos do extrato de 

Cinnamomum zeylanicum.  Foi utilizado analisador termogravimétrico TGA-50 da Shimadzu. 

A faixa de temperatura analisada foi de 25 a 600 ̊C, realizada a uma taxa de aquecimento de 

20 °C min
-1

, utilizando-se atmosfera de nitrogênio e suporte de amostra de alumina. 

 

4.3.4 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) 

 

A técnica termo analítica DSC determina a diferença na quantidade de calor 

necessária para aumentar a temperatura de uma amostra e da amostra de referência. A partir 

dos dados é possível identificar transições térmicas no material, como temperatura de fusão, 

transições vítreas e determinar a entalpia de reações químicas. A temperatura de transição 

vítrea é a temperatura em que a fase amorfa de um material polimérico muda do estado vítreo 

(em temperatura baixa) ao estado borrachoso (em temperatura mais alta), como consequência 

da mobilidade molecular de curto alcance (em torno de átomos de carbono). Abaixo da Tg o 

material é rígido, sem mobilidade, e acima desta temperatura, o polímero adquire certa 

mobilidade, com o movimento de segmentos moleculares. Essa mobilidade está limitada pela 

reticulação ou emaranhamento das cadeias poliméricas, que conduzem à formação de ligações 

secundárias entre as macromoléculas (HAINES, 1995).  

A análise de DSC foi realizada no extrato de Cinnamomum zeylanicum para 

investigação, a partir dos eventos térmicos presentes na amostra, dos possíveis produtos 

contidos no extrato de Cinnamomum zeylanicum.  Foi realizada em um equipamento DSC 

Shimatzu 60 Plus. Foi utilizado cerca de 10 mg do extrato, usando suporte de amostra de 

alumínio hermeticamente fechado. A amostra foi aquecida entre 25 e 200 °C a uma taxa de 

10 °C min
-1

, sob atmosfera de nitrogênio a uma vazão de 25 ml min
-1

. 
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4.3.5 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva- 

EDS 

 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) é uma técnica de caracterização que 

permite a criação de imagens da superfície de amostras com alta resolução. O princípio de um 

MEV consiste em utilizar um feixe de elétrons de pequeno diâmetro, por um filamento de 

tungstênio, mediante a aplicação de uma diferença de potencial que pode variar de 0,5 a 30kV, 

para explorar a superfície da amostra e transmitir o sinal do detector a uma tela catódica. O 

sinal de imagem resulta da interação do feixe incidente com a superfície da amostra. O sinal 

recolhido pelo detector é utilizado para modular o brilho do monitor, permitindo a 

observação.  

Esse feixe de elétrons interage com a amostra e produz elétrons e fótons que podem 

ser coletadas por detectores adequados e convertidas em um sinal de vídeo. Quando o feixe 

primário incide na amostra, parte dos elétrons difunde-se e constitui um volume de interação. 

Neste volume, os elétrons e as ondas eletromagnéticas produzidas são utilizadas para formar 

as imagens ou para efetuar análises físico-químicas. A análise por espectroscopia de energia 

dispersiva- EDS utiliza um detector de energia dispersiva acoplado ao MEV, para análise 

química de materiais orgânicos e inorgânicos. A análise é feita através da identificação dos 

raios X emitidos pela amostra, resultantes da interação com o feixe eletrônico, sendo possível 

determinar a composição de regiões com até 1 μm de diâmetro.  

A microscopia eletrônica de varredura foi utilizada para a confirmação da presença 

de prata metálica e determinação da estrutura cristalina das nanopartículas de prata na matriz 

polimérica. A membrana de hidrogel PVA-NPsAg foi submetida à análise de difração de raios 

X, com radiação de CuKα com λ=1,5418 Å, com medidas em uma faixa de variação de 

2θ=10º a 60º. As imagens de Microscópio eletrônico de Varredura (MEV) com detector de 

energia dispersiva (EDS), foram utilizadas para a análise química da membrana de hidrogel 

PVA-NPsAg através da identificação dos raios X emitidos pela amostra. As amostras foram 

sujeitas a vácuo e previamente metalizadas com a deposição de uma fina camada de ouro. No 

MEV foram obtidas várias imagens para os hidrogéis sintetizados, de resolução de 500 e 

1000X e com tensão de 10 kV (CANEVALORO, 2007). 

A microscopia eletrônica de varredura foi utilizada para estudar a morfologia da 

superfície das amostras analisadas e para confirmar a presença de prata metálica, estrutura 

cristalina das nanopartículas de prata, na matriz polimérica. As amostras analisadas foram o 

extrato de Cinnamomum zeylanicum, complexo extrato-NPsAg, PVA e membrana PVA-
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NPsAg. Todas as amostras foram previamente metalizadas, com a deposição de uma fina 

camada de ouro.  O microscópio eletrônico de varredura (MEV) com detector de energia 

dispersiva (EDS) utilizado foi o microscópio eletrônico Zeiss Modelo EVO MA15. 

 

4.3.6 Difração de raio X (DRX) 

 

Os difratogramas de raios-x foram realizados no Laboratório de Cristalografia da 

UNIFAL-MG. As medidas foram realizadas no Difractometro Modelo IV (Rigaku, Japão), 

utilizando radiação de CuK (= 1,5418 Å) e monocromador de grafite. Os difratogramas de 

raios-x foram realizados no intervalo de angular 2() de 5,00 a 90,00º, passo de 0,02º, com 

fenda de 5 mm e tempo de 5s/passo. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Extratos obtidos de Cinnamomum zeylanicum 

 

Os extratos vegetais obtidos por maceração dinâmica, no procedimento A e por 

decocção, no procedimento B, apresentaram diferenças morfológicas. O extrato obtido por 

maceração dinâmica se apresentou na forma viscosa com aspecto gelatinoso. O extrato por 

decocção se apresentou semelhante a uma infusão. Atribuiu-se esta diferença à presença de 

polissacarídeo, o que foi demonstrado posteriormente na caracterização físico-química do 

extrato vegetal por maceração dinâmica.  

O extrato produzido por maceração dinâmica, foi escolhido para ser utilizado na 

biossíntese de redução da prata, devido a presença do polissacarídeo, pois este glicídio atua 

como agente redutor e favorece a estabilização das nanopartículas, evitando a agregação da 

prata formada no processo de biossíntese. A análise dos espectros UV-vis comparativos entre 

o extrato obtido por maceração dinâmica e uma solução aquosa do cinamaldeído puro são 

apresentados na Figura 18. 
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Figura 18. Espectros UV-vis comparativo do extrato vegetal de Cinnamomum zeylanicum e uma solução aquosa 

do cinamaldeído puro. 
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A solução aquosa do extrato vegetal obtido por maceração dinâmica apresentou uma 

banda em torno de 282 nm e um ombro em uma banda de absorção em torno de 291 nm, 

dando um indicativo de absorção durante a transição eletrônica nπ*, característica do grupo 

funcional carbonila (C=O) do composto orgânico cinamaldeído, presente no Cinnamomum 

zeylanicum. A absorção em 291 nm, é confirmada no espectro da substância pura. Nessa 

interação da radiação eletromagnética, um elétron é promovido de um estado eletrônico de 

baixa energia para outro de energia mais elevada (DENNEY; SINCLAIR, 1988).  

Para o cálculo do rendimento da extração de Cinnamomum zeylanicum, utilizou-se a 

Equação 6, do item 4.2.1.2 do capítulo de Metodologia. Para esse cálculo, 40 mL do extrato 

da canela obtido por maceração dinâmica foi liofilizado. Os resultados são mostrados na 

Tabela 2.  

 

Tabela 2. Rendimento da extração aquosa de Cinnamomum zeylanicum por maceração dinâmica.  

Massa de canela (g) Massa obtida na liofilização (g) Rendimento (%) 

1,0 0,0789 7,89 

 

O extrato utilizado na biossíntese apresenta uma concentração aproximada de 0,002 

g/mL. O rendimento obtido é próximo ao encontrado na literatura (WARDATUN et al., 

2017).  

 

5.1.1 Caracterização físico-química do extrato de Cinnamomum zeylanicum 

  

A caracterização do extrato obtido por maceração dinâmica foi realizada por meio da 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier-FTIR, pela análise 

termogravimétrica-TGA e DTGA e pela análise de calorimetria exploratória diferencial- DSC.  

 

5.1.1.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier - FTIR 

 

Os espectros FTIR do extrato de Cinnamomum zeylanicum e cinamaldeido puro é 

apresentado nas Figuras 19A e 19B. 
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Figura 19. Espectro FTIR comparativo do extrato de Cinnamomum zeylanicum e cinamaldeido puro  

(A) 2000- 650 cm
-1

, (B) 4000-2000 cm
-1

. 

 

Na faixa de 2000 a 650 cm
-1

 observa-se as bandas de estiramento em 1649 cm
-1

 e 

1606 cm
-1

, atribuídas às ligações C=O e C=C respectivamente, estas bandas também são 

observadas no cinamaldeido puro (SANTIAGO-ADAME et al., 2015). Verifica-se também a 

banda em 1439 cm
-1

 relativa à vibração de dobramento da ligação =C-H e a banda de vibração 

da ligação C-O-C em 1035 cm
-1

. 
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O espectro de FTIR do extrato de Cinnamomum zeylanicum na faixa entre 4000 e 

2000 cm
-1

 apresenta uma banda larga em 3275 cm
-1

, característica de grupos hidroxílicos 

(OH), presente na estrutura química dos polissacarídeos. Esta banda não é observada no 

espectro do cinamaldeido puro, pois este composto não apresenta o grupo funcional O-H em 

sua estrutura química, como mostra a Figura 20. A banda em 2927 cm
-1

 é uma banda larga o 

que sugere que ela seja formada pela sobreposição de várias bandas, como observado no 

espectro do cinamaldeido puro, as bandas em torno de 3000 cm
-1

, atribuídas ao estiramento da 

ligação C-H de aromáticos, =C-H, e as bandas em torno de 2810 cm
-1

, atribuídas a C-H (de 

carbonila) (AL- BAYATI; MUTHANNA, 2009).   

 

 
Figura 20. Estrutura química do cinamaldeído. 

(SHREAZ et al., 2016) 

 

Os resultados obtidos na caracterização por FTIR indicam que o extrato de 

Cinnamomum zeylanicum obtido por maceração dinâmica contém além do princípio ativo, o 

cinamaldeido, uma substância de natureza polissacarídea. 

 

5.1.1.2 Análise termogravimétrica- TGA e DTG 

 

A variação da massa do extrato de Cinnamomum zeylanicum em função da 

temperatura foi estudada por análises das curvas TG e DTG, Figura 21. A partir da curva de 

TG, foram determinados os parâmetros de faixa de degradação, teor de massa degradada e 

resíduo não degradado até a temperatura final da análise em 800 °C. A partir da curva de 

DTGA, foram observadas as temperaturas de máxima velocidade de perdas de massa 

(IONASHIRO, 2014). 
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Figura 21. Curvas TGA e DTGA do extrato de Cinnamomum zeylanicum. 

 

De acordo com as curvas TG e DTG do extrato liofilizado, observa-se um primeiro 

evento térmico no intervalo compreendido entre o início da análise em 28 
°
C até 100 

°
C, com 

perda de massa em torno de 7%, podendo ser atribuída à perda de água superficial ou de 

umidade do material após liofilização. Finalizado o processo de desidratação, observa-se um 

processo de decomposição térmica contínua da amostra.  

Na curva DTGA verifica-se que a degradação acontece em três etapas com 

velocidade máxima em 184 
°
C, 287 

°
C e 435 

°
C. A perda de massa com velocidade máxima 

para a temperatura de 184 
°
C, pode ser atribuída ao princípio ativo, cinamaldeido, que de 

acordo com a literatura, inicia a degradação em 100 
°
C (KUN et al., 2017). Observa-se que 

esta etapa de degradação corresponde a 10% da massa total do extrato, o que sugere que o 

teor de cinamaldeido no extrato é em torno de 10%. As perdas de massa com velocidade 

máxima de 287 
°
C e 435 

°
C podem ser atribuídas à decomposição de espécies de natureza 

orgânica presentes no extrato e carboidratos, respectivamente (ZOHURIAAN; 

SHOKROLAHI, 2004). Acima de 600 °C se observa um teor residual de aproximadamente 

14% da amostra. Este residual pode ser associado a compostos cíclicos, de maior estabilidade 

térmica, formados durante as reações de decomposição. A análise de TGA confirma o 

resultado encontrado no FTIR, mostrando a presença de uma massa considerável de 

polissacarídeos no extrato de Cinnamomum zeylanicum. 
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5.1.1.3 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) 

 

Para caracterizar a variação de energia (fluxo de calor) do extrato de Cinnamomum 

zeylanicum em função da temperatura foi utilizado o DSC. Os eventos térmicos obtidos desta 

análise são apresentados na Figura 22. 
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Figura 22. Curva DSC do extrato liofilizado de Cinnamomum zeylanicum. 

 

A curva DSC mostra diferentes eventos endotérmicos na faixa de temperatura entre 

25-200 
°
C. O primeiro pico endotérmico, amplo, em 115 

°
C pode ser atribuído à evaporação 

de água. Os picos endotérmicos em 121 e 127 
°
C podem ser atribuídos a temperatura de 

ebulição do cinamaldeido. A literatura apresenta que o cinamaldeido apresenta uma faixa de 

temperatura de ebulição, com pico endotérmico em torno de 134 
°
C (HONGYAN et al., 

2010). Este resultado está em conformidade com o resultado obtido no TGA, onde foi 

observado que o cinamaldeido apresenta uma temperatura máxima de degradação em 184 
°
C. 

Os eventos endotérmicos consecutivos observados em 181 
°
C, 187 

°
C e 192 

°
C podem ser 

atribuídos a reações endotérmicas que acontecem durante a degradação do cinamaldeido. 

 

5.2 Biossíntese de redução das NPsAg com o extrato Cinnamomum zeylanicum 

 

Antes de iniciar o estudo da biossíntese das NPsAg na presença do poli (álcool 

vinílico) (PVA) (biossíntese in situ) foi realizado um estudo da biossíntese de redução das 
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NPsAg utilizando apenas o extrato de Cinnamomum zeylanicum obtido por maceração 

dinâmica. A cinética da biossíntese de redução das NPsAg foi acompanhada utilizando o UV-

vis. A caracterização físico-química do complexo extrato- NPsAg, foi realizada por FTIR, 

pela por TG, DTG e MEV. 

A biossíntese das NPsAg foi realizada a partir da redução de íons Ag
+
 em meio 

aquoso, a temperatura de 23 
°
C, utilizando o extrato de Cinnamomum zeylanicum como 

agente redutor e estabilizante e foi acompanhada no tempo, através da espectroscopia UV-vis. 

Na biossíntese de redução das NPsAg, o crescimento das nanopartículas se inicia 

com uma lenta nucleação, seguida do crescimento da superfície das partículas. Esses passos 

podem ser resumidos segundo as Equações 23 e 24, onde o extrato, utilizado como agente 

redutor e estabilizante, foi omitido: 

 𝑛𝐴𝑔+  
𝑘1
→ (𝐴𝑔0)𝑛 (Eq. 23) 

 (𝐴𝑔0)𝑛 +  𝐴𝑔+ → 𝑛𝐴𝑔1  
𝑘2
→ (𝐴𝑔0)𝑛 + 1 (Eq. 24) 

 

A nucleação ocorre homogeneamente em solução e envolve a redução das espécies 

Ag
+ 

em átomos de Ag
0
, seguida pela sua agregação ao tamanho de núcleo crítico (𝐴𝑔0)𝑛.  

Com a formação do núcleo, ocorre uma redução autocatalítica, na superfície das 

partículas em crescimento, limitando essa razão de crescimento 

(TATARCHUK; SERGIEVSKAYA, et al., 2013). 

 

5.2.1 Estudo da cinética da biossíntese de redução da Ag
+
 pelo extrato de Cinnamomum 

zeylanicum 

 

A evolução gradual de formação das NPsAg foi acompanhada por meio do UV-

vis. A Figura 23 apresenta os espectros de absorção no UV-vis em diferentes tempos de 

reação da cinética de biossíntese de redução da Ag
+
 pelo extrato de Cinnamomum 
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zeylanicum.  

 
Figura 23. Espectros de absorção no UV-vis durante o processo da biossíntese das NPsAg. 

 

Os espectros de absorção no UV-vis, apresentam uma banda de ressonância de 

plasmon de superfície (RPS) em torno de 415 nm, confirmando a formação das NPsAg. 

Observa-se no espectro UV-vis que a banda RPS é deslocada a maiores comprimentos de 

onda, conforme aumento do tempo de reação, até a estabilização em torno de 419 nm. Essa 

estabilidade pode ser atribuída à presença do polissacarídeo no extrato aquoso de 

Cinnamomum zeylanicum e ocorre, a medida que os grupos hidroxilos (-OH) do 

polissacarídeo são adsorvidos na superfície das NPsAg, formando uma camada protetora 

(MOHAN et al., 2014). Como consequência dessa interação física entre as macromoléculas 

de carboidratos e as NPsAg, conclui-se que os polissacarídeos participam como agente de 

estabilização estérica.  

Nesse tipo de estabilização, com a aproximação das partículas, as camadas 

adsorvidas se interpenetram e as cadeias macromoleculares de polissacarídeo tendem a se 

ordenar paralelamente. Desta maneira, no equilíbrio termodinâmico, as partículas 

permanecem isoladas, formando um complexo extrato-NPsAg estável (DONATI, 2009). 

Estudos mostram a obtenção eficaz de nanopartículas de prata usando uma diversidade de 

polissacarídeos como agente estabilizante, como açúcares (DARROUDI et al., 2011, 

BANKURA, et al., 2012), quitosana (TRAN et al., 2010, REICHA et al., 2012), celulose e 

seus derivados (CAI et al., 2009), goma arábica (GILS et al., 2010). Uma variação gradual da 
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cor de amarelo claro a castanho foi observada durante a reação, Figura 24, fato relacionado à 

excitação da banda plasmônica (SOLOMON et al., 2007). 

 
Figura 24. Variação da coloração da solução, durante a biossíntese de redução das NPsAg. 

 

Um aumento no tamanho das nanopartículas (NPs) resulta em um deslocamento da 

banda plasmônica para regiões de maior comprimento de onda. De acordo com a teoria de 

Mie, apenas uma única banda plasmônica é esperada no espectro de absorção de NPs 

esféricas, enquanto NPs anisotrópicas podem originar duas ou mais bandas (HERGERT; 

WRIEDT, 2012). O estudo da biossíntese no tempo mostrou que a largura da banda RPS 

aumentou no tempo de reação, sendo também observado maior valor da intensidade do pico 

de absorbância, o que está relacionado à maior quantidade de NPsAg formadas e agregação, 

existindo, portanto, uma distribuição de tamanho (HAYTHAM, 2015). 

O estudo cinético de formação das NPsAg foi realizado no estágio inicial do processo, 

ou seja, na etapa de nucleação, na temperatura de 23 °C. A cinética de biossíntese das NPsAg 

pode ser definida a partir da reação química de redox, de acordo com a Equação 25. 

 

 Ag
+
 (aq) + e Ag

0
(s) (Eq. 25) 

A cinética da reação de redox expressa na Equação 25, pode seguir um 

comportamento de primeira ordem, como apresentado na Equação 26. 

 

 −
𝑑[𝐴𝑔+]

𝑑𝑡
= 𝑘 [𝐴𝑔+] (Eq. 26) 

Onde [Ag
+
] é a concentração de íons Ag

+ 
e k é a constante cinética da velocidade da 

reação. 

 

Resolvendo a integral da Equação 26, tem-se que: 

 ln
 [𝐴𝑔+]𝑡

 [𝐴𝑔+]0
= − 𝑘𝑡 (Eq. 27) 
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Onde  [𝐴𝑔+]𝑡  e  [𝐴𝑔+]0 referem-se às concentrações de íons, 𝐴𝑔+no tempo (𝑡) e no 

início do experimento, respectivamente, 𝑘 é a constante de velocidade e 𝑡, o tempo da reação. 

Considerando que a concentração de íons 𝐴𝑔+no tempo siga a Equação 28: 

 [𝐴𝑔+]𝑡 =   [𝐴𝑔+]0 −   [𝐴𝑔0]𝑡 (Eq. 28) 

 

Onde  [𝐴𝑔0]𝑡é a concentração de NPsAg formadas no tempo.  

 

O cálculo da concentração de NPsAg no tempo [Ag
0
]t foi realizado usando a lei de 

Lambert-Beer (A=bc), onde os valores de absorbância (A) foram obtidos da Figura 23, () é 

absortividade molar = 4,689 mL/mg*cm, determinada pela curva de calibração, (b) é o 

caminho óptico da cubeta em cm e (c) é a concentração de NPsAg, [Ag
0
]t, em mg/L. 

Substituindo-se a Equação 28 na Equação 29 tem-se: 

 

 𝑙𝑛(1 −  
 [𝐴𝑔0]𝑡

 [𝐴𝑔+]0
 ) = −𝑘𝑡 (Eq. 29) 

 

A Tabela 3 mostra os valores da absorbância obtidos da Figura 23, para 

determinar [𝐴𝑔0]𝑡 através da lei de Lambert-Beer, assim como os parâmetros da Equação 29. 

O ajuste destes parâmetros permitiu conferir se a biorredução se ajusta a uma cinética de 

primeira ordem e também, determinar a constante de velocidade da reação a 23 
°
C. 

 

Tabela 3. Parâmetros utilizados para o estudo cinético da formação das NPsAg a partir do ajuste dos dados à 

Equação 29. 

Tempo (min) A [Ag
0
]t [g/mL*10

-2
]  [Ag

0
]t/[Ag

+
]0*10

-1
 𝑙𝑛 [1 −

[𝐴𝑔0]
𝑡

[𝐴𝑔+]0
]*10

-1
 

0 0 0 0 0 

2 0,028 0,59 0,57 -0,57 

8 0,047 1,00 0,36 -1,00 

14 0,06 1,28 1,22 -1,30 

16 0,068 1,45 1,38 -1,49 

18 0,072 1,53 1,46 -1,58 

26 0,079 1,68 1,61 -1,75 

 

O ajuste dos dados, nos tempos iniciais de reação (Tabela 3) à cinética de primeira 

ordem (Equação 29), para a formação das NPsAg na solução aquosa do extrato de 

Cinnamomum zeylanicum é apresentada na Figura 25. Foram omitidos os pontos de 8 min e 

26 min. para melhor ajuste linear. 
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Figura 25. Cinética formação das NPsAg na solução aquosa do extrato de Cinnamomum zeylanicum. 

 

O ajuste dos dados mostra que a biorredução segue uma cinética de primeira ordem, 

fornecendo os valores da constante de velocidade da reação. A equação da reta é expressa por 

y= -0,086 X -0,1089 e o coeficiente de regressão linear R
2 

=0,95. Portanto, a constante de 

velocidade da reação (𝑘) é igual a 0,0078 min
-1

 na temperatura de 23 
°
C. Este valor da 

constante de velocidade obtido para a biorredução das NPsAg a partir do extrato de 

Cinnamomum zeylanicum na temperatura estudada é menor que o observado na literatura 

(ALEKSANDROVA et al., 2015) quando a biorredução é realizada em temperatura a partir de 

50 
°
C, mostrando que a velocidade é mais lenta a baixa temperatura, o que sugere a influência 

da temperatura na velocidade da reação. 

 

5.2.2 Caracterização por microscopia eletrônica de varredura- MEV e espectroscopia de 

energia dispersiva- EDS do extrato de Cinnamomum zeylanicum e do complexo extrato-

NPsAg 

 

As micrografias do extrato de Cinnamomum zeylanicum puro e do complexo extrato-

NPsAg, foram obtidas por MEV e são mostradas nas Figuras 26 e 27, respectivamente. 
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 (A) (B) 

 
Figura 26. Micrografia MEV do extrato de Cinnamomum zeylanicum puro. 

(A) magnificação 200x, (B) magnificação 500x. 

 

Na micrografia do extrato de Cinnamomum zeylanicum puro, observa-se uma 

morfologia heterogênea Figura 26A, com uma superfície compacta, Figura 26B.  

 (A) (B) 

 
Figura 27. Micrografia MEV do complexo extrato-NPsAg. (A) magnificação 200x, (B) magnificação 500x. 

 

Observa-se na Figura 27A uma morfologia heterogênea semelhante à observada no 

extrato de Cinnamomum zeylanicum puro.  Porém, a morfologia da superfície se apresenta 
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diferente da observada no extrato Cinnamomum zeylanicum puro, Figura 27B. Observa-se 

uma estrutura porosa, apresentando pequenos poros de formatos e tamanhos variados, 

distribuídos de forma irregular ao longo da estrutura. A morfologia da superfície do complexo 

extrato-NPsAg sugere que após a reação de biossíntese as NPsAg estabilizadas, pelo material 

orgânico presente no extrato de Cinnamomum zeylanicum, permanecem adsorvidas na matriz 

orgânica. A partir dos resultados obtidos por MEV, foi denominado complexo extrato-NPsAg 

a interação estabelecida entre as NPsAg e a matriz orgânica. Para confirmar a presença de 

NPsAg na matriz orgânica foi realizada a espectroscopia de energia dispersiva- EDS, 

associada ao MEV.  As Figuras 28 e 29, mostram as micrografias MEV e mapeamento EDS 

de Ag depositada na superfície da matriz orgânica.  

 (A) (B)  

 
Figura 28. Mapeamento MEV-EDS de Ag depositada na superfície da matriz orgânica, magnificação 7000x. 

 

 (A) (B)  

 
Figura 29. Mapeamento MEV-EDS de Ag depositada na superfície da matriz orgânica, magnificação 15000 x. 
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Pelo mapeamento MEV- EDS, observa-se aglomerados de NPsAg distribuídos 

através de toda a superfície da matriz orgânica do extrato. De maneira geral, as nanopartículas 

metálicas obtidas por síntese verde ao longo da reação e de acordo com o tempo de incubação, 

podem variar quanto ao tamanho e quanto à forma (KUMAR et al., 2010). O espectro de 

energia dispersiva- EDS do complexo extrato-NPsAg, é apresentado na Figura 30.  

 

 
Figura 30. Espectro de EDS do complexo extrato-NPsAg. 

 

Observa-se pelo espectro de EDS do complexo extrato-NPsAg, apresenta um pico de 

emissão em aproximadamente 3 keV, típico de absorção de prata metálica, sugerindo a 

redução de íons prata em prata elementar. Esse resultado é confirmado na literatura em 

estudos que utilizaram a biossíntese na redução de NPsAg (HIREMATH; RATHOD et al., 

2014), (SANA et al., 2015), (SINGH; RAWAT, 2016). 

 

5.3 Obtenção da membrana PVA
EXT-

NPsAg por biossíntese in situ, na presença de PVA 

 

O procedimento de biossíntese in situ de redução das NPsAg, para a preparação da 

membrana PVA-NPsAg seguiu os passos da biossíntese de redução das NPsAg com o extrato 

de Cinnamomum zeylanicum, substituindo-se a água destilada pela solução aquosa de PVA 

5%. O estudo da cinética da biossíntese foi realizado na temperatura de 23 
o
C e acompanhado 

por meio da espectroscopia na região do UV-vis, Figura 31. 
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Figura 31. Espectros de absorção no UV-vis da cinética de NPsAg durante a biossíntese in situ das NPsAg. 

 

Os espectros de absorção no UV-vis, apresentam uma banda de ressonância de 

plasmon de superfície em torno de 423 nm, o que sugere a formação da prata nanométrica em 

forma esférica (NOGUEZ, 2007). O estudo cinético da biossíntese das NPsAg foi realizado 

nos estágios iniciais do processo, na etapa de nucleação. A cinética de biossíntese das NPsAg 

pode ser definida a partir da reação química redox, conforme Equação 25, seguindo uma 

cinética de primeira ordem, com relação a concentração de íons prata [Ag
+
] em solução, de 

acordo com o procedimento matemático descrito no item 5.2.1, referente ao estudo cinético da 

biossíntese de redução da Ag
+
, pelo extrato de Cinnamomum zeylanicum. A Tabela 4 mostra 

os valores da absorbância obtidos da Figura 31, para determinar [𝐴𝑔0]𝑡 através da lei de 

Lambert-Beer, assim como os parâmetros da Equação 29 (item 5.2.1). O ajuste destes 

parâmetros permitiu determinar a constante de velocidade da biorredução in situ das NPsAg a 

23 
°
C. 

Tabela 4. Parâmetros utilizados para o estudo cinético da formação das NPsAg a partir do ajuste dos dados à 

Equação 29. 

Tempo 

(min) 
     A [Ag0]t [mg/mL*10-2]  [Ag0]t/[Ag+]0*10-1

 𝑙𝑛 [1 −
[𝐴𝑔0]

𝑡

[𝐴𝑔+]0
]*10-1

 

0    0         0 0 0 

2 0,0083 0,18 0,17 -0,17 

8 0,1013 2,16 2,06 -2,31 

14 0,1218 2,59 2,48 -2,85 

16 0,1264 2,69 2,57 -2,97 

18 0,1561 3,33 3,18 -3,82 

26 0,1697 3,62 3,45 -4,24 

 [𝐴𝑔+]𝑡 e  [𝐴𝑔+]0 referem-se às concentrações de íons, 𝐴𝑔+no tempo (𝑡)  e no início 

do experimento, respectivamente. 
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A Figura 32 mostra a regressão linear obtida através do ajuste dos dados da Tabela 4 

à Equação 29, para os tempos iniciais de reação.  
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Figura 32. Ajuste dos dados da biossíntese in situ das NPsAg, à cinética de primeira ordem. 

 

O ajuste dos dados experimentais à Equação 29 mostra que a biossíntese in situ 

obedece a uma cinética de primeira ordem, da mesma forma que ocorre com a biossíntese de 

redução das NPsAg com o extrato de Cinnamomum zeylanicum. A equação da reta é expressa 

por y= -0,20414 X -0,04664 e o coeficiente de regressão linear R
2 

=0,94. A constante de 

velocidade da reação (𝑘) é igual a 0,017 min
-1

 na temperatura de 23 
°
C. Este valor da 

constante de velocidade é maior que o valor obtido na biorredução utilizando apenas o extrato 

de Cinnamomum zeylanicum, mantendo a temperatura constante. Este resultado sugere que a 

presença do PVA favorece a biossíntese de redução das NPsAg. O PVA contém átomos de 

oxigênio em suas estruturas, que atuam como sítios básicos de Lewis, favorecendo a interação 

ácido-base entre o polímero e as nanopartículas. A adsorção do polímero nas superfícies das 

nanopartículas formam uma camada auto-organizada criando um impedimento estérico que 

impede a coalescência, evitando a agregação das nanopartículas (PENCHEVA et al., 2012).  

 

 

 



77 

 

5.3.1 Caracterização físico-química da membrana PVA
EXT

- NPsAg 

 

Após as membranas PVA
EXT

-NPsAg serem preparadas e reticuladas, foi realizada a 

caracterização físico-química, pela espectroscopia no infravermelho por transformada de 

Fourier (FTIR), determinação do teor gel, análise termogravimétrica (TGA) e microscopia 

eletrônica de varredura- MEV e espectroscopia de energia dispersiva- EDS.  

5.3.1.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier- FTIR 

 

A reticulação das membranas de PVA
EXT

-NPsAg com ácido cítrico foi comprovada 

através da análise de FTIR das amostras curadas (ácido cítrico 2%) e não curadas. A literatura 

propõe que a reação de reticulação ocorre através do ataque nucleofílico do grupo OH do PVA 

à carbonila do ácido carboxílico, formando-se uma ligação éster (CUADRO, 2015), como 

mostrado na Figura 33. 

 

 
Figura 33. Reação de ácido cítrico com o PVA formando a reticulação (éster) entre as cadeias de PVA. 

 

A Figura 34, mostra comparativamente o espectro FTIR das membranas de PVA 5% 

sem reticulação e reticuladas (ácido cítrico 2%) e o espectro FTIR do ácido cítrico puro.  
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Figura 34. Espectros FTIR comparativos do ácido cítrico puro (a), PVA 5% (b) e PVA 5% reticulado com ácido 

cítrico 2%, entre 4000-800 cm
-1

. 

 

A vibração dos grupos químicos característicos, encontrados nos espectros FTIR, e 

seus respectivos números de onda são apresentados na Tabela 5 (SILVERSTIEN, 2007). 

 

Tabela 5. Principais modos vibracionais correspondentes ao (a) ácido cítrico, (b) PVA 5%, e (c) membrana de 

PVA reticulada com ácido cítrico 2%. 

 

(a) Ácido cítrico 

Identificação 
Grupos 

característicos 

Número de onda 

(cm
-1

) 
Estrutura 

Ácido cítrico 

ν O-H  grupo 

hidroxila 

não associado 

ν3493 

associado 

ν 3282 

 ν C=O 

ácido carboxílico 

ν 1743 

ν 1692 

ν C-O ν  1133 
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Os ácidos carboxílicos (-COOH) presentes na molécula de ácido cítrico, possuem o 

grupo carbonila (C=O). Estes grupos (não ionizados) apresentam duas bandas de absorção 

características, devido à dimerização (CIRIMINNA et al., 2017). No espectro FTIR as bandas 

são observadas em 1743 e 1692 cm
-1 

 

 

b) PVA 5% 

Identificação 
Grupos 

característicos 

Número de onda 

(cm
-1

) 
Estrutura 

PVA 

ν O-H  grupo 

hidroxila 
3266 

 

 
 

-OCOCH3 (acetato) 

Resíduo da hidrólises 

do PVAc 

 

 

ν C-H do grupo 

alquil 

2938 

2853 

ν C=O 
1660 

acetato residual 

ν COO
-
 

 
1563 

δ OH 1412 

ν C-O-C 1085 

ν C-O 1138 

 

No espectro referente ao PVA (puro), observa-se uma banda larga em 3266 cm
-1

, 

relacionada ao estiramento O-H das ligações de hidrogênio inter e intramoleculares. Uma 

banda em 1660 cm
-1

, de baixa intensidade pode ser atribuída ao C=O do grupo acetato, já que 

o PVA utilizado é hidrolisado ao 98%, apresentando grupos acetatos do poli (acetato de vinila) 

(PVAc). A banda em 1563 cm
-1

 foi atribuída ao estiramento do grupo carboxilato COO
-
que 

pode se formar como consequência das interações intramoleculares entre o grupo acetato e as 

hidroxilas do PVA. A banda em 1085 cm
-1

 é atribuída ao estiramento da ligação C-O-C, do 

grupo acetato. Finalmente, a banda 1138 cm
-1

 é relacionada ao estiramento da ligação C-O 

(FRINGANT et al., 1995). 
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(c) Membrana de PVA reticulada com ácido cítrico 2% 

Identificação 
Grupos 

característicos 

Número de onda 

(cm
-1

) 
Estrutura 

Membrana PVA 

Reticulada 

Ácido cítrico 2% 

ν O-H  grupo 

hidroxila 
3266 

 

ν C-H do grupo 

alquil 

2938 

2853 

ν C=O 
1713 

éster 

ν COO
-
 

 
1587 

δ OH 1409 

ν C-O-C 1085 

ν C-O 1138 

 

No espectro FTIR da membrana de PVA reticulada com ácido cítrico 2%, se observa 

uma nova banda em 1713 cm
-1

, atribuída à carbonila do grupo éster, formado entre o ácido 

cítrico e o OH do PVA, sugerindo a reação de reticulação entre as cadeias de PVA. A banda da 

ligação carboxilato observada no PVA em 1563 cm
-1

, desloca-se no PVA reticulado a maior 

número de onda (~1587 cm
-1

), o que sugere que a reticulação entre as cadeias de PVA reforça 

a formação do grupo carboxilato (YANG et al., 1997). 

A membrana de PVA contendo nanopartículas de prata (PVA
EXT

-NPsAg) foi também 

reticulada com ácido cítrico 2%. A Figura 35, mostra comparativamente o espectro FTIR da 

membrana de PVA pura e reticulada e a membrana PVA reticulada, contendo NPsAg. 
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Figura 35. Espectro FTIR comparativo da membrana PVA pura, reticulada com ácido cítrico 2%, e da 

membrana PVA
EXT- 

NPsAg, reticulada com ácido cítrico 2%. 
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No espectro de FTIR pode-se distinguir um deslocamento na banda carboxilato, de 

1587 cm
-1

 no PVA, para 1592 cm
-1

, na membrana PVA
EXT

-NPsAg. É de esperar que a 

interação da prata seja mais intensa nos grupos acetato e hidroxilas, pela afinidade da prata 

(Ag) pelos elétrons da camada de valência do oxigênio. O fortalecimento da ligação 

carboxilato e, portanto, o deslocamento da banda para um maior número de onda, sugere uma 

interação entre as NPsAg e a matriz de PVA (MA et al., 2009). 

 

5.3.1.2 Determinação do teor gel do PVA reticulado 

 

A reticulação da membrana PVA 5% foi realizada em triplicata, com ácido cítrico a 2 

e 10%. A determinação do grau de intumescimento foi realizada em água destilada à 

temperatura de 23 
o
C, após 24 h. O teor gel foi determinado após pesagem das amostras secas 

(Equação 7 e 8, item 4.2.5). O efeito da concentração do ácido cítrico sobre o intumescimento 

e o teor gel da membrana PVA, é apresentado na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Efeito da concentração do ácido cítrico sobre o intumescimento e teor gel das membranas PVA 5%. 

Membrana 

PVA 5% 

Intumescimento (%) 

23
o
C (após 24h) 

Teor gel (%) 

Ácido cítrico 2 % 253,33 61 78,00  1,53 

Ácido cítrico 10% 150,00 26 80,00  1,55 

 

A densidade de reticulação é um fator que influencia a capacidade de absorção de 

água em um hidrogel, que é inversamente proporcional à densidade de ligações cruzadas. 

Quanto maior o grau de reticulação da matriz menor é o grau de intumescimento. Em meio 

aquoso, o intumescimento depende apenas da força elástica do hidrogel. O hidrogel que mais 

intumesce possui menor força elástica, podendo ser mais deformado e, consequentemente, 

tendo maior capacidade de reter água em sua estrutura (CHUNSHENG et al., 2009). 

Observa-se que o aumento da concentração do agente reticulante, o ácido cítrico, 

provocou um decréscimo na absorção de água na membrana de PVA de 253,33 com teor gel 

de 78%, para 150,00% com teor gel de 80%. Esses resultados foram relatados nos estudos de 

Ajji (2005) que preparou um hidrogel reticulado com ácido cítrico, por meio de radiação 

gama e também no estudo de Stephanie et al. (2013) por meio da reticulação in situ de 

nanofibras de alginato-PVA, utilizando ácido cítrico.  
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E ainda, no estudo de Birck et al. (2014) que observou essa dependência da 

quantidade de água absorvida no equilíbrio em filmes a base de PVA reticulados com acido 

cítrico a 40% que se apresentaram mais frágeis comparados com os filmes com ácido cítrico a 

10% de comportamento mais dúctil. 

A partir dos resultados obtidos foi escolhida a membrana de PVA reticulada com 

ácido cítrico a 2%, por apresentar alto grau de intumescimento e não existir diferenças 

significativas no valor do teor de gel. 

 

5.3.1.3 Análise Termogravimétrica (TGA) 

 

As Figuras 36 e 37 mostra o perfil de degradação térmica do PVA sem curar e curado 

com ácido cítrico ao 2%. As etapas de degradação térmicas são detalhadas na Tabela 7. 
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Figura 36. Curvas TG comparativo do PVA sem curar e curado entre 25 e 800°C. 
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Figura 37. Curvas TG comparativo do PVA sem curar e curado entre 25 e 800°C. 
 

Tabela 7. Etapas de degradação térmica, obtidas do termograma TGA do PVA sem curar e curado. 

Amostra 
Etapas de degradação (ºC) /Perda de massa (%) 

a b c d e 

PVA sem 

curar 

(66 − 110)0𝐶

5,42 %
 

(243 − 389)0𝐶

60,63 %
 

(400 − 482)0𝐶

11,34 %
 

(490 − 569)0𝐶

6,42 %
 16,19% 

PVA 

curado  
Não se observa 

(261 − 390)0𝐶

79,00 %
 

(405 − 488,7)0𝐶

12,89 %
 

(538 − 662)0𝐶

6,17 %
 0,49% 

 

As etapas de degradação foram nomeadas de a, b, c, d. A etapa e, refere-se ao resíduo 

em 800 °C. Na curva TGA (Figura 36) observa-se que a etapa da degradação a, é associada à 

evaporação de água contida na amostra, este valor é elevado pois a amostra não foi 

previamente seca. A seguir ocorre a degradação da cadeia principal do polímero, com a perda 

dos grupos laterais da cadeia principal –OH, -H, -OCO(CH3) e a quebra de ligação C-C da 

cadeia principal nas etapas b, c, d, da degradação iniciada em 243 °C, 400 °C e 490 °C, 

respectivamente e um resíduo a 800 ºC, em torno de 16,19 % da amostra, sem degradar, o que 

sugere a formação de compostos cíclicos estáveis durante a degradação do PVA puro.  
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A curva DTG mostra os picos onde a taxa de perda de massa em relação à 

temperatura foi máxima para cada etapa de degradação. A área sobre a curva de cada pico, na 

curva DTG, é proporcional a massa perdida.  No PVA curado com ácido cítrico não se 

observa perda de água, o que pode ser atribuído ao fato destas amostras terem sido curadas a 

100 ºC. A primeira perda observada na curva TGA e DTG foi denominada de a*, e pode estar 

relacionada com a perda do reticulante ácido cítrico. Na curva TGA esta perda corresponde a 

1,45% da massa do polímero e, na curva DTG observa-se que a velocidade máxima de perda 

ocorre a 152 ºC. Observa-se também que a maior estabilidade da rede polimérica deslocou o 

início da degradação térmica das etapas de degradação b e d. Também pode se comprovar que 

a degradação é completa quando a amostra foi reticulada com 2% de ácido cítrico, 

observando-se apenas 0,49% de resíduo a 800°C. 

As curvas termogravimétricas (TGA e DTG) das membranas PVA
EXT

-NPsAg 

preparadas com concentração de AgNO3 0,004M e 0,1M são mostradas comparativamente à 

curva de degradação do PVA curado, nas Figuras 38 e 39, respectivamente. As etapas de 

degradação térmica, obtidas das curvas TG das membranas PVA
EXT

-NPsAg são detalhadas na 

tabela 8.  

 

100 200 300 400 500 600 700 800

0

20

40

60

80

100 a*

e

b

ed

c

b

P
e

rd
a

 d
e

 m
a

s
s
a

 (
%

)

Temperatura (
0
C)

 PVA curado Ac.cítrico 2%

 PVA
ext

NPsAg 0,004

 PVA
ext

NPsAg 0,1

a*

 
 

Figura 38. Curvas TG comparativo das membranas PVA
EXT- 

NPsAg com PVA curado entre 25 e 800°C. 
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Figura 39.  Curvas TG comparativo das membranas PVA
EXT-

NPsAg com PVA curado entre 25 e 800°C. 

 

Tabela 8. Etapas de degradação térmica, obtidas das curvas TG das membranas PVA
EXT-

NPsAg 

Amostra 
Etapas de degradação (ºC)/Perda de massa (%) 

a* b c e 

PVA
EXT

-NPsAg 

0,04 

(105 − 232)0𝐶

6,90 %
 

(315 − 450)0𝐶

79,10 %
 

(450 − 500)0𝐶

7,31 %
 6,69% 

PVA
EXT

-NPsAg 

0,1 

(100 − 110)0𝐶

7,00 %
 

(315 − 450)0𝐶

78,80 %
 

(450 − 500)0𝐶

6,00 %
 8,20% 

 

As membranas PVA
EXT

-NPsAg apresentam um perfil de degradação diferente ao 

PVA curado. São observadas apenas 3 etapas de degradação. A primeira, a*, foi atribuída à 

degradação do reticulante ácido cítrico. A segunda e terceira etapas (b, c) são associadas à 

degradação da cadeia polimérica e a etapa “e” referente ao resíduo em 800ºC. Observa-se, que 

o início da degradação térmica da cadeia de PVA é deslocado nas membranas de PVA 

contendo as NPsAg, o que sugere que a interação entre o PVA e as NPsAg estabiliza 

termicamente a cadeia do polímero e, portanto, retarda a degradação do PVA. Nas membranas 

PVA
EXT

-NPsAg se observa um resíduo que pode ser atribuído principalmente à prata 

metálica. 
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5.3.1.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva- 

EDS 

 

A micrografia da membrana PVA 5% e da membrana PVA
EXT

-NPsAg obtidas por 

MEV é apresentada na Figura 40. 

 

 (A) (B) 

 
Figura 40. Micrografias MEV: (A) membrana de PVA 5%, (B) membrana PVA

EXT-
NPsAg. 

 

Através da micrografia observa-se que o filme polimérico de PVA 5% puro, 

apresenta uma morfologia globular que se estende homogeneamente pela área superficial 

analisada, Figura 40A. Esta morfologia se difere da micrografia da membrana PVA
EXT

-

NPsAg, Figura 40B, que apresenta regiões irregulares e com formação de grânulos, 

possivelmente resultado de uma solubilização incompleta e, portanto, com segregação dos 

componentes do extrato de Cinnamomum zeylanicum. 

Para analisar a presença e distribuição da prata na matriz polimérica na preparação in 

situ da membrana PVA
EXT

-NPsAg foi realizada a espectroscopia de energia dispersiva- EDS, 

associada à microscopia eletrônica. A Figura 41 mostra a micrografia MEV.  
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 (A) (B) 

 
Figura 41. Mapeamento MEV-EDS de Ag depositadas na membrana PVA

EXT-
NPsAg. 

 

A presença de aglomerados pode ser observada na síntese de NPsAg, devido a 

elevada área de superfície das nanopartículas, as quais quando estão dispersas na matriz 

polimérica. Os polímeros constituem um favorável suporte para as nanopartículas, permitindo 

obter uma boa dispersão das NPs, originando nanocompósitos homogêneos e de fácil 

processamento (FARAJI; WIPF, 2009). Sugere-se que o PVA tenha promovido a formação de 

micelas, permitindo a estabilização de partículas coloidais esféricas, com um núcleo 

hidrofóbico e o exterior hidrofílico, Figura 42 (NISHIYAMA, 2005).  

 

 

Figura 42. Formação coloidal de NPsAg, com regiões estruturais hidrofílica e hidrofóbica. 

Fonte: a autora (2017). 
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O espectro EDS, referente à membrana PVA
EXT

- NPsAg é apresentado na Figura 43.  

 

 

Figura 43. Espectro EDS da membrana PVA
EXT- 

NPsAg. 

 

Observa-se pelo espectro de EDS um pico de emissão em aproximadamente 3 keV, 

típico de absorção de prata metálica, sugerindo a redução de íons prata em prata elementar. 

 

5.3.1.5 Difração de raio X (DRX) 

 

As membranas PVA-NPsAg foram submetidas à análise de raios-x, a Figura 44 

mostra o difratograma das amostras preparadas com AgNO3 0,04M; 0,06M e 0,1M. Todas as 

amostras mostram o padrão de difração de estruturas metálica da prata. Esse perfil de difração 

representa nos ângulos de difração 2 os seguintes planos cristalográficos 38,11
o
 (1 1 1); 

44,04
o
 (2 0 0), 64,40

o 
(3 1 1) e 77,31

o 
(2 2 2) aos quais correspondem a estrutura cristalina 

cúbica de face centrada da prata metálica de acordo com o Joint Committee on Powder 

Diffraction Standards (JCPDS, file no. 04–0783). Os picos não identificados são atribuídos à 

cristalização da fase bio-orgânica (extrato de Cinnamomum Zeylanicum). 
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Figura 44. Difratograma das amostras com AgNO3 0,04M; 0,06M e 0,1M. 

 

Uma das vantagens da difração de raios-x é que por meio da análise do difratograma 

é possível determinar o tamanho médio das partículas cristalinas presentes na amostra com o 

auxílio da Equação de Scherrer: 

 

 D =
kλ

β(2θ)cosθ
 (Eq. 30) 

 

Onde, D é o diâmetro da partícula, k é uma constante que depende da morfologia do 

cristal, para a esfera k =0,94, λ é o comprimento de onda da radiação incidente (1,5418Å), 

(2) é a largura na metade da altura do pico de difração de maior intensidade e θ o ângulo de 

difração de Bragg. 

Utilizando a Equação de Scherrer, calculou-se o tamanho das partículas de prata 

presentes nas amostras analisadas. O valor encontrado para o diâmetro D das partículas de 

prata está apresentado na Tabela 9. O valor de ß(2θ) foi obtido através do software Origin 8.0. 

 

Tabela 9. Valor médio do diâmetro das NPsAg, nas respectivas membranas, calculado pela equação de Scherrer. 

Utilizou-se k =0,94, λ=0,1542nm e θ = 19,0500
o
 (111). 

Amostras  (rad) D(nm) 

PVA
EXT

NPAg 0,04 0,0125 12,2692 

PVA
EXT

NPAg 0,06 0,0134 11,4451 

PVA
EXT

NPAg 0,1 0,0157 9,7685 
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5.4 Estudo de intumescimento da membrana PVA
EXT

-NPsAg 

 

O estudo do intumescimento da membrana PVA
EXT

-NPsAg reticulada com ácido 

cítrico a 2% foi realizado em triplicata, em água destilada e na temperatura de 23 °C. A Figura 

45 apresenta o grau de intumescimento em função do tempo para a membrana 

PVA
EXT

-NPsAg.  
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Figura 45. Grau de intumescimento em função do tempo para a membrana PVA
EXT-

NPsAg. 

 

O grau de intumescimento da membrana PVA 5% reticulada com ácido cítrico 2% e 

sem a presença de NPsAg, apresentou cerca de 253 % de intumescimento no equilíbrio 

(Tabela 6). O gráfico, da Figura 45 mostra que a membrana PVA
EXT

-NPsAg apresenta um 

teor de intumescimento, no equilíbrio, em torno de 130%. Portanto, a presença de NPsAg 

dificulta a difusão de água no interior da membrana do hidrogel de PVA, observando-se uma 

diminuição do intumescimento da membrana PVA
EXT

-NPsAg com relação à membrana de 

PVA puro. 

Observa-se que a curva apresenta um rápido intumescimento inicial e 

posteriormente, o hidrogel intumesce de forma mais lenta até atingir o equilíbrio, 

apresentando um grau de intumescimento no equilíbrio de 130%. No início do processo as 

amostras intumescem rapidamente pelo elevado volume livre existente em sua estrutura. Após 

determinado tempo, a água que está se difundindo na estrutura do hidrogel encontra os pontos 

de reticulação, os quais funcionam como obstáculos, assim a absorção de mais água é 

regulada pela força osmótica das cadeias reticuladas (OTTENBRITE, 2010). A última etapa é 
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o equilíbrio, alcançado pela amostra por volta de 40 min. Nessa etapa a rede polimérica está 

expandida e a força de intumescimento é contrabalanceada pela força de retração imposta pela 

estrutura reticulada, na resposta elástica (HOSSEINZADEH, 2013). Este resultado 

corresponde ao encontrado na literatura para membranas de hidrogel PVA utilizando outros 

agentes reticulantes (SEON, 2003; LIU, 2013; GULENOOR, 2016). 

O grau de intumescimento no equilíbrio é uma propriedade importante dos hidrogéis, 

uma vez que a água em sua estrutura lhe confere novas propriedades, com potencial para 

aplicações em áreas biomédicas (GIBAS; JANIK, 2010). Quanto maior o grau de 

intumescimento do filme polimérico, maior é a sua capacidade em absorver fluidos e 

conservar o ambiente úmido, favorecendo o processo de reparação tecidual em feridas 

crônicas (JONES, 2005). 

O mecanismo de reticulação do PVA, mencionado na caracterização FTIR, envolve o 

ataque nucleofílico catalisado por ácido. Como mostrado no esquema de reação da Figura 46, 

o ácido cítrico protonado (1) potencializa o caráter positivo do carbono do grupo carbonila 

que é atacado pelo átomo de oxigênio do PVA agindo como nucleófilo (com tendência a 

receber elétrons), formando-se o estado intermediário (2). A deslocalização eletrônica no 

átomo de oxigênio é estabilizada como consequência da eliminação da molécula de água.  

 

 
Figura 46. Mecanismo de reticulação do PVA com o ácido cítrico. 

(RUIZ, 2001) 

 

Aplicando-se a Lei de Fick (Eq. 5, item 3.4) ao estudo de intumescimento, 

determinou-se os valores da constante difusional n e da constante k. 

 

 𝑙𝑛 (
𝑀𝑡

𝑀𝑒
) = 𝑙𝑛𝑘 + 𝑛𝑙𝑛𝑡 
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Onde 𝑀𝑡e 𝑀𝑒 representam a massa de solvente absorvidas pelo hidrogel no tempo e 

no equilíbrio, respectivamente, 𝑘, representa a constante de proporcionalidade característica 

da rede polimérica, relativa à estrutura da rede e denota a rapidez do processo de 

intumescimento até que o equilíbrio seja atingido, e 𝑛, o expoente difusional, que determina o 

tipo de difusão do solvente na matriz polimérica. 

Os valores de intumescimento no tempo ajustados no início do processo (10 min), 

pela Equação 5, são apresentados na Figura 47. Os valores de 𝑛, 𝑘, e R
2
 obtidos pela 

regressão linear para a membrana PVA
EXT-

NPsAg a 23 °C são resumidos na Tabela 10. 

 
Figura 47. Ajuste dos dados de intumescimento da membrana PVA-NPsAg a 23 °C. 

 

Tabela 10. Valores de n, k e R
2
 obtidos pela regressão linear do Modelo de Fick (Equação 5) para a 

membrana  PVA
EXT-

NPsAg a 23 °C. 

 n k (min
-1

) R2 

Membranas PVA
EXT-

NPsAg  0,17 0,51 0,99  

 

Observa-se que o valor de n é inferior a 0,5, o que denota que o mecanismo de 

absorção de água da membrana PVA-NPsAg em água destilada, seguiu o modelo de difusão 

Fickiana, com n ≤ 0,5 (CAN et al., 2005). Neste mecanismo de difusão Fickiana ou Caso I, 

ocorre a difusão do soluto através de camadas da matriz. A taxa de difusão é muito inferior 

que o tempo de relaxação da cadeia polimérica. Este sistema, portanto, é controlado pelo 

coeficiente de difusão. O tempo de relaxação refere-se ao tempo em que a cadeia leva para 

acomodar-se, ou seja, entrar em equilíbrio com o solvente ou soluto. Nesse mecanismo de 

difusão, o relaxamento das cadeias é muito mais rápido do que a difusão do solvente 

(SALOME et al., 2013).  
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Considerando que o PVA absorve grandes quantidades de água, e, portanto, a 

espessura da amostra não permanece constante, o comportamento Fickiano é aplicável até o 

equilíbrio ser atingido. Assim a Equação de Fick foi aplicada nos estágios iniciais do 

intumescimento, até valores de fração menores que 0,60. Com relação a constante de 

proporcionalidade, verifica-se que o valor de k é de 0,51 min
-1 

e denota a rapidez do processo 

de intumescimento até que o equilíbrio seja atingido. 

 

5.4.1 Estudo da cinética do processo de intumescimento da membrana PVA
EXT-

NPsAg 

 

Para o estudo cinético do processo de intumescimento da membrana PVA
EXT-

NPsAg 

em água destilada, os dados experimentais nos 10 primeiros minutos foram ajustados a uma 

cinética de primeira ordem a 23 
°
C, utilizando as equações do modelo de Lagergren (LI; 

TANAKA, 1990).  A forma integrada é representada pela Equação 31:  

 

 ln (1 −  
𝑀𝑡

𝑀𝑒
) = −𝑘𝑡 (Eq.31) 

 

Onde k é a constante de velocidade do processo de intumescimento, Mt é a 

quantidade de água absorvida no tempo e Me é a quantidade de água absorvida no equilíbrio. 

A Figura 48 mostra os dados experimentais ajustados à Equação 31. 
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R
2
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Figura 48. Ajuste dos dados de intumescimento à cinética de primeira ordem à temperatura de 23 °C. 
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O ajuste linear dos dados experimentais, fornece o valor da constante de velocidade 

do processo de intumescimento a 23 
°
C, k= 0,117 min

-1
.  Observa-se a partir da regressão 

linear obtida no ajuste dos dados experimentais, que o processo de intumescimento obtido 

pela cinética de primeira ordem depende da quantidade da substância utilizada no 

intumescimento, no caso em estudo da água destilada. 

 

5.5 Preparação da curva de calibração analítica para o estudo de liberação de NPsAg 

 

Como visto anteriormente, através de espectroscopia de absorção no ultravioleta 

visível (UV-Vis), é possível identificar a banda de ressonância de plasmon de superfície, 

característica das NPsAg em 423 nm. Assim, através do estudo de variação da intensidade da 

absorção neste comprimento de onda, foi realizado o estudo cinético da liberação do 

complexo extrato-NPsAg no meio estudado. Para isso, foi construída inicialmente, uma curva 

de calibração, de forma a converter a resposta de absorbância em seu valor correspondente de 

concentração do complexo extrato-NPsAg, Figura 49. Os valores de absorbância obtidos em 

função das concentrações do complexo extrato-NPsAg, foram utilizados para a elaboração da 

curva de calibração, Tabela 11. 
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Figura 49. Curvas UV-vis de soluções com diferentes concentrações do complexo extrato-NPsAg   

. 
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Tabela 11. Valores de absorbância no comprimento de onda de 423 nm nas diferentes concentrações do 

complexo extrato-NPsAg. 

Concentração (mg/mL) Absorbância 

0,001 mg/mL 0,011 

0,013 mg/mL 0,060 

0,026 mg/mL 0,110 

0,160 mg/mL 0,750 

 

Os resultados obtidos na Figura 49 e na Tabela 11, foram relacionados para a 

construção da curva de calibração analítica, Figura 50.  
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Figura 50. Curva de calibração linear da absorbância x concentração (mg/mL) do complexo extrato NPsAg. 

 

A equação da reta obtida por regressão linear dos dados experimentais, é apresentada 

na Equação 32. 

 

 𝑦 =  4,68991𝑥 − 0,00163   (𝑅2 = 0,999) (Eq. 32) 

 𝐶𝑁𝑃𝑠𝐴𝑔 = (𝐴𝑁𝑃𝑠𝐴𝑔 + 0,00163)/4,68991 

 

A curva de calibração para determinação da concentração complexo extrato-NPsAg, 

obteve a equação da reta expressa a partir da Equação 32, em que y é a absorbância e x, a 

concentração do complexo extrato-NPsAg em mg/mL, com R
2
= 0,999. A partir da curva de 

calibração é possível obter os valores de massa liberada do complexo extrato-NPsAg em 

função do tempo, nas temperaturas de 37 e 40 °C.  



97 

 

5.5.1 Estudo de liberação de NPsAg das membranas PVA
EXT

-NPsAg em função do tempo a 

37 e 40 °C  

 

As curvas de liberação obtidas através dos valores de absorbância em função do 

tempo, nas temperaturas de 37 e 40 °C, são apresentadas nas Figuras 51 e 52, 

respectivamente.  

Os valores de absorbância obtidos em função do tempo foram convertidos em 

unidades de concentração, utilizando a curva de calibração previamente obtida, de acordo 

com a Equação 32.  

0 10 20 30 40 50 60 70

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
ã

o
 d

e
 N

P
s
A

g
 (

m
g

/m
L

) 

Liberação de Cz-NPsAg a 37
0
C em água destilada

Tempo (min)

 

Figura 51. Perfil de liberação de NPsAg da membrana PVA
EXT-

NPsAg a 37 °C. 
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Figura 52. Perfil de liberação de NPsAg da membrana PVA

EXT-
NPsAg a 40 °C. 

 

Observa-se que o equilíbrio de liberação é alcançado mais rapidamente na 

temperatura de 40 °C em cerca de 20 minutos, em relação à temperatura de 37 °C, que 

ocorreu por volta de 65 minutos. O estudo da liberação em função da temperatura mostra que 

a velocidade de liberação do complexo extrato-NPsAg no tempo é influenciada pela 

temperatura. Observa-se, a 40 ºC que em 20 min. a membrana libera cerca de 0,125 mg/mL, 

que corresponde a 62,5 % da massa inicial do complexo na membrana, aproximadamente 

igual a 0,2 mg. No sistema de liberação a 37 °C a membrana libera, em 20 min., 0,025 

mg/mL, que representa 12,5% da massa inicial. Após a estabilização, o sistema libera de 

maneira controlada no tempo, cerca de 64,5 % da massa inicial a 37 ºC e, cerca de 69 % da 

massa inicial a 40 ºC. 

De posse dos valores da massa inicial de NPsAg na membrana [NPsAg]o
M

 e, no 

tempo [NPsAg]t
M

 foi realizado o estudo da cinética de liberação das NPsAg (aq) na solução 

aquosa. As equações utilizadas neste estudo da cinética são mostradas a seguir: 

 

 [NPsAg]M(s)NPsAg (aq)  

 

 −
𝑑[𝑁𝑃𝑠𝐴𝑔]𝑀

𝑑𝑡
= 𝑘[𝑁𝑃𝑠𝐴𝑔]𝑀 (Eq.33) 

 



99 

 

 −
𝑑[𝑁𝑃𝑠𝐴𝑔]𝑀

[𝑁𝑃𝑠𝐴𝑔]𝑀 = 𝑘𝑑𝑡 (Eq. 34) 

 

Integrando a Equação 34 entre o tempo 0 e o tempo t, obtém-se a Equação 35: 

 

 𝑙𝑛 [
[𝑁𝑃𝑠𝐴𝑔]𝑡

𝑀

[𝑁𝑃𝑠𝐴𝑔]0
𝑀] = −𝑘𝑡 (Eq. 35) 

 

Os dados cinéticos da massa de NPsAg na membrana PVA
EXT

-NPsAg, no tempo 

zero e durante os cinco primeiros minutos foram ajustados a uma cinética de reação de 

primeira ordem (Eq. 35), como mostra as Figuras 53 e 54. 

 
Figura 53. Curvas de ajuste a cinética de reação de primeira ordem dos dados de liberação de NPsAg a 37 °C. 
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Figura 54. Curvas de ajuste a cinética de reação de primeira ordem dos dados de liberação de NPsAg a 40 °C. 

 

A partir do ajuste dos dados à Equação 27 foi possível determinar a constante de 

velocidade (k) para o processo de liberação, sendo, k= 0,00209 min
-1

 a 37 °C e 

k=  0,0742 min
- 1 

a 40 °C. Os valores obtidos mostram que a velocidade de liberação de 

NPsAg é favorecida pela temperatura.  

 

Na temperatura de 40 °C, observa-se que a membrana perde a estabilidade 

dimensional, este resultado sugere que a reticulação entre as cadeias é desfeita a partir da 

hidrolise do grupo éster.  

A reticulação entre as cadeias é formada através da reação entre os grupos hidroxilas 

(OH) do PVA e os grupos de ácido carboxílico ((OH)C=O) do ácido cítrico, formando o grupo 

éster (O-C=O). A reação de hidrólises dos ésteres é favorecida pela temperatura. 

 

5.6 Estudo termodinâmico de liberação das NPsAg 

 

A análise da liberação da NPsAg nas diferentes temperaturas estudadas permitiu 

determinar a energia de ativação (Ea) para o processo de liberação. O valor da energia de 

ativação do processo de liberação fornece a informação relativa à energia necessária para 

mover as NPsAg da matriz polimérica para o meio de dissolução. Maiores valores de Ea 

indicam a necessidade de uma quantidade de energia maior para o processo de liberação, 
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implicando assim que este processo será mais vulnerável à influência da temperatura. 

Portanto, quanto maior a energia de ativação mais lento é a processo de liberação, 

aumentando a dificuldade para que o processo ocorra. Quanto menor a energia de ativação o 

processo transcorre com maior velocidade (CHIEN; LIN, 2007). 

A energia de ativação (Ea) de liberação de NPsAg foi determinada utilizando a 

equação de Arrhenius (Eq. 9) utilizando as constantes cinéticas de velocidade k=0,00209 min
-

1
 a 37ºC (T1) e k=0,0742 min a 40ºC (T2), respectivamente (item 4.2.7) obtendo-se o valor de 

𝐸a= 959,87 kJ/mol. Este valor de energia de ativação é elevado se comparado com a literatura 

para liberação de fármacos de filmes de PVA (2,032 kJ/mol) e fibras eletrofiadas de PVA 

(3,67 kJ/mol) (FREIRE et al., 2017). A diferença na barreira energética deve ser dada pelo 

diferente grau de reticulação das membranas de PVA, na referência acima o PVA é reticulado 

usando como agente reticulante glutaraldeído.   

Para determinar a constante de estado estacionário (K≠) foi utilizada a equação de 

Eyring Polanyi (Eq. 12), apresentada no item 4.2.7. A constante de estado estacionário foi 

determinada para as temperaturas 37 °C (310 K) (T1) e 40 °C (313 K) (T2). 

 

 𝑘 =  
𝑘𝐵𝑇

ℎ
𝐾≠ 

Onde:  

h = constante de Planck (h = 6, 6261*10
-34

) 

𝑘𝐵= constante de Boltzmann (𝑘𝐵= 1, 3806*10
-23

) 

k constante cinética de velocidade de liberação 

k= 0,00209 min
-1

 (310 K) 

k=0,0742 min
-1

 (313K) 

 

Os valores encontrados para a constante do estado estacionário foram: 

Para 310 K  K
≠
= 3,24*10

-16
 

Para 313K  K
≠
= 1,14*10

-14
 

Da constante do estado estacionário determinou-se a energia livre de Gibbs para as 

temperaturas 37 °C (310K) (T1) e 40 °C (313K) (T2), de acordo com a Equação 36. 

 

 𝐺0
# =  −𝑅𝑇 𝑙𝑛 𝑘≠ (Eq. 36) 

Os valores encontrados para a a energia livre de Gibbs foram: 

Para 310 K  G0
≠
 = 91,93 kJ/mol 

Para 313K  G0
≠
 = 83,55 kJ/mol 
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Em uma transformação espontânea, a temperatura e pressão constantes, a   energia 

livre de Gibbs diminui (G<0) no sistema. No sistema de liberação estudado obteve-se 

valores positivos da energia de Gibbs, mostrando assim que a liberação das NPsAg não é um 

processo naturalmente espontâneo, sob as condições de temperatura e pressão estudadas, 

apresentando uma energia livre de Gibbs positiva (G>0). Destaca-se que o sistema que teve 

maior porcentagem de liberação (313 K) foi aquele que apresentou menor energia livre de 

Gibbs. Portanto, o estudo termodinâmico corrobora com o relatado na literatura que indica 

que quanto mais alta for a energia livre de um processo, maior será a dificuldade do sistema 

em liberar o fármaco da matriz polimérica (WENHUA et al., 2008). Este fato foi confirmado, 

pois a liberação das NPsAg a 310 K mostra maior energia livre de Gibbs, sendo este sistema o 

que mostrou um menor valor de constante de velocidade no estudo da cinética de liberação e, 

menor porcentagem de liberação de NPsAg no tempo. 

Para se determinar a entalpia foram utilizadas as temperaturas e correspondentes 

constantes de velocidades de liberação das NPsAg (T1 = 310 K e k1= 0,00209 min
-1

, 

T2 = 313 K e k2= 0,0742 min
-1

), de acordo com a Equação 37: 

 
𝑘2

𝑘1
=

𝑇2

𝑇1
 𝑒

∆𝐻0
#

𝑅
[

1

𝑇1
− 

1

𝑇2
]
 (Eq. 37) 

 

𝐻0
≠ = 957,28 kJ/mol 

 

O valor de Entalpia encontrado mostra que o sistema de liberação transcorre com 

consumo de energia, portanto, um processo endotérmico. Este resultado está em acordo com o 

observado experimentalmente durante o estudo da liberação, onde um aumento da 

temperatura favoreceu consideravelmente o processo de liberação (FREIRE et al., 2017).  

Para se determinar a entropia foram utilizadas as temperaturas, a energia livre de 

Gibbs das NPsAg (T1= 310 K, Go
≠ 

= 91,93 kJ/mol) e T2= 313 K, Go
≠ 

= 83,55 kJ/mol) e o 

valor da entalpia do processo de liberação 𝐻0
≠ = 957,28 kJ/mol de acordo com a Equação 

38.  

 

 ∆𝐺𝑜
≠ =  ∆𝐻𝑜

≠ − 𝑇∆𝑆𝑜
≠ (Eq. 38) 

 

Para 310 K  S0
≠
 = 2,76 kJ/mol 

Para 313K  S0
≠
 = 2,76 kJ/mol 

 

https://pubs.acs.org/author/Luo%2C+Wenhua
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O valor positivo da entropia, ainda que baixo, mostra que o processo de liberação 

transcorre com um aumento da desordem do sistema. O baixo valor da entropia sugere que as 

NPsAg liberadas estabelecem um equilíbrio com as NPsAg no interior da membrana. No 

equilíbrio existe partículas se difundindo da membrana para o meio e vice-versa, ambos os 

processos acontecem a igual velocidade. Este equilíbrio reduz a entropia do sistema. Existem 

processos de liberação de fármacos que transcorrem a valores de Entropia negativo, 

diminuição da desordem, devido ao estabelecimento do equilíbrio anteriormente descrito 

(XU, W.; YANG, Y., 2010). O fato de obter um valor de entropia positivo no estudo da 

liberação de NPsAg da membrana PVA
EXT-

NPsAg seja devido a que neste sistema o 

equilíbrio se desloca para o processo de liberação. A Tabela 12 apresenta os parâmetros 

cinéticos e termodinâmicos obtidos no tratamento dos dados a partir da Equação de Eyring 

Polanyi (item 4.2.7).  

 

Tabela 12. Parâmetros cinéticos e termodinâmicas encontrados no estudo físico e químico do sistema de 

liberação. 

Sistema de 

liberação 
k (min

-1
)
 

Ea 

(kJ/mol) 

Go
≠
 

(kJ/mol) 

Ho
≠
 

(kJ/mol) 

So
≠
 

(kJ/mol*K) 

PVA
EXT

-

NPsAg 

310K 313K 
0,9590 

310 K 313 K 
145,99 

310 K 313 K 

0,0021 0,0742 102,48 28,3 0,14 0,38 

 

Observa-se pela análise cinética e termodinâmica do processo de liberação das 

NPsAg, que o sistema segue uma cinética de primeira ordem com baixa constante de 

velocidade, sendo esta influenciada pela temperatura. A energia de ativação do processo é 

relativamente baixa. O processo é termodinamicamente não espontâneo com G>0 e, 

endotérmico com H>0, com um ligeiro aumento da desordem do sistema S>0. 

 

5.7 Avaliação da atividade antimicrobiana das membranas PVA
EXT-

NPsAg 

 

As médias de um total de 12 medidas e o desvio padrão das medidas dos halos de 

inibição, para as bactérias estudadas, são apresentados na Tabela 13 e na Figura 55, para as 

concentrações 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 mol/L de AgNO3, que apresentaram halos de 

inibição.  
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Tabela 13. Médias e desvio padrão das medidas dos halos de inibição para Staphylococcus aureus e Escherichia 

coli. 

Concentração AgNO3 (mol/L) 
Halos de inibição (mm) Média ± DP 

Gram + Gram - 

0,1 11,74 ± 0,75 8,841 ±0,47 

0,08 12,03 ± 0,76 9,40 ± 1,12 

0,06 11,03 ± 1,14 9,463 ±0,71 

0,04 11,04 ± 0,86 8,89 ± 0,44 

0,02 7,17 ±0,59 8,13 ±0,86 

 

 (A) (B) 

 
Figura 55. Medidas dos halos inibitórios. (A) Staphylococcus aureus, (B) Escherichia coli. 

 

Para as imagens dos halos de inibição foram utilizados apenas os resultados das 

concentrações de 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 mol/L de AgNO3, com formação de halos de 

inibição para Staphylococcus aureus e Escherichia coli, conforme Figuras 56 e 57, 

respectivamente.  

 
Figura 56. Halos de inibição para Staphylococcus aureus. 

Nas concentrações de 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 mol/L de AgNO3. 
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Figura 57. Halos de inibição para Escherichia coli. 

Nas concentrações de 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 mol/L de AgNO3. 

 

Os dados mostram que ao aumentar a concentração de AgNO3 nas amostras, a 

atividade antimicrobiana das NPsAg é eficaz tanto para a bactéria Staphylococcus aureus 

como para a bactéria Escherichia coli. Observa-se que os resultados da ação antimicrobiana 

se demonstraram eficazes a partir da concentração de 0,02mol/L de AgNO3, para as bactérias 

Gram-positiva e Gram-negativa. Essa concentração foi mais eficaz para a bactéria 

Escherichia  coli. Entretanto para todas as outras concentrações de AgNO3 testadas, a bactéria 

Staphylococcus aureus apresentou halos de inibição maiores, comparados à bactéria 

Escherichia coli. A diferença observada nos halos de inibição pode estar relacionada com as 

características morfológicas das cepas utilizadas, principalmente com a superfície externa 

(BALOUIRI et al., 2016). 

A parede celular da bactéria Gram-positiva é única e consiste de uma camada 

espessa, composta de múltiplas camadas de peptidoglicano responsável pela manutenção da 

célula e sua rigidez. A característica diferencial da bactéria Gram-negativa é a presença de 

uma dupla membrana que rodeia a célula bacteriana e apenas uma camada de peptidoglicano, 

Figura 58 (BRAYNER et al., 2006). 
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Figura 58. Esquema ilustrativo das bactérias Gram-positiva e Gram-negativa. 

(KAYSER et al., 2004) 

 

O efeito das nanopartículas de prata na bactéria Gram-positiva pode estar associado à 

fragmentação da parede de peptidoglicano. As nanopartículas de prata, por apresentarem 

escala nanométrica, podem ter a capacidade de alcançar espaços intercelulares ou fissuras 

presentes na superfície bacteriana (MIRZAJANI et al., 2011).  

No estudo de Shahverdi et al. (2007) foi observado que o efeito bactericida das 

NPsAg é influenciado pelas dimensões da partícula, tendo as menores partículas os melhores 

efeitos. Esse resultado foi diferente do estudo de Yoon et al. (2007), que relacionou a 

constituição da membrana celular como a causa da maior resistência sobre microrganismos 

gram-negativos. Porém no estudo de Sondi e Salopek-Sondi (2004) foi sugerido que os 

diferentes resultados sobre os micro-organismos estão relacionados com as diferentes 

metodologias empregadas, já que os constituintes do meio de cultura podem influenciar nos 

efeitos dos íons de prata na ação antimicrobiana. E ainda de acordo com Montanari et al. 

(2012), o tamanho do halo de inibição pode ser influenciado pela capacidade de difusão de 

cada antimicrobiano.  

O método padronizado pela Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI 

(2003) utilizado nesse estudo, foi desenvolvido para análise de agentes antimicrobianos 

convencionais como antibióticos. Essas substâncias são, em geral, hidrofílicas e difundem-se 

mais facilmente em ágar. Entretanto, substâncias viscosas, insolúveis em água ou que 

possuem uma composição química complexa, podem ter uma difusão comprometida. 

 

5.8 Ensaios de citotoxicidade in vitro da membrana PVA
EXT-

NPsAg 

 

Os ensaios de citotoxicidade segundo a norma ISO 10993-5 através do extrato, 

devem ser realizados inicialmente para avaliar os materiais e identificar aqueles que 

apresentam comportamento citotóxico devido à lixiviação de algum componente tóxico, 

oriundo do processo de síntese, para as células de mamíferos. Desta maneira, é possível 
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selecionar apenas os materiais mais adequados para a aplicação in vivo, o que permite 

minimizar a experimentação animal. Assim, o material comprovadamente citotóxico é 

representado por aquele que libera um elemento ou composto químico em quantidade 

suficiente para causar a morte celular. Nesse caso, a indução da toxicidade pela amostra 

avaliada é medida em uma faixa de concentrações específica do biomaterial e a concentração 

que produz uma redução em 50% da absorção de MTS foi considerada como o parâmetro de 

toxicidade. A Figura 59 mostra o ensaio de citotoxicidade das membranas de PVA
EXT-

NPsAg 

contra as células CHO- k1.  

 

 

Figura 59. Curvas de viabilidade celular.  

Em relação às diferentes concentrações de extratos da membrana PVA
EXT-

NPsAg (), do controle negativo 

(PEAD) (■), do controle positivo (fenol) (▲). 

 

Observa-se que as membranas PVA
EXT-

NPsAg apresentam biocompatibilidade com 

células de mamíferos, pela ausência de citotoxicidade, evidenciada pela viabilidade celular, 

que se manteve-se em 100%, para todas as concentrações, conforme Tabela 14, tendo-se o 

PEAD como controle negativo e o fenol a 0,4% como controle positivo.  
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Tabela 14. Classificação de citotoxicidade de materiais com estratificação dos níveis de viabilidade celular em 

porcentagem de acordo com a ISO 10993-5.  

Viabilidade celular (%)* 

citotoxicidade faixa 

não-citotóxico > 90 

levemente citotóxico 80 a 90 

moderamente citotóxico 50 a 79 

severamente citotóxico < 50 

* porcentagem em relação ao controle negativo de toxicidade.  

Estes resultados indicam que a membrana PVA
EXT-

NPsAg testada, pode contribuir 

para a preservação das células sadias quando da sua aplicação como curativos para o 

tratamento de feridas. 
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6 CONCLUSÕES 

 

O extrato de Cinnamomum zeylanicum utilizado no estudo foi obtido pela técnica de 

maceração dinâmica, com concentração de 0,002 g/mL. A caracterização físico-química do 

extrato, por FTIR, TGA, DSC e MEV, mostrou que além do princípio ativo, o cinamaldeido, o 

extrato também contém, uma substância de natureza polissacarídea, que favoreceu a 

biorredução da prata e a estabilização das nanopartículas, durante o processo de biossíntese 

das NPsAg. 

A biossíntese de NPsAg a partir do extrato de Cinnamomum zeylanicum foi 

confirmada por espectroscopia do UV-vis, a partir da banda de ressonância de plasmon de 

superfície (RPS) estabilizada em torno de 419 nm. O estudo cinético da biossíntese a 23 °C 

mostrou que a reação segue uma cinética de primeira ordem, com constante de velocidade 

igual a 0,0078 min
-1

. A formação das NPsAg também foi confirmada pelo espectro EDS, 

mostrando um pico de emissão em aproximadamente 3 keV, típico de absorção de prata 

metálica. A morfologia do complexo extrato-NPsAg, observada no MEV-EDS, mostrou que 

as NPsAg se distribuem ao longo de toda a matriz orgânica de forma irregular e que após a 

reação de biossíntese, as NPsAg formadas são estabilizadas, permanecendo retidas na matriz 

orgânica. 

A matriz de PVA foi reticulada com ácido cítrico 2%. O FTIR confirmou a 

reticulação do PVA. Esta concentração de agente reticulante permitiu obter uma membrana de 

PVA com 78% de teor gel e 253,33 % de intumescimento a 23 °C. 

A biossíntese in situ de NPsAg, na presença de PVA, foi comprovada por 

espectroscopia UV-vis. A formação de NPsAg foi confirmada pela banda de RPS em 423 nm. 

O estudo cinético da biossíntese in situ a 23 °C mostrou que a reação também segue uma 

cinética de primeira ordem, e a constante de velocidade encontrada, foi k=0,017 min
-1

. Essa 

constante de velocidade é maior do que foi encontrada para a biossíntese das NPsAg apenas 

em presença do extrato de Cinnamomum zeylanicum. 

A caracterização por FTIR da membrana PVA
EXT

-NPsAg mostrou o deslocamento 

da banda carboxilato, devido a interação das NPsAg com a membrana de PVA.  

A degradação térmica das membranas PVA
EXT

-NPsAg apresentou 3 etapas. A 

primeira, de 105 a 232 °C, atribuída à degradação do reticulante ácido cítrico. A segunda 

etapa de 315 a 450 °C e a terceira de 450 a 500 °C, associadas à degradação da cadeia 

polimérica e um resíduo que pode ser atribuído principalmente à prata metálica. Observou-se, 

que o início da degradação térmica da cadeia de PVA curado é deslocado nas membranas de 
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PVA contendo as NPsAg, o que sugere que a interação entre o PVA e as NPsAg, estabiliza 

termicamente a cadeia do polímero e, portanto, retarda a degradação do PVA. 

O mapeamento MEV-EDS revelou a presença de NPsAg distribuída ao longo de toda 

superfície da matriz polimérica da membrana PVA
EXT

-NPsAg obtida in situ. As NPsAg se 

apresentaram com distribuição uniforme, sem formação de aglomerados, o que sugere que o 

PVA promove a formação de micelas e, estabilização das NPsAg.  

O valor médio do diâmetro das NPsAg, calculado a partir da equação de Scherrer 

mostrou que as membranas PVA
ext

NPAg a 0,04, 0,06 e 0,1, apresentam um tamanho de 

partícula em torno de 12nm, 11nm e 9nm, respectivamente.  

O estudo do intumescimento da membrana PVA
EXT

-NPsAg em água destilada, a 

23 °C, mostrou no equilíbrio um grau de intumescimento de 130 %. Os valores de 

intumescimento no tempo, ajustados para o início do processo (10 min), na temperatura de 

23 °C, pela equação de Fick, apresentou valor de constante difusional n˂ 0,5, o que denota 

que o mecanismo de absorção de água da membrana hidrogel PVA
EXT

-NPsAg em água 

destilada, seguiu o modelo de difusão Fickiana e constante de proporcionalidade k, foi de 

0,509 min
-1

. A cinética de intumescimento a 23 °C, seguindo o modelo de Lagergren, se 

ajustou a uma cinética de primeira ordem, obtendo-se um valor de constante de velocidade k= 

0,117 min
-1

. 

O estudo cinético de liberação de NPsAg, realizado a 37 e 40 °C, seguiu uma 

cinética de primeira ordem. Foi observado, que a temperatura exerce um efeito significativo 

na constante de velocidade, sendo k= 0,00209 min
-1

, em 37 °C e k= 0,0742 min
-1

, em 40 °C. 

A partir da equação de Arrhenius a energia de ativação do processo de liberação foi 

Ea= 959,87 kJ/mol. O estudo termodinâmico, a partir da equação de Eyring Polanyi, do 

processo de liberação das NPsAg em água destilada, mostrou que o sistema de liberação não é 

espontâneo, com energia livre de Gibbs de G0
≠
=91,93 kJ/mol a 37 ºC e G0

≠
=83,55 kJ/mol a 

40 ºC. O sistema de liberação é endotérmico, com entalpia de H0
≠ 

= 957,28 kJ/mol. A 

variação de entropia revela um aumento da desordem, sendo S0
≠
=2,76 kJ/mol*K a 37 ºC e 

S0
≠
= 2,76 kJ/mol*K a 40 ºC.   

O estudo da atividade antimicrobiana mostrou que a membrana PVA
EXT-

NPsAg é 

eficaz para ambas as bactérias, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A ação 

antimicrobiana foi eficaz a partir da concentração de 0,02mol/L de AgNO3. A bactéria 

Staphylococcus aureus apresentou halos de inibição maiores, comparados à bactéria 

Escherichia coli. A análise da citotoxicidade in vitro revelou que a membrana PVA
EXT-

NPsAg 
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apresentou-se não citotóxica, evidenciada pela viabilidade celular, que se manteve-se > 90%, 

para todas as concentrações testadas, indicando que a membrana PVA
EXT-

NPsAg testada. 

A membrana hidrogel PVA
EXT-

NPsAg testada, pode contribuir para a preservação das 

células sadias quando da sua aplicação como curativos para o tratamento de feridas. 
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