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RESUMO

A descoberta dos polimeros condutores a partir da década de 1970 trouxe grande
impacto para a sociedade, ao possibilitar sua aplicacdo em diversas areas. Nos
altimos anos, os polimeros condutores vém sendo estudados para aplicagdo como
sensores de gas, células solares, supercapacitores, atuadores mecanicos (musculos
artificiais) e também como agente bactericida. O presente trabalho descreve dois
tipos de sinteses usadas para preparar o polipirrol (PPY) para ser aplicado como
musculo artificial e como agente bactericida. Sendo assim, para aplicacdo do PPy
como musculo artificial utilizou-se 0 método de polimerizacao interfacial, com os
filmes de PPy sendo formados na interface de dois liquidos. Os filmes foram
submetidos a testes de atuacdo para identificacdo dos angulos de deflexdo. Os
maiores angulos de deflexdo foram 5,13, 14,72 e 6,23 graus respectivamente.Para
aplicacdo como agente bactericida foram produzidos pos de PPy pelo método de
oxidacdo quimica. Para avaliar a acdo antibacteriana o PPy foi submetido a trés
técnicas: difusdo de discos, Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e teste de
morte (Time Kill), testadas para bactérias Escherichia coli, Klebisiella pneumonae e
Sthaphylococus aureus. As bactérias apresentaram halos de inibicdo com diametros
acima de 30 mm e CBM de 1 mg/mL.



ABSTRACT

The development of conducting polymers in the 1970 decade resulted in a strong
impact in different application areas. In recent years, these materials have been
studied as template for application in gas sensors, solar cells, supercapacitors,
mechanical actuators (artificial muscles), bactericidal agents and so on. This work is
focused on application of polypyrrole produced by two different synthesis with direct
application as artificial muscles and bactericide. The interfacial polymerization
method was applied in the production of ptotoypes for artificial muscles. This method
provide self-standing films at interface between two imiscible liquid phases. Resulting
materials were submitted to performance tests, allowing the identification of the
deflection angles. Larger deflection angles were varied between 5.13 and14.72
degrees. In order to evaluate the antibacterial action of PPy as bactericidal agent,
three techniques of characterization were explored: disk diffusion, Bactericidal
Concentration Minimum (CBM) and death test (Time Kill) against for Escherichia coli,
Klebisiella pneumonae and Sthaphylococus aureus. Bacteria exhibits inhibition hales

with diameters around 30 mm and CBM of 1 mg / mL.



PREFACIO

Os polimeros condutores sdo uma classe de materiais que tém recebido
bastante atencdo no campo da ciéncia e tecnologia por apresentarem boas
propriedades elétricas, mecéanicas e estabilidade quimica. Sua estrutura é
caracterizada por longas cadeias alternadas com ligacdes simples e duplas
favorecendo deslocamento de elétrons por toda a estrutura. Sua capacidade de
dopagem é umas das carateristicas mais importantes destes materiais, uma vez que
contribuem para uma série de aplicagcbes em diversos ramos.

Diante disso, este trabalho teve por objetivo sintetizar e caracterizar o
polipirrol, um tipo de polimero condutor, produzido por método de polimerizacao
interfacial e quimica para aplicacdo como musculo artificial e agente bactericida. O
mondmero de pirrol quando submetido a processos distintos de polimerizacao
produz polipirrol com estruturas morfologicas diferentes, sendo tais estruturas
exploradas neste trabalho. A apresentacédo do trabalho e foi distribuida da seguinte
forma:

No capitulo 1 é apresentada uma abordagem sobre o desenvolvimento dos
polimeros condutores e das principais caracteristicas do polipirrol, em seguida, 0s
mecanismos de conducdo dos polimeros condutores e as aplicacdes do polipirrol
como musculos artificiais abordando o processo de atuacéo e aplicagéo do polipirrol
como agente bactericida apresentando os métodos para avalicdo antimicrobiana.
Por fim s@o apresentados os principais tipos de sintese do polipirrol.

O capitulo 2 descreve os materiais e as técnicas de caracterizagdo como
microscopia eletronica de Varredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), além dos métodos de avalicdo bacteriana como,
técnica de difusdo de disco de halos de inibicdo, concentracdo bactericida minima
(CBM) e o teste de tempo de morte time Kkill.

O capitulo 3 descreve os resultados e discussdes sobre o polipirrol sintetizado
via polimerizagéo interfacial para aplicagdo como musculo artificial. Inicialmente sé&o
apresentados os resultados e discussdes da producao do filme e de sua morfologia
e em seguida os resultados e discussdes dos testes de atuagdo. Além disso
descreve os resultados e discussdes do polipirrol sintetizado por polimerizacao

guimica para aplicacdo como agente bactericida. S&do apresentados os resultados e



discussbes sobre a produgcédo do material e em seguida os resultados e discussoes
dos testes para avaliacdo da atividade antimicrobiana.
O capitulo 4 descreve as conclusbes obtidas através da observacdo dos

resultados apresentados nos capitulos 3 e 4 e as perspectivas futuras.
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Capitulo I - Aplicagcdes de polimeros condutores

1.1 Polimeros Condutores

Os polimeros condutores séo classificados como uma classe de materiais que
possuem em suas estruturas longas cadeias poliméricas com ligacdes simples e
duplas em um sistema conjugado. Além disso, também sdo chamados de “metais
sintéticos” por possuirem algumas propriedades dos metais, tais como, boa

condutividade elétrica, magnética e optica [1-2].

O desenvolvimento de polimeros sintéticos ocorreu nos Estados Unidos no
inicio do século XX, em 1908 pelo belga Leo Baekeland. Por volta de 1960, com o
desenvolvimento cientifico da quimica organica, foram feitos estudos envolvendo
processos que combinavam as propriedades elétricas dos metais com as
propriedades mecéanicas dos polimeros, incorporando cargas elétricas a partir do
negro de fumo, fibras metélicas e fibras de carbono. A incorporacdo de cargas nos
polimeros possibilitou a condugdo de corrente elétrica no mesmo, criando 0s

chamados “polimeros condutores extrinsecos” [3-4].

A descoberta dos polimeros condutores ocorreu acidentalmente em 1976,
guando um estudante do grupo de polimeros de Hideki Shirakawa, (laboratério do
Instituto de Tecnologia de Téquio) sintetizou o poliacetileno, adicionando uma
quantidade de catalizador 1000 vezes maior do que o necessario [3]. Em 1977,
Hideki Shirakawa, trabalhando com quimico organico MacDiarmid e o fisico Alan
Heeger na Universidade da Pensilvania, EUA, verificaram que a dopagem de
poliacetileno com iodo contribuiu para o aumento na condutividade elétrica do

material [5].

Essas descobertas contribuiram para que estes pesquisadores mencionados
fossem laureados em 2000, com o premio Nobel da Quimica pela descoberta dos
polimeros condutores [2]. Através desses estudos foi possivel desenvolver plasticos

gue apresentassem propriedades elétricas, magnéticas e Opticas superiores [6-7].

Dissertagdo de Mestrado — Colegiado de Pds-Graduagdo em Ciéncia dos Materiais - UNIVASF
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bY

Devido & grande aplicabilidade em diversas areas, tem crescido o estudo
sobre esta classe de materiais. Em particular, o PPy € um dos polimeros
condutores de maior interesse na literatura dadas as suas s aplicacfes, devido a
caracteristicas superiores como: alta condutividade elétrica, excelente estabilidade
ambiental e facil polimerizacao [8-9], (estrutura mostrada na Fig.1). O polipirrol foi
sintetizado pela primeira vez em 1916 por A. Angeli e L.Alesandro pelo método de

oxidacao quimica do pirrol [10].

Poliacetileno AV Ve VO Y Y Vo Ve
Polianilina /O/ NQ: /©/ N\Q\NH
Polipirrol
Politiofeno

Figura 1 - Estrutura de polimeros condutores intrinsecos nas suas formas neutras [11].

Um dos desafios em trabalhar com o polipirrol é processa-lo em filme ultrafino
devido a sua insolubilidade em muitos solventes organicos comuns [12-13]. A
formacao do polipirrol ocorre a partir da combinacdo de mondmeros de pirrol na
presenca de contra-ions [14]. O PPy é insoluvel na maioria dos solventes usuais,
exceto quando dopado com agentes que contribuem para aumento da solubilidade

[15]. A Fig. 2 mostra a estrutura do pirrol e polipirrol.

Dissertagdo de Mestrado — Colegiado de Pds-Graduagdo em Ciéncia dos Materiais - UNIVASF
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purol polipurol
(a) (b)

Figura 2 — Representacao da estrutural (a) pirrol; (b) polipirrol [16].

O processo de formacédo do PPy se da pela oxidacdo do monémero, seguido
do acoplamento entre os radicais, ou seja, a protonacdo nos atomos de carbono do
anel do pirrol provoca a formacdo de cations que consequentemente geram
oligbmeros. O processo ocorre de forma repetitiva em cada anel formam uma cadeia

polimérica [17].

l\—yHﬂ'*ﬂf\%_ &

N N H
H H

Figura 3 - Protonagéo do Pirrol [15].

Uma das caracteristicas comuns que € atribuida aos polimeros condutores é
a presenca de ligacfes duplas e simples ao longo de sua cadeia principal, devido a
presenca de elétrons m que podem se deslocar ao longo da mesma. Tais elétrons
podem ser adicionados ou removidos, sem provocar destruicdo das ligacdes
necessarias da macromolécula [19]. A Tabela 1 apresenta a distribuicao de valores e
condutividade para algumas classes de materiais.

Dissertagdo de Mestrado — Colegiado de Pds-Graduagdo em Ciéncia dos Materiais - UNIVASF
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Tabela 1 - Distribuicao de valores de condutividade para os polimeros conjugados conhecidos [18].

Condutividade o Polimeros Areas de
1 Materiais ) ] .
(S.cm™) conjugados aplicacado
Cobre
10° Ferro 10° Cabo de energia
Condutores 10° Grafite (S.cm™) Aquecimento
10° Bismuto Sensor
10° indio/Antiménio 10°® Blindagem
Semicondut 107 Galio/Arsénio (S.cm™)
emicondutores
10™ Germéanio
10°® Silicio Antiestastico
10-10
10-12
Isolantes 10™
10™
10 Isolantes

A oxidacdo na cadeia polimérica (remocdo de um elétron) cria uma carga
positiva, tal carga é favorecida se o ganho de energia da carga for maior que a
distorcdo na cadeia polimérica provocada pela oxidacdo. O cation formado com um
spin = ¥ é chamado de polaron. Quando houver uma segunda oxidag&do na cadeia
polimérica, existirdo duas possibilidades: (i) formacdo de um pélaron em outro ponto
da cadeia ou, (ii) o elétron pode ser removido do polaron ja existente, formando um
dication chamado bipolaron, sendo que, para que ocorra a formacdo do polaron o
ganho de energia deve exceder repulsdes couldmbicas entre as cargas de mesmo
sinal. Os polarons sao facilmente ionizaveis, sendo assim, para um alto grau de
dopagem, h& formacéo preferencial dos bipolarons, e para baixos graus de dopagem
dos polaron [20-21]. A Fig. 4 apresenta a estrutura geral para o polipirrol; (a) estado

neutro, (b) formacéo polaron e (c) formacéao de bipolaron.
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Figura 4 - Representacdo do segmento estrutural do polipirrol; (a) neutro; (b) formacg&o do polaron e

(c) formacéao do bipolaron [22].

Brédas e Street afirmaram que o band gap do polipirrol no seu estado neutro
é 3,2 eV [23], dado o baixo grau de dopagem. A tendéncia de formacao de polaron é
acentuada com aumento no grau de dopagem, sendo um numero maior de elétrons
removido, 0 que ocasiona a sobreposi¢cdo dos niveis bipolarbnicos com bandas
estreitas dentro do gap, denominadas banda bipolardnicas [24]. A Fig. 5 mostra a

evolucao das bandas de energia com variacdo dos niveis de dopagem.
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Figura 5 - Esquema da evolugéo da estrutura de bandas.

Dissertagdo de Mestrado — Colegiado de Pds-Graduagdo em Ciéncia dos Materiais - UNIVASF



22

1.1.2 Mecanismo de conducéo dos polimeros condutores

Por apresentar ligagdes m em sua estrutura, facilitando os processos de
oxidacdo ou reducdo, podemos afirmar que o fendbmeno de dopagem € o0 que
distingue os polimeros condutores dos demais materiais [19, 25].

As ligagBes conjugadas ao longo das cadeias poliméricas sdo um dos fatores
importantes para conducao elétrica. A Fig. 6 mostra ligacdes duplas e simples

intercaladas.

Figura 6 - LigacBes duplas e simples intercaladas [4]

Para cada ligacdo dupla C = C, had uma ligagcéo ‘sigma’ (¢) que forma uma
ligacdo quimicamente forte e uma ligacdo m que forma uma ligacdo quimicamente
fraca [26]. Por estarem fracamente ligados, os elétrons das ligac6es m podem ser
facilmente removidos ou adicionados, para formar ions. A ligacao simples é formada
apenas por ligacdes o enquanto que ligacdes duplas séo formadas por ligacdes o e
7. A distancia entre os atomos nas ligacdes contribui para que o polimero ndo seja
condutor a partir das conjugacoes, sendo que os atomos de carbonos nas ligacdes o
estdo mais afastados entre si quando comparado com atomos das ligacdes m. Essa
aproximacédo dos atomos nas ligacfes pi impedem o deslocamento dos elétrons na
cadeia polimérica [27].

As ligacbes 1 dao origem aos orbitais moleculares ocupados, T, e vazios, T,
equivalentes as conhecidas bandas de valéncia (BV) e de conducdo (BC) dos
semicondutores inorganicos. Estes orbitais moleculares sdo denominados HOMO
(highest occupied molecular orbital) e LUMO (lowest unoccupied molecular orbital). A
diferenca de energia entre as bandas é uma regido proibida chamada de gap, no
qual sua faixa de energia € descrita por Ey [24-27].

A diferenca de energia entre a banda de conducdo (BC) e a banda de valencia
(BV) serve para identificar as propriedades elétricas do material. Se o material
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possui um banda gap maior que 1,5 eV esse material possui propriedades
intrinsicamente de um material semicondutor [8]. Sendo assim levando em
consideracao a analogia feita entre os orbitais e as bandas BC e BV, pode-se dizer
que a ‘dopagem’ € um processo quando um polimero passa do estado isolante para
estado condutor [21].

A Fig. 7 mostra representacao das ligacoes o e .

Ligacao =

Orbital p. Orbital p.

Plano dos
orbitais sp”

Ligacao =«

Figura 7 - Hibridizac&o sp?, onde se observa que a ligacéo TT é espacialmente estendida [23]

O que explica o alto nivel de condutividade de polimeros conjugados é o nivel
de dopagem dos mesmos. O processo de oxidacdo e reducdo dos polimeros
conjugados, como ja mencionados na secdo anterior, possibilita a incorporacéo de
um contra ion para neutralizar o polimero carregado. Este processo de incorporagcédo
de cargas é denominado dopagem, sendo os ions chamados de dopantes [8, 28]. O
termo dopagem é uma analogia aos semicondutores inorganicos cristalinos. No
entanto, o processo de dopagem de polimeros € diferente dos materiais inorganicos
mas em ambos 0S caso0S, 0S processos ndo alteram a estrutura do material, no
entanto, a diferenca esta na inser¢cdo de impurezas nas estruturas dos materiais.
Nos semicondutores inorganicos, as impurezas sao inseridas nas cadeias, enquanto
gue nos polimeros sado inseridas nas vizinhancas, que tém a funcéo de balancear as
cargas [29].

Para MacDiarmid apud [6], dopantes seriam: “.. uma substancia onde uma
guantidade relativamente pequena da mesma altera drasticamente as propriedades
eletrbnicas, 6pticas, magnéticas e/ou estrutural do polimero, acompanhadas por um
grande aumento na condutividade elétrica”.

Ele descreve dois métodos para dopar um polimero condutor:

Dopagem redox: elétrons sdo removidos ou adicionados pelo processo de

oxidacdo/reducdo do polimero. A dopagem pode ser tanto do tipo p ou tipo n,
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removendo ou adicionando elétrons na cadeia do polimero, proporcionando aumento
na condutividade. Poliacetileno, polipirrol e politiofeno sdo exemplos de polimeros
dopados por este método.

Dopagem &cida / basica: se da pela criacdo de defeitos para aumento da
condutividade. Um exemplo é polianilina, onde a dopagem ocorre pela protonacao
dos grupos iminas, as cargas positivas sdo balanceadas pela incorporacdo de um

contra-ion. Os polifluorenos é outro exemplo de polimero dopado por este processo

[6].

1.2 Aplicagdes do Polipirrol

A literatura tem reportado estudos sobre aplicacao de polimeros condutores em
diversas areas, tais como, sensores eletrénicos [30-31], atuadores mecanicos [32-

33], supercapacitores [34] e células solares [35-36].

1.2.1 Mdsculos Artificiais

O corpo humano produz movimento com o auxilio dos ossos e musculos,
sendo assim, para se locomover ou criar movimentos com um de seus membros é
necessario que ocorra relaxamento e contragdes dos musculos. As contracdes sao
responsaveis pela estabilidade do corpo, gerando movimentos voluntarios e
involuntarios. Os musculos sdo responsaveis por 40% da massa corporal humana
[37].

Um musculo biolégico € composto por um grande ndmero de fibras musculares
sarcomeros que atuam como unidades de construcdo. A producdo de forca e
deslocamento de um musculo ocorre devido ao efeito de agregacao das unidades de
construcdo das proteinas especificas que se agrupam e formam filamentos [38].
Além disso, caracteristicas como tensdo e forca sdo ajustadas para cargas
especificas através das unidades de construcéo celulares [39]. Os musculos podem
se adaptar para satisfazer uma determinada forca especifica e condi¢cdes de
deslocamento [40]. Mdusculos naturais sdo desejaveis para aplicagbes em
biorobdtica, no entanto, possuem caracteristicas complexas para serem

reproduzidas artificialmente. A Fig. 8 apresenta uma mao robotica.
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Figura 8 - méo robdtica [40]

Nos ultimos 20 anos surgiram novos polimeros capazes de responder a
estimulos elétricos com significativa forma ou configuracdo de tamanho, contribuindo
para uma importante area desta classe de materiais [41- 43]. Os assim chamados
polimeros eletroativos (PEA), representam um ramo emergente de materiais
inteligentes, com capacidade Unica de mudar de forma na presenca de um campo
elétrico. Estes polimeros sdo classificados de acordo com suas propriedades
estruturais elétricas, ibnicas e moleculares [42].

Polimeros eletroativos (também chamados de atuadores mecéanicos)
possuem a capacidade de converter energia elétrica em energia mecanica como
resposta a tensdo elétrica aplicada ao material. Por apresentar caracteristicas
semelhantes aos musculos biol6gicos [43], tais atuadores também tém sido
chamados de “musculos artificiais” [44]. Embora o uso de polimeros condutores
como musculos artificiais tenha sido demonstrado pela primeira vez por Baughman
em 1990 [45], os avan¢os no desempenho tém ocorrido de forma significativa nos

ultimos anos.

1.2.1.2 Funcionamento e processos de atuagcao

Os processos de atuagcdo para musculos artificiais podem ocorrer
basicamente em solucdo eletrolitica e no ar [46, 47,49]. O procedimento padrao

usado para testes de atuacédo em solucao eletrolitica € mostrado na Fig. 9. O filme é
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inserido juntamente com um contra eletrodo na solucao eletrolitica, quando, os

mesmos estao interligados a um equipamento gerador de tenséo.

Figura 9 - Esquema de uma célula eletroquimica com configuracédo de elétrodos (WE elétrodo de

trabalho, CE contraeletrodo e RE elétrodo referéncia) para obtencéo de atuador com bicamada [46].

A alteracdo na estrutura dimensional dos musculos artificiais esta diretamente
relacionada ao fluxo de ions da solugdo eletrolitica na matriz polimérica.
Dependendo do sistema polimero/eletrélito, a taxa de variagdo do potencial e a
insercéo de elétrons no eletrodo podem ser acompanhadas pelo aumento do volume
guando cétions sdo inseridos ou pela diminuicdo do volume quando anions séo
removidos [48].

Um polimero condutor neutro com cadeia linear tipico exemplo de, conectado
a um eletrodo imerso em um eletrdlito representa um motor molecular. Esta estrutura
assemelha-se a estrutura de um atuador mecanico com movimentos
unidimensionais. As fortes intera¢des intramoleculares originam-se de uma estrutura
compacta. Quando ocorre oxidacdo, mudancas na distribuicdo da dupla ligacdo e o
armazenamento de cations ao longo da cadeia provocam movimentos de
conformacdo mudando a estrutura, ou seja, ocorre um inchago na matriz polimérica.

O atuador molecular funciona de maneira reversivel acionado por reacfes de
oxidacao/reducdo. Pulsos elétricos, intercambio de ions /solventes entre o polimero
e a solugcdo, resultam em movimentos conformacionais ao longo da cadeia

polimérica, que s&o processos relacionados a atuacdo molecular. As tensbes
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empregadas nesses materiais sdo baixas (1 a 7V), [49]. A Fig 10 mostra a contracéo

e a retracdo provocada pelas reagdes redox.

a)

Figura 10 - Configurag8es da cadeia de polimero. a) Descricdo de um motor ideal molecular
constituido por Unica cadeia de dois microeletrodos (b) estrutura do complexo dopolimero, mostrando

variacdes de volume (inchaco / encolhimento) produzido durante a reducéo / oxidagao [49].

1.2.2 PPy como agente antimicrobiano

Polimeros antimicrobianos sdo conhecidos desde 1965 quando polimeros e
copolimeros foram sintetizados a partir de 2-metacriloxi troponina [50]. Na década
de 1970 varios grupos sintetizados apresentaram estruturas poliméricas com acao
antimicrobianas, tais como acido salicilico e polimeros possuindo grupos amdonicos
[51-52]. Os polimeros antimicrobianos representam uma classe de biocidas que se
tornam cada vez mais importantes, como alternativa aos biocidas ja existentes e até

mesmo alguns antibioticos [53].
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A literatura revela trés tipos gerais de polimeros antimicrobianos: polimeros
biocidas, biocidas poliméricos e polimeros de liberacdo de biocidas, como mostra a
Fig. 11.
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Figura 11 - Os principios gerais de trabalho de polimeros antimicrobianos: (a) polimeros biocidas; (b)
biocidas poliméricos; (c) polimeros de libertagédo de biocidas; (d) conceito de contato de morte através

do efeito espacgador polimérico adaptado [59].

A primeira classe, os polimeros biocidas, consiste de unidades repetidas, isto
€, polimeros sdo apenas biocidas que funcionam de modo semelhante aos
mondmeros. Frequentemente, a polimerizacdo de biocidas ndo produz polimeros
antimicrobianos ativos, porque os polimeros séo insollveis em agua ou as funcdes
biocidas néo atingem o alvo de aplicagao [54].

Nos biocidas poliméricos por outro lado, o principio ativo € incorporado por
toda a macromolécula, ndo exigindo necessariamente unidades de repeticdes
antimicrobianos. Em geral as células microbianas possuem cargas negativas em
sua superficie devido as proteinas nas membranas. Nas bactérias Gram-positivas,
as cargas sao resultantes do &cido teicdico e nas bactérias Gram-negativas
resultantes do fosfolipidio da membrana externa. Sendo assim, polications séo
atraidos e sdo capazes de romper a parede da membrana citoplasmatica,
provocando danos na membrana que resultara na morte celular [55].

O terceiro tipo de polimero antimicrobiano sdo os polimeros que liberam
agentes biocidas, sendo que, os mesmos ndo atuam de forma direta contra os
microrganismos mas apenas como transporte de biocidas, transferindo-as para
células microbianas. Tais polimeros sado geralmente mais ativos nos sistemas
porque podem liberar os biocidas proximos dos locais de maior concentracdo de

microrganismo [56-57].
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O PPy como ja citado anteriormente € um tipo de polimero condutor que tem
recebido bastante atencdo para aplicacdo como eficaz material antibacteriano,
devido a descoberta de novas formas de bactérias associadas com uso frequente de
antibiéticos [58]. Portanto, um dos os aspectos importantes (em relagdo a atividade
antibacteriana de PPy) diz respeito a polimerizacdo oxidava dos polimeros
condutores, sendo que, as cargas positivas sdo formados para cada trés a cinco
mondmeros ao longo da cadeia de polipirrol. Como consequéncia, uma forte
interacdo eletrostética € estabelecida com espécies de cargas opostas, tais como a
parede celular bacteriana [59-60].

As etapas que seguem a aderéncia eletrostatica de PPy em bactérias com
cargas negativas sao: a adsorcdo de PPy na superficie celular; difusdo de
nanoparticulas ao longo da parede celular; ligagdo com nanoparticulas de
membrana citoplasmatica; vazamento de componentes intracelulares e liberacdo de
jons K" e morte de bactérias [59]. A adsor¢éo de polications sobre as superficies
das bactérias carregadas negativamente devera ter uma maior extensdo do que as
moléculas de mondmeros catibnicos, consequéncia da elevada densidade de cargas
transportada pelos polications. A presenca de um grande numero de cargas
negativas sobre a membrana facilitard a ligacdo dos polications para membrana

citoplasmatica, reforcando a ruptura da membrana [60].

1.2.2.1 Métodos para avaliacdo de atividade antimicrobiana

Atualmente os dois métodos de ensaios de susceptibilidade mais utilizados
para avaliacdo de um material com potencial antibacteriano, ou seja, que possuem
capacidades para inibicdo de microrganismos, sao os métodos de difusdo em agar e
diluicdo em caldo [61]. Em algumas situacdes clinicas, a inibicdo ja é suficiente, ja
que o antibibtico atua de formar a evitar a propagacdo a partir de um determinado
foco da infeccéo, impedindo a replicacdo microbiana para novos sitios; agindo sobre
a bacteriana e a cura clinica [62].

O método de difusdo em agar € muito usado pela facilidade de uso, baixo
custo, boa reprodutibilidade e flexibilidade em testes utilizando um grande nuamero
de amostras simultaneamente. Esse método pode ser realizado através das técnicas
difusdo de disco (halos de inibicdo), do poco ou template [63]. Apesar de ser um

meétodo de facil uso requer um cuidado minucioso na preparacao, pois fatores como
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composicdo do meio de cultura, preparacao incorreta do meio de cultura, utilizacéo
errada da atmosfera de CO, para ensaios com uso da atmosfera controlada, leitura
prematura podem influenciar no resultado final [64].

Os discos de difusdo sédo ensaios produzidos pelo método de difusdo em
agar, que possibilita a visualizacdo das zonas de inibicdo adjacentes aos discos
contendo o agente antimicrobiano. O tamanho dos halos de inibicdo microbiana
depende diretamente da solubilidade e difusibilidade da substancia em andlise,
portanto, essa técnica expressa a avaliacdo qualitativa indicando se material é
resistente ou ndo aos microrganismos [65].

O método de diluicdo em caldo embora néo seja tdo simples como o método
de difuséo, apresenta a vantagem de permitir a avaliacdo da eficiéncia de um agente
antibacteriano de forma quantitativa. Com esse teste é possivel determinar
concentracdo bactericida minima (CBM), que € a menor contracdo do antimicrobiano
gue mata 99,9% do inoculo bacteriano [66]. O método apresenta uma desvantagem
para substancias que sao insollveis aos meios de cultura, pois 0 mesmo nao entra
em contato com a suspensdao do inoculo [65].

A curva de morte € uma metodologia desenvolvida aplicado na quantificacdo
dos efeitos das combinacBes de antimicrobianos, que podem ser usados em
tratamentos de infeccbes bacterianas intensiva, onde, a monoterapia nao €
vulneravel a todos os patégenos envolvidos no tratamento, podendo ocorrer o
surgimento de resisténcia por parte dos microrganismo [67-68].

A curva morte € também usado para avaliar a relacdo entre tempo e
concentragdo em que um agente antimicrobiano eliminar um microrganismo. O teste
comprova acdo da substancia que esta sendo testada como agente bactericida,
analisando o tempo e a concentracdo, além disso, ajuda explicar as falhas de
tratamentos em situacdes clinicas em que atividade bactericida pode ser crucial para

evolugao do doente [69].

1.3 Principais sinteses usadas na polimerizag&o do polipirrol

As técnicas de sintese mais utilizadas para preparacdo do polipirrol é a
eletroquimica, quimica e interfacial. As condicbes em que um dado material sera
sintetizado influenciam significativamente na sua estrutura molecular, determinando

caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas.
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1.3.1 Sintese Quimica

A polimerizacdo quimica é realizada através da oxidacdo do mondémero por
um agente oxidante, com o cloreto férrico sendo o agente oxidante mais utilizado
nesse tipo de sintese. O rendimento e a condutividade sédo afetados por alguns
fatores entre quais podemos destacar: (i) solvente e oxidante (ii) proporgéo inicial de
mondmero (iii) tempo (iv) temperatura [70]. O rendimento da sintese tende a ser alto
quando proporcao de % entre oxidante/monémero sdo usadas assicuado a, tempo
curto de ionizacdo e a temperaturas baixas (0 a 5°C), contribuindo para uma maior
condutividade [71].

Esse método possibilita a preparacdo de particulas de PPy com diferentes
tamanhos entre escalas nanométricas e micrométricas, no entanto, uma das
desvantagens dessa técnica € o baixo rendimento do material em superficies sendo
um obsticulos na producdo de sensores [72]. A Fig. 13 mostra o mecanismo de

sintese do PPy.
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Figura 12 - Sintese quimica do polipirrol [15].

1.3.2 Sintese Eletroquimica
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A técnica de eletropolimerizacédo para sintese de polipirrol € a preferida para
fins de pesquisa, devido a sua simplicidade, proporcionando o controle da espessura
do material, geometria e localizacdo, controle do dopante durante a sintese, grande
variedades de ions disponiveis usados no eletrdlito e a formacgéo de bons filmes [73].

A polimerizacdo eletroquimica ocorre quando o pirrol € dissolvido em
solventes que possuem a presenca de eletrélitos, a partir de corrente anddica é

aplicado ao monbémero através do solvente e eletrdlitos. Os contraions mais

presentes nos eletrélitos séo, CIO,, BF,, PF,, CI,Br, SO, entre outros [35]. O

produto da reacdo € um filme eletroativo ligado a superficie do eletrodo [73].

1.4 Objetivo Geral

Sintetizar o polipirrol pelo método de polimeriza¢do quimica para aplicacdo como

musculos artificias e agente antimicrobiano.

1.4.1 Objetivos Especificos

Sintetizar filmes de polipirrol variando as concentragdes de monémero e oxidante.

Estudar o comportamento de atuacdo dos filmes frente a frequéncia e tenséo

elétrica.

Avaliar a atividade antibacteriana do polipirrol sintetizado via convencional, pelas
técnicas microbioldgicas de tempo de morte, CBM e Halos de inibicdo para cepas de
Escherichia coli, Klebisiella pnemonae, Staphylococus aureus e isolados humanos
de Staphylococus aureus.
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Capitulo Il — Materiais e Métodos

2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram o pirrol adquirido junto a Sigma
Aldrich (destilado antes do uso), cloreto de potassio obtido na Dinamica Quimica
Contemporanea Ltda, cloreto férrico hexahidratado obtido pela Vetec, cloroférmio

obtido junto a Synth e o persulfato de amoénio obtido junto a Synth.

2.2 Sinteses dos nanocompdsitos
2.2.1 Sintese dos Filmes de PPy

Os filmes de PPy foram produzidos pelo processo de polimerizacao interfacial
de acordo com metodologia proposta por Rosenberg et al [57]. O método consiste
na dispersdo de oxidante e monémero em fase de agua e Oleo respectivamente.
Reac0Oes redox ocorrem na interface das duas solu¢des imisciveis, onde as espécies
reduzidas e oxidadas voltam a fase inicial [60], sendo o produto formado na interface
das solucdes.

Os filmes foram sintetizados em um sistema constituido por dois liquidos.
Para a fase aquosa, 300 mg de cloreto férrico Il (agente oxidante) foram dissolvidas
em 15 mL de agua mili-Q. Na fase organica, 800 uL de Py foram adicionados em 15
mL de cloroféormio. A fase aquosa foi gotejada lentamente sobre a fase organica
formando-se um sistema bifasico.

O sistema foi fechado e deixado em repouso por um periodo de 24 horas.
Posteriormente, o filme produzido na interface foi retirado cuidadosamente com
auxilio de uma lamina. O filme foi lavado e submetido a secagem na estuda por 24

horas. A Fig.14 mostra o esquema da polimerizacao interfacial.
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Figura 13 - Esquema do procedimento experimental para sintese do filme de PPy via polimerizacéo

interfacial.

Os filmes foram sintetizados levando em consideracéo trés parametros, com
as concentracdes mostradas na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros usados para a sintese do polipirrol.

Parametro [FeCls] [Py]
A 0,2 M 0,4 M

B 0,1 M 0,8 M

AB 0,2M 0,8 M

A Tabela 2 apresenta as concentracdes de oxidante e monémero usadas

neste trabalho. A variagdo da concentragcdo de oxidante e mondmero afetam
algumas variaveis tais como: morfologia, velocidade de sintese,

taxa de
crescimento, condutividade elétrica e resisténcia mecéanica.

A morfologia de PPy influencia fortemente suas propriedades elétricas e até
mesmo em suas aplicacdes. Portanto, pode ser visto que existem relacdes entre a
morfologia e as propriedades elétricas do PPy. Bhattacharya et al [74] mostram que
a variacdo de 0,01 a 0,2 M da concentracdo do oxidante (cloreto férrico) contribuem
para o crescimento globular na estrutura do polipirrol. No entanto, com o aumento da
concentragdo do monémero ha um aumento na uniformidade da matriz polimérica e

uma diminuicdo da rugosidade. A concentracdo de mondmeros representa o
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parametro mais importante para a morfologia da nanoestrutura, no entanto, para
concentracfes que variam entre 0,01 a 0,08 M, o polipirrol ndo apresentara, por
exemplo, estrutura de nanotubo [75].

Além disso, na polimerizacdo do PPy ha uma série de fatores que influenciam
as suas morfologias e propriedades elétricas, tais como o tipo de solvente [76]

O PPy preparado em quantidades diferentes de FeCl; mostra uma tendéncia
no aumento da propriedade elétrica e, em seguida, um decréscimo com a
concentracdo de FeCl; variando entre 0,025 a 0,40 M. Além disso, com relagédo ao
tipo de oxidante, o polipirrol apresenta maior condutividade quando oxidado com
cloreto férrico em vez de persulfato de amonio (APS) [77]. O cloreto férrico foi usado
para produzir filmes autossustentaveis.

Os principais efeitos da concentracdo de oxidante sobre a condutividade do
PPy séo nivel de dopagem e efeito da conjugacédo da molécula. Quando sintetizado
em proporcdes diferentes de oxidante/mondmero (cloreto férrico e pirrol) o polimero
apresenta um aumento de condutividade elétrica, devido ao aumento do efeito de
dopagem e o enfraquecimento na conjugacdo da molécula, aumentando o defeito
dos grupos, ou seja, cargas nas laterais da estrutura polimérica [78].

A temperatura na qual a sintese esta sendo realizada também afeta as
propriedades do polipirrol. A condutividade elétrica de filmes PPY muda com o
aumento da temperatura de polimerizagdo. Em baixas temperaturas de
polimerizacdo (5 °C) os filmes de PPy exibem condutividade elétrica de
aproximadamente 70 S/cm. Yee et al [79] reportou que o aumento da temperatura
de polimerizacdo entre 15 °C a 25 °C promove uma variacdo na condutividade
elétrica dos filmes de 67 S/cm para 61 S/cm. Com o aumento da temperatura de 40
°C para 60 °C, a condutividade elétrica dos filmes diminuiu de 8,0 S/cm para 1,0
S/cm. Esta diminuicdo da condutividade elétrica pode ser devido ao fato de que sob
temperaturas mais baixas, as peliculas dos polimeros tém maior nivel de dopagem,
menos defeitos estruturais e comprimentos mais longos de conjugacao. Isto sugere
gue o0s materiais sintetizados a temperaturas mais baixas serdo melhores
condutores de eletricidade [80].

O tempo de polimerizagdo também afeta o tamanho das particulas. Tempos
de polimerizacédo de 4, 24 e 96 horas apresentam tamanho médio das particulas de

PPy, de cerca 150, 200 e 500 nm, respectivamente. O crescimento das particulas de
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PPY com o aumento do tempo de polimerizacdo pode resultar em um aumento do

tamanho médio dos dominios cristalinos [81].

2.2.2 Sintese do PPy convencional

A polimerizacdo do mondmero de pirrol foi realizada por oxidagédo quimica. O
pirrol (0,2 M) foi gotejado em uma solugdo 0,6 M de persulfato de aménio, sob
agitacdo constante com barra magnética a 8 °C durante 1 h. Os precipitados em
forma de po foram filtrados sob vacuo e lavados com quantidade abundante de agua
destilada. Posteriormente o PPy foi levado a estufa por 6 horas a 60 °C. Para
preparacao de PPy convencional utilizou-se persulfato de amdnio como oxidante. A

Fig. 15 mostra as etapas da sintese do PPy convencional.

Figura 14 - Sintese do PPy convencional a) solu¢do de de APS, b) Solugcédo de APS com pirrol & baixa

temperatura e c) filtragem e lavagem do PPy.

2.3 Ensaios de atividade antimicrobiana

Os trés ensaios descritos nos tépicos abaixo foram realizados para seguintes
bactérias: Klebisiella pneumoniae (ATCC XLD), Escherichia coli (ATCC 25992),
Staphylococus aureus (ATCC 25923) e isolados de Staphylococus aureus humanos
8AECM, 9606, 11D5 e 8689.
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2.3.1 Ensaio de disco (halos de inibi¢c&o)

Com o interesse em conhecer o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos,
submeteu-se as bactérias mencionadas do topico anterior a técnica de disco difusédo
[62].

Apés a turvacdo das bactérias em solucdo 0,2 M de NaCl em 0,85% da
escala MacFarland, o inéculo com concentracdo 1,0 x 108 UFC/mL, foi semeado em
agar Muller Hinton com auxilio de swab estéril. Sobre as placas inoculadas foram
depositados discos de PPy convencional. O material foi incubado por 24h, em
seguida, procedeu-se a leitura dos halos de inibigo.

Na preparacao dos discos pesou-se 50 mg de PPy convencional. Com auxilio
de uma prensa aplicou-se uma pressao de 20 kN sobre o material por 3 minutos

para producao dos discos.

2.3.2 Determinacéo da concentracao bactericida minima (CBM)

A avaliacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) do material realizada
pelo método descrito por Tashiro et al [61], consiste na realizacdo de sucessivas
microdiluicbes em caldo. Primeiramente 200 yuL do caldo Mueller Hinton (caldo MH)
foram distribuidos em cada poco das microplacas. Para a preparacdo da solucéo
com o material polimérico, dissolveu-se 8 mg PPy em 1 mL de Tween 80 e 3 mL de
adgua destilada. Em seguida, uma aliquota de 200 pL da solucdo polimérica foi
transferida para o primeiro poco e, apés a homogeneizacao, foi transferida para os
demais pocos sucessivamente. Apés as diluicbes obteve-se as concentracdes finais
de: 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64 e 1:128 mg/mL.

Na preparacdo do in6culo, 5 mL de uma solucédo 0,2 M de NacCl foi utilizadas
para obtencdo de uma suspensao bacteriana com turvacao equivalente a escala 0,5
MacFarland. Desta suspenséo, 100 pL foram transferidos para um tubo contendo 9,9
mL de caldo MH. Em seguida, 10 pyL da solucdo MH caldo foram transferida para
cada poco contendo as diluicbes do material polimérico. As microplacas foram
incubadas a 28°C durante 24 horas. Posteriormente, com o auxilio de um replicador
multicanal, o contetddo de cada poc¢o da microplaca foi inoculado em uma placa de

petri contendo caldo MH, como mostra a Fig. 16.
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Figura 15 - Microplaca contendo substancia teste + MH + bactéria; b) replicador multicanal e c)

Inoculagéo do contetdo de cada poco na placa petri.

A placa foi incubada por 24 horas a 28°C, para determinacdo da CBM. Para
garantir que o meio ndo estava contaminado, utilizou-se quatro pocos contendo
apenas caldo MH, denominado controle negativo. Para garantir que a bactéria
estava presente, utilizou-se quatro po¢os contendo apenas caldo MH e o indculo,
denominado controle positivo. Os ensaios foram realizados em triplicata, A Fig 17

esquematiza os testes em microplacas.

.' Controle negativo

O Controle positivo

O Ssubstancia teste + MH + bactéria

000000 -
0000000 -
0000000 ~
0000000 -

O
O

Figura 16 - Esquema da diluicdo empregada no teste de microplacas para avaliacdo da atividade

antibacteriana.

2.3.4 Ensaios do Tempo de Morte

O ensaio do tempo de morte in vitro foi feito de acordo com a metodologia
descrita na norma M26-A do National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS,1999). Para a realizacdo dos experimentos, a concentracdo bacteriana foi
padronizada com base na escala 0,5 MacFarland (1,0x10® UFC/mL) que se refere a
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uma concentracdo bacteriana de 1,0 x 10® UFC/mL. Uma alcada da amostra
bacteriana foi colocada em 30 mL de solucdo salina e agitou-se até atingir a
turvacdo do tubo 0,5 da escala MacFarland com concentracdo de 1,0 x 10® UFC/mL.
Ap6s a turvacdo, a solucdo foi diluida até uma concentracéo de 1,0 x 10° UFC/mL.
Em seguida, 2 mL da solucdo com concentracéo 1,0 x 10° UFC/mL foi diluida em
200 pyL de TSB. Posteriormente, 1 mL da solugdo contendo TSB foi adicionada em
um tubo de ensaio autoclavado.

A concentracdo do material foi baseada a partir da CBM determinada nos
testes de microdiluicdo. A concentracdo do material usada nesse ensaio foi
multiplicada 10 vezes superior ao valor usando no ensaio CBM. Portanto, para cada
bactéria foram testadas trés concentracdes do material, sendo 10, 20 e 40 mg de
PPy convencional adicionadas em 3 tubos de ensaio contendo 1 mL da solugédo TSB

O plagueamento ocorreu nos tempos de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas para
cada bactéria, em duplicata. Para cada tempo retirou-se 100 pL da solucao contendo
TSB/amostra e adicionou-se em placa de petri. Em seguida, acrescentou-se 20 mL
de PCA. As placas foram incubadas em estufa por 24 horas a 37 °C e, apés a
incubacdo, as colénias foram contadas manualmente, dividindo-se a placa em

quatro quadrantes sendo o niumero de coldnia por quadrante multiplicada por quatro.

2.4 Téecnicas de Caracterizacao

2.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscépio eletrdnico de Varredura (MEV) é um dos equipamentos
disponiveis mais versateis para observacdo e andlise das caracteristicas
microestruturais de um material solido, fornecendo informacdes topograficas
(caracteristicas da superficie do material), morfoldgicas (forma e tamanho das
particulas que consistem no material) e composicdo (quantidade e elementos
presentes no material). O principio de funcionamento consiste em aplicar uma alta
tensdo, geralmente na faixa entre 1 a 50 kV, que acelera o feixe de elétrons sobre a
superficie da amostra explorando-a ponto a ponto. A medida que os elétrons
penetram na superficie da amostra ocorrem um serie de interacdes, resultando na

emissao de elétrons ou fétons que sdo detectados e transmitidos do detector para
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uma tela catédica que possui uma varredura completamente sincronizada com o
feixe incidente [82 - 83].

Os principais sistemas presentes no MEV consistem em: sistema de vacuo,
necessario para evitar a dispersdo ou colisdo dos elétrons com outras moléculas
sistema de geracdo do feixe de elétrons, posicionado no topo da coluna do

microscopio, sistema de manipulacdo do feixe de elétrons [75, 84], como mostra a

Fig. 18.

Feixe de
elétrons

Fonte de elétrons

Bobina de
Varredura Il

b (ﬁ bt
Detector \;&« NS

espalhamento 1||Q‘
de elétron

W Detector de
elétrons
secundario

Suporte Amostra

Figura 17 - Esquema de um microscopio eletrénico de varredura [82]

O Microscopio Eletronico de Varredura, modelo Vega 3XMU, do laboratério de
microscopia do Instituto de Pesquisa em Ciéncia dos Materiais - IPCM UNIVASF,

utilizado na caracterizagdo das amostras deste trabalho € mostrado na Fig. 19.
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pr—

Figura 18 - Microscopio Eletrdnico de Varredura, Vega 3XMU.

Para obter uma maior interagdo da amostra com o feixe eletrdénico, visando
melhorar o nivel de emissdo de elétrons para constru¢cdo da imagem, algumas
amostras passam por processos fisicos como evaporagéo ou recobrimento com ions
metalicos. Os ions metéalicos mais usados no recobrimento por deposi¢cdo sdo ouro
(Au), liga de ouro-paladio (Au-Pd) ou platina (Pt) [85]. Nesse trabalho, as amostras
foram recobertas por uma camada de ouro. Durante o procedimento as amostras

permaneceram em uma metalizadora por 120 s .

2.4.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier —
FTIR

Uma das grandes vantagens da espectroscopia no infravermelho é o estudo
da amostra em qualquer estado fisico. A técnica baseia-se na absorcdo de
diferentes frequéncias decorrentes das vibracées de atomos e moléculas presentes
na amostra [84].

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier foi
desenvolvida a fim de sanar as limitagcdes encontradas com o0s instrumentos
dispersivos, criados antes do surgimento do FTIR. O principal problema dos antigos
instrumentos dispersivos era o lento processo de digitalizacdo das amostras [86].

O FTIR possui um dispositivo 6ptico chamado interferdmetro, capaz de

produzir um unico tipo de sinal com todas as frequéncias emitidas da radiacao
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infravermelha incidida na amostra. O processo de digitalizacdo ocorrem na ordem de
um segundo ou mais [87].

Os espectros para estudo dos grupos funcionais presentes nas amostras de
flmes de PPy e do PPy convencional foram obtidos por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier. A Fig. 20 mostra o espectrofotdmetro
modelo IR PRESTIGE-21, com varredura de 400 a 4500 cm™, da marca Shimadzu
do laboratério de Espectroscopia de Impedancia e Materiais Organicos (LEIMO) -

UNIVASF, utilizado na caracterizacdo das amostras deste trabalho.

Figura 19 - Espectrometro de Infravermelho por Transformada de Fourier Shimadzu.

Na preparacdo das amostras, inicialmente reduziu-se com auxilio de gral e
pistilo (de quartzo) 100 mg de KBr puro para forma de p6. Em seguida foi inserido
em um molde (patilhador) para prensagem e formacao de pastilhas.

O espectro da pastilha de KBr puro serviu como referéncia. Em seguida as
amostras foram misturadas com 100 mg de KBr e prensadas, a fim de obter as
pastilhas que foram analisadas na regido ente 4000 a 500 cm™. As pastilhas foram
prensadas com uma forga de 40 kN.

2.4.3 Teste de atuacéao

A fim de avaliar as caracteristicas de atuacao dos filmes de PPy produzidos

pelo método de polimerizag&o interfacial sob os parametros mencionados na se¢ao

2.2.1, montou-se um sistema eletroquimico. Para cada ensaio o filme foi imerso em
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uma solucdo eletrolitica de cloreto de potassio com concentracdo 2,0 mol.L™
interligado a um gerador de sinais da Stanford Wave Generator modelo DS345. Uma
placa de aco foi usada como contra-eletrodo para completar o circuito eletroquimico.
A Fig 21 mostra o esquema do circuito eletroquimico usado no experimento.

Figura 20 - Montagem experimental do sistema de atuagéo
Para estudar o comportamento de atuacédo dos filmes quanto & sua deflexao
foram aplicadas tensdes de 1 a 10 V com frequéncias elétricas que variavam de 0,1
a 2,0 Hz. Os ensaios com o dispositivo em movimento foram gravados (com auxilio
de uma camera digital) para captacdo dos angulos de deslocamento, Fig 22. Em
seguida, com auxilio dos softwares Windows Movie Maker e Windows Midia Play os
videos digitais foram convertidos em imagens JPEG.

Figura 21 - Filme de PPy submerso em uma solucdo de KCI 2 M.
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Capitulo lll Resultados e discussoes

3. MdUsculos artificiais

3.1 Sintese

Os filmes de PPy foram preparados pelo método de polimerizacéo interfacial,
em um sistema liquido-liquido contendo agua (solucédo de FeCl3) e cloroférmio. A
polimerizacdo ocorreu na interface entre as duas fases liquidas, sendo que, na parte
superior correspondeu a fase aquosa (dgua) contendo cloreto férrico e, na parte
inferior a fase organica contendo o monémero de pirrol. O monémero de pirrol e o
oxidante sofrem polimerizacdo na interface das fases liquida e gasosa produzindo
uma pelicula fina, no entanto, com o progresso da polimerizacao a pelicula torna-se
mais espessa e escura.

A taxa de polimerizacao interfacial € controlada por difusdo, e as taxas de
difusdo dos reagentes para a interface a uma dada temperatura sdo normalmente
determinadas pelas concentragfes de reagentes. As principais condi¢des reacionais
gue afetam o processo de fabricacdo e as propriedades dos filmes de PPy sédo
concentracdo do mondémero (pirrol), concentracao do oxidante (FeCl3) e o tempo de
polimerizacdo. Neste trabalho realizamos a producéo dos filmes de PPy em trés
parametros denominado de A, B e AB. No parametro A, uso-se 400 pL de Pirrol e
500 mg de cloreto férrico, no parametro B usou-se 300 mg de cloreto férrico e 800
uL de pirrol enquanto que para o parametro AB usou-se 800 pL de pirrol e 500 mg

de cloreto férrico. A Fig. 23 mostra o processo de polimerizagédo interfacial.
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Figura 22 — Polimerizag&o interfacial, a) fase organica e fase aquosa em Oh, b) formac&o do filme na

interface apds 24 h.

ApOs 24 horas de reacao, os filmes foram produzidos na interface da solucdo
de cloreto férrico e cloroformio. Em seguida, os mesmos foram retirados e

recortados para a, como mostrado na Fig. 24.

a) l| b)

Figura 23 - Filme de PPy produzido na interface do sistema liquido-liquido, b) Recorte do filme usado
nos testes de atuacao.

A morfologia dos filmes de polipirrol pode apresentar diferentes estruturas,

dependendo do método de sintese utilizado. O tipo de sintese influencia na
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uniformidade, tamanho dos poros e area superficial [88 - 89]. A imagem da Fig. 25,
mostram as micrografias dos filmes de PPy, obtidas por MEV, preparados nas trés

condi¢des experimentais de polimerizagao interfacial.

¥

e
SEMHV:50KV | WD:17.08 mm l | VEGA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV ’ WD: 16.83 mm | VEGA3 TESCAN|

View field: 13.8pym | Det: SE 2um | View field: 13.8 pm | Det: SE 2um
Performance in nanospace

SEM MAG: 10.0 kx | Date(m/dly): 12111/15 | SEM MAG:10.0 kx | Date(midly): 12111115 Performance in nanospace

SEMHV:50kV | WD:16.68 mm I | VEGA3 TESCAI

View field: 46.1 pm \ Det: SE ‘ 10 pm

SEM MAG: 3.00 kx jDatE(mldly): 08/25115 | Performance in nanospace

Figura 24 - Micrografias obtidas por MEV : a) PPy sintetizado pelo pardmetro A, b) PPy sintetizado

pelo parédmetro B e c) PPy sintetizado pelo parametro AB.

E possivel verificar que as amostras dos filmes de PPy sintetizadas
apresentam superficies rugosas com esferas irregulares, caracteristicas essas,

tipicas de filmes produzidos pelo método de polimerizacdo interfacial. Quando se
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compara as imagens (Fig.24a e 24b com Fig.24c), pode-se observar a presenca de

estruturas fibrosas consequente do aumento da concentracdo do oxidante [90-91].

3.3 Aplicacéao dos filmes de PPy como atuadores mecanicos

As respostas dos atuadores mecanicos foram analisadas a partir da excitacéo
elétrica aplicada nas amostras imersas em uma solucédo eletrolitica de KCI (2,0 M),
em um intervalo de frequéncia de 0.1 a 0.7 Hz, como mostra a imagem da Fig 26.

As principais condi¢des reacionais que afetam o processo de fabricacdo e as
propriedades dos filmes incluem a concentracdo de monémero (Py), concentragao
do oxidante e o tempo de reacdo [89]. A espessura dos filmes depende da
concentracdo do oxidante, quanto maior a concentracdo do oxidante na reacao
maior sera a espessura do filme [92]. Além disso, a concentracdo do oxidante
contribui para o aumento na taxa de polimerizacao [93]. Concentracdes superiores a
0,2 M do mondmero durante a reacgéo resulta na producao de filmes com estruturas

rugosas e baixa condutividade [89].
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Figura 25 - Atuacédo do filme de PPy (parametro A) submetido a uma tenséo elétrica de 10 V com
variagdo de frequéncia de a)) 0,1 Hz, b) 0.2 Hz, c) 0.3 Hz, d) 0.4 Hz, €) 0.5 Hz, f) 0.6 Hz, g) 0.7 Hz. e
h) dependéncia dos angulos de deflexdo com a frequéncia do sinal elétrico.
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Os ensaios com filmes de PPy (parametro A) apresentaram deformacdes
guando estimulados por uma fonte de corrente alternada, proporcionando assim, um
deslocamento periédico do material. As deformacBes sdo decorrentes das trocas
idnicas entre solugcdo e material, confirmando os processos de oxidacdo e reducdo
gue contribuem para a deflexdo do material.

A partir das imagens (Fig. 26) observa-se que o filme de PPy apresentou
amplitudes de deslocamento quando submetido a todas as frequéncias elétricas
avaliadas, a qual variou entre 0.1 a 0.7 Hz sob uma tenséo elétrica de 10 V, aplicado
entre o filme e o contra-eletrodo (imersos na solucéo eletrolitica), fazendo com que o
material se torne carregado de forma negativa ou positiva. A Tabela 3 apresenta os
valores da tenséo e frequéncia elétrica e os respectivos angulos de deflexdo obtidos
para cada medida.

Tabela 3 - Angulos de deflexdo dos filmes sintetizados pelo parametro A

Tensé&o Frequéncia Angulos deflex&o
Parametro
(V) Elétrica (Hz) (Graus)
0.1 3.85
0.2 5.13
0.3 3.24
10V 0.4 1.62 A
0.5 1.62
0.6 2.43
0.7 2.33

No entanto, pode-se analisar que o0 maior deslocamento parao filme
sintetizado (parametro A) ocorreu quando o polimero foi submetido a 0.2 Hz sob
uma tensdo de 10 V, apresentando um angulo de deflexdo de 5.13° Tal
deslocamento € decorrente da interacdo eletroquimica com ions em solucédo
eletrolitica, sob reacdes redox [86]

A Fig. 26 mostra o resultado para os ensaios de atuacao dos filmes de PPy
sintetizados sob o parametro AB. Pode-se observar visualmente nas imagens (Fig.
27 (a, b, c, d, e, e f) que a deflexdo do filme varia com o inverso da frequéncia
elétrica.
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Figura 26 - Atuacdo do filme de PPy (pardmetro AB) submetido a uma tensao elétrica de 10 V com
variacdo de frequéncia de a) 0,1 Hz, b) 0.2 Hz, ¢) 0.4 Hz, d) 0.5 Hz, ) 0.6 Hz e f) 0.7 Hz

Tabela 4 - Angulos de deflex&o dos filmes sintetizados pelo parametro AB

Tenséo Frequéncia Angulos deflexdo
Parametro
(v) Elétrica (Hz) (Graus)
0.1 6.23
0.2 4.44
0.3 3.55
10V 0.4 3.62 AB
0.5 3.29
0.6 2.43
0.7 2.33
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A Tabela 4 mostra os valores de deflexdo para os filmes sintetizados usando
o0 parametro AB. Sendo assim, o filme alcancou maior angulo de deflexdo quando
submetido a uma frequéncia de 0.1 Hz.

Pode-se observar na (Fig. 28) que ocorre um decaimento nos angulos de

deflexdo com aumento da frequéncia.
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Figura 27 — Angulos de deflexdo x Frequéncia do campo elétrico para PPy sintetizado utilizando

parametro AB.

A Tabela 5 apresenta os angulos de deflexdo para os testes com filme
produzido a partir das concentracdes indicadas pelo parametro B, onde se usou 300
mg de cloreto férrico e 800 uL de pirrol.

Os angulos de deflexdo para o filme sintetizado pelo (par&dmetro B), quando
submetido a uma série de frequéncias elétricas, apresentou melhores resultados de
deflexdo quando comparados aos filmes produzidos pelos parametros A e AB.
Observa-se que o filme exibiu uma amplitude de deslocamento de 14,72° indicando
gue a menor concentracdo do oxidante combinada com a maior concentracdo do
mondmero pode resultar em filmes com uma estrutura mais favoravel para atuacao

como musculo artificial.
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Tabela 5 - Angulos de deflexdo dos filmes sintetizados pelo parametro B

Ny Frequéncia Angulos deflexdo ParAmetro
Elétrica (Hz) (Graus)
0.1 13,25
0.2 9,03
0.3 10,42
10V 0.4 11,85 B
0.5 14,72
0.6 13,27
0.7 6,32

A Tabela 5 apresenta os resultados de deflexdo do filme preparado pelo
parametro B (0,07 M de FeCl; e 0,8 M de pirrol). Pode-se observar que a frequéncia
elétrica influencia no aumento dos angulos de deflexdo entre 0,3 a 0,5 Hz.. Com o
aumento na frequéncia do campo elétrico, os processos dependentes do tempo sdo

ativados em periodos mais curtos John et al [94].
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Figura 28 - Atuacgéao do filme de PPy (parametro B) submetido a uma tenséo elétrica de 10 V com
variacéo de frequéncia de a) 0,1 Hz, b) 0.2 Hz, c) 0.4 Hz, d) 0.5 Hz, ) 0.6 Hz e f) 0.7 Hz.

Dissertagdo de Mestrado — Colegiado de Pés-Graduagdo em Ciéncia dos Materiais - UNIVASF



54

3.4 Polipirrol como agente bactericida

Alguns produtos antimicrobianos comuns nos dias atuais a base de triclosan
(2,4,4 — tricloro -2-hidroxidifenileter um composto fendlico) e prata sofrem deficiéncia
pela curta duracdo ativa e pelos altos custos. Além disso, por possuirem baixos
pesos moleculares, causam danos ao meio ambiente e aos usuarios desses
produtos. Polimeros antimicrobianos tém sido cada vez mais uma alternativa viavel
para aplicagdes bactericidas, pois o elevado peso molecular contribui para superar
tais problemas, além disso, sdo considerados um meio interessante para muitas
aplicacdes, em particular na industria téxtil, por apresentar vantagens como baixa
irritacdo, baixa toxicidade, biocompatibilidade, longo tempo de resisténcia aos
microrganismos e atividade bioldgica [60].

Neste estudo, a atividade antimicrobiana do PPy convencional foi avaliada
frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas através do teste de
microdiluicdo (CBM). Para completar o estudo foram aplicados os ensaios de disco

de halos de inibi¢céo e de tempo de morte.

3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O polipirrol via sintese quimica recebeu o nome de “convencional” por ser
sintetizado por um dos métodos mais comuns. Nesta sintese, as cadeias de
polipirrol foram sintetizados usando o persulfato de aménio como agente oxidante. O
produto final da reacdo resultou em p6 um preto. A morfologia do polipirrol
convencional pode ser observada na micrografia da Fig. 30, apresentando esferas
irregulares com superficies rugosas. O uso do APS como oxidante contribuiu para

produzir uma estrutura volumosa.
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Figura 29 - MEV do Polipirrol convencional.

3.6 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A partir da analise de espectroscopia na regidao do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) foi possivel identificar os picos caracteristicos do
PPy convencional.
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Figura 30 - FTIR do PPy convencional.

O espectro de FTIR (Fig. 31) revela que a assinatura caracteristica do
polipirrol pode ser visualizada a partir dos picos localizados em 1545, 1459, 1045,
960 e 927 cm™, que correspondem respectivamente, as ligacdes de estiramento do
anel do pirrol em C=C, as vibracdes de alongamento em C-N, das deformacdes de
vibracdo em C-H é as ligacbes de C-C para fora do plano da deformacdo de
vibracdo do anel de pirrol. Esses picos também confirmam o grau de polimerizacéo

do PPy convencional [95-100].
3.7 Ensaios de disco difusao

O método de difusdo em agar foi explorado a fim de identificar atividade
antimicrobiana do polipirrol sintetizado via polimerizacao interfacial. As imagens da
Fig. 31 apresentam os halos de inibicdo, com as areas claras ao redor das amostras
correspondentes aos locais onde ndo houve o crescimento de bactérias. As zonas

de inibicdo sao atribuidas a atividade antibacteriana do material.
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Figura 31 - Imagens dos halos de inibicdo para a) E.coli, b) K. pneumoniae, c) S. aureus (25923), d)
S. aureus isolado (9606), e) S. aureus isolado (8689), f) S. aureus isolado (11D5) e S. aureus isolado
(BAECM).

Quando comparados os trés tipos de bactérias, podemos ver que a atividade
bactericida do PPy convencional, em termos das zonas de inibicdo de formacéo,
seguem as seguintes ordens: Isolados S. Aureus (humanos) > E. coli > S. Aureus >
K. pneumoniae. A inibicdo indica que o material possue grande potencial como
agente bactericida para os trés tipos de bactérias. No entanto, para os isolados
humanos de S. aureus (bactérias Gram-positivas) o material apresenta o maior
potencial bactericida, sendo que, quando em contato com essas bactérias exibiu
didametros de inibicdo superiores aos da E. coli e K. Pneumoniae (bactérias Gram-
negativas). Os tamanhos significativos dos halos comprovam que a interagdo do

polimero e microrganismos resultou na morte das bactérias.
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O meétodo de difusdo em &gar se limita em fornecer apenas dados
qualitativos, desse modo, as bactérias também foram submetidas a testes de

diluicdo que fornecem dados quantitativos.

3.8 Concentracdo Bacteriana Minima (CBM)

O método de microdiluicdo em caldo, uma técnica de diluicdo, faz uso de
volumes entre 1 e 100 pL, possibilitando a visualizacdo da atividade inibitéria.
Utilizando o paréametro de concentracdo bactericida minima (CBM), que é a
concentracdo minima do agente que mata até 99,9% [66] do namero original de
bactérias. Esse parametro além de refletir a capacidade do polipirrol em inibir o
crescimento também demonstra o efeito na morte bacteriana [101]. A Tabela 4
apresenta os dados da CBM.

Das sete cepas bacterianas que foram submetidas aos testes de CBM, todas
exibiram uma CBM de 1,0 mg/mL, indicando que os dois grupos de bactérias, Gram-
positivas e Gram-negativas, apresentaram a mesma sensibilidade quando
submetidos a esse teste. A Fig. 33 mostra os resultados da CBM em microplacas,
onde pbde-se observar que ndo houve um crescimento de bactérias no poco
corresponde a concentracdo de 1,0 mg/mL. Portanto, os resultados mostraram que
material pode ser utilizado para tratamento de infeccdes causadas por bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas, em particular, das espécies estudas.
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Figura 32 — Recorte das microplacas com resultado da CBM

3.9 Curva de Morte

O ensaio de tempo de morte é um teste no qual se determina o tempo que a
substancia que esta sendo testada (PPy convencional) impede o desenvolvimento
do microorganismo. Ele fornece informacdes sobre a agdo da substancia e sua
interacdo com o tempo [102-103]. Neste estudo foi realizado o tempo de morte do
PPy convencional em trés concentracdes para S. aureus (ATCC 25923), isolados
humanos de S.aureus, E.coli (ATCC 32218) e K. pneumoniae (ATCC XLD), em
tempos de 0 a 8 horas.

A Fig. 34 mostra os resultados dos ensaios do tempo de morte quando
submetidos a trés diferentes concentracdes de PPy convencional. Os graficos foram
plotados estimando-se a quantidade maxima de coldnias bacterianas (1000
colbnias).

A S. aureus é uma bactéria Gram-positiva e as Figuras 32a, 32b, 32c e d

mostram que 0s ensaios de tempo de morte utilizando a concentragéo de 10 mg/mL,
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nao foram suficiente para eliminar as colbnias de bactérias em 8 horas de
experimento.

Quando os ensaios foram feitos com uma concentracdo de 20 mg/mL,
observa-se que em 7 horas de experimentos para os isolado S. aureus (8689) e S.
aureus (11D5) todas colbnias estavam mortas e em 8 horas as colbnias de S.
aureus (9606). Para S. aureus (25923) e S. aureus (BAECM) 20 mg/mL nao foram
suficientes para eliminar todas as colonias em 8 horas.

Com a concentracao de 40 mg/mL as colbnias foram totalmente eliminadas.
Em duas horas as colbnias de S. aureus (BAECM), em 3 horas as S. aureus (25923,
em 4 horas as coldnias de S. aureus (9606), S. aureus (9606) e S. aureus (11D5).

Para K. pneumoniae as concentracoes de 10 e 20 mg/mL de PPy
convencional ndo foram suficientes para eliminar as colonias bacterianas em 8
horas, mas quando submetidas a 40 mg/mL de PPy, 4 horas foi o tempo suficiente
para eliminar todas as colonias.

O PPy convencional ndo foi capaz de eliminar em 8 horas todas as colonias
de E. coli, mas 6 horas de experimentos para as concentracdes de 20 e 40 mg/mL

todas as colbénias foram eliminadas.
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Figura 33 - Ensaios da curva de morte para sete cepas bacterianas.
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As bactérias Gram-positivas possuem uma camada espessa de
peptidoglicano em sua parede celular enquanto que as bactérias Gram-negativas
possuem uma camada de peptidoglicano mais uma camada fina de
Lipopolissacarideo da membrana externa. [104]. Desse modo podemos observar
através da Fig. 34, que a atividade bactericida € mais forte para isolados de S.
aureus em comparacdo com E. coli e K. pneumoniae. A atividade bactericida é
atribuida a morfologia do material. A S. aureus € caracterizada por multiplas
camadas de peptidoglicano e um grau elevado de porosidade, caracteristicas que
facilitam a difusdo de nanoparticulas do material e a interacdo com células. Contudo,
a parede fina da E.coli e K. pneumoniae minimizam a difusdo das nanoparticulas do
material. Apesar dessas desvantagens o material apresentou uma acéo bactericida
mas em tempos mais longos [105].

A funcdo antimicrobiana resulta das interacGes atrativas entre 0S grupos
catibnicos e da membrana celular da bactéria, carregada negativamente. Essas
interacbes ocasionam a formacdo de agente tensioativos, que provocara a
interrupgéo de todas as fungdes essenciais da membrana celular e, assim, cessando
a atividade da proteina. Além disso, afetam o DNA bacteriano, causando uma perda
da capacidade de multiplicacdo [106]. Portanto, o polipirrol € um agente bactericida
porque as cargas positivas em sua estrutura sdo atraidas pelas cargas negativas
das bactérias, sendo assim, a estrutura polimérica entra em contanto com estrutura

interna das bactérias provocando a morte das mesmas [107].
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Capitulo IV - Conclusdes e Perspectivas

4. Conclus0Oes e Perspectivas

Na producdo de filmes para aplicacdo como musculos artificiais, o PPy foi
sintetizado pelo método de polimerizacdo interfacial, apresentando uma morfologia
com estrutura com alta rugosidade superficial, analisada por MEV. Através do FTIR
foi possivel identificar os picos caracteristicos do PPy.

Quanto aos estudos relativos a aplicagdo dos musculos observou-se que
material demostrou capacidade de atuacdo e performance de trabalho quando
submetidos a baixas tesfes (1 a 10 V). Além disso, apresentou significativas
deformacfes quando submetidos a baixas frequéncias (0.1 a 0.7 Hz), caracterizando
sua viabilidade para futuras aplicagdes como dispositivos de atuacéo.

Os testes com discos, que resultaram nos halos de inibicdo exibiram
didmetros significativos para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
indicando que o material possuia um grande potencial para atuar como agente
bactericida (antimicrobiano).

O ensaio de micro-diluicao (CBM) apresentou o material polimérico como um
agente antimicrobiano para todas as bactérias estudadas, sendo sua concentracdo
minima bactericida de 1,0 mg/mL.

O ensaio de tempo de morte confirmou o resultado obtido no ensaio de micro-
diluicdo demonstrado que o material € um agente bactericida. No entanto, a
concentracdo de 10 mg/mL foi insuficiente para eliminar todas os sete bactérias em
até 8 horas. Quando aplicado uma concentracdo de 40 mg/mL do material
polimérico € que foi possivel eliminar todas col6nias em tempo inferiores a 8 horas,
sendo que, as S. aureus isoladas de humanos e a ATCC 25923 apresentaram 0s
melhores resultado.

As perspectivas para este trabalho sdo de melhorar as propriedades elétricas
dos filmes de polipirrol para aplicacdo em musculos artificiais através do acréscimo
de dopantes e surfactantes durante o processo de sintese, além disso, produzir os
filmes pelo método de polimerizagdo eletroquimica, de forma a apresentar uma
maior viabilidade para aplicacdo em atuadores por apresentar morfologia e

propriedades mais adequadas.
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Objetivamos também sintetizar o polipirrol pelas técnicasde polimerizacao
interfacial tri-fase para aplicacdo em supercapacitores como também polimerizacao
interfacial congelada (um tipo polimerizacdo onde a fase aquosa € solidificada a

baixas temperaturas) para aplicacdo em células solares.
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