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Sintese, caracterizacio e avaliacio de materiais poliméricos com propriedades
bactericidas

Ana Lucia da Concei¢ao dos Santos
Maio 2009

Orientador: Prof. Dr. Luiz Claudio de Santa Maria

RESUMO

Nesta dissertacdo, foram preparados materiais poliméricos com atividade bactericida a
partir de copolimeros de estireno (Sty) e divinilbenzeno (DVB) e de celulose bacteriana. Trés
copolimeros a base de Sty e DVB foram sintetizados através da técnica de polimerizacdo em
suspensao aquosa. Os copolimeros foram preparados com diferentes estruturas porosas, por
meio da variagdo da composi¢do do sistema diluente. Um copolimero comercial
macrorreticulado, Amberlite® XAD4, de elevada area superficial, também foi usado neste
estudo com o objetivo de comparar sua estrutura polimérica e seu desempenho com o dos
copolimeros sintetizados. Os copolimeros de Sty-DVB foram caracterizados por meio da
densidade aparente, area especifica, didmetro médio de poros, volume de poros, microscopias
otica e eletronica de varredura, grau de inchamento, espectrometria de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), andlise termogravimétrica e andlise elementar. Os
copolimeros de Sty-DVB foram modificados quimicamente através da reagdo de nitragdo,
seguida da reacdo de reducdo do grupo nitro a amino e posterior reacdo de diazotacdo e
hidrélise do grupo sal de diazonio. Os copolimeros modificados contendo os grupos -NH; e —
OH foram utilizados como suporte para a ancoragem das nanoparticulas de prata. As
particulas de prata foram obtidas pela reducdo dos ions Ag’ empregando-se cloridrato de
hidroxilamina como redutor e PVP como protetor de coloide. O teor de prata impregnada foi
determinado pelo método volumétrico. A celulose bacteriana (BC) foi empregada como uma
matriz para impregnacdo de nanoparticulas de prata. Membranas de BC foram impregnadas
com solugdo aquosa de AgNO;, a seguir foi realizada a redugio dos fons Ag' com trés
diferentes agentes redutores (hidrazina, hidroxilamina e 4cido ascorbico) empregando ou nao
protetor de coldide (PVP ou gelatina). As membranas de BC/Ag” obtidas foram caracterizadas
por difracdo de raios-X, andlise termogravimétrica e microscopia eletronica de varredura. A
capacidade bactericida dos copolimeros de Sty-DVB, dos copolimeros funcionalizados e
impregnados com prata e das membranas de BC/Ag’ foi avaliada através do método da
contagem em placa contra suspensdes de Escherichia coli, em diferentes concentragdes (10° a
107 células/mL). Foi observado que os copolimeros de origem e os copolimeros modificados
contendo os grupos —NO; e —NH; ndo apresentaram atividade bactericida contra suspensoes
de E. coli em nenhuma concentracdo. Por outro lado, os copolimeros modificados contendo o
grupo —OH apresentaram alguma atividade bactericida, embora abaixo do esperado devido a
baixa incorporacdo de hidroxilas fendlicas. Os copolimeros modificados impregnados com Ag
apresentaram maior acao bactericida do que os copolimeros modificados, o que comprova que
a acdo bactericida ¢ devida as particulas de prata ancoradas nos copolimeros. Os copolimeros



modificados contendo o grupo —OH impregnados com Ag mesmo possuindo menores teores
de prata apresentaram maior agdo bactericida do que os copolimeros modificados contendo o
grupo —NH; impregnados com Ag. A maior acdo bactericida pode ser atribuida a combinagao
da atividade bactericida das particulas de prata com a atividade dos grupos hidroxilas
fenolicas mesmo que estes grupos estejam pouco incorporados nos copolimeros. Os
compositos de BC/Ag’ exibiram atividade bactericida contra E. coli que foi atribuida a agio
das nanoparticulas de prata obtidas quando foi empregada a hidroxilamina como agente
redutor e a gelatina como protetor de coloide.

Palavras-chave: atividade bactericida; materiais poliméricos; prata
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Dissertation Supervisor: Prof. Dr. Luiz Claudio de Santa Maria

ABSTRACT

In this work, styrene and divinylbenzene copolymers and bacterial cellulose were
employed as polymeric supports for preparing composite materials with bactericidal activity.
Three copolymers based on Sty-DVB were synthesized by suspension polymerization. The
copolymers were prepared by varying the solvating power of the employed diluent system
aiming to obtain different porosities. The commercial copolymer Amberlite® XAD4 was also
used aiming to relate its performance with the porous structure of this commercial resin and
the synthesized copolymers. These copolymers were characterized by bulk density, specific
area, pore average diameter, optical and scanning electronic microscopies, swelling degree,
infra-red spectrometry (FTIR), thermogravimetric analysis (TG) and elemental analysis
(CHN). The copolymers were modified by the nitration reaction, reduction of the nitro group
and subsequent hydrolysis of the diazonium salt group. The chemical modification of
copolymers was confirmed by FTIR and by the thermal profiles changes. The modification
extension was determined by elemental analysis. The Ag™ ions were reduced by employing
hydroxylamine as reductant and PVP as colloid protector aiming to produce silver
nanoparticles anchored on the resin surface. The amount of incorporated silver was
determinated by tritation. The bacterial cellulose (BC) was also used as a matrix for anchoring
nanoparticles of silver. BC membranes were immersed in silver nitrate solution. The Ag" ions
were reduced by employing hydrazine, hydroxylamine or ascorbic acid as reductant in the
presence or not of a colloid protector (PVP or gelatin). XRD analysis have confirmed Ag
cubic phase on the BC/Ag” membrane. The particles size distribution of silver nanoparticles
and their morphologic features were investigated by scanning eletron microscopy. The
antibacterial activity of the original copolymers, the modified copolymers, the copolymers
containing anchored silver particles and BC/Ag membranes was determined towards 10° to
107 cells/mL dilutions of Escherichia coli strain. It was noted that the original copolymers and
copolymers containing —NO, and —-NH, groups did not present bactericidal action. However,
the copolymers containing —OH groups presented a considerable bactericidal activity but
lower than expected due to low amount of —OH groups. The copolymers containing anchored
silver particles presented higher bactericidal action than the modified copolymers, confirming
that the bactericidal activity was attributed to the action of silver nanoparticles. The modified
copolymers containing —OH groups and anchored silver particles exhibited higher bactericidal



action than the modified copolymers containing —NH; groups and anchored silver particles.
This highest bactericidal activity was due to the combined action of silver nanoparticles and
functional group —OH of the copolymers. The composites BC/Ag” showed antibacterial
activity against Escherichia coli that was attributed to the action of silver nanoparticles
obtained when a combination of hydroxylamine as reducing agent and gelatine as protective
colloid was employed.

Keywords: bactericidal activity; polymeric materials; silver
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INTRODUCAO

A contaminag¢do por microrganismos causa sérias complicagdes em vdarias areas,
particularmente em equipamentos médicos, medicamentos, produtos de higiene e de cuidados
com a saude, sistemas de purificagdo de agua, equipamentos hospitalares, cirirgicos e
odontoldgicos, tecidos, embalagens e estocagem de alimentos (KENAWY et al., 2007).

A exterminagdo segura de microrganismos ¢ muito importante para a satde humana
(DENYER, 1995). Os biocidas quimicos desempenham um importante papel na preservacao
de produtos tdo diversos, como alimentos, bebidas, tecidos, cosméticos, medicamentos e
formulacdes farmacéuticas, e proporcionam protecdo contra deterioragdo em uma ampla
variedade de aplicacdes industriais e ambientais (LU et al., 2007).

Agentes antimicrobianos sdo materiais capazes de matar microrganismos patogénicos
(KENAWY et al., 2007). Atualmente, os agentes antimicrobianos mais comumente usados
incluem quatro amplas categorias: os oxidantes, tais como cloro e peroxidos; os agentes
eletrofilicos, tais como prata e cobre; biocidas organicos, tais como formaldeido; biocidas
ativos catidnicos, tais como clorexidina e compostos de amonio quaternario (LU et al., 2007).

Os agentes antimicrobianos de baixo peso molecular possuem muitas desvantagens,
tais como a toxicidade ao meio ambiente e capacidade antimicrobiana de curto prazo devido a
dificuldade no controle da taxa de difusdo. Para superar os problemas associados com os
agentes antimicrobianos de baixo peso molecular, grupos funcionais biocidas podem ser
introduzidos nas moléculas de polimeros. O uso de polimeros antimicrobianos acentua a
eficacia de alguns agentes antimicrobianos existentes € minimiza 0os problemas ambientais
que acompanham os agentes antimicrobianos convencionais reduzindo sua toxicidade
residual, aumentando sua eficiéncia e seletividade, e prolongando sua vida util (KENAWY et
al., 2007). Agentes antimicrobianos poliméricos t€m as seguintes vantagens: ndo sdo volateis,
sdo estaveis quimicamente, € ndo permeiam através da pele (LU et al., 2007).

Durante as duas ultimas décadas, esfor¢os continuos tém sido feitos para desenvolver
os polimeros com funcdo antimicrobiana (LU et al., 2007). Uma é&rea de pesquisa de
polimeros que apresenta grande interesse atualmente ¢ a de desenvolvimento de polimeros
com atividade antimicrobiana, geralmente conhecidos como polimeros biocidas (KENAWY
etal.,2007).

Uma das metodologias mais efetivas para a preparagao de polimeros antimicrobianos ¢

a incorporagdo de grupos funcionais biocidas na estrutura dos polimeros. Os grupos com



atividade bactericida podem ser inseridos na matriz polimérica através de impregnagao,
modificacdo quimica ou pela copolimerizagio de mondmero contendo o grupo funcional
(TASHIRO, 2001). fons metalicos (Ag"), sais de aménio quaternario, sulfonamidas N-
cloradas e N-haloamidas t€ém sido usados no desenvolvimento de materiais poliméricos
antimicrobianos. Os  desempenhos antimicrobianos desses polimeros  diferem
significantemente, oferecendo vastas opgdes seletivas para uma ampla variedade de campos
de aplicacdes (SUN & SUN, 2004).

Também ¢ possivel preparar polimeros antimicrobianos pela ancoragem de agentes
bactericidas aos materiais poliméricos. Compdsitos contendo particulas metalicas tém
recebido atencdo em muitos campos, tais como a separacdo e a purificacdo, catilise e
tratamento de dgua, devido as suas propriedades fisico-quimicas distintas.

As particulas de prata suportadas em compositos poliméricos reticulados combinam a
alta estabilidade térmica do suporte polimérico com a propriedade antimicrobiana intrinseca
da prata. Agentes antimicrobianos poliméricos baseados na prata tém recebido muita aten¢ao
nao somente devido a ndo toxicidade da Ag as células humanas, mas também devido ao fato
de ser uma tecnologia inovadora.

O polimero antimicrobiano ideal deve possuir as seguintes caracteristicas: facilidade e
baixo custo para ser sintetizado; estabilidade em longo prazo para uso e armazenagem na
temperatura da aplicacdo pretendida; ser insolivel em dgua para aplicagdo em desinfeccdo de
agua; ndo se decompor e/ou emitir produtos toxicos; ndo ser toxico ou irritante para
manipulagdo; possibilidade de ser regenerado quando perder sua atividade e ser biocida para
um amplo espectro de microrganismos patogénicos em curtos tempos de contato (KENAWY

etal.,2007).



1. OBJETIVO

Esse trabalho tem como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar copolimeros de
estireno e divinilbenzeno funcionalizados e materiais biocidas contendo nanoparticulas de

prata ancoradas em copolimeros de estireno e divinilbenzeno e em celulose bacteriana.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Essa parte do trabalho abordard a definicdo de materiais biocidas, seu mecanismo de
acdo, os diversos tipos de polimeros biocidas, um breve histérico sobre a prata e suas
caracteristicas e usos como biocida. Também serdo descritas as caracteristicas da celulose (um
polimero natural), sua aplicagdo na area biomédica e seu uso como matriz para impregnagao

de prata.

2.1. MATERIAIS BIOCIDAS

Biocida ¢ o termo empregado coletivamente para desinfetantes, esterilizantes
quimicos, anti-sépticos e preservativos. Diferentemente dos antibioticos, que tém sitio de agao
especifico e sdo empregados em concentracdes proximas a inibitéria minima, os biocidas
apresentam espectro de acdo mais amplo, apresentando varios alvos na célula microbiana para
sua acdo germicida. Assim, a resisténcia a sua agdo € bem mais baixa do que a encontrada
para os antibioticos. Sdo varios os fatores que influenciam a atividade de um biocida,
destacando-se concentra¢do, pH, temperatura, tempo de exposi¢do, natureza da superficie
contaminada, presenca de matéria organica, estabilidade quimica do biocida e a natureza dos

microrganismos que devem ser inativados (SOUZA, 2007).



2.2. NATUREZA DO EFEITO BIOCIDA

Os agentes biocidas podem exercer efeitos tanto bacteriostaticos quanto bactericidas,
embora o mecanismo de acdo responsavel por esses efeitos possa diferir. Efeitos
bacteriostaticos sdo geralmente considerados como os que surgem de algum dano metabdlico
que ¢ reversivel pela remogao ou neutralizagdo do agente, enquanto que a agdo bactericida
resulta de danos irreparaveis e irreversiveis a estrutura ou fun¢do vital celular (DENYER,
1995).

As etapas da interagdo entre o agente biocida e a bactéria surgem na seguinte
seqiiéncia: entrada na célula; migracdo ao alvo(s); concentragdo no alvo(s); dano ao alvo(s). A
etapa inicial ¢ a migracdo do agente biocida da fase aquosa para uma associa¢do com a
superficie da célula. Esse processo ¢ regulado pelas caracteristicas fisico-quimicas da célula e
do agente (DENYER, 1995).

Um efeito antimicrobiano surge finalmente da interacao bem sucedida do agente com
seu alvo(s). Progredindo em direcdo a seu alvo, entretanto, o agente biocida enfrentara
estruturas interferentes responsaveis, em variados graus, pelas diferentes suscetibilidades das
espécies individuais de bactérias. Assim, células gram-negativas oferecem um obstaculo
suplementar, a camada de lipopolissacarideos (LPS), a penetragao do agente o que as células
gram-positivas ndo possuem. Essa estrutura tem uma influéncia significante na penetragcao de
moléculas hidrofilicas e hidrofobicas, estabelecendo uma separagdo por peso molecular para a
passagem da molécula hidrofilica através dos poros preenchidos de 4dgua e exigindo
propriedades lipofilicas otimas para o progresso dos agentes antimicrobianos hidrofobicos
(RUSSEL, 1991).

Os possiveis mecanismos de destrui¢gdo microbiana estdo associados com os principais
aspectos estruturais de uma célula bacteriana. As regides freqiientemente classificadas como
alvo para os agentes biocidas sdo a parede celular, a membrana citoplasmatica e o citoplasma

(Figura 1).
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Figura 1 — Alvos potenciais para os agentes antimicrobianos (DENYER, 1995)

A regido alvo mais freqiientemente citada ¢ a membrana citoplasmatica. Isso ndo ¢
surpreendente dada sua fungdo metabolica fundamental e estrutural dentro da célula, sua
ampla area superficial para intera¢do e sua (relativa) proximidade do ambiente aquoso externo
(DENYER, 1995).

Os agentes biocidas rompem a membrana provocando seus efeitos através de
interagdes diversas com essa organela, envolvendo regides hidrofobicas e polares da
bicamada fosfolipidica e proteinas ligadas a membrana. A natureza precisa dessas interagoes €
duvidosa, mas caracteristicas-chave tais como a lipofilicidade e a deslocalizagdo de carga
implicam na particdo da regido hidrofobica para fenolicos, acidos fracos e seus ésteres,
enquanto a alta afinidade dos agentes cationicos pela membrana sugere uma forte interagao
com a extremidade polar da molécula carregada negativamente do grupo dos fosfolipidios e
uma afinidade moderada pela cadeia hidrocarbonica longa nos compostos de sais de amonio
quaternario (QACs). Mudancas no empacotamento dos fosfolipidios e a separacao de fase
surgem dessas interacdes eletrostaticas. O dano celular pode ser auxiliado possivelmente pela
heterogeneidade polimérica na formulagdo do biocida. Para os QACs, uma sucessdo de
interagdes polar e hidrofobica com a membrana pode determinar o progresso de eventos

antibacterianos (DENYER, 1995).



2.3. POLIMEROS BIOCIDAS

Os materiais poliméricos reticulados que apresentam atividade biocida pelo contato
sdo denominados de desinfetantes poliméricos insoluveis de contato (IPCD, do inglés,
insoluble polymeric contact disinfectants). Esses polimeros sdo, principalmente, resinas de
troca anidnica, incluindo as resinas com grupo amoénio quaternario, resinas poli-iodadas, e
resinas contendo o grupo piridinio. Nesse caso, acredita-se que a interacdo entre os
microrganismos € o polimero desinfetante ocorre através da carga negativa presente na
superficie celular e as cargas positivas na superficie dos polimeros.

Os polimeros que liberam agente bactericida sdo denominados de desinfetantes de
liberagdo de demanda (DRD, do inglés, demand release disinfectants). Nesse caso, 0
polimero, em contato com o meio aquoso, difunde o agente biocida que interage com os
microrganismos (JANDREY, 2007).

Os polimeros biocidas tém sido divididos nas seguintes classes: materiais poliméricos
contendo o grupo amoénio quaterndrio, materiais poliméricos contendo o grupo fosfonio
quaternario, contendo o grupo sulfonamida halogenada e N-haloamida polimérica. Os
materiais de amoénio e de fosfonio quaternarios t€ém potencial, principalmente na area de
filmes ancorados que inativam microrganismos sob contato direto, enquanto as N-haloamidas
poliméricas insoluveis t€ém maiores potenciais como filtros biocidas para escoamento de agua
e ar (WORLEY & SUN, 1996).

Os materiais poliméricos possuem vantagens sobre os agentes biocidas de baixo peso
molecular, porque s3o mais estaveis em relagdo a volatilizacdo, dissolugdao e difusdo para a
superficie do material a ser protegido. Assim, esses materiais podem reduzir as perdas
associadas a volatilizacdo, decomposic¢ao fotolitica e transporte e também diminuir o risco de

contaminag¢do por exposi¢cdo e manuseio (JEONG et al., 2002).

2.3.1. AGENTES ANTIMICROBIANOS LIGADOS A POLIMEROS

Os agentes antimicrobianos ligados a polimeros usualmente exibem suas atividades
pela liberacdo lenta dos agentes ativos através de hidrolises. Os agentes ativos liberados dos

polimeros podem ser perigosos ao meio ambiente e a protecdo pode ser limitada ao longo do



tempo. Entretanto, polimeros onde os agentes ativos sdo ligados a cadeia polimérica via
ligagdes hidrolisaveis podem também ser usados industrialmente contanto que os agentes
biocidas liberados ndo sejam muito toxicos e o tempo de protegdo exigido ndo seja longo
(JEONG et al., 2002).

Tani e colaboradores (1981) propuseram um modelo hidrofilico-hidrofébico para a
hidrélise dos agentes bioativos ligados na matriz polimérica. De acordo com esse modelo, o
grau de hidrofilicidade dos polimeros antimicrobianos parece ser importante para a liberagao
controlada dos agentes ligados na matriz polimérica. Os grupos hidrofilicos presentes em
determinados segmentos da cadeia polimérica podem facilitar a liberacdo de agentes
bioativos. Além disso, a hidrofilicidade pode afetar significativamente as interagdes entre os
polimeros e os microrganismos (JEONG et al., 2002).

O uso de compostos biocidas em polimeros sintéticos tem aumentado constantemente,
pois os materiais poliméricos sdo amplamente usados na embalagem de alimentos, tecidos, e
aplicacdes biomédicas tais como aparelhos médicos que podem ser facilmente colonizados
por bactérias ou fungos, freqiientemente causando varias infec¢des e transmitindo doencas
(HUANG et al., 2007).

A prevencado da colonizagdo microbiana de superficies poliméricas pode ser alcangada
pela liberagdo de agentes antimicrobianos fisicamente incorporados nos polimeros. Embora
esses sistemas sejam uteis, suas aplicagdes praticas sdo limitadas porque perdem naturalmente
sua capacidade antimicrobiana ao longo do tempo. Além disso, a liberagdo de agentes
antimicrobianos a0 meio ambiente tem o potencial para aumentar a resisténcia bacteriana aos
biocidas. Superficies poliméricas que ndo liberam agentes antimicrobianos, onde o agente
antimicrobiano ¢ fixado permanentemente na superficie através de ligagdo covalente, ¢ uma
estratégia alternativa atraente. Existem dados significativos na literatura em relacdo a
preparagdo de superficies antibacterianas permanentes via ligagdo covalente de compostos de
poli (amonio quaternario) (PQA) a uma variedade de superficies (THOME et al., 2003;
SAUVET et al., 2003; TILLER et al., 2001; LIN et al., 2002; HU et al., 2005; LEE et al.,
2004; CEN et al., 2003; CHEN et al., 2006). Dessa forma, muitos tipos de polimeros biocidas
ndo lixividveis, onde partes bioativas sdo fixadas nos polimeros de modo permanente, tém
sido investigados (SAUVET, 2000; CHEN, 2000; NURDIN, 1993).

Um exemplo de biocida lixiviavel € o iodo. Sabe-se que o iodo apresenta atividade in
vitro contra bactérias, virus, fungos e protozoarios. Embora os halogénios (cloro, bromo e
iodo) apresentem baixa solubilidade em agua, seu uso para desinfeccdo ¢ util. O atual

interesse no uso do iodo como desinfetante tem sido estimulado pela facilidade de ancorar o



iodo em copolimeros como as resinas contendo grupo amonio quaternario. Estas resinas
quando utilizadas no tratamento de 4dgua liberam o iodo ancorado garantindo alta qualidade
microbiologica da dgua.

Jandrey e colaboradores (2004) avaliaram a a¢do bactericida do iodo impregnado em
resinas reticuladas, a base de 2-vinilpiridina e divinil-benzeno, sobre Escherichia coli em
meio aquoso. As resinas impregnadas com iodo foram significativamente eficazes na

desinfeccao de E. coli em altas concentragoes.

2.3.2. AGENTES ANTIMICROBIANOS IMOBILIZADOS EM POLIMEROS

Como dito anteriormente, o agente antimicrobiano na forma liquida tem o problema
inerente da toxicidade residual. Esse problema pode ser resolvido se o agente antimicrobiano
puder ser imobilizado na superficie do substrato. Métodos de imobilizagdo de agentes
antimicrobianos em varias superficies de substratos t€ém sido muito estudados. Entre as
técnicas de funcionalizagdo de superficie, as polimerizagdes iniciadas na superficie sdo
extensamente usadas para adequar as propriedades superficiais dos substratos, entre as quais o
efeito antibacteriano. A vantagem da imobilizagdo sobre outros métodos de modificagdo de
superficies € sua resisténcia mecanica e quimica, associada com um alto grau de flexibilidade
sintética em relacdo a introdu¢do de uma ampla variedade de grupos funcionais (CHENG,
2005).

Existem varias metodologias de preparacao de polimeros antimicrobianos a partir de
agentes bioativos de baixos pesos moleculares. Um dos métodos mais comuns ¢ a
imobilizacao de um agente biocida no suporte polimérico (JEONG et al., 2002).

Agentes antimicrobianos que contém grupos funcionais reativos como hidroxila,
carboxila ou amino podem ser covalentemente imobilizados em uma ampla variedade de
polimeros (KENAWY et al., 2007).

Poli(estireno-al/t-anidrido maleico) (SMA) pode ser convenientemente usado como um
intermediario na preparagdo de polimeros funcionais uma vez que agentes ativos contendo
grupos amino ou hidroxila podem ser imobilizados no SMA via reagdo de abertura de anel da
unidade de anidrido succinico ou maleico (JEONG et al., 2002).

Jeong e colaboradores (2001) prepararam SMA e testaram sua reagdo de acoplamento

com acido 4-aminobenzoéico e acido 4-hidroxibenzodico. As reacdes de acoplamento foram



eficientes, mas as atividades antimicrobianas dos polimeros resultantes ndo foram
satisfatorias. Em estudo posterior, Jeong e colaboradores (2002) reagiram SMA com 4-
aminofenol (AP) para obter SMA-AP conjugado, como mostrado na Figura 2. AP foi
escolhido como um agente ativo ja que os fendis sdo conhecidos por serem antimicrobianos

(NAYAKA & LENKA, 1996).

O O
OH HN
OH
SMA - AP

Figura 2 - Rota da sintese quimica do SMA-AP (JEONG et al., 2002)

A atividade bactericida de SMA-AP foi investigada em relacdo a E. coli e S. aureus,
que sdo bactérias gram-negativa e gram-positiva, respectivamente. SMA-AP bem como AP
mostraram fortes atividades bactericidas contra os dois tipos de bactérias.

O ntmero de células de E. coli que estiveram em contato com AP ou SMA-AP foi
comparado com as células iniciais adicionadas, e a reducdo foi calculada, 100 e 95,3%
respectivamente. Por outro lado, S. aureus nas amostras incubadas de AP e SMA-AP foi
reduzida por 100 e 99,9%, respectivamente. Esses resultados indicam que a atividade
bactericida de SMA-AP contra E. coli foi ligeiramente menor do que contra S. aureus
sugerindo que o polimero teve mais problemas na difusdo através da parede da célula da

bactéria gram-negativa E. coli devido a barreira externa da membrana. A maior atividade



bactericida de AP pode ser principalmente devida ao fato de que AP difundiu-se mais
rapidamente através das paredes da célula de bactéria do que SMA-AP (JEONG et al., 2002).

A principal regido alvo dos fendis com pesos moleculares baixos parece ser a
membrana citoplasmatica da bactéria (DENYER, 1995; DENYER & STEWART, 1998). As
resinas contendo derivados fendlicos com um, dois ou trés grupos hidroxilas exibem
atividades bactericidas (NONAKA et al., 1997). Jeong e colaboradores (2002) afirmaram no
seu estudo que a atividade bactericida era devida aos grupos hidroxilas fendlicas.

No estudo de Nonaka e colaboradores (1997), polimeros contendo grupos hidroxilas
fendlicas foram preparados pela reagdo de copolimeros amino funcionalizados (RAAS-4G)
com acido p-hidréxibenzoico, acido 2,4-di-hidroxibenzoico e acido 3,4,5- tri-hidroxibenzoico
(Figura 3). As atividades antibacterianas dos polimeros foram avaliadas contra E. coli e S.
aureus € aumentaram na ordem do aumento do nimero de grupos hidroxila. As atividades
foram atribuidas aos grupos hidroxilas fenolicas na resina. Entretanto, o0 mecanismo exato de
destruicdo da superficie das células devido ao contato com esses polimeros ndo foi
investigado pelos autores.

Segundo Kenawy e colaboradores (2007), os fendis danificam as membranas celulares
e ocasionam a liberacdo dos constituintes intracelulares. Os fendis também causam
coagulacdo intracelular dos constituintes citoplasmaticos, conduzindo a morte da célula ou a

inibicao do seu crescimento.
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Figura 3 — Polimeros contendo grupos hidroxilas fenodlicas usados no estudo de Nonaka e

colaboradores (1997)



2.3.3. POLIMEROS CATIONICOS QUATERNIZADOS

Um grande numero de sais de amonio quaterndrio (QAS) exibe boas propriedades
bactericidas. Os polimeros catidnicos quaternizados podem apresentar atividades
antimicrobianas maiores do que os correspondentes compostos de menor peso molecular. Pela
facilidade de recuperacdo, esses materiais também sdo vantajosos para imobilizar
macromoléculas antimicrobianas em substratos solidos (KANAZAWA et al., 1993; CHEN et
al., 2000).

Cheng e colaboradores (2005) descreveram um processo simples para a preparacao de
microesferas poliméricas com superficies antimicrobianas permanentes. O processo envolveu:
a sintese de microesferas reticuladas de poli (cloreto de 4-vinilbenzila) (PVBC) via
polimerizacdo por suspensdo, que foram chamadas de PVBC-1; a modificag¢do das superficies
das microesferas com poli[metacrilato de 2-(dimetilamino)etila] (PDMAEMA) gerando
PVBC-2; e a quaternizagdo dos grupos amino terciarios do PVBC-2 com brometos de alquila
(1-bromododecano ou I-bromo-hexano) gerando PVBC-3 (R= Cj;Hs) e PVBC-3 (R=
CeHi3).

O efeito bactericida das microesferas funcionalizadas de QAS contra Escherichia coli
e Staphylococcus aureus foi demonstrado. A permanéncia da atividade bactericida também
foi demonstrada através de aplicagdes repetidas sem perda significante de sua funcionalidade.

O trabalho de Cheng e colaboradores (2005) mostrou que as cadeias policationicas
introduzidas na superficie das microesferas possuiam atividade bactericida desejavel. A agao
bactericida provavelmente surgiu da capacidade das cadeias hidrofobicas para aumentar a
permeabilidade da célula e romper as membranas celulares.

Os polimeros contendo grupos de sal de amodnio ou fosfonio quaternario na cadeia
lateral ou na cadeia principal sdo bem conhecidos como um tipo de material antimicrobiano
importante (KANAZAWA, 1993, 1994; CHEN et al., 2000; CAKMAK et al., 2004) e,
interessantemente, sao capazes de matar bactérias resistentes a outros tipos de antibacterianos
cationicos (LEE et al., 2004).

Em estudos passados, polimeros cationicos foram obtidos principalmente pela
quaternizagdo de um polimero pré-formado (SAUVET et al., 2000; BEYTH et al., 2006). O
estudo de Lu e colaboradores (2007) focalizou a sintese de polimeros antimicrobianos pela
polimerizacao direta de mondmeros de sal de amodnio quaternario. Por isso, primeiramente

foram sintetizados quatro mondmeros de sal de amonio quaternario a partir de metacrilato de



dimetilaminoetila (DMAEMA) com grupos alquila de diferentes comprimentos: cloreto de
benzila (BC), brometo de butila (BB), brometo de dodecila (DB) ¢ brometo de hexadecila
(HB). Baseados nesses mondmeros, foram sintetizados quatro sais poliméricos de amdnio
quaterndrio com 100% de quaternizacdo. As atividades bactericidas dos monomeros
resultantes e dos polimeros relacionados foram avaliadas contra S. aureus (bactéria gram-
positiva) e E. coli (bactéria gram-negativa). As estruturas dos sais de amonio quaternario

obtidos sao mostradas na Figura 4.
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Figura 4 — Estrutura de sais de amonio quaternario (LU et al., 2007)

Lu e colaboradores (2007) observaram que as atividades bactericidas dos monomeros
produzidos estavam intimamente relacionadas ao nimero de atomos de carbono na cadeia
alquilica substituida. Foi observado que quanto maior a cadeia alquilica, maior a atividade
bactericida. O local alvo de pequenos agentes antibacterianos catidnicos ¢ a membrana
citoplasmatica das bactérias. A longa cadeia alquilica reagiu fortemente com a membrana
citoplasmatica das células. Além disso, houve um aumento na intera¢do hidrofobica com a
camada lipidica da parede da célula quando o comprimento da cadeia dos substituintes
aumentou, o que acentuou as atividades antibacterianas dos compostos monoméricos.

As amostras de poli(DMAEMA-BB) e poliDMAEMA-BC) apresentaram maiores
atividades antibacterianas contra E. coli e S. aureus do que seus mondmeros precursores.
Geralmente, existem quatro processos elementares que s3o fatores chave para analise da
atividade de sais poliméricos de amoénio quaternario: adsorcdo na superficie da célula
bacteriana carregada negativamente; penetracdo na parede da célula; ligagdo na membrana
citoplasmatica; e lesdo da membrana citoplasmatica.

A polimeriza¢ao dos mondmeros aumentou a densidade de carga positiva na espiral do

polimero, que, além disso, acentuou a sua habilidade para adsorver eficientemente na



superficie bacteriana carregada negativamente. Por isso, a polimeriza¢ao ajudou na promogao
do processo de adsorcdo na superficie da célula bacteriana (LU et al., 2007). Muitos estudos
mostram que as atividades antibacterianas de pequenas moléculas de sais de amonio ou
fosfonio quaternario sdo reguladas pela cadeia hidrofobica longa que pode reagir com a
membrana citoplasmatica das células (KANAZAWA et al., 1993). Portanto, os processos de
ligagdo a membrana citoplasmatica e lesdo da membrana citoplasmatica podem ser
promovidos quando o comprimento da cadeia alquilica substituida aumenta. Apds a
polimerizacdo, a cadeia principal resultante ¢ uma longa cadeia hidrofébica com muitos
grupos ativos. Assim, sais poliméricos de amonio quaternario também contém uma cadeia
hidrofébica que pode destruir a membrana citoplasmatica da bactéria (LU et al., 2007).

Baseado na mesma idéia esperava-se que poliDMAEMA-DB) e poli(DMAEMA-HB)
tivessem maiores atividades antibacterianas comparados com seus respectivos monomeros.
Entretanto, os resultados experimentais mostraram o contrario. Esse fendomeno pode ser
explicado pela ndo solubilizagdo de poli(DMAEMA-DB) e poliDMAEMA-HB) em agua.
Assim, os grupos funcionais antibacterianos dentro do polimero sdo resistentes ao contato
com as bactérias na agua. A baixa solubilidade ndo somente diminui a concentracdo de
polimero na 4dgua, mas também reprime a disponibilidade e a penetracdo dos polimeros na
parede da célula. Como resultado, poliDMAEMA-DB) e poliDMAEMA-HB) apresentaram
atividade antibacteriana muito menor comparada com os monOmeros correspondentes.
Portanto, a solubilidade dos polimeros ¢ um fator importante para influenciar as atividades
biologicas em solugdo (LU et al., 2007).

Popa e colaboradores (2003) sintetizaram sais de fosfonio quaternario graftizados em
um copolimero insoluvel de estireno (7% de divinilbenzeno, resina do tipo gel). Os resultados
experimentais mostraram que os grupos de fosfonio quaternario ligados a esse copolimero
exibiram atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus) e
gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). As interagdes eletrostaticas
entre a carga positiva dos grupos fosfonio graftizados no polimero e as espécies
negativamente carregadas da membrana celular desempenham um importante papel na
adsorcdo dos centros ativos e na interrupcdo do crescimento das células bacterianas
(DANIELS, 1980).

Pelo uso de sais de fosfonio graftizados em polimero, um niimero de vantagens sio
obtidas, em comparagdo com desinfetantes soliiveis de menor peso: os produtos podem ser
facilmente separados do meio reacional e reusados; os produtos sdao hidroliticamente estaveis,

prevenindo a contaminagdo do substrato e problemas de toxicidade; e os desinfetantes



poliméricos podem ser usados em ciclos repetidos, necessitando apenas de esterilizagdo antes

do uso (POPA et al., 2003).

2.3.4. REVESTIMENTOS ANTIMICROBIANOS

Por muitos anos, tém sido realizados trabalhos destinados a produzir o revestimento
antimicrobiano de superficie ideal que poderia ser usado para minimizar a difusdo de
infeccdes em instalacdes médicas e em ambiente doméstico. Materiais biocidas t€ém sido
misturados em tintas com essa finalidade. Contudo, tais materiais tendem a ser liberados com
o tempo até que o revestimento torna-se ineficaz e ndo pode ser renovado (LIANG et al.,
2007).

A melhor escolha para um revestimento antimicrobiano de superficie ¢ aquela na qual
o componente biocida ¢ quimicamente ligado as moléculas da superficie que constitui o
revestimento. Tem sido empregada uma variedade de grupos funcionais com essa finalidade,
tais como sais de amonio quaternario, fosfonio quaternario, sulfénio, além de N-haloamidas
(TILLER et al., 2001; WORLEY & SUN, 1996; KANAZAWA et al., 1993).

Os revestimentos derivados de N-haloamidas tém muitas vantagens sobre os
mencionados. Uma N-haloamida pode ser definida como um composto contendo uma ou mais
ligacdes covalentes nitrogénio-halogénio (SUN & SUN, 2002), normalmente formado pela
halogenagdo de grupos imida, amida ou amina (CHEN & SUN, 2006). As N-haloamidas sao
materiais biocidas igualmente eficazes contra bactérias gram-positivas € gram-negativas,
fungos, protozodrios e virus. Seu mecanismo de agdo envolve transferéncia direta do
halogénio oxidativo para as células. Essa reacdo de transferéncia pode destruir ou inibir
efetivamente processos enzimaticos ou metabodlicos da célula, resultando conseqiientemente
na morte dos organismos (SUN & SUN, 2004). Uma vez que o oxidante ativo é o halogénio,
ndo existe a possibilidade dos organismos desenvolverem resisténcia a substancia. As N-
haloamidas agem rapidamente na sua func¢do de desinfec¢do, dentro de segundos a menos de
30 min de contato, dependendo da concentragdo do halogénio oxidativo na superficie.
(LIANG et al., 2007).

Recentemente, foi sintetizado um derivado siloxano N-cloramida (5,5-dimetil-3-(3’-
trietoxisililpropil)-hidantoina, I (Figura 5). Derivados siloxanos sdo espécies excelentes para

ligar grupos funcionais ativos a superficies e tém sido extensivamente empregados para essa



finalidade, usando sais de amdnio quaterndrio biocidas. O siloxano nomeado I na Figura e
sua forma polimérica apresentaram atividade biocida para uma variedade de superficies,
incluindo celulose, particulas de areia, silica gel, ceramicas, poli(cloreto de vinila) e tintas

(WILLIAMS et al., 2005).
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Figura 5 — Estrutura do siloxano 5,5-dimetil-3-(3’-trietoxisililpropil)-hidantoina

(LIANG et al., 2007)

Esse material possuia potencial comercial, porém esperava-se que um material que
fosse capaz de carregar maiores quantidades de cloro, existindo por um tempo prolongado
sem a necessidade de recarga, apresentaria uma maior variedade de aplicacdes. Essa idéia
conduziu ao estudo de Liang e colaboradores (2007). Nesse trabalho o mondémero 3-(3-
trietoxisililpropil)-7,7,9,9-tetrametil-1,3,8-triaza-spiro[4.5]decano-2,4-diona (TS na Figura 6)
e o seu polimero (PTS na Figura 6) foram preparados e ligados a superficies de particulas de
silica gel e celulose. O tratamento desses materiais com solugdes diluidas de hipoclorito de
sodio tornou-os antimicrobianos. O cloro oxidativo imobilizado nos materiais manteve-se
estavel por periodos prolongados e pode ser regenerado por exposi¢dao adicional a solucdes
alvejantes diluidas de cloro. Os dados apresentados mostraram que os materiais tratados
foram biocidas contra bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus) e gram-negativas

(Escherichia coli).
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Figura 6 — Estrutura do mondémero 3-(3-trietoxisililpropil)-7,7,9,9-tetrametil-1,8,8-

triaza-spiro[4.5]decano-2,4-diona e seu polimero (LIANG et al., 2007)

Huang e colaboradores (2007) revestiram superficies de polipropileno (PP) com um
biocida ndo lixiviavel ligando quimicamente PQA (poli(sal de amonio quaterndrio)) a
superficie de PP. O poli[metacrilato de 2-(dimetilamino)etila] (PDMAEMA), um precursor do
PQA, foi produzido na superficie de PP via polimeriza¢do radicalar por transferéncia de
atomo (ATRP). Os grupos amino terciarios no PDMAEMA foram convertidos a QA
(amonio quaternario) na presenca de brometo de etila. O sucesso da modificacao da superficie
foi confirmado pelo teste de atividade antibacteriana contra Escherichia coli. A atividade
biocida das superficies resultantes foi dependente do teor de polimeros graftizados (o nimero
de unidades de amonio quaterndrio disponiveis). Com a mesma densidade de graftizacdo, a
superficie graftizada com polimeros de maior peso molecular mostrou quase 100% de
eficiéncia, enquanto uma menor atividade biocida (85%) foi observada para a superficie
graftizada com cadeias PQA menores. A Figura 7 mostra as fotografias das placas de Agar
incubadas com as suspensdes de bactérias tratadas com a superficie modificada e a ndo
modificada. Colonias ndo foram formadas na placa incubada com a suspensdo de bactérias
tratada com superficie modificada (Figura 7a). A placa controle, entretanto, foi coberta com

coldnias de bactérias (Figura 7b) (HUANG et al., 2007).



Figura 7 — Fotografias das placas de Agar nas quais a suspensdo de E. coli foi tratada

com PP graftizado com PQA (superficie modificada) (a) e tratada com PP (superficie nao

modificada) (b) (HUANG et al., 2007)

2.3.5. POLIMEROS BIOCIDAS CONTENDO GRUPAMENTOS N-
HALOAMIDAS

Sun e colaboradores (1994) descreveram a preparagdo de um polimero biocida N-
cloramida, poli(1,3-dicloro-5-metil-5-(4’-vinilfenil)hidantoina) (Poli-I) (Figura 8), e sua
aplicagao como um filtro de agua biocida. Poli-I inativou uma variedade de microrganismos
em experimentos de escoamento de 4dgua com tempos de contato de 1 min, e liberou
quantidades muito menores de cloro livre (menos do que 0,5 mg/L) e de materiais organicos

potencialmente nocivos, tais como tri-halometanos (menos do que 20 pg/L) na agua.
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Figura 8 — Estrutura quimica de poli[ 1,3-dicloro-5-metil-5-(4’-vinilfenil)hidantoina]
(Poli I) (SUN et al., 1994)



Sun e colaboradores (1995) preparam dois polimeros: (Poli-I) e seu andlogo bromado
(Poli-IB) que foram empacotados em colunas de vidro funcionando como cartuchos de filtros.
Foi observado que os filtros tiveram eficacia biocida no escoamento de solu¢des aquosas de
microrganismos (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Candida albicanis).

Recentemente, o interesse no desenvolvimento de materiais antimicrobianos conduziu
a producdo de varios mondmeros hidantoina, tais como, 3-alil-5,5-dimetil-hidantoina
(ADMH) e 3-(4’-vinilbenzil)-5,5-dimetil-hidantoina (VBDMH), mostrados nas Figuras 9 e
10, respectivamente. Ambos os mondomeros foram empregados em graftizagdes em materiais
téxteis e copolimerizacdes com acetato de vinila, metacrilato de metila e acrilonitrila e

introduziram com sucesso fungdes biocidas nos materiais (SUN & SUN, 2002).
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Figura 9 — Estrutura de 3-alil-5,5-dimetil-hidantoina (ADMH) (SUN & SUN, 2002)
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Figura 10 — Estrutura de 3-(4’-vinilbenzil)-5,5-dimetil-hidantoina (VBDMH) (SUN &
SUN, 2002)

Sun & Sun (2002) sintetizaram copolimeros com estireno e divinilbenzeno usando
monomeros vinilicos de hidantoina: VBDMH e ADMH. Os copolimeros obtidos foram

tratados com uma solu¢do de cloro contendo 3000 ppm de cloro ativo, com o objetivo de



transformar os grupos hidantoina em N-haloamida. As propriedades antibacterianas dos
polimeros halogenados foram testadas contra bactérias gram-negativa e gram-positiva,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, respectivamente. Todas as amostras mostraram
atividade antibacteriana muito maior contra S. aureus do que contra E. coli. Isso ocorreu
provavelmente devido as diferencas nas estruturas dos dois tipos de bactérias: a bicamada
lipidica das membranas da célula das bactérias gram-positivas ¢ coberta por uma camada
porosa de peptideoglicano, que nao exclui a maioria dos agentes antimicrobianos. Por outro
lado, as bactérias gram-negativas sdo envolvidas por duas membranas. A membrana externa
serve como uma barreira de permeabilidade eficiente porque contém lipossacarideos e poros.
Assim, as bactérias gram-negativas sdo mais protegidas do que as gram-positivas contra
agentes antimicrobianos. As eficiéncias antibacterianas maiores do PS-co-VBDMH do que as
do PS-co-ADMH foram resultantes do muito maior conteudo de cloro ativo das amostras de
PS-co-VBDMH.

Chen e colaboradores (2003) tinham como objetivo o desenvolvimento de biocidas
inéditos derivados de N-haloamidas. Os polimeros N-haloamidas desenvolvidos possuiam
atributos vantajosos tais como a habilidade para imobilizar altas concentragdes de cloro,
possibilitando répidas atividades biocidas, capacidade de regeneragdo sobre exposicdo a
halogénio aquoso livre apds a carga inicial ser esgotada, e a liberagdo de quantidades muito
menores de cloro livre corrosivo na dgua (menos de 1 mg/L). As pérolas cloradas foram
testadas para atividade biocida contra Staphylococcus aureus (bactéria gram-positiva) e, em
alguns casos, Escherichia coli (bactéria gram-negativa) contidas em agua.

O estudo de Chen e colaboradores (2003) mostrou que pérolas biocidas de poli
(estireno-hidantoina) podem ser preparadas com diferentes cargas de cloro. A carga de cloro
nas pérolas foi controlada por ajustes no pH, na natureza e na concentracdo do agente de
cloracdo, e nos tempos de reagdo. As pérolas dicloradas sdo uteis nas aplicagdes em
desinfeccdo de 4agua, como pequenas colunas de filtro contendo as pérolas que matam
microrganismos e virus apds poucos segundos de contato. As pérolas monocloradas, que sao
menos caras € possivelmente mais convenientes para preparar, encontram aplicagdo na
desinfeccdo de sistemas de dgua de recirculagdo, tais como piscinas e torres de refrigeragao.

A cloragdo direta dos polimeros contendo nitrogénio, como as poliamidas, deveria
resultar em estruturas N-haloamidas nos grupos amida, mas pouco sucesso foi alcancado na
preparacdo de N-haloamidas estaveis. Entretanto, a simplicidade desse método estimulou a
exploragdo de poliamidas aromadticas. Poliamidas aromaticas, tais como (m-fenileno-

isoftalamida) (Nomex®™) e (p-fenileno-tereftalamida) (Kevlar®) (Figuras 11 e 12) sdo



importantes materiais fibrosos devido a sua alta resisténcia e modulo bem como sua
estabilidade térmica e quimica. Sun & Sun (2004) descobriram que Nomex® poderia ser
prontamente clorado por tratamento com solugao aquosa diluida de hipoclorito de so6dio. Os
tecidos resultantes apresentaram altas atividades antibacterianas, duraveis e renovaveis contra
bactérias gram-negativa e gram-positiva. A cloragio do Kevlar® em condigdes similares
resultou em sério dano ao tecido. O tratamento de Kevlar® com cloro provocou a hidrolise das
ligagdes amida. O Kevlar® clorado ndo mostrou atividade antibacteriana significante
provavelmente devido ao baixo contetdo de cloro ativo nos tecidos, e/ou a baixa estabilidade

de cloro ativo.
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Figura 11 — Estrutura do (m-fenilenoisoftalamida) (Nomex®) (SUN & SUN, 2004)
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Figura 12 — Estrutura do (p-fenilenotereftalamida) (Kevlar®) (SUN & SUN, 2004)

2.3.6. RESINAS DE TROCA IONICA

As resinas de troca ionica (IERs) sdo materiais normalmente constituidos de uma
matriz polimérica, com uma estrutura macromolecular reticulada irregular (sistema
tridimensional de cadeias de hidrocarbonetos). Essa matriz pode apresentar grupos funcionais,
tais como: -SO; ™, -COO™, -POs>", constituindo assim resinas de troca catidnica ou apresentar

grupos funcionais carregados positivamente, tais como, amonio quaternario (SOUZA, 2007).



As resinas de troca i0nica sdo indispensaveis para a produ¢do de dgua ultrapura. IERs
mostram alta eficicia na desmineralizagdo e podem ser usadas repetidamente por tratamento
de regeneragio. A reagdo de troca iénica ocorre com a troca entre contra-jons tais como H' ou
OH’ na superficie das IERs e varios ions em soluc¢ao. Os contra-ions também funcionam como
um 4cido ou uma base. Recentemente, tém sido usadas em catdlise e empacotamento
aproveitando as vantagens de suas propriedades acidas ou basicas. Assim, a procura pelas
IERs ndo ¢ limitada ao tratamento de agua industrial (MATSUDA et al., 1996).

Sato e colaboradores (1984) relataram a desinfec¢do de Escherichia coli usando
resinas de troca ionica nas formas de H" ¢ OH™ como um “desinfetante” pratico para aguas
residudrias. A resina de troca anidnica de base forte (SBAER) de amodnio quaternario na
forma de OH usada no seu estudo tinha macroporos suficientes para encapsular integralmente
células de E. coli. O efeito da desinfeccao foi causado pela captura da E. coli nos poros em
contato com ions OH™ concentrados na superficie dos poros.

Matsuda e colaboradores (1996) descreveram a desinfec¢do da bactéria gram-negativa
Pseudomonas stutzeri com resinas de troca i6nica. Um leito simples de resina de troca
anionica de base forte (SBAER) na forma de OH™ mostrou capacidade de desinfecgdo.
Entretanto, uma resina de troca catidnica de acido forte (SACER) na forma de H™ nao foi
ativa. A adsor¢do das bactérias nas SBAERs ocorreu principalmente devido a atracdo
eletrostatica entre SBAERs carregadas positivamente e as bactérias carregadas negativamente.
Uma vez que as SBAERs carregadas positivamente na forma de CI° ndo tém efeito
bactericida, ions OH™ foram utilizados para desinfec¢do. As SBAERs acrilicas na forma de
OH’ foram mais eficazes na desinfec¢do do que as SBAERs estirénicas. Um leito misto de
SBAERs na forma de OH e de SACERs na forma de H™ também desinfetou bactérias mais
efetivamente.

As bactérias sdo desinfetadas nas superficies das SBAERs do seguinte modo. As
bactérias sdo adsorvidas nas SBAERs por forcas atrativas eletrostaticas e interagdes
hidrofilicas, e s3o entdo inativadas pelos ions OH™ nos estados concentrados, correspondendo
a solucao com pH > 12, como mostrado na Figura 13 (a).

O efeito da desinfecgdo ¢ diretamente dependente das propriedades da superficie das
IERs e das bactérias. As superficies das bactérias sdo negativamente carregadas, enquanto as
superficies das SBAERs e SACERs tém cargas positivas e negativas, respectivamente. Por
isso, as bactérias sdo adsorvidas muito mais eficazmente na SBAER. As superficies das
SBAERSs acrilicas s3o mais hidrofilicas do que as das SBAERs estirénicas. Isso promove a

interacao hidrofilica entre as resinas e as bactérias, que tém mais superficies hidrofilicas como



resultado da formacdo de agregados. Como resultado, as SBAERs acrilicas mostram um
efeito bactericida mais eficaz do que as SBAERs estirénicas. Além disso, o efeito da
desinfeccao do leito misto € mais forte do que do leito simples de SBAERs. A bactéria liga-se
ao H' na superficie das SACERs e a0 OH nas SBAERs como mostrado na Figura 13 (b). Isso
contribui para o acentuado efeito de desinfec¢do (MATSUDA ef al., 1996).
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Figura 13 — Mecanismo de desinfecgdo das bactérias com (a) ions OH™ e (b) ions OH e H"

(MATSUDA et al., 1996)

24. PRATA

O metal prata e seus compostos sdo bem conhecidos por terem fortes efeitos de
inibigdo e bactericidas, bem como um amplo espectro de atividades antimicrobianas. fons
prata agem contra bactérias de diversas maneiras: interagem com os grupos tiol de enzimas e
proteinas que sdo importantes para a respira¢do bacteriana e para o transporte de substancias
através da membrana celular e dentro da célula; ligam-se a parede da célula bacteriana
alterando a funcao da sua membrana celular. Dessa forma, o metal prata e seus compostos sao
eficazes na prevencao de infecgdes em ferimentos. Prata metélica ¢ convertida lentamente em
ions prata no nosso sistema fisioldgico e interage com células bacterianas, assim ions prata
ndo estardo em quantidade suficientemente elevada para causar danos as células humanas

normais (MANEERUNG et al., 2008).



A prata tem a vantagem de possuir uma ampla atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas e ser pouco suscetivel ao desenvolvimento de
resisténcia bacteriana (IP et al. , 2006).

A prata ¢ bem conhecida por exibir forte citotoxicidade em relagdo a uma variedade de
microrganismos. Compostos de prata que liberam prata de forma controlada sdo atualmente
investigados para vdrias aplicagdes. A prata possui um efeito oligodindmico. Os ions prata sdo
capazes de causar um efeito bacteriostatico (inibi¢ao do crescimento) e até mesmo um efeito
bactericida.

Sabe-se que os ions prata e seus compostos sdo altamente tOxicos aos microrganismos
mostrando fortes efeitos biocidas em mais de 16 espécies de bactérias, incluindo E. coli.
Assim, os ions prata, como um componente antibacteriano, tém sido usados na formulagao de
compositos para resinas dentarias, fibras trocadoras de ions e no revestimento de
equipamentos médicos (SONDI e SALOPEK-SONDI, 2004).

Dentre os diferentes agentes antimicrobianos, a prata tem sido extensivamente
estudada e usada desde tempos antigos para combater infec¢des e prevenir a proliferacao de
microrganismos. As propriedades antibacteriana, antifingica e antiviral dos ions prata, dos
compostos de prata e das nanoparticulas de prata tém sido amplamente pesquisadas. A prata
ndo ¢ toxica para os seres humanos em minimas concentragdes. Os microrganismos nao
desenvolvem resisténcia a prata como no caso dos antibidticos, uma vez que a prata ataca uma
ampla variedade de alvos nos microrganismos (RAI et al., 2009).

A prata ¢ um biocida durdvel (persistente) com estabilidade a altas temperaturas e
volatilidade muito baixa comparada a outros agentes biocidas usuais, tais como o cloro, o
bromo e o iodo (SANTA MARIA et al., 2007).

A prata € bem conhecida por exibir forte toxicidade para uma ampla variedade de
microrganismos. Por esta razdo, compostos baseados em prata tém sido extensivamente
usados em muitas aplicagdes bactericidas. E possivel mencionar alguns exemplos de
aplicacdes, tais como: compdsitos inorganicos com uma taxa de liberacdo lenta de prata que
sdo atualmente usados como conservantes em uma variedade de produtos; novos compostos
baseados em microesferas de silica gel que contém um complexo de tiossulfato de prata, que
sdo misturadas aos plasticos para proporcionar prote¢do antibacteriana duravel. Compostos de
prata tém também sido usados na 4rea médica para tratar queimaduras e uma variedade de
infeccdes (MORONES et al., 2005).

Compositos de prata tém aplicagcdes em muitas industrias, tais como, a aeroespacial, a

de revestimento de superficies e para uso hospitalar. Pesquisas indicam que a prata também ¢



eficaz em sistemas de purificagdo para desinfec¢do de 4gua ou ar. Entretanto, a fim de tornar
o uso da prata mais econdmico, existe uma necessidade de minimizar os custos do uso de
prata em aplicagdes potenciais sem perder suas funcionalidades (THIEL et al., 2007).

Produtos contendo prata sdo numerosos mundialmente, principalmente como agente
biocida ou antimicrobiano. No tratamento de 4dgua, desinfetantes baseados em prata e cobre
sdo usados em sistemas de distribui¢do de dgua em hotéis e hospitais para controlar agentes
infecciosos (por exemplo, Legionella). A prata juntamente com o cobre, ¢ comumente usada
para inibir crescimento de bactérias e fungos em granjas. A prata ¢ usada para esterilizar agua
reciclada a bordo da estagdo espacial MIR e em Onibus espaciais da NASA. Unidades de
purificagdo de 4gua contendo filtros de carvao ativado contendo prata juntamente com resinas
de troca idnica sdo populares em residéncias nos Estados Unidos. No México, Microdyn®,
uma gelatina de prata coloidal, ¢ vendida em supermercados para se desinfetar vegetais e dgua
potavel.

Outros produtos contendo prata continuam a ser desenvolvidos. Johnson Matthey
Chemicals desenvolveram um composito inorganico para uso como preservante em
cosméticos, produtos de higiene e similares. No Japao, um novo composto (Amenitop®,
microesferas de silica gel contendo um complexo de tiossulafto e prata) ¢ misturado em
plasticos para proporcionar prote¢ao antibacteriana durdvel (GUPTA & SILVER, 1998).

Além da induastria médica, tecidos impregnados com prata sdo também usados na
fabricagdo de equipamentos esportivos, como por exemplo, sacos de dormir e meias
esportivas (SILVER, 2003).

O efeito bactericida dos ions prata nos microrganismos ¢ muito bem conhecido,
entretanto, o mecanismo bactericida ¢ somente entendido parcialmente. Tem sido proposto
que o ion prata interage fortemente com os grupos tiol das enzimas vitais e as inativa.
Evidéncias experimentais sugerem que o DNA perde sua capacidade de replicagdo uma vez
que a bactéria tenha sido tratada com ions prata. Outros estudos tém mostrado mudangas
estruturais evidentes na membrana celular bem como a formagdo de pequenos granulos com
densidade eletronica formados pela prata e o enxofre (MORONES et al., 2005). O alvo das
nanoparticulas de prata ¢ a membrana bacteriana que conduz a desestabiliza¢do do potencial
da membrana plasmatica e a diminuicdo dos niveis de ATP (trifosfato de adenosina),
resultando na morte da célula (THIEL et al., 2007).

Feng e colaboradores (2000) descreveram um estudo mecanistico da inibi¢ao dos ions
prata em dois tipos de bactérias, E. coli e S. aureus. Pela avaliagdo comparativa dos efeitos

dos ions prata em ambos os organismos, os autores sugeriram o possivel mecanismo de acao



dos ions prata. Os ions prata entram nas células bacterianas penetrando através da parede
celular e conseqiientemente modificam o DNA para a forma condensada que reage com o
grupo tiol das proteinas e resulta na morte da célula.

Compostos de prata t€ém sido explorados por suas propriedades medicinais por séculos.
Atualmente, a prata estd ressurgindo como uma op¢ao de tratamento viavel para infecgdes
encontradas em queimaduras, feridas abertas e ulceras cronicas (ATIYEH et al., 2007).

Muitos estudos tém sugerido mecanismos possiveis envolvendo a interagdo dos ions
prata com macromoléculas bioldgicas. fons prata trocam o cation (H') dos grupos sulfidrila e
tiol, inativando as proteinas, diminuindo a permeabilidade da membrana e causando a morte

da célula (FENG et al., 2000).

2.5. NANOPARTICULAS DE PRATA

A Quimica e a Fisica na escala nanométrica t€ém experimentado um desenvolvimento
enorme na ultima década conduzindo ao aparecimento de um novo campo interdisciplinar,
denominado nanociéncia. A preparagdo de nanoparticulas com tamanho, formato e
composicdo controladas ¢ de importincia cientifica e tecnoldgica fundamental. As
nanoparticulas freqiientemente exibem propriedades quimicas e fisicas muito interessantes
que sdo quantitativamente e qualitativamente diferentes dos seus respectivos materiais em
escala macromolecular e das espécies atomicas e moleculares das quais elas derivaram
(CAVICCHIOLI et al., 2005).

Particulas inorganicas de tamanho nanométrico e seus compdsitos apresentam
propriedades fisicas e quimicas singulares e representam uma classe Unica de materiais no
desenvolvimento de compostos inéditos que podem ser usados em numerosas aplicagdes
fisicas, biologicas, biomédicas e farmacéuticas.

O estudo de nanomateriais bactericidas é particularmente oportuno considerando o
recente aumento de novas linhagens de bactérias resistentes aos mais potentes antibioticos.
Isto tem estimulado pesquisas na atividade dos ions prata e dos compostos baseados em prata,
incluindo as nanoparticulas de prata (MORONES et al., 2005).

A nanotecnologia possibilita expandir a area superficial das particulas de prata

acentuadamente (SONG et al., 2006). Os ions pratas demonstram-se Uteis e eficazes em



aplicacgdes bactericidas, mas devido as suas propriedades Uinicas, as nanoparticulas apresentam
uma alternativa razoavel para o desenvolvimento de novos bactericidas (MORONES et al.,
2005; KIM et al., 2007).

O desenvolvimento de novas linhagens de bactérias resistentes aos antibidticos
comuns tornou-se um sério problema de satide publica; portanto, existe um forte incentivo
para o desenvolvimento de novos bactericidas (MORONES et al., 2005; KIM et al., 2007).

Alguns agentes antimicrobianos sdo extremamente irritantes e toxicos € existe um
grande interesse na descoberta de metodologias para formular novos tipos de materiais
biocidas seguros. Estudos anteriores mostraram que formula¢des antimicrobianas na forma de
nanoparticulas poderiam ser usadas como materiais bactericidas eficazes (SONDI e
SALOPEK-SONDI, 2004). Recentemente, Kablunde e colaboradores (2002) demonstraram
que nanoparticulas de 6xidos metalicos altamente reativos exibem excelente acdo biocida
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Dessa forma, a preparagdo, a
caracterizagdo, a modificagdo de superficie e a funcionalizagdo de nanoparticulas inorgéanicas
abrem a possibilidade de formulacao de uma nova geragao de materiais bactericidas.

Devido as suas propriedades quimicas e fisicas exclusivas (area especifica maior e
uma maior fracdo de 4&tomos na superficie) as nanoparticulas de prata revelam-se como uma
alternativa para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos (RAI ef al., 2009). Estas
propriedades conduzem a uma atividade antimicrobiana mais acentuada comparada a da prata
metalica (MANEERUNG et al., 2008). As nanoparticulas de prata t€ém encontrado diversas
aplicagdes: na impregnacdo em tecidos, na confec¢do de ataduras para ferimentos, em
revestimentos para equipamentos médicos, etc. Recentemente as nanoparticulas de prata tém
sido empregadas na fabricagdo de novos materiais baseados em matrizes poliméricas para
aplicagdes médicas e biotecnoldgicas (JUNG et al., 2009). A vantagem do uso de
nanoparticulas de prata para a impregnagado ¢ que existe uma libera¢do continua dos ions prata
acentuando a eficacia antimicrobiana (RAI et al., 2009).

De um ponto de vista pratico, o método de redug¢do quimica de solugdes aquosas € o
mais adequado para a obtencdo de nanoparticulas e dispersoes coloidais de prata (SANTA
MARIA et al., 2007).

O método da redugdo quimica envolve a reducdo de sais metalicos na presenca de
agente protetor adequado, que ¢ necessario para o controle do crescimento dos coldides
metalicos durante a aglomeragdo. Geralmente, polimeros sintéticos tais como gelatina,
polivinilpirrolidona (PVP) e poli(alcool vinilico) (PVA) sdo usados como agentes protetores

(SANTA MARIA et al., 2007).



A literatura destaca que muitos parametros sdo determinantes para o tamanho e a
morfologia destas particulas metalicas. Alem disso, pesquisadores tém também descoberto
que a concentracao e o tipo dos agentes estabilizantes, bem como a concentracdo dos cations e
o tempo reacional, tem um impacto notavel na morfologia das particulas. Fundamentalmente,
a morfologia e o tamanho das nanoparticulas sdo bastante suscetiveis ao tipo e a concentragao
do agente redutor e ao suporte polimérico empregado durante a sua preparacdo (SANTA
MARIA et al., 2007).

Pal e colaboradores (2007) investigaram as propriedades antibacterianas de
nanoparticulas de prata de formatos diferenciados contra a bactéria gram-negativa
Escherichia coli. A Figura 14 mostra o nimero de colonias crescidas na presenca de
diferentes quantidades de AgNOs e de nanoparticulas esféricas de prata quando 100 uL de
amostra foi aplicada em cada placa. Uma quantidade de 6 pg de nanoparticulas esféricas
preveniu quase completamente o crescimento bacteriano (Figura 14 B). Quando foram
utilizadas quantidades de prata (na forma de AgNO;) maiores do que 12,5 pg , observou-se

100% de inibi¢do do crescimento bacteriano (Figura 14 A).

Figura 14 — Placas de Petri inicialmente com 105 UFC/mL de E. coli e incubadas com
prata (a) 1 pg, (b) 6 pg, (c) 12,5 pg, (d) 50 pg e (e) 100 ug. (A) Ag’ na forma de AgNO;
(B) nanoparticulas esféricas de prata (PAL et al., 2007)

Pesquisas intensas tém sido desenvolvidas sobre materiais antibacterianos contendo
varias substancias organicas e inorganicas. Dentre eles, a prata e os ions prata sdo bem
conhecidos por terem fortes efeitos de inibigcao e bactericidas, bem como um amplo espectro
de atividades antimicrobianas e vem, portanto sendo utilizados como revestimentos de

equipamentos médicos. Embora varios revestimentos usando sais de prata ou prata metalica



tenham sido relatados, eles tém demonstrado, em alguns casos, resultados -clinicos
desapontadores. A impregnacdo de polimeros com prata surge como uma alternativa para
conduzir a materiais promissores com atividade antimicrobiana aumentada (SEGALA et al.,
2006).

Morones e colaboradores (2005) estudaram o efeito de nanoparticulas de prata na faixa
de 1-100 nm contra 4 tipos de bactérias gram-negativas: E. coli, V. cholera, P. aeruginosa e S.
typhus. Os autores aplicaram técnicas de microscopia eletronica de varredura para estudar o
mecanismo pelo qual as nanoparticulas de prata interagem com estas bactérias. Varias
concentracdes de nanoparticulas de prata (0, 25, 50, 75 e 100 pg.mL™") foram testadas contra
cada tipo de bactéria. Os resultados indicaram que as propriedades bactericidas das
nanoparticulas de prata sdo dependentes do tamanho, uma vez que somente as nanoparticulas
com diametro de 1-10 nm apresentaram interagao direta com as bactérias.

Muitas aplicagdes utilizando nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano tém
sido usadas por muitos anos. Existem também pesquisas continuas sendo realizadas para o
aperfeicoamento das aplicagdes atuais bem como o desenvolvimento de novos produtos
contendo estas nanoparticulas. Uma das aplicagdes mais amplamente usadas e conhecidas da
prata e das nanoparticulas de prata € na area médica. Preparagdes contendo prata, tais como,
pomadas contendo sulfadizina de prata, t€ém sido usadas para prevenir infecgdes em
queimaduras e ferimentos abertos. A eficdcia de cremes topicos contendo prata conduziu ao
desenvolvimento de ataduras e curativos revestidos com prata para tratamento de lesdes
severas e traumaticas (BECKER, 1999).

Panaceck e colaboradores (2006) encontraram alta atividade antimicrobiana e
bactericida de nanoparticulas de prata em bactérias gram-positivas e gram-negativas. A
atividade antibacteriana foi dependente do tamanho das nanoparticulas, as nanoparticulas de
25 nm possuiram maiores atividades antibacterianas. As nanoparticulas foram toxicas a
células bacterianas em concentragdes menores que 1,69 de pg.mL™ de Ag.

Jun e colaboradores (2007) descreveram que nanofibras de poli(alcool vinilico) (PVA)
impregnadas com nanoparticulas de prata apresentaram propriedade antibacteriana eficiente
contra E. coli e S. aureus, 97,87% e 99,12%, respectivamente ¢ podem ser usadas para a
preparacdo de ataduras para ferimentos.

Kim e colaboradores (2007) relatam o uso de nanoparticulas de prata para o controle
de infecgdes ocorridas devido a microrganismos. A efici€éncia antimicrobiana foi testada
contra E. coli e S. aureus. A inibicao bacteriana foi mais efetiva em relagdo a E. coli devido a

estrutura da sua membrana.



Kumar e colaboradores (2008) investigaram um método ndo prejudicial ao meio
ambiente para a sintese de tintas contendo nanoparticulas de metal. A tinta apresentou
excelente atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas € no
futuro esta tinta poderd ser usada como um revestimento antimicrobiano eficiente para

proteger inimeras superficies, tais como madeira, vidro, paredes, etc.

2.5.1. MECANISMO DE ACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas de prata mostram propriedade antimicrobiana eficiente comparada a
outros sais devido a sua area superficial extremamente maior, que proporciona melhor contato
com os microrganismos. As nanoparticulas conseguem ligar-se 8 membrana celular e penetra-
la. A membrana da célula bacteriana contém proteinas que possuem enxofre na sua estrutura e
as nanoparticulas de prata interagem com estas proteinas bem como com os compostos que
contétm fosforo, como o DNA. As nanoparticulas de prata preferem atacar a cadeia
respiratdria, a divisdo celular, finalmente conduzindo a morte da célula. As nanoparticulas de
prata liberam fons prata nas células bacterianas o que acentua sua atividade bactericida (RAI
et al.,2009).

O mecanismo pelo qual as nanoparticulas de prata sdo capazes de penetrar na bactéria
ndo ¢ totalmente entendido, mas um estudo de SONDI e SALOPEK-SONDI (2004) sugere
que no caso da E. coli tratada com nanoparticulas de prata as mudangas causadas na
morfologia podem produzir um aumento significante na sua permeabilidade e afetar o
transporte adequado através da membrana plasmatica. No estudo de Morones e colaboradores
(2005) este mecanismo pdde ser explicado pelo consideravel numero de nanoparticulas de
prata encontradas dentro da bactéria.

Como estabelecido pela teoria de acidos e bases moles e duros, a prata tenderd a ter
uma afinidade para reagir com compostos de fosforo e enxofre. Sabe-se que a membrana das
bactérias contém muitas proteinas contendo enxofre; estas podem ser sitios preferenciais para
as nanoparticulas de prata. Por outro lado, as nanoparticulas encontradas dentro da célula
também tenderdo a reagir com outras proteinas contendo enxofre no interior da célula, bem
como com os compostos contendo fosforo tais como o DNA. Para concluir, as mudangas na

morfologia apresentadas pela bactéria bem como o possivel dano causado pelas



nanoparticulas de prata que reagiram com o DNA afetardo a bactéria em processos, tais como
cadeia respiratoria e divisdo celular, causando finalmente a morte da célula (MORONES et
al., 2005).

Em estudo realizado por SONDI e SALOPEK-SONDI (2004), foi constatado que a
presenca de nanoparticulas de prata na concentragdo de 10 pg.cm™ inibiu o crescimento de
E.coli em 70%. Uma concentragio de 50-60 pg.cm™ causou 100% de inibigdo no crescimento
bacteriano. A Figura 15 mostra o numero de colonias de E. coli em fun¢do da concentragao

das nanoparticulas de prata.
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Figura 15 — Numero de colonias de E. coli em fun¢do da concentragdo de
nanoparticulas de prata. A fotografia acima a direita mostra placas contendo diferentes
concentragdes de nanoparticulas de prata: (a) 0, (b) 10, (c) 20 e (d) 50 ;,lg.cm'3
(SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004)

Neste mesmo estudo, a microscopia eletronica de varredura foi usada para avaliar a
morfologia da superficie das células de E. coli nativas e tratadas com as nanoparticulas de
prata. As células bacterianas tratadas com nanoparticulas de prata foram significativamente
alteradas e apresentaram maiores danos, que foram caracterizados pela formacao de “buracos”

na parede celular das bactérias. A Figura 16 (a) mostra as células de E. coli ndo tratadas com



nanoparticulas de prata e a Figura 16 (b) mostra as células de E. coli tratadas com 50 pg.cm™

de nanoparticulas de prata por 4h.

Figura 16 — Microscopia eletronica de varredura de células de E. coli nativas (a) e

células tratadas com 50 pg.cm™ de nanoparticulas de prata em meio de LB liquido por 4 h (b)

(SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004)

O mecanismo de acdo inibitéria de ions prata nos microorganismos ¢ parcialmente
conhecido. Acredita-se que o DNA perde a capacidade de replicacdo e proteinas celulares
tornam-se inativadas no tratamento com ions prata (FENG et al.,, 2000). Foi também
verificado que ligacdes de ions prata com grupos funcionais de proteinas resultam na
desnaturagao de proteinas (SPADARO et al., 1974). Existem relatos na literatura, que
mostram que a atracdo eletrostatica entre células bacterianas carregadas negativamente e
nanoparticulas carregadas positivamente ¢ crucial para a atividade de nanoparticulas como

materiais biocidas (STOIMENOV et al., 2002; HAMOUDA & BAKER, 2000).



2.5.2. EFEITO DO TAMANHO E DA FORMA DAS NANOPARTICULAS DE
PRATA NA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O tamanho das nanoparticulas sugere que ter uma area superficial maior torna melhor
o contato com as células bacterianas, portanto, particulas menores terdo maior porcentagem
de interagao do que particulas maiores. As nanoparticulas de tamanhos menores que 10 nm
interagem com as bactérias e produzem efeitos eletronicos, que acentuam a reatividade das
nanoparticulas. Assim, estd confirmado que o efeito bactericida das nanoparticulas ¢
dependente do seu tamanho (MORONES et al., 2005).

Vegera e Zimon (2006) sinteziram nanoparticulas de prata pela reducdo de solucao de
nitrato de prata com borohidreto de sdédio. As nanoparticulas de prata foram estabilizadas pela
adi¢do de gelatina. Este aditivo previne substancialmente a agregagdo das nanoparticulas de
prata e reduz o tamanho médio das particulas (de 3-17 nm).

Song e colaboradores (2006) sintetizaram nanoparticulas de prata coloidal, utilizando
polivinilpirrolidona (PVP) como agente estabilizante. Foram sintetizadas nanoparticulas de
cerca de 5 nm de tamanho que mostraram excelentes atividades antibacterianas contra S.
typhi, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e M. tuberculosis. Trés tipos de mecanismos
antimicrobianos foram observados:

- Plasmolise, a separagdo do citoplasma da parede da célula bacteriana, foi observada na
bactéria gram-negativa E. coli;

- A sintese da célula bacteriana foi inibida em S. aureus;

- As nanoparticulas de prata encontradas no citoplasma da bactéria M. tuberculosis podem ter
induzido distirbios metabdlicos.

Os mecanismos de a¢do antimicrobiana foram diferentes de acordo com a espécie de

bactéria.



2.6. POLIMEROS ANTIMICROBIANOS A BASE DE PRATA

Compositos metalicos tém recebido amplo interesse em muitos campos, tais como
processos de adsor¢do separagdo e purificagdo, catdlise e tratamento de dgua, que ¢ atribuido
as suas propriedades fisico-quimicas distintas. Atualmente, o melhor desempenho destes
materiais compositos € alcancado pela adequacdo de sua estrutura no alcance de tamanho
micro. Uma metodologia versatil ¢ usada para produzi-los na presenga de um suporte sélido,
como por exemplo, materiais poliméricos (SANTA MARIA et al., 2007).

Materiais solidos porosos baseados em copolimeros reticulados sdo de importancia
pratica para o uso como suporte principalmente devido as suas boas propriedades mecanicas e
térmicas, a sua estrutura com poros interconectados, poros pequenos € ampla area superficial.
A fim de otimizar as vantagens destes materiais porosos, um método promissor ¢ introduzir
grupos funcionais por meio de modificacdo quimica adequada de um polimero matriz ou usar
um polimero que contém unidades monoméricas funcionais. A producdo de particulas
metalicas coloidais com morfologia e tamanho controlados ¢ de significante importincia
devido a intensa dependéncia das propriedades fisicas e quimicas destas particulas nos seus
formatos e tamanhos.

As particulas de prata suportadas em compositos poliméricos reticulados combinam a
alta estabilidade térmica do suporte polimérico com a propriedade antimicrobiana intrinseca
da prata. Agentes antimicrobianos baseados na prata tém recebido muita aten¢do ndo somente
devido a ndo toxicidade da Ag as células humanas, mas também devido ao fato de ser uma
tecnologia inovadora (SANTA MARIA et al., 2007).

Santa Maria e colaboradores (2007) empregaram duas resinas comerciais reticuladas
(Amberlite® GT73 e Amberlite® [RC478) para a ancoragem de prata. Os grupos —SH e
—N(CH,COOH), presentes nestas resinas foram usados como quelantes para os ions Ag'. Os
jons Ag" foram reduzidos com trés agentes redutores: hidrazina, hidroxilamina e formaldeido
em pH alcalino. A atividade antimicrobiana dos compositos resina/Ag foi determinada contra
E. coli. As resinas contendo particulas de prata foram completamente bactericidas dentro de
poucos minutos devido a agdo combinada da prata e os grupos funcionais presentes nas
resinas.

Dois novos produtos comerciais entraram na induastria medica nos Estados Unidos:
Acticoat®, um tecido polimérico de polietileno revestido com nanoparticulas de prata que

libera ions prata e nanoparticulas, e Silverlon®, um tecido feito de fibras de poliamida



revestido com prata. Outra aplicagdo amplamente usada sdo artefatos médicos e implantes
preparados com polimeros impregnados com prata (SILVER, 2003). Cateteres revestidos e
impregnados com polimeros contendo prata t€ém sido desenvolvidos com o objetivo de evitar
a adesdo de bactérias e a formagao de biofilmes em procedimentos cirurgicos. Recentemente,
materiais impregnados com prata tém sido implantados como valvulas cardiacas (COOK et
al., 2000; COSTERTON et al., 1999).

A prevengdo de crescimento microbiano tornou-se altamente importante na industria
téxtil. As fibras naturais e sintéticas usadas para a fabricagdo de tecidos carecem de
propriedades antimicrobianas. Por anos, compostos organicos tais como compostos
aromaticos halogenados foram empregados como agentes antibacterianos em processos de
acabamento de tecidos. Entretanto, estes compostos sdo poluentes ambientais altamente
toxicos. Para substituicao de tais compostos, pesquisadores estdo investigando continuamente
os efeitos das nanoparticulas de prata na fabricacdo de tecidos. YEO & JEONG (2003)
estudaram o efeito bactericida de fibras nanocompodsitas de polipropileno e prata.
Polipropileno (PP) ¢ um dos materiais sintéticos mais usados na industria téxtil. E mais barato
e mais resiliente do que a maioria das outras fibras. PP ¢ um material empregado para a
fabricacdo de muitos produtos de consumo doméstico e em aplicagdes sanitdrias que
necessitam de atividade antibacteriana, embora o PP sozinho ndo apresente propriedades
antimicrobianas. Portanto, os autores desenvolveram uma fibra nanocompdsita de
polipropileno com nanoparticulas de prata que mostraram propriedades antibacterianas
excelentes contra S. aureus (gram-positiva) e K. pneumoniae (gram-negativa), mesmo quando
baixas concentracdes de prata foram usadas. As propriedades mecéanicas do PP ndo foram
afetadas pela adi¢dao das nanoparticulas de prata.

HONG e colaboradores (2006) realizaram pesquisas sobre o efeito antibacteriano de
nanofibras de poli(alcool vinilico) (PVA) contendo nanoparticulas de prata. PVA ¢ um
polimero biocompativel que ¢ solivel em agua. O estudo do comportamento antimicrobiano
das nanofibras de PVA/Ag foi realizado com as bactérias S. aureus e K. pneumoniae. Os
autores concluiram que as nanofibras compdsitas de PVA/Ag exibiram forte atividade
antimicrobiana e poderiam ser usadas em tecidos para aplicagdo nas areas médica e de
cuidados com a satide devido a sua biocompatibilidade.

Lala e colaboradores (2007) realizaram um estudo comparativo usando trés diferentes
nanofibras (CA, PAN e PVC) usadas puras, como controle, e com varias quantidades de
AgNO; , sendo tratadas com radiagdo UV conduzindo a formagao de nanoparticulas de prata.

Estes materiais foram testados contra as bactérias E. coli e S. aureus. Todas as nanofibras



contendo 5% de AgNO; exibiram atividade bactericida, enquanto as nanofibras controle (sem

Ag) ndo possuiram nenhuma agao.

2.7. CELULOSE BACTERIANA

A celulose € um polimero linear de unidades de -(1,4)-D-glicose (Figura 17) (TEERI
et al., 2007). A celulose biossintetizada pelas bactérias Acetobacter xylinum e
Gluconacetobacter xylinus exibe propriedades Uinicas quando comparada com a celulose de
origem vegetal (KLEMM et al., 2001). A celulose bacteriana (BC) ¢ produzida como
membranas altamente hidratadas livres de lignina e hemicelulose, apresentando maior peso
molecular e maior cristalinidade, numa estrutura reticulada ultrafina. Como conseqiiéncia
destas propriedades especiais, este material apresenta um grande nimero de aplicacdes na
industria (de papel, téxtil e alimenticia) e como biomaterial em cosméticos e na medicina
(KLEMM et al., 2005). Uma das areas mais promissoras para aplicacio da BC como
biomaterial € a sua utilizagdo como substituta temporaria da pele fragilizada no tratamento de

ferimentos, queimaduras e Ulceras.
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Figura 17 — Rotas de sintese para a celulose (TEERI ef al., 2007)



A celulose ¢ completamente biocompativel e aplicagdes potenciais interessantes ja t€ém
surgido na area de cuidados com a satde, incluindo sistemas cicatrizantes para ferimentos e
produtos como pele artificial. Celulose bacteriana pode também ser sintetizada em formatos
definidos, tais como microtubos com cavidades que podem ser usados para substituir vasos
sanguineos em operagdes cirurgicas. Implantes tubulares feitos de celulose bacteriana com
alto teor de dgua sdo flexiveis e eldsticos, mas mantém um formato constante. Eles sdo
estaveis, resistentes a pressdo e podem ser facilmente suturados em tecidos bioldgicos.
Celulose bacteriana nativa vem sendo recentemente apresentada como um material estrutural
biocompativel com boas propriedades mecéanicas e com potencial para a aplicagdo na
construcdo de cartilagens e vasos sanguineos (TEERI et al., 2007). Devido a sua excelente
capacidade para conter dgua, materiais baseados em celulose t€ém aplicacdes interessantes
como materiais biocompativeis que podem ser usados em contato com o organismo humano,
incluindo tecidos de sustentacdo e implantes, ataduras, revestimentos biocompativeis e
formulagdes que liberam medicamentos.

Devido as suas propriedades quimicas e estruturais, a celulose bacteriana pode
também ser considerada como uma matriz hidrofilica ideal para a impregnagdao de metais
(BARUD et al., 2008). A celulose bacteriana ¢ uma matriz interessante para promover a
nucleagdo e o crescimento de nanoparticulas inorganicas, produzindo desta forma, uma nova
classe de nanocompositos (JUNG et al., 2009). Entre os diferentes metais possiveis de serem
impregnados nas membranas de celulose bacteriana, a prata tem atraido interesse devido as
suas propriedades antibacterianas bem conhecidas. Esta propriedade antibacteriana ja vem
sendo explorada comercialmente em aplicagdes como tecidos antibacterianos para prevenir
infecgdes e tratar ferimentos de queimaduras (BARUD et al., 2008).

Hu e colaboradores (2008) impregnaram nanoparticulas de AgCl em celulose
bacteriana pela imersdao da membrana de BC numa solugdo de nitrato de prata. Cloreto de
sodio foi usado para reagir com o ion prata (Ag") adsorvido dentro da BC para formar
nanoparticulas de AgCIl. A microscopia eletronica de varredura e a difratometria de raios-X
foram utilizadas para mostrar a formagdo e o crescimento das nanoparticulas de AgCl na
matriz de BC e estudar a natureza cristalografica das particulas. O conteudo de umidade ¢ a
atividade antibacteriana da membrana de celulose contendo AgCl foram investigados.

A Figura 18 mostra a imagem de uma membrana de BC pura e de uma membrana de
BC contendo nanoparticulas de AgCl. Comparada com a membrana de BC matriz (de

coloracdo branca leitosa transliicida), a membrana modificada apresenta coloracdo branca



opaca, que mostra que a impregnacdo das nanoparticulas de AgCl trouxe uma mudanga na

forma macroscopica da membrana.

Figura 18 — Imagem da membrana de BC (a) e da membrana de BC contendo

nanoparticulas de AgCl (b) (HU et al., 2008)

A imagem de MEV apresentada na Figura 19 mostra as nanoparticulas de AgCl
formadas na membrana de BC, que sugere a formagdo de nanoparticulas na superficie e na
estrutura porosa das fibras da BC. A imagem mostra claramente as nanoparticulas de AgCl
bem dispersas na membrana de BC. As nanoparticulas parecem ter um tamanho de alguns

décimos de micrometros.

Figura 19 — Imagem de MEV das nanoparticulas de AgCl formadas na membrana de

BC (HU et al., 2008)



A atividade bactericida das membranas de BC impregnadas com nanoparticulas de
AgCl contra E. coli foi determinada pelo método da difusdo de disco. Foi encontrado que as
amostras exibiram um halo de inibi¢ao de 2 mm. Nenhum halo de inibi¢ao foi observado com
a BC pura como controle. Isto demonstra claramente que a atividade antimicrobiana ¢ devida
somente as nanoparticulas de AgCl impregnadas na BC.

A membrana de BC contendo nanoparticulas de AgCl foi testada contra E. coli e S.
aureus, nenhum crescimento bacteriano foi obtido no controle de esterilidade. Apos 24 h de
incubagdo, houve uma reducdo de 100% nas células viaveis de E. coli e S. aureus na
membrana contendo nanoparticulas de AgCl. Para a BC pura, ndo houve redugdo no numero
de células viaveis; do contrario, houve um acréscimo de 36,0% e 45,3% no nimero de células
viaveis de E. coli e S. aureus, respectivamente. Estes resultados demonstram que membrana
de BC contendo nanoparticulas de AgCl tem boa atividade antimicrobiana tanto para E. coli
(gram-negativa) quanto para S. aureus (gram-positiva).

No trabalho de Barud e colaboradores (2008), foram preparadas membranas de BC
contendo nanoparticulas de Ag. A preparagdo das nanoparticulas de Ag foi realizada através
da decomposicdo de complexos de trietanolamina de prata (TEA). Imagens de microscopia
eletronica de varredura e padrdes de difracao de raios-X conduzem a observagao de particulas
metalicas esféricas com didmetro médio de 8 nm bem adsorvidas nas fibras da BC.

Uma visdo geral da superficie das membranas de BC-Ag-TEA ¢ apresentada na Figura
20 (b). As membranas apresentam a superficie com morfologia regular e a Figura 20 (c)
mostra claramente as particulas esféricas de prata (pontos brancos) dispersas na membrana de
BC. As particulas nanométricas aparecem também como enormes aglomerados e a Figura 20
(d) mostra um aglomerado esférico de particulas de Ag envolvido pelas fibras de BC.
Particulas de prata menores que compdem o aglomerado também sdo observadas adsorvidas

na superficie das fibrilas.



Figura 20 — Imagens de MEV: a) membrana de BC pura; b) membrana de BC

contendo Ag; c) particulas de Ag sdo identificadas como pontos brancos; d) aglomerado de

nanoparticulas de prata envolvido pelas fibras de BC (BARUD et al., 2008)

A Figura 21 mostra curvas de termogravimetria obtidas para membranas de BC e BC-
Ag. A degradacdo térmica da BC ocorre em dois estagios localizados em aproximadamente,
330°C e 460°C. A massa residual (21%) obtida para temperaturas acima de 600°C esta

relacionada as particulas de prata.
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Figura 21 — Curvas de TGA obtidas para membranas de BC pura e de BC-Ag
(BARUD et al., 2008)

A formacdo das nanoparticulas de Ag nas fibras de BC pode ser explicada pela
interagdo com os grupos hidroxila da celulose. A difusdo de ions prata hidratados
[Ag (H,0),]" na matriz de celulose bacteriana conduz a coordenagdo com os diferentes grupos
hidroxila da celulose. Em geral ¢ necessaria a utilizagdo de diferentes agentes redutores
(radiagdo UV, boro hidreto de sdédio, hipofosfito, entre outros). No trabalho de Barud e
colaboradores (2008) a interagdo adicional com TEA conduziu a um mecanismo de reducao
mais complexo. As moléculas de TEA agem simultaneamente como forte agente redutor e um
bom agente quelante para os ions prata, influenciando a nucleacdo e o crescimento da
particula e o seu tamanho.

MANEERUNG e colaboradores (2008) impregnaram nanoparticulas de prata em
celulose bacteriana pela imersdao de BC em solugdo de nitrato de prata. Borohidreto de sddio
foi usado para reduzir o fon prata (Ag') adsorvido dentro da BC em nanoparticulas de prata
metalica (Ag’). A distribui¢do do tamanho das nanoparticulas de prata foi investigada por
microscopia eletronica de varredura. A formacdo das nanoparticulas foi evidenciada por
difracdo de raios-X. A celulose bacteriana impregnada com nanoparticulas de prata exibiu

forte atividade antimicrobiana contra E. coli € S. aureus.



A atividade antibacteriana da celulose bacteriana impregnada com nanoparticulas de
prata foi determinada por dois métodos. Pelo método da difusdo de disco, a BC impregnada
com Ag exibiu um halo de inibicdo de 2 mm e 3,5 mm, respectivamente para E. coli e S.
aureus (Figuras 22 (a) e (b)). Nenhum halo de inibi¢ao foi observado com a BC pura como
controle. No método de contagem de coldnias formadas, apos 48 h de incubagdo, na celulose
bacteriana impregnada com nanoparticulas de prata houve uma redugdo de 99,7% e 99,9% no
numero de células viaveis de E. coli e S. aureus, respectivamente. Para a BC pura nao houve
redugdo, pelo contrario, houve um acréscimo de 34,6% e 40,7% na contagem de células

viaveis de E. coli e S. aureus, respectivamente.

Figura 22 — Atividade antimicrobiana da celulose bacteriana impregnada com
nanoparticulas de prata contra (a) Escherichia coli (b) Staphylococcus aureus

(MANEERUNG et al., 2008)



3. MATERIAIS E METODOS

Nessa parte do trabalho, serdo descritos todos os equipamentos e materiais utilizados,

bem como a metodologia aplicada na realizacdo dos experimentos executados.

3.1. PRODUTOS QUIMICOS

A cepa bacteriana e os principais reagentes e solventes utilizados na elaboragdo desta

Dissertagdo sao listados a seguir:

* Cepa de Escherichia coli, OH5d(k12) — fornecida pelo Instituto de Biologia Roberto

Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Acetona — procedéncia: Proquimios A.C.S.; grau de pureza: P.A.

Acido ascorbico — procedéncia: Merck, grau de pureza: P.A.

Acido cloridrico — procedéncia: Vetec Quimica fina Ltda, grau de pureza: P.A.

Acido nitrico — procedéncia: Vetec Quimica fina Ltda, grau de pureza: P.A.

Acido sulfiirico — procedéncia: Vetec Quimica fina Ltda, grau de pureza: P.A.

Alcool etilico - procedéncia: Isofar, grau de pureza: P.A.

Amberlite® XAD4 (resina polimérica) — procedéncia: Rohm and Haas, grau de pureza:

comercial.

Bacto Agar — procedéncia: Himedia, grau de pureza: P.A.

Bacto extrato de células autocatalisadas de levedura — procedéncia: Himedia, grau de

pureza: P.A.

Bacto triptona — digestdo pancredtica de caseina — procedéncia: Himedia, grau de pureza:

P.A.

Bicarbonato de sédio — procedéncia: Isofar, grau de pureza: P.A.

Celulose bacteriana — procedéncia: Fibrocel Produtos Biotecnologicos Ltda.

Cloreto de aluminio purissimo hexahidratado — procedéncia: Proquimios, grau de pureza:

P.A.

Cloreto de amdnio — procedéncia: Proquimios, grau de pureza: P.A.



Cloreto de estanho (II) — procedéncia: Isofar, grau de pureza: P.A.

Cloreto de sédio — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

Cloreto de sédio cristalizado — procedéncia: Proquimios, grau de pureza: P.A.

Cloridrato de hidroxilamina — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

1,2-dicloro-etano — procedéncia: Synth, grau de pureza: P.A.

1.4-dioxano — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

DVB — procedéncia: Nitriflex, grau de pureza: comercial.
Estireno — procedéncia: Petroflex, grau de pureza: comercial.
Gelatina — procedéncia: Oetker Produtos alimenticios Ltda., grau de pureza: comercial.

Hidréxido de sddio — procedéncia: Proquimios, grau de pureza: P.A.

2-hidroxietilcelulose — procedéncia: Dow Comercial, grau de pureza: comercial.

Iodeto de potassio — procedéncia: Isofar, grau de pureza: P.A.

N-heptano — procedéncia: Isofar, grau de pureza: P.A.

N. N-dimetilformamida — procedéncia: Merck, grau de pureza: P.A.

Nitrato de prata — procedéncia: Merck, grau de pureza: P.A.

Nitrito de sddio — procedéncia: Merck, grau de pureza: P.A.

Peréxido de benzoila — procedéncia: Vetec Quimica fina Ltda, grau de pureza: P.A.

Polivinilpirrolidona — procedéncia: Fluka, grau de pureza: P.A.

Sulfato de hidrazina — procedéncia: Vetec Quimica fina Ltda, grau de pureza: P.A.

Tiocianato de Potéssio — procedéncia: Vetec Quimica fina Ltda, grau de pureza: P.A.

Tolueno — procedéncia: Quimex, grau de pureza: P.A.

Todos os reagentes citados acima foram utilizados como recebidos.



3.2. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Além dos equipamentos e vidrarias tradicionais usados em laboratorio, foram

utilizados nesta Dissertacdo os seguintes aparelhos e materiais:

Agitador mecanico — IKA Labortechnik — modelo RW20.n
Agitador de solugdes — Phoenix modelo AP 56

Analisador automatico de adsor¢do fisica de nitrogénio — Micromeritics, modelo ASAP

2020
Analise elementar — PerkinElmer CHNS/O Analyser 2400 Serie 11 (1)
Analisador termogravimétrico (TGA) — TA Instruments, modelo Q50 V6.4 Build 193.
Analisador termogravimétrico (TGA) — TA Instruments, modelo SDT 2960. (2)
Autoclave vertical — Phoenix modelo AV-50
Balanga analitica Marte — modelo AL 500 C com precisdo de décimo de miligrama
Bloco digestor — Nova técnica
Cémara de fluxo laminar
Controlador de temperatura — IKA
Difratdmetro de raios-X — Siemens Kristalloflex (2)
Espectrofotometro visivel — Femto modelo 600S

Espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier Perkin Elmer — modelo

Spectrum One
Estufa para incubagao - DeLeo equipamentos para laboratérios
Estufa para esterilizagao e secagem — Odontobras
Estufa Quimis
Incubadora de bancada com agitacdo — Nova técnica modelo CT 712
Microscépio eletronico de varredura Philips, modelo XL-30. (3)

Microscopio eletronico de varredura com detetor de elétrons retroespalhados, modelo JSM

6330 F. (4)

Microscépio o6tico Olympus, modelo Bx60 acoplado com maquina fotografica, modelo SC

35.



Peneirador — Bertel
Placa de aquecimento e agitagao - IKA RH-KT/C

Transformador variador de voltagem — STP

O autor agradece as seguintes instituigdes que permitiram a utilizagdo de seus
equipamentos durante a realizagao desta dissertacao:

(1) Embrapa Solos

(2) Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista (UNESP)

(3) Departamento de Engenharia Metalurgica e de Materiais da Escola Politécnica da
Universidade de Sao Paulo (USP).

(4) Laboratorio Nacional de Luz Sincroton (LNLS)



3.3. PROCEDIMENTOS

A preparagdo dos materiais poliméricos com propriedades bactericidas envolveu a

seguinte metodologia que sera descrita a seguir:

Sintese dos Celul
copolimeros cluiose

de Sty-DVB

[ Caracterizacao }

A 4

[ Modificacao

A 4

A 4 . =
T Caracterizacdo da
Caracterizacao Celulose/Ag
dos copolimeros v

Figura 23 — Metodologia de preparagdo dos materiais poliméricos com propriedades

bactericidas



3.3.1. SINTESE DOS COPOLIMEROS DE STY-DVB

Foram sintetizados trés (03) copolimeros a base de Sty e DVB através da técnica de
polimerizacdo em suspensdo aquosa via radical livre, alterando-se o teor dos diluentes
(agentes porogénicos) n-heptano e tolueno. A mistura diluente n-heptano/tolueno foi
empregada nas propor¢des 90:10, 60:40 e 0:100 (v/v). A concentracdo do iniciador PBO (1%
em relacdo ao niimero total de mols dos mondmeros) e dos agentes de suspensdo (gelatina
0,2% p/v, 2-hidroxietilcelulose 0,15 % p/v e cloreto de sédio 2% p/v, em relagdo ao volume
de 4gua), o teor de mondmeros, a relacao entre a fase aquosa e a organica (3:1), o tempo (24
h) e a temperatura de reagdo (75°C) mantiveram-se constantes em todas as sinteses.

O sistema reacional foi constituido por um baldo de trés bocas de 1000 mL, equipado
com condensador de bolas adaptado a um selo de 6leo, agitador mecanico, termdmetro e

banho de silicone ligado a um transformador de voltagem (Figura 24).

Figura 24 — Sistema de reacdo de polimerizagado



3.3.1.1. PREPARO DA FASE AQUOSA

A fase aquosa (FA) foi preparada de modo que seu volume final correspondesse a trés
vezes o volume da fase orgénica (FO). No preparo da fase aquosa, pesaram-se 0,725 g de 2-
hidroxietilcelulose (HEC) (0,1% p/v), que foram previamente dissolvidos em &agua a
temperatura ambiente. A dissolucdo da HEC foi conduzida em placa agitadora por 24 horas.
Separadamente, 0,967 g de gelatina comercial incolor (0,2% p/v) foram dissolvidos em agua a
40°C por 30 minutos. Apos completa dissolugdo dos dois agentes de suspensdo, ambos foram
misturados e a estes foi adicionado cloreto de sodio (2% p/v em relagdo a fase aquosa).

A solugdo final foi entdo transferida para um baldo de trés bocas equipado com um

agitador mecanico, ajustado para proporcionar uma velocidade de agitacdo de 360 rpm.

3.3.1.2. PREPARO DA FASE ORGANICA

A fase orgénica (FO) foi preparada separadamente por dissolu¢do do iniciador PBO na
mistura monomérica constituida de 0,5 mol de estireno ¢ 0,05 mol de divinilbenzeno a
temperatura ambiente, e posterior adicdo dos diluentes n-heptano e tolueno nas propor¢des

90:10, 60:40 ¢ 0:100 (V/v).

3.3.1.3. POLIMERIZACAO

A fase organica foi adicionada lentamente ao reator de polimerizagao, ja contendo a
fase aquosa, sob agitacdo mecanica a temperatura ambiente. O sistema reacional foi mantido
nessas condigdes por 10 minutos para que houvesse dispersao da fase organica na fase aquosa.
Apoés este periodo, o sistema foi aquecido a 75°C, por meio de um banho de silicone
termostatizado, sob agitacdo de 360 rpm por 24 h. Ao final da reacdo, as pérolas de

copolimero obtidas foram separadas por filtracao.



3.3.14. PURIFICACAO DOS COPOLIMEROS

A purificagdo dos copolimeros ¢ necessaria para que sejam eliminados residuos de
mondmeros que possam estar presentes no material. As pérolas dos copolimeros obtidos
foram lavadas com 4gua destilada previamente aquecida a 70°C. Em seguida, as pérolas foram
colocadas em cartuchos de papel de filtro e transferidas para um sistema de extragao Soxhlet
(Figura 25) para purificagdo com acetona, cujo objetivo foi retirar qualquer residuo de
monodmero, iniciador e diluentes, que estivessem ainda presente. ApOs essa extragdo, as

pérolas foram secas em estufa a 60°C por 24 h.

Figura 25 — Sistema de extracdo utilizado na purificagdo dos copolimeros



3.3.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS COPOLIMEROS DE STY-DVB

Amostras dos copolimeros de Sty-DVB sintetizados foram caracterizadas de acordo
com a densidade aparente, grau de inchamento, microscopia 6tica e eletronica de varredura,
estrutura porosa no estado seco, espectrometria de infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR), analise termogravimétrica e analise elementar.

3.3.2.1. DETERMINACAO DA DENSIDADE APARENTE

O procedimento utilizado na determinacdo da densidade aparente (d,,) € uma
adaptacdo do método ASTM DI1895 (1969), utilizado na industria de catalisadores e
polimeros particulados. Esse método vem sendo utilizado para determinagdo de densidade
aparente (RABELO, 1993).

Foi empacotado, em provetas de 10 mL, com precisdo de 0,1 mL, um volume de 10
mL de amostra seca com auxilio de um bastdo de vidro emborrachado. A massa de
copolimero empacotada ¢ medida através da diferenca de massa entre a proveta com amostra
empacotada e vazia. O procedimento foi repetido trés vezes para a obtencdo da média de

valores. A densidade aparente foi calculada de acordo com a equagdo (1):

dap = m/v (D
Onde:

dap = densidade aparente (g.cm™)
m = massa da amostra (g)

v = volume do leito da amostra (cm?)

3.3.2.2. DETERMINACAO DO GRAU DE INCHAMENTO

Os inchamentos percentuais em volume dos copolimeros em varios solventes foram
determinados em provetas de 10 mL, com precisdao de 0,1 mL, onde foram empacotados cerca

de 3 mL de copolimero seco (RABELO, 1993). O leito de amostra foi nivelado com auxilio



de um bastdo de vidro emborrachado para se realizar a leitura do volume inicial (Vj). Em
seguida, adicionou-se lentamente pela parede da proveta, o solvente até a marca de 10 mL. A
proveta foi novamente submetida a vibracdo para compactacdo do leito de amostra ¢ a
eliminacdo de bolhas de ar. Apos 24 horas, verificou-se o volume final (V¢). O grau de

inchamento (I) foi calculado pela equagdo (2):

I=(Vi— V) 100/ V; (2)

Onde:
I = inchamento (%)
Vi = volume do leito do copolimero seco (cm?)

V= volume do leito do copolimero em contato com solvente apos 24 horas (cm’)

3.3.2.3. MICROSCOPIAS OTICA E ELETRONICA DE VARREDURA

A morfologia e o aspecto 6tico dos copolimeros foram avaliados através de lupa
estereoscopica com camera digital acoplada, onde as amostras, sem nenhum tratamento
prévio, foram observadas e fotografadas em laminas de vidro.

Através de microscopio eletronico de varredura foram observadas a superficie externa
e a estrutura interna das pérolas dos copolimeros. As pérolas foram coladas em suporte
metalico com fita adesiva dupla face. Em seguida, as superficies das amostras foram

recobertas com uma fina camada de ouro. A voltagem de aceleragdo foi de 20 kV.

3.3.2.4. DETERMINACAO DE AREA ESPECIFICA, DIAMETRO MEDIO DE
POROS E VOLUME DE PORO

A érea especifica (A), o volume total de poros (V) € o didmetro médio de poros (Dp)
foram determinados por meio de dados de adsor¢do de nitrogénio a diferentes pressoes
relativas na temperatura do nitrogénio liquido, em um aparelho automatico de adsorcao fisica.

A area especifica foi calculada com o auxilio da equagdao (3) desenvolvida por

Brunauer, Emmett e Teller (BET). O volume total de poros ¢ o didmetro médio dos poros



foram determinados pelo método BJH. Por serem conduzidos somente no estado seco, o

método BET e BJH medem somente os poros fixos (RIQUEZA et al., 2004).

P 1 C-1 P (3)

Onde:

a = quantidade de nitrogénio adsorvido a temperatura T (mmol/g);

an = quantidade necessaria de nitrogé€nio para cobrir a superficie do adsorvente com uma
monocamada;

P, = pressao de saturacdo do nitrogénio liquido;

P = pressdo atmosférica reduzida;

C = constante do sistema.

3.3.2.5. CARACTERIZACAO POR ESPECTROMETRIA DE
INFRAVERMELHO (FTIR)

Os espectros de infravermelho dos copolimeros sintetizados foram obtidos em
espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier — Perkin Elmer Spectrum One.
Os copolimeros foram macerados em gral de agata e secos em estufa a 110°C por 1 h. Em
seguida, cerca de 1 mg da amostra foi diluida com aproximadamente 300 mg de KBr,
previamente macerado e seco em estufa. A amostra e o KBr foram misturados em gral de
agata e a mistura foi prensada em forma de pastilha. Os espectros foram registrados no

intervalo de 4000 a 450 cm™, com resolugio de 4 cm™.



3.3.2.6. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

Este tipo de andlise busca verificar a estabilidade térmica da amostra (perda ou ganho
de massa em func¢do da temperatura). Uma quantidade pequena da amostra foi colocada em
um porta-amostra de alumina e aquecida a 700°C, numa taxa de aquecimento de 20°C.min”",
em atmosfera de nitrogénio, sob fluxo de 100 mL.min"'. A perda de massa da amostra foi
continuamente monitorada, durante o aquecimento e registrada em um grafico de perda de

massa em fun¢do da temperatura.

3.3.2.7. ANALISE ELEMENTAR

Os copolimeros sintetizados foram submetidos a andlise elementar apods serem
macerados em gral de 4gata e secos em estufa a 100°C durante 24 h. Cerca de 10 mg de
amostra foram pesados em capsula de estanho e lancada em um tubo de combustao através do

qual flui uma corrente de hélio.

3.3.3. MODIFICACOES QUIMICAS DOS COPOLIMEROS

Os copolimeros de Sty-DVB foram modificados por meio da reacdo de nitragao,
seguida da reagdo de redugdo do grupo nitro a amino e da reagdo de hidrolise do grupo sal de
diazonio. Posteriormente, os copolimeros modificados foram impregnados com prata. Os

procedimentos realizados nestas reacdes de modificacdo sdo descritos a seguir.

3.33.1. MODIFICACAO POR MEIO DA REACAO DE NITRACAO

Adicionaram-se 5 g decopolimero ao baldo de trés bocas. Posteriormente
adicionaram-se 20 mL de 1,2-dicloroetano para o inchamento do copolimero, deixando-se em

repouso durante 24 h. Preparou-se uma solucao contendo 23 mL de acido nitrico concentrado



(65%) e 20 mL de acido sulfirico concentrado (98%), vertendo-se o acido sulfurico
lentamente sobre o &cido nitrico. Depois de preparada a solucdo sulfonitrica, a mesma foi
transferida para um funil de adi¢do, para que fosse adicionada lentamente ao balao de trés
bocas, contendo o copolimero previamente inchado em 1,2-dicloroetano na temperatura
ambiente. Apos completa adicdo da mistura sulfonitrica, a temperatura foi elevada para 80°C
e a reacao foi conduzida por 4 h. Depois, o aquecimento foi interrompido e o meio reacional

deixado tomar a temperatura ambiente.

Adicionaram-se pequenas quantidades de etanol ao conteudo do baldo para diluir o
sistema. O copolimero nitrado (coloracdo caramelada) contendo 1,2-dicloroetano foi
transferido para um funil contendo papel de filtro e foi entdo lavado com cerca de 100 mL de
etanol e com agua destilada gelada. O liquido recolhido apos filtracdo foi misturado com um
pouco de dgua formando uma solu¢do de dupla fase para posteriormente decantacao e o 1,2-
dicloroetano ser posto no rejeito apropriado. O copolimero foi entdo lavado exaustivamente
com 1 L de 4dgua destilada a uma temperatura em torno de 50°C. Finalmente, o copolimero foi

lavado com acetona (cerca de 150 mL) e seco a uma temperatura de 60-70°C durante 24 h.

3.3.3.2. MODIFICACAO POR MEIO DA REACAO DE REDUCAO DO GRUPO
NITRO A AMINO

Adicionaram-se 2 g de copolimero nitrado anteriormente, a um baldo de trés bocas.
Posteriormente, foram adicionados 20 mL de 4gua destilada (inchamento do copolimero),
deixou-se em repouso durante 24 h. Foi preparada uma solucao contendo 3,2 g de SnCl, e 20
mL de HCI concentrado. O HCI foi vertido sobre o SnCl, obtendo-se uma suspensdo de
coloragdo branca. Depois de preparada, a solucao foi vertida no baldo contendo o copolimero
previamente inchado em 4gua na temperatura ambiente. Apds completa adi¢do, a temperatura
foi elevada para 100°C, durante 24 horas. Apds 24 h de reagdo foram acrescentados mais 20
mL de solugdo de 3,2 g de SnCl, em 4acido cloridrico concentrado e a reagdo foi conduzida
por mais 24 h. O aquecimento foi interrompido e deixou-se o meio reacional tomar a
temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se agua destilada, filtrou-se o copolimero e
o sobrenadante foi neutralizado para posterior descarte. O copolimero ja filtrado foi lavado

com cerca de 500 mL de agua destilada na temperatura ambiente. O copolimero foi vertido



para um erlenmeyer contendo 100 mL de uma solugdo de NaOH 0,5 M. O erlenmeyer foi
tampado com filme plastico e deixado em repouso durante 24 h. A seguir o copolimero foi
filtrado e lavado com 1 L de agua destilada quente (60-70°C), at¢ pH proximo de 6.
Finalmente, o copolimero foi lavado com 150 mL de acetona e seco na estufa a 60-70°C por

24 h.

3.3.3.3. MODIFICACAO POR MEIO DA REACAO DE DIAZOTACAO E
POSTERIOR HIDROLISE DO GRUPO SAL DE DIAZONIO

Para um erlenmeyer pequeno munido de termometro, foi transferido cerca de 1 g de
copolimero aminado e 10 ml de dioxano. Apo6s 30 minutos, acrescentaram-se 2 mL de acido
cloridrico concentrado e 5 mL de adgua destilada. Usando banho de gelo/sal grosso, o sistema
foi resfriado até a temperatura de pelo menos 5°C (temperatura ideal = 0°C).

Procedeu-se a diazotagdo com adicdo de uma solucdo previamente preparada de 1 g de
nitrito de s6dio em 5 mL de agua. Esta adicao foi feita o mais lentamente possivel. Esta
solucdo aquosa de nitrito foi previamente resfriada em banho de gelo/sal. Durante toda adigao
da solucao aquosa gelada de nitrito de sodio, a mistura foi mantida sob forte agitacdo manual.
A reacdo liberou calor e como sal de didzonio formado era instdvel em temperaturas elevadas,
ndo se deixou que a temperatura se elevasse acima de 10°C.

Deixou-se o sistema tomar a temperatura ambiente. A seguir, o sistema foi aquecido em
um banho a 50°C e adicionaram-se lentamente, com auxilio de um funil de adigdo, 100 mL de
solucdo aquosa de NaOH a 1M. O sistema foi mantido sob aquecimento por cerca de 1 h
(Figura 26). Depois, deixou-se o sistema atingir a temperatura ambiente. Procedeu-se a
filtragdo e a lavagem do copolimero com 1 L de 4dgua quente (cerca de 65°C). O copolimero
foi deixado em contato com 100 mL de solucdo aquosa de HCI a 1M até o dia seguinte.

Procedeu-se a lavagem do copolimero com agua destilada até pH proximo de 6.



Figura 26 — Sistema reacional utilizado na modificagao por reagdo de hidrélise do grupo sal
de diazbnio

3.3.4. IMPREGNACAO DE PRATA NOS COPOLiMEROS

Os copolimeros modificados contendo os grupos —NH, ¢ —OH foram tratados com
solugdo aquosa de AgNO;3; 4% m/v por 24 h. Foram pesados 1 g de cada copolimero, que
posteriormente foram deixados em contato com 25 ml de solugdo aquosa de nitrato de prata.
Foram adicionadas algumas gotas de HNO; concentrado para reduzir o pH e,
consequentemente, prevenir a hidrolise do sal de prata. As pérolas de copolimero
impregnadas com AgNO; foram filtradas e lavadas com agua destilada e deionizada. A
lavagem foi conduzida até teste negativo com solugdo aquosa de NaCl a 1% p/v no filtrado.
Apb6s a filtragdo e a lavagem, o fon Ag' foi reduzido com hidroxilamina. As solugdes aquosas
do agente redutor foram preparadas de acordo com a descrigdo a seguir.

Em um béquer, foram dissolvidos 0,4 g de PVP a 4% m/v em 10 ml de agua
deionizada. Apds a dissolucdo, acrescentaram-se 2 g de cloridrato de hidroxilamina a solugao.
O pH foi corrigido por meio da adicdo de gotas de solugdo aquosa de NaOH 1M até pH
aproximadamente 12. A solugdo redutora foi transferida para um funil de adi¢do. Em outro

béquer, o copolimero foi suspenso em 20 ml de 4gua deionizada. Esta suspensdo foi resfriada



em um banho de gelo. Acrescentou-se gota a gota a solugdo redutora sobre a suspensdo. Apos
1 h de contato, as pérolas ficaram escuras e foram lavadas exaustivamente com agua

destilada, 20 ml de acetona e secas em estufa a 60°C por 12 h.

3.3.5. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS COPOLIMEROS
MODIFICADOS

Amostras dos copolimeros de Sty-DVB modificados foram caracterizadas de acordo
com o grau de inchamento, microscopia Otica e eletronica de varredura, espectrometria de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), andlise termogravimétrica, andlise

elementar e analise quantitativa do teor de prata.

3.3.5.1. CARACTERIZACAO POR ESPECTROMETRIA DE
INFRAVERMELHO (FTIR)

Os espectros de infravermelho dos copolimeros modificados foram obtidos em
espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier — Perkin Elmer Spectrum One.
Os copolimeros foram macerados em gral de agata e secos em estufa a 110°C por 1 h. Em
seguida, cerca de 1 mg da amostra foi diluida com aproximadamente 300 mg de KBr,
previamente macerado e seco em estufa. A amostra e o KBr foram misturados em gral de
dgata e a mistura foi prensada em forma de pastilha. Os espectros foram registrados no

intervalo de 4000 a 450 cm™, com resolucdo de 4 cm™.

3.3.5.2. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

Este tipo de andlise busca verificar a estabilidade térmica da amostra (perda ou ganho

de massa em funcdo da temperatura). Uma quantidade pequena da amostra foi colocada em

um porta-amostra de alumina e aquecida a 700°C, numa taxa de aquecimento de 20°C.min™",



em atmosfera de nitrogénio, sob fluxo de 100 mL.min". A perda de massa da amostra foi
continuamente monitorada, durante o aquecimento e registrada em um grafico de perda de

massa em fun¢do da temperatura.

3.3.5.3. ANALISE ELEMENTAR

Os copolimeros modificados foram submetidos a andlise elementar apds serem
macerados em gral de agata e secos em estufa a 100°C durante 24 h. Cerca de 10 mg de
amostra foram pesados em capsula de estanho e langada em um tubo de combustao através do

qual flui uma corrente de hélio.

3.3.54. ANALISE QUANTITATIVA DO TEOR DE PRATA

A determinag¢do do teor de prata incorporada nos copolimeros foi realizada com o

emprego do método da argentometria. As seguintes solucdes foram preparadas previamente:

*  Solugdo aquosa de AgNO; (0,01 M): o sal AgNOs foi triturado e seco em estufa a 150°C
por 2 horas. Deixou esfriar em dessecador e pesaram-se cerca de 0,85 g. A solucdo foi
preparada dissolvendo-se o sal em 4dgua destilada. Foram adicionados 0,5 mL de HNO;
concentrado para evitar a hidrélise do ion Ag'. A solugdo foi entdo transferida para baldo de
500 mL e avolumou-se com agua destilada e, em seguida, a solucdo foi guardada em frasco

escuro e rotulada.

* Solugdo aquosa de KSCN (0,01 M): foram pesados 0,4 g do sal que foi dissolvido em

agua destilada e transferido para um baldo de 500 mL, avolumou-se com dgua destilada.

*  Solugdo aquosa de HNO;3 (6 M): foram transferidos 208 mL de HNO; concentrado para

baldo de 500 mL, avolumou-se com agua destilada.

Em um erlenmeyer, pesou-se 0,1 g de cada copolimero em um erlenmeyer e se
transferiram 15 mL de solucdo 6 M de HNO;. O erlenmeyer foi aquecido brandamente,
colocando-se um funil na boca, até dissolucdo total da prata. Durante a digestdo do

copolimero, foi observada a evolugdo de vapores castanhos (vapores nitrosos). Foi observado,



ao final da digestdo, que as pérolas tornaram-se claras, evidenciando a dissolugdo da prata.
Acrescentaram-se 25 mL de dgua destilada, ebulindo até completa expulsdo dos vapores
nitrosos. Deixou-se esfriar e o conteudo do erlenmeyer foi transferido para um baldao de 100
mL, completou-se o volume com agua destilada e homogeneizou-se. Foram pipetados 25 mL
desta solu¢do para um erlenmeyer de 250 mL e titulou-se com solu¢do padrdo de tiocianato de
potassio 0,01 M, empregando solucdo saturada de sulfato de ferro III amoniacal como
indicador.

Foram realizadas quatro titulagdes e calculou-se o volume médio gasto nas titulagdes.

O teor de prata encontrado em cada copolimero foi calculado através da equacdo (4):

%Ag = VSCN X MSCN X meAgx 100 (4)
Pamostra X 25/100

Onde:

%Ag = Teor de prata dos copolimeros (%)
Vsen = volume médio de tiocianato

Mgcen = molaridade da solugao de tiocianato
mea, = miliequivalente da prata

Pamostra = peso da amostra

3.3.6. IMPREGNACAO DE PRATA EM CELULOSE BACTERIANA

Amostras de 3 g de membrana de celulose bacteriana foram imersas em 100 mL de
solucdo aquosa de AgNOs a 0,06 mol.L™" | acidificada com HNOs , 4 temperatura ambiente,
por 24 h. A seguir as amostras impregnadas com ions Ag" foram lavadas com agua destilada a
45°C até teste negativo em solugdo aquosa de NaCl a 1% p/v . A celulose bacteriana (BC)
impregnada com fons Ag' (BC/Ag") foi tratada com solugdo aquosa de um agente redutor
contendo ou ndo um protetor de coldide. Os agentes redutores foram empregados em solugdes
aquosas contendo 0,2% p/v de PVP ou gelatina.

Para cada 2 g de celulose impregnada com Ag' imersa em 30 mL de solucdo aquosa
de PVP ou gelatina (0,2 % p/v), foram adicionados 30 mL de solucdo aquosa de um agente
redutor (NH,NH,, NH,OH ou C¢HgOg) numa concentragao de 0,06 mol.L”! com pHentre 13 ¢

14 contendo PVP ou gelatina a 0,2 % p/v. Essa adi¢do foi realizada em banho de gelo



(temperatura proxima a 5°C) durante 15 minutos ¢ a mistura foi mantida em contato com a
solugdo a temperatura ambiente durante 1h protegida da luz. Apos o processo de reducdo, a
celulose bacteriana (BC) impregnada com ions Ag” (BC/Ag") tornou-se escura (BC/Ag"). A
amostra reduzida foi exaustivamente lavada com agua destilada e deionizada até teste

negativo em solucdo de NaCl 1% (p/v).

3.3.7. CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA
IMPREGNADAS COM PRATA

As nanoparticulas de prata impregnadas em celulose bacteriana foram caracterizadas

por difracdo de raios-X, analise termogravimétrica e microscopia eletronica de varredura.

3.3.7.1. DIFRACAO DE RAIOS-X

Padrdes de difracao de raios-X da prata obtida e impregnada na celulose foram obtidos

em um difratometro Siemens Kristalloflex, usando radiagdo de 4 a 70° (angulo 20).

3.3.7.2. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A anélise termogravimétrica foi conduzida usando amostras secas em um equipamento
SDT 2960 da TA Instrumentos. Uma quantidade pequena da amostra foi colocada em um
porta-amostra de alumina e aquecida de 40 a 600°C, numa taxa de aquecimento de
10°C.min™", em atmosfera de nitrogénio, sob fluxo de 50 mL.min". A perda de massa da
amostra foi continuamente monitorada, durante o aquecimento e registrada em um grafico de
perda de massa em fungdo da temperatura. O contetido de prata dos compdsitos BC/Ag foi

estimado dos residuos.



3.3.7.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Através de microscopio eletronico de varredura com detetor de elétrons retro-
espalhados foram observadas a superficie externa e a estrutura interna das membranas de BC
e dos compositos BC/Ag” obtidos com e sem protetores de coloide. As superficies das

amostras foram recobertas com uma espessa camada de carbono.

3.3.8. AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DOS COPOLIMEROS

A avaliacdo da capacidade de reducdo do niimero de células viaveis pelos materiais
estudados foi conduzida em triplicata junto a suspensdo de Escherichia coli, OH5d(k12),
segundo a metodologia descrita por JANDREY e colaboradores (2004). A metodologia
empregada foi a da determinagdo do nimero de células viadveis utilizando a técnica de
contagem em placa.

As seguintes solugdes e meios foram preparados para desenvolver os ensaios de

atividade bactericida:

Solucdo salina 0,9%: em erlenmeyer, 2,7 g de NaCl foram dissolvidos em 300 mL de

agua. A solugdo foi autoclavada a 120°C por 20 min.

Meio LB (Luria-Bertani) liquido: em erlenmeyer foram dissolvidos 1 g de NaCl, 1 g de

Bacto triptona (digestdo pancreética da caseina), 0,5 g de Bacto extrato de levedura, em 100

mL de agua. A solugdo foi autoclavada a 120°C por 20 min.

Meio LB (Luria-Bertani) sélido: em erlenmeyer foram dissolvidos 3 g de NaCl, 3 g de
Bacto triptona (digestdo pancreatica da caseina), 1,5 g de Bacto extrato de levedura e 4,5 g de
Bacto Agar para preparo de culturas, em 300 mL de agua. A solugdo foi autoclavada a 120°C
por 20 min.

Os seguintes materiais foram preparados em ambiente estéril (cabine de fluxo

laminar):

Meio de cultura: foi pipetada uma aliquota de 100 pL de cultura pré-preparada e

armazenada no freezer de Escherichia coli, a qual foi transferida para erlenmeyer estéril de 50

mL contendo 10 mL de meio LB liquido. A cultura foi mantida em incubadora a 37°C com



agitacdo a 120 rpm durante uma noite, até a fase exponencial de crescimento de cerca de 2-3 x

10° células/mL.

" Microtubos com soluc¢do salina para dilui¢do: os microtubos de 1,5 mL estéreis foram

distribuidos em estante apropriada, aos quais foram adicionados 900 uL de solugdo salina
0,9% estéril com auxilio de pipetador automatico. Em seguida, os microtubos foram fechados

e transferidos para um frasco de vidro identificado.

* Placas com meio LB solidificado com Agar: O meio LB com Agar foi vertido

imediatamente apds ser autoclavado em placas de Petri estéreis. Apds solidificagdo as placas
foram invertidas e mantidas em estufa incubadora a 37°C durante uma noite. As placas foram
espalhadas sobre a bancada e descartadas as placas em que ocorreu alguma contaminagdo. As
placas foram identificadas para o ensaio, com o tipo de bactéria, o cddigo da amostra e a
concentracdo da suspensdo de bactérias, utilizando-se trés placas para cada concentragdao de

microrganismo.

* Colunas com amostra de copolimero: os tubos de polipropileno estéreis de 50 mL foram

identificados com o nome da amostra e colocados em estante. Em cabine de fluxo laminar, a
seringa de 1 mL foi colocada em tubo de ensaio estéril de 13 mm. Para suportar a amostra
dentro da seringa de 1 mL foi inserida uma pérola de vidro (2 mm de didmetro) estéril na
extremidade inferior da seringa, com auxilio de pinga esterilizada na chama do bico de
Bunsen. Em seguida, o émbolo foi recolocado na seringa. A seringa foi transferida para dentro
do tubo de polipropileno de 50 mL, o qual foi fechado e entdo pesado. Apos a pesagem, a
seringa foi suportada em tubo de ensaio e o €émbolo retirado. Foram adicionados na seringa
aproximadamente 0,2 mL de copolimero. O émbolo foi recolocado na seringa, compactando a
amostra. Colocou-se a seringa com amostra no tubo de polipropileno novamente e o conjunto

foi pesado. A massa de amostra de cada copolimero foi determinada por diferenga.

* Tubos com solucdo salina para diluicdo das bactérias: os tubos de polipropileno tipo

Falcon de 15 mL com tampa foram identificados com as concentracdes de células/mL (10,
10°, 10°, 10%, 10°, 102) e colocados em estante. Foram preenchidos seis tubos com 9000 uL
de solugdo salina 0,9% estéril. No primeiro tubo (107), foram adicionados mais 900 pL de

salina com auxilio de pipetador automatico.

* Estantes com microtubos e tubos de ensaio: os microtubos contendo 900 pL de salina

foram separados e identificados para dilui¢io das solugdes de cultura de concentragdo 10,
10°, 10°, 10*, 10° células/mL. Foi preparada e identificada uma estante com tubos de ensaio

para descarte e recolhimento das aliquotas eluidas no ensaio de sobrevivéncia.



O procedimento para o ensaio de atividade bactericida envolve os seguintes passos que

foram executados em cabine de fluxo laminar:

* Suspensdo de bactérias: uma aliquota de 100 pL da cultura preparada na véspera foi

transferida para o tubo de 15 mL contendo 9900 pL de solucdo salina, homogeneizada em
agitador de tubos. Este tubo tem concentragio de 10’ células/mL. Deste tubo, foi retirada uma
aliquota de 1000 pL e transferida para tubo de 15 mL contendo 9000 pL de salina, o qual foi
agitado obtendo uma suspensio com concentragio de 10° células/mL. Esta seqiiéncia de

diluigdo foi repetida para obter as suspensdes com concentragdo de 10°, 10*, 10° células/mL.

* Ensaio de eluicdo: sobre a mesma coluna contendo 0,2 mL de amostra foram eluidos 2000

uL (4 porgdes de 500 puL) de solugdo salina estéril. Posteriormente, 1500 uL (3 porcdes de
500 pL) das solucdes contendo E. coli em diferentes concentracdes na seguinte seqiiéncia:
10°, 10%, 10°, 10° e 107 células/mL foram sucessivamente eluidos através da coluna. Os 500
uL iniciais de cada solugdo, usados para condicionamento das amostras, foram descartados,
recolhendo-se o volume restante em tubo de ensaio estéril. Cada elui¢ao foi desenvolvida

durante 1 a 2 min (taxa de eluicdo = 0,75 mL/min).

* Diluicdo das solucdes eluidas e inoculacdo: ap6s a eluicdo através do leito de copolimero,

a suspensao de E. coli foi apropriadamente diluida em solugdo salina estéril. As dilui¢cdes
foram feitas de 1:10 partindo-se de 100 pL em microtubos contendo 900 pL de salina estéril,
homogeneizando em agitador de tubos. As diluigdes foram repetidas até obter uma suspensao
contendo aproximadamente 2 x 10’ células/mL, cuja aliquota de 100 pL foi transferida para
placa de Petri contendo meio nutriente LB solidificado com Bacto Agar. No caso da solucao
salina, foram aplicadas aliquotas de 400 pL na placa. Para cada concentragdo, foram
preparadas trés placas para contagem.

* Incubacdo: as unidades formadoras de colonias (UFC) foram contadas manualmente apos
24 h de incubagdo das placas a 37°C em estufa incubadora. A média dos resultados foi
corrigida pelo fator de diluicao apropriado e o resultado foi expresso como unidade formadora

de colonia por mililitro.

* Ensaio de estabilidade quimica: Neste experimento, utilizaram-se os mesmos materiais e

meios de cultura descritos anteriormente. Foram utilizados neste ensaio aliquotas de 450 pL
de solucdo salina inicial (que ndo foi passada pelas colunas) e de salinas que foram eluidas
pelas colunas. As aliquotas foram colocadas em tubos de ensaio, e foi adicionado em cada

um 50 pL de suspensdo de E. coli com concentracio de 10* células/mL previamente



homogeneizada. Os tubos de ensaio foram fechados, homogeneizados em agitador de tubos, e
a suspensdo foi deixada em contato por 2 minutos. Apos o tempo de contato retirou-se uma
aliquota de 100 uL dispensando-a em placa contendo meio nutritivo solidificado com Agar.
A placa, foram adicionadas pérolas de vidro para espalhar a aliquota sobre o meio. Em
seguida, inverteu-se a placa, a qual foi mantida em estufa incubadora 37°C por 24 h.

A redugdo do numero de células viaveis obtida através dos ensaios de atividade

bactericida foi estimada pelo decréscimo de bactérias, calculada através da equagao (5) :

Acdo = [(UFC; — UFCy) / UFC; ] x 100 (5)
Onde:
Ac¢ao = redugdo do numero de células viaveis (%)
UFC; = unidades formadoras de colonias iniciais
UFC; = unidades formadoras de colonias apds a eluicdo através das pérolas de
copolimeros
A andlise estatistica dos resultados foi realizada usando Teste 7-Student e/ou Analise

da Variancia (ANOVA) (BEIGUELMAN, 2002; CALLEGARI-JACQUES, 2003).

3.3.9. AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DAS MEMBRANAS DE
CELULOSE BACTERIANA IMPREGNADAS COM PRATA

A avaliagdo da atividade bactericida das membranas de celulose bacteriana
impregnadas com nanoparticulas de prata foi conduzida em triplicata junto a suspensao de
Escherichia coli, OH5d(k12).

As seguintes solugdes e meios foram preparados para desenvolver os ensaios de

atividade bactericida:

Solucdo salina 0,9%: em erlenmeyer, 2,7 g de NaCl foram dissolvidos em 300 mL de

agua. A solugdo foi autoclavada a 120°C por 20 min.

Meio LB (Luria-Bertani) liquido: em erlenmeyer foram dissolvidos 1 g de NaCl, 1 g de

Bacto triptona (digestdo pancreatica da caseina), 0,5 g de Bacto extrato de levedura, em 100

mL de 4gua. A solugdo foi autoclavada a 120°C por 20 min.



* Meio LB (Luria-Bertani) s6lido: em erlenmeyer foram dissolvidos 3 g de NaCl, 3 g de

Bacto triptona (digestao pancredtica da caseina), 1,5 g de Bacto extrato de levedura ¢ 4,5 g de
Bacto Agar para preparo de culturas, em 300 mL de dgua. A solugio foi autoclavada a 120°C

por 20 min.

O procedimento para o ensaio de atividade bactericida foi executado como descrito a
seguir:

Uma aliquota de 100 uL da cultura preparada na véspera foi transferida para um tubo
de 15 mL contendo 9900 puL de meio LB (Luria-Bertani) liquido e homogeneizada em
agitador de tubos. Este tubo tem concentragdo de 10’ células/mL. Deste tubo, foi retirada uma
aliquota de 1000 pL e transferida para tubo de 15 mL contendo 9000 pL de salina, o qual foi
agitado obtendo uma suspensdo com concentracio de 10° células/mL. Esta seqiiéncia de
diluigdo foi repetida para obter a suspensdo com concentragio de 10° células/mL.

Aliquotas de 1000puL da suspensdo com concentragdo de 10° células/mL foram

transferidas para tubos de ensaio estéreis numerados e identificados contendo as amostras:
tubo 1 — celulose bacteriana sem indculo; tubo 2 — celulose bacteriana com in6culo; tubo 3 —
composito celulose/Ag sem indculo e tubo 4 — composito celulose/Ag com indculo.
Os 4 tubos foram incubados em shacker a 37°C com agitacdo a 120 rpm durante 24 h. Apds o
tempo de incubagdo, o conteudo de cada tubo de ensaio foi transferido para 4 erlenmeyers
estéreis, também numerados de 1 a 4. A cada erlenmeyer foi adicionado 50 mL de solugao
salina 0,9% e o mesmo foi agitado.

Uma aliquota de 100 pL foi retirada de cada erlenmeyer e transferida para um
microtubo de 1,5 mL contendo 900 uL de salina, o qual foi agitado. Deste tubo foi retirada
uma aliquota de 100 pL e transferida para um microtubo de 1,5 mL contendo 900 pL de
salina. Esta seqiiéncia de diluigdo foi repetida por mais duas vezes.

Foram obtidas 4 dilui¢des. De cada diluicdo, foi transferida uma aliquota de 100 uL
para placa de Petri contendo meio nutriente LB solidificado com Bacto Agar. Para cada
diluicio foram preparadas 3 placas para contagem. A placa foram adicionadas pérolas de
vidro para espalhar a aliquota sobre o meio.

As unidades formadoras de colonias (UFC) foram contadas manualmente apds 24 h de
incubacdo das placas a 37°C em estufa incubadora. A média dos resultados foi corrigida pelo
fator de diluigdo apropriado e o resultado foi expresso como unidade formadora de colonia

por mililitro.



A reducdo do numero de células vidveis obtida através dos ensaios de atividade

bactericida foi estimada pelo decréscimo de bactérias, calculada através da equacao (6):

Agdo = [(UFC; — UFCy) / UFC;] x 100 (6)

Onde:
Ac¢ao = redugdo do numero de células viaveis (%)
UFC; = unidades formadoras de colonias iniciais
UFC¢= unidades formadoras de coldnias apos o ensaio
A andlise estatistica dos resultados foi realizada usando Teste 7-Student e/ou Andlise

da Variancia (ANOVA) (BEIGUELMAN, 2002; CALLEGARI-JACQUES, 2003).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No desenvolvimento desse trabalho, foram empregados dois tipos diferentes de
materiais poliméricos: copolimeros sintetizados a base de estireno e divinilbenzeno e um
polimero natural (celulose bacteriana).

A preparagdo dos materiais poliméricos com propriedades bactericidas estudados
envolveu a sintese de copolimeros que foram posteriormente funcionalizados e impregnados
com prata e o emprego da celulose bacteriana como uma matriz para impregnacdo de
nanoparticulas de prata. Assim, foram obtidos diferentes materiais que foram avaliados
quanto a sua atividade bactericida.

Para facilitar a compreensdao do leitor, os resultados obtidos neste trabalho serdo

subdivididos em 4 topicos:

Discussao dos resultados referentes a sintese e caracterizagdo dos copolimeros de Sty-

DVB;

* Estabelecimento da metodologia de funcionalizacdo dos copolimeros de Sty-DVB com

grupos hidroxilas fenolicas e de impregnagao desses materiais com prata coloidal;
Estabelecimento da metodologia de impregnagdo de prata nas membranas de celulose;

* Avaliagdo bactericida dos diferentes materiais poliméricos obtidos.

4.1. SINTESE E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS COPOLIMEROS DE
STY-DVB

Os trés copolimeros a base de Sty e DVB foram sintetizados através da técnica de
polimerizagdo em suspensdo aquosa via radical livre. A Figura 27 mostra uma representacao

esquematica da reagdo de polimerizag¢ao do estireno com divinilbenzeno.
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Figura 27 — Representagdo esquematica da reacao de polimerizagdo do estireno com
divinilbenzeno

O objetivo deste trabalho ¢ obter materiais poliméricos com atividade bactericida. A
capacidade bactericida de copolimeros de Sty-DVB funcionalizados estd relacionada nao
apenas ao tipo e ao teor de grupos funcionais bactericidas introduzidos, mas também as
caracteristicas de porosidade dos copolimeros de partida. Assim, foram preparados
copolimeros com diferentes estruturas porosas, por meio da varia¢do das condi¢des de sintese,
mais especificamente da variagdo da composic¢ao diluente.

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi escolhido um sistema diluente constituido
de n-heptano e/ou tolueno que, por meio da variacao da sua propor¢ao na fase monomeérica,
levasse a formacdo de copolimeros com poros de tamanhos diferenciados. Os diluentes,
também chamados de agente porogénicos, podem ser solvatantes e ndo-solvatantes. Em geral,
diluentes solvatantes (também chamados bons solventes) para as cadeias poliméricas
produzem estruturas pouco porosas e diluentes nao-solvatantes (também chamados de maus
solventes) produzem estruturas porosas, com poros de elevado didmetro (COUTINHO &
RABELO, 1992). O uso de misturas diluentes contendo diferentes propor¢des desses dois
tipos de solventes permite a obten¢do de estruturas com tamanhos de poros intermediarios. O
efeito de cada um desses solventes, ou das suas misturas irda depender da combinagdo com os
outros parametros de sintese, mais especificamente, o teor de DVB e o grau de diluicao.

Além dos copolimeros sintetizados foi usado neste estudo um copolimero comercial
macrorreticulado, Amberlite® XAD4, de elevada area superficial. O objetivo de utilizar este
copolimero ¢ ter mais uma op¢ao de estrutura polimérica porosa e comparar seu desempenho
com o dos copolimeros sintetizados.

A polimerizacdo ¢ uma reacdo de adigdo na qual a massa total de mondmeros

corresponde a 100% de rendimento. Assim, o rendimento da reacao foi calculado por meio da



soma das massas de todos os mondmeros utilizados na sintese em relagdo a massa de
copolimero obtido. A Tabela 1 mostra o rendimento das reacdes. Os valores obtidos indicam
que a incorporacao dos mondmeros foi elevada para o copolimero RB, enquanto que para os
copolimeros RA e RC os rendimentos foram mais baixos o que pode explicado por perdas

durante os processos de lavagem, purificacdo e transferéncia.

Tabela 1 — Rendimento das reacdes de polimerizagdo

Copolimero Hep/Tol Rendimento
(V/v) (%)
RA 90:10 70,2
RB 60:40 94,9
RC 0:100 87,5

Hep/Tol: proporgdes de n-heptano (Hep) e tolueno (Tol) na mistura diluente

4.1.1. CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA POROSA DOS COPOLIMEROS DE
STY-DVB

A porosidade dos copolimeros sintetizados usando diferentes composi¢des diluentes
(RA, RB e RC) e do copolimero comercial foi avaliada por meio de determinacdo da
densidade aparente, area especifica, volume de poros e didmetro médio de poros. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas dos copolimeros de Sty-DVB

Copolimeros Hep/Tol d,, (g/cm’) A Vp Dn
(v/v) (mz.g'l) (cm3 .g'l) A
(A)
RA 90:10 0,55 2,1 0,021 204,6
RB 60:40 0,69 n.d. n.d. n.d.
RC 0:100 0,69 n.d. n.d. n.d.
XAD - 0,28 893,5 1,372 54,8

d,p = densidade aparente; A= area especifica; V,= volume de poros fixos; D, = didmetro médio de poros; Hep = n-heptano;
Tol = tolueno; n.d. = ndo determinado



Os resultados da Tabela 2 mostram que o copolimero RA sintetizado utilizando o
sistema diluente n-heptano/tolueno com propor¢do de 90:10 apresentou maior porosidade do
que os outros copolimeros sintetizados. O copolimero RA apresentou menor valor de d,, €
maior valor de area especifica.

Os copolimeros RB e RC apresentam caracteristicas de porosidade bastante proximas,
como o valor de d,p, A area especifica, o volume de poros fixos e o didmetro médio de poros
desses copolimeros sdo tdo pequenos que ndao puderam ser determinados pelo método
utilizado.

Esta diferenca de porosidade esta relacionada com o teor de diluentes n-heptano (ndo-
solvatante) e tolueno (solvatante) empregados nas sinteses. O copolimero obtido com maior
teor de n-heptano (RA) apresentou menor valor de densidade aparente, indicando que este € o
copolimero de maior porosidade, uma vez que quanto maior o tamanho de poros, menor serd a
densidade aparente, pois menor sera a massa ocupada por unidade de volume.

O baixo valor de densidade aparente para o copolimero XAD comprova que 0 mesmo
¢ bastante poroso, sendo ainda mais poroso que o copolimero RA sintetizado.

A porosidade ¢ definida pela analise do conjunto de valores de area especifica e
didmetro médio de poros. A diminui¢do do poder solvatante da mistura diluente resulta em
aumento do didmetro médio do poro do copolimero. De um modo geral, quando a area
especifica diminui observa-se um aumento do didmetro, e quando aumenta o volume médio
de poros ocorre uma diminuicdo no valor de densidade aparente (RABELO, 1994;
TEIXEIRA, 2001). As vezes, estas relagdes nio sio observadas devido a natureza dos poros
ndo ser uniforme, uma vez que estes podem ser cilindricos com profundidades variadas ou
podem ser coOnicos ou apresentar o didmetro de abertura menor do que na sua extensio
(TEIXEIRA, 2001).

As Figuras 28, 29 e 30 apresentam as micrografias de microscopia oOtica dos
copolimeros RA, RB e RC, respectivamente, no aumento de 75 x. Como pode ser observado,
todos os copolimeros sintetizados apresentaram morfologia esférica. Cabe ressaltar que
ocorreu coalescéncia das particulas, como pode ser notado nas imagens. Algumas pérolas dos
copolimeros formados apresentam-se aglomeradas umas as outras. Foram utilizados agentes
estabilizadores de suspensdo (gelatina e 2-hidroxietilcelulose) nas reagdes de polimerizagao,
mas os mesmos nao conseguiram diminuir a tensdo interfacial entre as gotas de monomero e a
agua, o que promoveria assim a dispersdo das gotas e evitaria a adesdo de particulas

parcialmente polimerizadas durante o curso da reacao.



Figura 30 — Micrografia de microscopia 6tica do copolimero RC —aumento de 75 x



O copolimero RA, obtido a partir de uma mistura dos diluentes n-heptano e tolueno
(90:10), apresentou pérolas de aspecto opaco a translucido. Como o copolimero RA ¢ mais
poroso do que os outros dois, sua estrutura ¢ heterogénea, possuindo duas fases distintas
constituidas de aglomerados com poros, que atuam como refratoras da luz resultando em uma
aparéncia opaca (Figura 29) ao contrario das estruturas homogéneas caracteristicas de
copolimero do tipo gel que apresentam uma s6 fase, o que permite a passagem da luz,
conferindo transparéncia ao material. Para o copolimero RB, obtido a partir de uma mistura
dos diluentes n-heptano e tolueno (60:40), sdo observadas pérolas translucidas. Enquanto que,
quando foi utilizado somente o tolueno como diluente (solvente com elevado poder

solvatante), o copolimero obtido (RC) apresentou pérolas brilhantes e transparentes.

A microscopia eletronica de varredura ¢ uma valiosa ferramenta para a avaliacdo da
estrutura porosa dos copolimeros. Essa técnica possibilita a visualizagdo do tamanho e da
distribuicdo dos agregados de microesferas na superficie das pérolas dos copolimeros e a
avaliagdo de aspectos da textura, rugosidade e integridade fisica do material. Normalmente,
quanto mais porosa a estrutura do copolimero, maior ¢ a irregularidade da superficie externa e
a heterogeneidade da estrutura interna da pérola (RIQUEZA, 2004). As Figuras 31, 32 e 33
apresentam as micrografias de microscopia eletronica de varredura dos copolimeros RA, RB e

RC, respectivamente, em uma magnificacao de 350 x.
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Figura 31 — Micrografia de microscopia eletronica de varredura do copolimero RA —

magnificacdo de 350 x
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Figura 32 — Micrografia de microscopia eletronica de varredura do copolimero RB —

magnificagdo de 350 x
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Figura 33 — Micrografia de microscopia eletronica de varredura do copolimero RC —

magnificacdo de 350 x

O copolimero RA apresentou superficie externa menos homogénea apresentando
algumas fendas como pode ser visualizado nas Figuras 31 e 34 (a). Observa-se que as
superficies externa e interna sdo rugosas, caracteristicas de material de tamanho de poros
grandes, como pode ser observado nas Figuras 34 (a) e (b).

Na imagem do copolimero RB, observa-se que o mesmo ainda apresenta rugosidade
nas suas superficies externa e interna, mas comparando-se com o copolimero RA ¢ uma

rugosidade menos acentuada, como pode ser verificado nas Figuras 34 (c) e (d).



O copolimero RC apresentou as superficies externa e interna homogéneas. Observa-se

uma superficie externa lisa, com poros pequenos e regularmente distribuidos no seu interior,

como mostra as micrografias das Figuras 34 (e) e (f).
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Figura 34 — Micrografias de microscopia eletronicas de varredura dos copolimeros RA

[morfologia da superficie externa (a) e interna (b)], RB [morfologia da superficie externa (c) e

interna (d)], e RC [morfologia da superficie externa (e) e interna (f)] — magnificacdo de 5000x



O grau de inchamento de copolimeros de estireno e divinilbenzeno em solventes de
diferentes afinidades pelo polimero oferece uma ideia quantitativa da rigidez da cadeia
polimérica e do teor de parte gel que compde o material.

A Tabela 3 apresenta os resultados dos graus de inchamento dos copolimeros de Sty-
DVB nos solventes: 1,2-dicloroetano, 1,4-dioxano, n-heptano, tolueno e 4gua. O grau de
inchamento de um copolimero pode ser avaliado para qualquer solvente. A escolha do 1,2-
dicloroetano e do 1,4-dioxano como solventes deveu-se ao fato dos mesmos serem utilizados

como solventes para as reagoes de modificagdes nos copolimeros.

Tabela 3 — Grau de inchamento dos copolimeros de Sty-DVB

Copolimeros  Hep/Tol I gicloroetano  I14-dioxano  Itolueno  In-heptano
(v) (%) @) (%) (%)
RA 90:10 233 217 nd nd
RB 60:40 217 143 93 0
RC 0:100 217 130 140 0
XAD ; 50 33 47 38

nd: ndo determinado

Os copolimeros apresentaram maiores valores de inchamento em bons solventes (1,2-
dicloroetano, 1,4-dioxano e tolueno). Estes solventes, por possuirem bastante afinidade pelos
copolimeros de Sty-DVB, conseguem preencher os poros e inchar também a sua parte gel. O
inchamento em um bom solvente para o polimero, ocorre devido a solvatagdo dos nucleos,
das microesferas e de seus aglomerados e também das cadeias internucleares. Enquanto que
os menores valores de inchamento em mau solvente (n-heptano) que possui baixa afinidade
pelos copolimeros, devem-se somente ao preenchimento dos poros fixos e um pequeno
inchamento pela solvatagdo das cadeias lineares internucleares. A diferenca entre os graus de
inchamento nesses dois tipos de solventes determina o quanto o material possui de parte gel.

Materiais que possuem uma maior fragdo gel, como é o caso dos copolimeros
sintetizados, tendem a apresentar valores mais altos de inchamento em bons solventes. As
moléculas de solvente se difundem para o interior das pérolas afastando as cadeias
poliméricas (solvatacdo), resultando na expansdo de volume do polimero, devido ao
inchamento dos nucleos poliméricos.

Dentre os copolimeros estudados, o copolimero XAD apresentou baixos valores de

grau de inchamento em todos os solventes empregados. Esses menores valores comprovam



que o copolimero XAD ¢ bastante poroso e macrorreticulado, apresentando muitas ligagdes
cruzadas. Em contato com os solventes, s6 houve o preenchimento dos poros das pérolas sem
ocorrer expansao volumétrica das cadeias, pois as mesmas nao podem se expandir devido ao
alto grau de reticulagdo que torna sua estrutura rigida.

Os resultados de densidade aparente, grau de inchamento, area especifica, didmetro
médio de poro e volume de poro, além das microscopias otica e eletronica de varredura
indicam que as condi¢des de sintese utilizadas levaram, portanto, a obtengdao de copolimeros

com diferentes caracteristicas porosas.

4.1.2. CARACTERIZACAO QUIMICA DOS COPOLIiMEROS DE STY-DVB

A caracterizagdo dos copolimeros sintetizados foi realizada de forma qualitativa,
empregando-se a espectrometria de infravermelho, cujo objetivo foi identificar as bandas de
absor¢do caracteristicas destes materiais. Na Figura 35, sdo observados os espectros de
absor¢do na regido do infravermelho dos trés copolimeros de Sty-DVB sintetizados com
porosidades diferentes (RA, RB e RC) que apresentaram as bandas de absor¢do descritas na
Tabela 4 (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

As mesmas bandas foram observadas nos espectros dos trés copolimeros, pois os
mesmos sdo constituidos dos mesmos grupamentos quimicos e tipos de ligacdo, diferindo
somente na porosidade. Enquanto que para o copolimero XAD, sdo observadas bandas
caracteristicas de grupo carbonila, indicando que este copolimero contém outros grupos

funcionais na sua estrutura.
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4.1.3. ESTABILIDADE TERMICA DOS COPOLIMEROS DE STY-DVB

A estabilidade térmica dos copolimeros de Sty-DVB foi avaliada por termogravimetria
(TG). A andlise termogravimétrica ¢ definida como um processo continuo que envolve a
medida da variagdo de massa de uma amostra em fungcdo da temperatura (varredura de
temperatura) (LUCAS et al., 2001). Os resultados dessa analise mostram que os copolimeros
sintetizados e o copolimero comercial apresentaram apenas um estagio de degradacao (Figura

36).

120
. RA

1009

80

60

Peso (%)

404

20

100 200 300 400 500 500 700

Temperatura (°C)

Figura 36 — Curvas de TGA dos copolimeros de Sty-DVB

A Tabela 5 apresenta os valores das temperaturas de degradagao obtidas das curvas de

TGA para os copolimeros ndo modificados.

Tabela 5 — Caracteristicas térmicas dos copolimeros de Sty-DVB

Copolimeros Ton set Td Teor de residuo
(‘'0) ('C) (%)
RA 318,5 365,5 1,25
RB 322,6 362,8 1,40
RC 349.9 413,8 1,16
XAD 442 4 469,7 11,34

Ton set = temperatura inicial de degradacdo; Td = temperatura de degradagdo na derivada



As temperaturas inicias de degradacao (T,,s;) para os copolimeros sintetizados foram
bastante proximas, sendo um pouco menor para o copolimero RA que ¢ um pouco mais
poroso do que os outros dois (Tabela 5). O copolimero XAD ¢ o mais poroso entre todos os
copolimeros, mas o mesmo iniciou a sua degradagdo em temperaturas mais elevadas, porque,
nesse caso, o seu grau de reticulagdo, que ¢ mais elevado do que os outros copolimeros, esta
influenciando a sua degradacdo. O alto grau de reticulacdo torna sua estrutura mais rigida
fazendo com que o material apresente maior resisténcia térmica comparado aos outros trés. As
curvas de TGA/DTG individuais para cada amostra encontram-se no Anexo.

Para os copolimeros RA, RB e RC, o teor de material inorganico ndo degradado que
corresponde a coque e residuos inorganicos foi muito pequeno, o que significa que 99% do
material que foi degradado era organico. Os valores bem proximos de teor de residuo

mostram que os copolimeros sintetizados apresentam a mesma composi¢do quimica.

4.2. FUNCIONALIZACAO DOS COPOLIMEROS DE STY-DVB COM GRUPOS
HIDROXILA FENOLICA

De acordo com referéncias da literatura (KENAWY et al., 2007; JEONG et al., 2001,
2002; PARK et al., 2001; NONAKA et al., 1997, NAYAKA & LENKA, 1996), polimeros
contendo grupos hidroxila fenolica exibem atividade bactericida. Dessa forma, para obter
polimeros com esses grupos, procurou-se estabelecer a seguinte metodologia para
incorporacdo dos grupos hidroxila fendlica aos copolimeros de Sty-DVB. A funcionalizagao
dos copolimeros foi realizada através da reagdao de nitragdo, seguida da reacdo de redugdo do
grupo nitro a amino e posterior hidrélise do grupo sal de diazonio.

Ap0s o processo de funcionalizagdo dos copolimeros de Sty-DVB por meio da reacao
de nitragdo, foi possivel observar uma mudanca na colora¢do das pérolas dos copolimeros,
que eram brancas e passaram a apresentar uma colora¢do caramelada, evidenciando a
ocorréncia da reagdo. Nessa reagdo, utilizou-se 1,2-dicloroetano como solvente de inchamento
dos copolimeros. Esse solvente teve a funcdo de inchar os nticleos poliméricos, expandindo os
poros, facilitando assim o acesso do agente de nitragdo aos anéis benzénicos internos da

matriz polimérica. A Figura 37 mostra uma representagdo esquematica da reagao de nitragdo.
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Figura 37 — Representacdo esquematica da reag@o de nitragao

As modificagdes quimicas dos polimeros foram acompanhadas qualitativamente por
meio da técnica de espectrometria na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). O acompanhamento das reacdes de modificagdo dos polimeros foi feito pela
observacdo do surgimento de bandas de absor¢do caracteristicas dos grupos inseridos e pelo
desaparecimento das bandas dos grupos precursores.

Através da analise de FTIR, observou-se que a reagdo de nitragdo foi bem sucedida,
devido a presenca de algumas bandas de absor¢do que sdo caracteristicas do grupo —NO, em
1560 cm™ e 1345 cm'l, correspondentes as deformagdes axiais assimétrica e simétrica do
grupo —NO, . Foi também observada uma banda em 837 cm™ atribuida a deformagio axial da

ligacdo C-N (Figura 38).
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Figura 38 — Espectros de absor¢@o na regido do infravermelho dos copolimeros nitrados



Os copolimeros nitrados sofreram um processo de modificagdo por meio da reagdo de
reducdo do grupo nitro a amino. Apos este processo, foi possivel observar uma mudanga na
coloragdo das pérolas, que apresentavam uma coloragdo caramelada e passaram a apresentar
uma coloragdo avermelhada, evidenciando a ocorréncia da reagdo. A Figura 39 mostra uma

representacdo esquematica da reacdo de redugao.
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Figura 39 — Representagdao esquematica da reagdo de redugao

Através da analise de espectrometria de infravermelho, observou-se que a reacdo de
reducdo foi bem sucedida, devido a presenca de algumas bandas de absor¢do que sdo
caracteristicas do grupo —NH, na regifo de 3350 a 3150 cm™ referentes as deformagdes axiais
simétrica e assimétrica. Bandas de deformacao angular foram observadas na regido de 1650 a
1580 cm™. Foram também observadas bandas na regido de 1340 a 1250 cm™ atribuidas as

deformagdes axiais da ligacdo C-N (Figura 40).
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Figura 40 — Espectro de absorcao na regido do infravermelho dos copolimeros modificados

pela reacao de redugao



Ap6s a reagdo de redugdo do grupo nitro a amino, foi realizada a reagao de diazotagao
dos copolimeros seguida de reacdo de hidrdlise do grupo sal de diazénio, cuja representacao
esquematica encontra-se na Figura 41. O espectro dos copolimeros contendo grupos hidroxila
fenolica exibiu bandas largas na regido de 3550 a 3200 cm™. Foram observadas bandas na
regido de 1420 a 1330 cm™ referentes a deformagdo angular da ligagdo O-H e na regido de

1260 a 1000 cm™ referentes & deformagio axial da ligagdo C-O, respectivamente (Figura 42).
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Figura 41 — Representagdo esquematica da reagao de hidrolise
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Figura 42 — Espectro de absor¢ao na regidao do infravermelho dos copolimeros modificados

pela reagdo de hidrélise do grupo sal de diazonio



O aspecto quantitativo das reagdes de modificacdo foi avaliado pelos resultados de
analise elementar dos copolimeros. Através da determinacdo da composi¢do quimica dos
copolimeros de partida e dos copolimeros modificados, foi possivel comprovar de forma
quantitativa o sucesso das reacdes de modificacdo. A Tabela 6 mostra os resultados da andlise

elementar dos copolimeros ndo-modificados e modificados.

Tabela 6 — Andlise elementar dos copolimeros

Copolimero Teor de C (%) Teor de H (%) Teor de N (%)

RA 88,63 7,61 0,18
A-NO, 62,55 4,45 9,27
A-NH, 78,51 6,88 10,91

RB 86,00 7,65 0,17
B-NO, 61,12 4,44 9,25
B-NH, 63,38 4,90 9,26

RC 89,73 7,54 0,19
C-NO, 62,21 4,56 9,16
C-NH, 63,17 4,43 9,19

Os valores de teor de nitrogénio obtidos da analise elementar confirmam que as
reacoes de modificacdes ocorreram. Os copolimeros nitrados apresentaram valores de teor de
nitrogénio significativos. Para os copolimeros contendo o grupamento —NH, os valores de
teor relativo de nitrogénio foram maiores do que os copolimeros nitrados, o que evidencia a

ocorréncia da reacao de redugdo do grupo nitro a amino.

4.2.1. ESTABILIDADE TERMICA DOS COPOLIMEROS MODIFICADOS

Os copolimeros modificados foram caracterizados por analise termogravimétrica para
avaliar sua estabilidade térmica e comparar com a estabilidade dos copolimeros originais. As
curvas de TGA realizadas para os copolimeros RA, RB, RC ¢ XAD originais ¢ modificados
podem ser observadas nas Figuras 43, 44, 45 e 46 , respectivamente. As curvas de TGA e

DTG individuais para cada copolimero modificado encontram-se no Anexo.
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Figura 43 — Curvas de TGA para o copolimero original (RA) e os copolimeros modificados
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Figura 44 — Curvas de TGA para o copolimero original (RB) e os copolimeros modificados

(B-NO,, B-NH,, B-OH)
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Figura 45 — Curvas de TGA para o copolimero original (RC) e os copolimeros modificados
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Figura 46 — Curvas de TGA para o copolimero original (XAD) e os copolimeros modificados
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As curvas de TGA mostradas acima e os resultados apresentados na Tabela 7 mostram
claramente que os perfis de decomposicdo térmica dos copolimeros modificados sdo bastante
diferentes quando comparados com os dos copolimeros nao-modificados. Esses resultados
revelam que a estabilidade térmica dos copolimeros foi significantemente alterada pelas
reacdes de modificacdo, demonstrando que a introducdo dos grupos —NO,, —-NH, e —OH

alterou a estabilidade térmica dos copolimeros originais.

Tabela 7 — Caracteristicas térmicas dos copolimeros antes e ap6s as modifica¢des

Copolimeros T priser Td, Td, Teor de
(°C) (°C) (°C) residuo (%)

RA 318,5 365,5 - 1,25
RB 322,6 362,2 - 1,40
RC 349.9 413,8 - 1,16
XAD 442 4 469,7 - 11,34
A-NO; 315,1 333,7 - 50,53
B-NO, 314,2 3329 - 42,66
C-NO, 3143 332,7 - 45,80
XAD-NO, 4448 4742 - 41,11
A-NH; 358,2 410,1 - 30,63
B-NH; 350,7 338,1 410,2 29,53
C-NH, 316,7 338,1 415,1 36,54
XAD-NH, 437,2 470,6 - 32,55
A-OH 3723 425,3 - 31,31
B-OH 315,0 3384 4340 37,87
C-OH 315,6 337,2 435,5 44,06
XAD-OH 4274 468,9 - 27,15

Ton set = temperatura inicial de degradagio; Td = temperatura de degradag@o na derivada

As analises termogravimétricas também sdo uma ferramenta para confirmar que as
reacdes de modificagdo foram bem sucedidas, pois se o perfil de decomposi¢do mudou ¢
porque houve a inser¢do dos grupos caracteristicos das reagdes de modificagdo na matriz

polimérica.



A partir das curvas de TGA apresentadas anteriormente e dos dados da Tabela 8 pode-
se observar a diferengca no comportamento térmico dos copolimeros de acordo com o grupo
funcional presente na sua estrutura. Os copolimeros nitrados apresentaram menor estabilidade
térmica do que os copolimeros originais, pois 0os mesmos iniciaram sua degradacdo em
temperaturas mais baixas (T,,.) do que os copolimeros originais e estes valores de
temperatura foram bem proximos para os trés tipos de copolimero (A-NO,, B-NO; e C-NO»).

Entre os copolimeros contendo grupo —NH;, os copolimeros A-NH,, B-NH; e C-NH;
apresentaram maior estabilidade térmica do que os copolimeros de partida, pois os mesmos
comegaram a ser degradados em temperaturas mais altas (T,ps.;), também pode ser observado
que a curva de degradacao dos copolimeros B-NH, e C-NH, foi bastante diferente, mostrando
que a decomposi¢do ocorreu em duas etapas.

Fazendo o mesmo tipo de andlise em relacdo aos copolimeros contendo grupos
hidroxila fendlica, verifica-se que o copolimero A-OH foi mais estavel termicamente do que o
copolimero original (RA) e que os copolimeros B-OH e C-OH foram menos estdveis, suas
temperaturas iniciais de degradacdo foram bem proximas entre si € 0os mesmos foram
degradados em dois estagios.

Os copolimeros modificados derivados do copolimero XAD apresentaram
comportamento diferenciado em relagdo aos copolimeros modificados derivados dos
copolimeros sintetizados. Esse comportamento indica que além das reacdes de modificacao
pretendidas podem ter ocorrido outras reagdes quimicas com os grupos funcionais presentes
nos copolimero XAD (identificados pelo espectro de FTIR) que ndo sdo os mesmos
grupamentos quimicos presentes nos copolimeros sintetizados. O copolimero XAD-NO; ndo
apresentou alteragdo no seu comportamento térmico em relagcdo ao copolimero matriz (XAD),
as temperaturas inicias de degradagdo para os dois copolimeros foram bem proximas.
Enquanto que para os copolimeros XAD-NH, e XAD-OH sdao observadas menores
temperaturas inicias de degradacdo, o que indica que as modificagdes tornaram os materiais
menos resistentes termicamente.

Pode-se observar também que, para todos os copolimeros modificados, ocorreu um

aumento no teor de residuo em relagdo aos copolimeros de partida.



4.3. IMPREGNACAO DE PRATA NOS COPOLiMEROS

Com o objetivo de potencializar o poder bactericida, os copolimeros modificados
contendo os grupos -NH, e —OH foram utilizados como suporte para a ancoragem das
nanoparticulas de prata. Esperava-se que os grupos presentes nos copolimeros fossem
suficientemente complexantes para os ions Ag'. As particulas de prata foram obtidas pela
reducio dos ions Ag" empregando-se cloridrato de hidroxilamina como redutor (equacio 7) e
PVP como protetor de coldide. O PVP tem grande afinidade por metais, pois possui dois
pontos de coordenagdao (N e O), permitindo a interagdo com os ions prata (ZHANG et al.,
1996), como mostrado na Figura 47. Essa complexacdo pode causar um afastamento das
particulas por estabilizagdo estérea. Este protetor de coldide foi utilizado para conduzir a

~ ~ , + . ..
reacdo de reducdo dos ions Ag' sobre a matriz polimérica de forma controlada.

2 Ag +2NH,0OH +20H — 2 Ag’+N, + 4H,0 (7)

Figura 47 — Interagdo entre os fons Ag" através do nitrogénio e oxigénio da molécula de PVP
(COUTO, 2006)

A reducdo foi conduzida em pH alcalino (pH = 12), pois o potencial padrao de reducao

da hidroxilamina ¢ mais baixo que o dos fons Ag" nessa condi¢io de pH (Tabela 8).



Tabela 8 — Potenciais padrdo de redugdo da prata e da hidroxilamina em meio bésico (CHOU

& REN, 2000)

Reacido quimica E°/V vs. NHE a 25°C
Ag +16 — Ag’ -0.8
N, + 4H,0 + 2¢é — 2 NH,OH + 20H —1.055

CHOU & REN (2000) verificaram que a adi¢do de ions OH tem um importante papel
na reacdo de reducdo de ions metalicos. A presenga de ions OH™ catalisa a reagcdo de reducao
de ions metalicos, ou seja, os ions OH™ sdo capazes de diminuir a barreira energética da reagao
de reducdo. Quando ions OH" estdo presentes, a reducao da prata aumenta espontaneamente e
essa reducdo € proporcional & quantidade de ions OH™ adicionados ao sistema reacional
conduzindo a precipitacdo de AgOH e, consequentemente, produzindo Ag,0.

Quando somente NaOH ¢ adicionado a solu¢do aquosa de AgNO;, obtém-se apenas
um precipitado de Ag,O puro. Entretanto, se um agente redutor ¢ também adicionado, obtém-
se prata pura. E possivel que na fase inicial desse processo de sintese alguma pequena

quantidade de Ag,O possa ser formada como mostrado pela equagado 8 :

2Ag" + 20H

Ag20 + H20 (8)

Este precipitado de Ag,O pode agir como um nucleo para produgdo imediata de prata
coloidal, diminuindo a barreira energética de sua formacdo. O termo autocatalise foi usado
por HUANG e colaboradores (1993) para descrever a reducdo de prata na presenca de Ag,O
em meio alcalino. E possivel que a redugdo dos ions Ag' ocorra na superficie do Ag,O
inicialmente formado. Assim, para iniciar o processo de deposicdo do metal em materiais
dielétricos e outros nao-cataliticos (resinas poliméricas), € necessario que esta superficie seja
modificada por meio da nucleagdo de Ag,O formando nucleos cataliticos. Esse processo €
conhecido como ativagdo de superficie (VASKELIS et al., 2005).

A Tabela 9 apresenta o teor de prata nos copolimeros obtidos.



Tabela 9 — Teor de prata nos copolimeros

Copolimeros Teor de prata
(% m/m)’

A-NHy/Ag 1,22
B-NH,/Ag 4,95
C-NH,/Ag 3,62

XAD-NH,/Ag 5,87
A-OH/Ag 1,12
B-OH/Ag 1,29
C-OH/Ag 1,07

XAD-OH/Ag 6,93

" determinado por titulagdo (erro = 0,1%)

Como pode ser observado pelos resultados apresentados, o teor de prata nos
copolimeros dependeu do tipo de grupo funcional presente na estrutura polimérica usada
como suporte. Os copolimeros XAD-NH,/Ag e XAD-OH/Ag originados do copolimero
comercial apresentaram os maiores teores de prata entre todos os copolimeros estudados,
sendo este teor maior para o copolimero XAD-OH/Ag. Entre os copolimeros impregnados
originados dos copolimeros sintetizados, os maiores teores de prata foram obtidos para os
copolimeros contendo o grupo —NH,. Esse resultado pode ser atribuido as diferencas na
capacidade dos grupos —-NH, e —OH de interagir com os ions Ag+ formando ligagdes
coordenadas. Essa diferenca pode ser explicada pelo conceito acido-base de Pearson (HSAB,
hard-soft acid-base). Pearson classificou os acidos e bases de Lewis em acidos e bases duros
e moles. As principais caracteristicas dos acidos e bases moles sdo o elevado tamanho, a baixa
relagdo carga/raio e a alta polarizabilidade, enquanto que os 4acidos e bases duros sdo
pequenos e suas nuvens eletronicas ndo sofrem distor¢des significativas (CUNHA et al.,
2007). Acidos moles como os fons AgJr formam preferencialmente complexos de coordenacao
mais estaveis quando se ligam a bases moles. O ion OH™ ¢ considerado uma base dura e o
grupo —NH, ¢ tido como uma base de fronteira, ou seja, apresenta caracteristicas
intermediarias entre uma base mole e uma base dura. Dessa forma, os copolimeros contendo
os grupos —NH, interagem melhor com os ions AgJr sendo melhores quelantes para os ions
Ag+ do que os copolimeros contendo o grupo —OH.

Os baixos teores de prata obtidos para os copolimeros A-OH/Ag, B-OH/Ag e C-
OH/Ag também podem ser justificados pela provavel baixa incorporag¢do de grupos hidroxilas

fendlicas durante a funcionalizagcdo dos copolimeros. Esses copolimeros, por serem menos

porosos do que o copolimero XAD, podem ter alcangado menores graus de funcionalizagao.



As caracteristicas de porosidade do suporte influenciam drasticamente a extensao das
reacdes de modificagdo bem como a localizagdo dos grupos funcionais, pois a reagdo de
funcionalizacdo de uma matriz sélida ¢ controlada por processo difusivo (CUNHA et al.,
2007). Segundo SANTA MARIA e colaboradores (2007), a ancoragem das particulas de prata
nas superficies interna e externa das pérolas dos copolimeros ¢ influenciada pela porosidade
dos copolimeros. Um copolimero com estrutura porosa permite o acesso e a difusdo de ions
Ag’ e do agente redutor as regides mais internas alcangando os grupos funcionais no interior
das pérolas. Além de uma estrutura porosa favoravel, a maior capacidade de complexagao de
um copolimero também ¢ influenciada por um alto teor de grupos quelantes acessiveis
(COUTINHO et al., 1999; MONDAL & DAS, 2004). Isso justifica a maior incorporagdo de
Ag observada para os copolimeros XAD-NH,/Ag e XAD-OH/Ag originados do copolimero

comercial, que ¢ o copolimero mais poroso utilizado neste estudo.

4.4. IMPREGNACAO DE PRATA EM CELULOSE BACTERIANA

A preparagio de compoésitos BC/Ag’ foi avaliada pela redugio dos ions Ag™ na
presenca ou auséncia de protetor de coldide. A fim de investigar a influéncia do tipo de
protetor de coldide e de agente redutor, as reacdes de reducao foram conduzidas nas mesmas
condigdes (concentragdes dos reagentes, temperatura, velocidade de adicao do redutor e pH).
Foram empregados trés diferentes agentes redutores (hidrazina, hidroxilamina e acido
ascorbico) na presencga ou nao de protetor de coldide (PVP e gelatina).

As membranas BC/Ag’ foram nomeadas de acordo com o agente redutor empregado.

Membranas homogéneas de coloragcdo cinza foram obtidas em todas as reducdes. A
Figura 48 mostra imagens de MEV da membrana de celulose bacteriana pura e as membranas
obtidas da reducao do ion Ag+ com NH,OH, NH;NH, e CsHsO sem agente protetor de

coldide.
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Figura 48 — Micrografias de microscopia eletronica de varredura da BC pura (a) e dos
compositos BC/Ag” obtidos com (b) hidrazina; (c) hidroxilamina; (d) 4cido ascorbico, todos

sem protetor de coldide — magnificagao de 15.000 x

Todos os redutores empregados foram capazes de reduzir os fons Ag" a Ag’ sob as
condi¢des reacionais estudadas neste trabalho. Os potenciais redox dos trés agentes redutores
listados na Tabela 10 sdo mais negativos do que o dos ions prata, o que sugere que o ion Ag"
poderia ser reduzido a Ag’ por qualquer um dos trés agente redutores (em pH alcalino, em

torno de 13).



Tabela 10 — Potenciais padrao de redu¢do da prata e dos redutores em meio basico (CHOU &

REN, 2000)

Reacido quimica E°/V vs. NHE a 25°C
Ag +1¢6 — Ag -0.8
N, +4H,0 +4 ¢ —» N,Hs +40H —1.16
N, + 4H,0 + 2¢ — 2 NH,OH + 20H —1.055
Ce¢HeOg + 2H,0 + 2 ¢ — C¢HgOg + 20H —0.847

CsH3Og = acido ascorbico

De acordo com as equagdes 9, 10 e 11, o processo de obtengdo das nanoparticulas de

prata segue as reagdes seguintes e ¢ conduzido em meio aquoso:

2Ag" + 2NH,0H + 20H > 2Ag + Np + 4H,0 9)
4Ag" + N,H, + 40H" » 4Ag + 4H,0+ N, (10)
2Ag" + C¢HgOg + 20H » 2Ag+ CeH¢Og + 2H,0 (11)

Como mostrado na Figura 49, a celulose bacteriana ¢ um polissacarideo rico em
atomos de oxigénio. Interagdes eletrostaticas podem acontecer entre os ions Ag' e 0s 4tomos
de oxigénio ricos em elétrons da matriz de celulose bacteriana. A Figura 49 mostra uma
representacdo esquematica do procedimento de preparacdo de membranas de celulose

bacteriana revestidas com nanoparticulas de Ag.
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Figura 49 — Representagao da producao de nanoparticulas de Ag na estrutura da

nanofibra de celulose bacteriana
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A nanofibra de celulose carregada negativamente atrai os ions Ag via interacdes
o] . v + o . , . . . . ,

eletrostaticas e, assim os ions Ag sdo mantidos estaveis e uniformemente distribuidos na
: P +
superficie da nanofibra de celulose. Quando as nanofibras de celulose contendo os ions Ag
sdo imersas em uma solugdo de agente redutor na presenga de um protetor de coldide (PVP ou

. , + o~ . , 0 o J L.
gelatina), os fons Ag sdo reduzidos a particulas de Ag’, que sdo estabilizadas nos sitios

seletivos da superficie da celulose bacteriana sem coagularem (HE et al., 2003).

4.4.1. CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA
IMPREGNADAS COM PRATA

As nanoparticulas de prata impregnadas em celulose bacteriana foram caracterizadas
utilizando-se as técnicas de difracdo de raios-X, andlise termogravimétrica e microscopia

eletronica de varredura, cujos resultados sdo apresentados e discutidos a seguir.



4.4.1.1. DIFRACAO DE RAIOS-X

A técnica de difragdo de raios-X foi empregada para confirmar a formacdo das
particulas de prata nas membranas de BC.

Difragdes de raios-X de membranas de BC impregnadas com particulas de prata com e
sem protetores de coldide (Figura 50) confirmam a formagdo das particulas de prata na
membrana de BC. A fase cubica da Ag foi claramente identificada dos picos de difragdo em
38,1; 44,3; 64,4 [planos cristalograficos (111) e (200), (220), respectivamente], indicando que

as particulas de prata tém uma estrutura cubica de face centrada (CFC).
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Figura 50 — Analise de difracdo de raios-X de: a) BC/Ag” preparada sem PVP,
b) BC/Ag’ preparada com PVP

4.4.1.2. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A Tabela 11 mostra os valores de tamanho médio das particulas de prata medidos por
analise microscopica e os conteudos de prata estimados dos residuos obtidos da

termogravimetria.



Tabela 11 — Teores de prata e tamanhos médios das particulas de prata nos compositos BC/Ag

Variacio de

tamanho

Compdésito Descricdo das amostras (::)g)a médio de

particula
(nm)”
COAA BC/Ag0 obtida com CcHgOg sem protetor de coldide 25,0 70-100
COHZ BC/Ag0 obtida com NH,NH, sem protetor de coldide 22,4 > 100
COHX BC/Ag’ obtida com NH,OH sem protetor de coléide 11,3 > 100
CGAA BC/Ag0 obtida com C¢HgOg € gelatina 19,6 50-70
CGHZ BC/Ag0 obtida com NH,NH; e gelatina 4,9 40-60
CGHX BC/Ag" obtida com NH,OH e gelatina 7,8 30-50
CPAA BC/Ag0 obtida com C¢HgOg e polivinilpirrolidona 6,0 20-50
CPHZ BC/Ag" obtida com NH,NH, e polivinilpirrolidona 4,9 80-100
CPHX BC/Ag” obtida com NH,OH e polivinilpirrolidona 8,0 70-100

BC/Ag’ = membrana baseada em celulose bacteriana contendo particulas de prata; C¢HgOq = 4cido ascorbico;
*Estimado do residuo da termogravimetria; "determinado por anélise microscépica

De um modo geral, as particulas de prata obtidas na preseng¢a de protetores de coloide
(principalmente com a gelatina) foram menores do que as obtidas sem protetores (COAA),
(COHZ) e (COHX), indicando que estes agentes foram capazes de controlar o crescimento da
particula de prata. A presenca de agentes protetores na sintese de nanoparticulas em solucao
se faz necessdaria para estabilizar as particulas, evitando que elas se agreguem e crescam
descontroladamente (COUTO, 2006). Como mostrado na Tabela 12, particulas de prata de
menores tamanhos foram obtidas quando a gelatina foi empregada do que com o PVP,
indicando que a gelatina foi o melhor agente para controlar o tamanho das particulas. A
protecdo desempenhada pela gelatina no processo de formagdo das particulas de prata estd
relacionada a sua estrutura que contém muitos grupos —-COOH e —NH,. Os pares de elétrons
ndo ligantes dos 4&tomos de oxigénio e nitrogénio podem ocupar dois orbitais sp dos ions prata
para formar um complexo. Esse complexo de coordenagdo entre os ions prata e a gelatina
promove uma nucleagdo das particulas. (YIWEI et al., 2007; RUJITANAROI et al.,2008;
ZHANG et al., 1996)

A interacdo de moléculas organicas (PVP e gelatina) com os ions metélicos

(coordenacgdo) e a superficie metéalica (fenomeno de sor¢do) produz uma camada coloidal



protetora, impedindo a aglomeragio dessas particulas. E possivel que ndo houvesse
quantidade suficiente de PVP para recobrir toda a superficie das particulas. Por isso, ndo foi

possivel uma protecao adequada das particulas de prata para prevenir sua aglomeracao.

4.4.1.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As imagens de micrografias de MEV para os compositos BC/Ag’ obtidos sem
protetores de coloide (Figura 51) revelam nanoparticulas de prata ndo esféricas e nao
homogéneas ancoradas nas microfibrilas da BC. Estas imagens sugerem que BC ¢ capaz de

estabilizar nanoparticulas de prata em sua nanoestrutura.
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Figura 51 — Micrografias de MEV dos compdsitos BC/Ag” obtidos sem protetor de

coldide com (a) hidroxilamina; (b) hidrazina e (c) 4cido ascorbico



A Figura 52 mostra micrografias de MEV de alguns compositos de prata produzidos
na membrana de BC usando diferentes agentes redutores e protetores de coldide. Uma visdo

geral das membranas compdsitas mostra nanoparticulas de prata nas suas superficies.
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Figura 52 — Micrografias de MEV dos compésitos BC/Ag” obtidos com protetores de
coldide (a) com 4cido ascorbico/gelatina; (b) hidroxilamina/gelatina; (c) acido ascorbico/PVP

e (d) hidroxilamina/PVP

De acordo com a Figura 52, as nanoparticulas de prata na superficie das membranas de
BC apresentam duas caracteristicas diferentes. E possivel observar nanoparticulas de prata
arredondadas dispersas aleatoriamente nas superficies dos compositos BC/Ag’ preparados
pela reducdo com écido ascoérbico e hidroxilamina na presenca de gelatina (Figuras 52a e 52b,
respectivamente).

Por outro lado, um perfil diferente de particulas de prata foi observado nos compdsitos

preparados com PVP como protetor de coldide com os mesmos agentes redutores (Figuras



52c e 52d). Nesse caso, sao observados aglomerados de particulas de prata maiores do que
100 nm sem morfologia definida. A formagdo de aglomerados indica que ocorreu
coalescéncia, devido provavelmente a acdo ineficaz do PVP, que ndo protegeu as particulas
metalicas adequadamente, o que possibilitou a sua aglutinagao.

As regides de prata metalica e BC foram analisadas por detector de elétrons
retroespalhados. Uma vez que o contraste nesse tipo de formagao de imagem ¢ obtido pelas
diferencas de densidade eletronica dos elementos na amostra, foi possivel distinguir a
distribuicao de prata nas microfibras da BC.

A andlise micrografica das estruturas internas e da superficie externa do compdsito
BC/Ag’ obtido da redugdo da Ag” na presenga de gelatina (amostra CGHX) ilustrada na
Figura 52b, mostra nitidamente particulas de prata com caracteristicas morfologicas
arredondadas. Esta micrografia mostra claramente que o protetor de coldide (gelatina) teve
um importante papel na prevengdo da coalescéncia e no controle do tamanho das particulas de

prata no compoésito CGHX comparado com os compositos preparados sem protetor.

4.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DOS COPOLIMEROS

Os copolimeros sintetizados (RA, RB e RC), o copolimero comercial XAD, os
copolimeros modificados e os copolimeros modificados impregnados com Ag’ foram
avaliados quanto a sua atividade bactericida através de ensaio em coluna contendo as pérolas
de copolimero por onde foram percoladas suspensdes de E. coli de concentragdes conhecidas,
sendo realizada posteriormente a contagem em placa do niimero de células viaveis.

Todos os testes de atividade bactericida foram conduzidos em triplicatas. As médias
obtidas para os experimentos de atividade bactericida foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e teste t-Student ao nivel de 5% de significancia.

Os copolimeros sintetizados, o copolimero comercial, os copolimeros modificados
contendo o grupo —NO; e os copolimeros modificados contendo o grupo —NH, foram
avaliados e ndo apresentaram atividade bactericida em qualquer das concentragdes estudadas.

Os resultados de avaliagdo bactericida para os copolimeros modificados contendo o

grupo —OH sao apresentados na Tabela 12.



Tabela 12 — Atividade bactericida e estabilidade quimica dos copolimeros modificados

contendo o grupo —OH contra suspensdes de E. coli

[E. coli]* Atividade bactericida® (%)
(cél/mL) A-OH° B-OH' C-OH° XAD-OH'
3x 10° 47 9 7 58
3x 10 48 12 6 27
3x 10° 43 5 3 0
3x 10° 34 12 7 0
3x 10’ 42 0 0 0
Estabilidade com 10* 0 0 0 0

Desvio padrio= 5% UFC (unidade formadora de colénia); “Concentragio da suspensio de E. coli, ‘atividade

bactericida > 14% (agdo significante, p < 0,05); massa do material: °m = 124 mg; “m = 146 mg; °m =130 mg; 'm = 93 mg

Esses resultados mostram que os copolimeros modificados contendo o grupo —OH
apresentaram alguma atividade bactericida, embora abaixo do esperado. De acordo com dados
da literatura, copolimeros contendo grupos hidroxila fenolica exibem atividade bactericida
(KENAWY et al., 2007; JEONG et al., 2001, 2002; PARK et al., 2001; NONAKA et al.,
1997; NAYAKA & LENKA, 1996). O resultado obtido para os copolimeros estudados pode
ser justificado pela baixa incorporagdo de grupos hidroxila fendlica nas reacdes de
modificagdo. O copolimero A-OH apresentou leve a¢do bactericida até a concentragdo de 10’
células/mL, os copolimeros B-OH e C-OH ndo apresentaram a¢do significativa e o
copolimero XAD-OH apresentou leve agdo bactericida até a concentragdo de 10* células/mL.

Os resultados de avaliacdo bactericida para os copolimeros modificados e

impregnados com Ag sdo apresentados nas Tabelas 13 e 14.

Tabela 13 — Atividade bactericida e estabilidade quimica dos copolimeros modificados

contendo o grupo —-NH, impregnados com Ag contra suspensdes de E. coli

[E. coli]® Atividade bactericida’ (%)

(cél/mL) A-NHy/Ag® B-NH,/Ag® C-NH,/Ag® XAD-NHy/Ag'
3x10° 51 90 66 100
3x 10 40 43 49 100
3x10° 33 41 41 100
3x 10° 22 37 37 100
3x 10’ 0 0 0 0

Estabilidade com 10* 0 2 0 4

Desvio padrio= 5% UFC (unidade formadora de coldnia); *Concentracdo da suspensdo de E. coli, Patividade bactericida >

14% (ago significante, p < 0,05); massa do material: °m = 162 mg; *m = 164 mg; “m = 178 mg; 'm = 127 mg



Tabela 14 — Atividade bactericida e estabilidade quimica dos copolimeros modificados

contendo o grupo —OH impregnados com Ag contra suspensdes de E. coli

[E. coli]® Atividade bactericida® (%)

(cél/mL) A-OH/Ag® B-OH/Ag" C-OH/Ag" XAD-OH/Ag'

3x 10° 82 100 100 100

3x 10* 66 100 100 100

3x10° 69 100 100 100

3x 10° 55 100 100 100

3x 10’ 48 94 76 92
Estabilidade com 10* 1 0 4 0

Desvio padrio= 5% UFC (unidade formadora de coldonia); “Concentracio da suspensdo de E. coli, ‘atividade

bactericida > 14% (agdo significante, p < 0,05); massa do material: °m = 154 mg; *m =155 mg; *m = 139 mg; ‘m = 104 mg

Comparando-se os resultados das Tabelas 13 e 14 com os apresentados anteriormente,
pode-se observar que houve diferencas significativas entre as atividades bactericidas dos
copolimeros modificados e dos copolimeros modificados impregnados com Ag, o que
comprova que a acdo bactericida ¢ devida as particulas de prata ancoradas nos copolimeros.
De um modo geral, os copolimeros modificados contendo o grupo —NH, impregnados com
Ag, mesmo contendo maiores teores de prata, apresentaram menor acao bactericida do que os
copolimeros modificados contendo o grupo —OH impregnados com Ag. Esse resultado indica
que possivelmente nesses copolimeros com maior teor de prata, mesmo utilizando protetor de
coldide, as particulas podem ter se aglomerado o que ocasionou uma distribuicao heterogénea
de particulas de Ag na superficie das pérolas dos copolimeros. Isso pode ter prejudicado a
acdo bactericida desses copolimeros. Segundo SANTA MARIA e colaboradores (2008) e
SOUZA (2007), quando as particulas estdo aglomeradas, podem causar o bloqueio de alguns
poros dos copolimeros, impedindo o acesso das suspensdes de E. coli ao interior das pérolas.
Dessa forma, as bactérias ndo podem entrar em contato com as particulas de prata de forma
efetiva, diminuindo assim a atividade bactericida. Também existe uma relagao da atividade
bactericida com o tamanho das particulas. E provavel que, neste caso, possam ter sido
produzidas particulas de maiores tamanhos. De acordo com alguns autores (MORONES et
al., 2005; PANACECK et al., 2006), a prata s¢ apresenta acao bactericida efetiva quando esta
na forma de nanoparticulas, pois este tamanho proporciona melhor interagdo com a membrana
citoplasmatica dos microrganismos.

Além disso, para os copolimeros modificados contendo o grupo —OH impregnados

com Ag, a maior agdo bactericida pode ser atribuida também pela combinagdo da atividade



bactericida das particulas de prata com a atividade dos grupos hidroxilas fendlicas mesmo que
estes grupos estejam incorporados nos copolimeros em baixas concentragdes.

Os resultados da Tabela 13 mostram que a agdo bactericida dos copolimeros
A-NH,/Ag, B-NH,/Ag ¢ C-NH,/Ag foram equivalentes apesar dos valores diferentes de
teores de prata de cada um dos copolimeros. O copolimero XAD-NH,/Ag apresentou
excelente atividade bactericida até a concentracdo de 10° células/mL.

Pelos resultados apresentados na Tabela 14, observa-se uma excelente atividade
bactericida para os copolimeros B-OH/Ag, C-OH/Ag e XAD-OH/Ag em todas as
concentragdes estudadas. O copolimero A-OH/Ag apresentou agdo bactericida menos
acentuada do que os outros trés copolimeros. Como explicado anteriormente, existe uma
relagdo entre a distribuicdo das particulas de prata, o tamanho e a morfologia dessas particulas
na acdo bactericida. Essa menor agdo bactericida do copolimero A-OH/Ag pode ser
justificada por uma provavel distribuicao heterogénea das particulas na superficie das pérolas
ou pelos maiores tamanhos e morfologia inadequada das particulas de prata obtidas. Quanto
menor o tamanho das nanoparticulas maior sera a area superficial o que tornard melhor o
contato com as células bacterianas. Portanto, havera maior porcentagem de interacao das
nanoparticulas com os microrganismos do que particulas maiores (MORONES et al., 2005).

O ensaio de estabilidade quimica foi realizado sobre o efluente, indicando
propriedades de desprendimento sobre o mesmo veiculo em que foram estudadas as agdes
bactericidas e simulando um sistema de desinfec¢do. Esse ensaio indicou que ndao houve
desprendimento de residuos com propriedades bactericidas a partir dos copolimeros de
partida, dos copolimeros modificados e dos derivados destes impregnados com Ag. Portanto,
as agOes observadas nos resultados de todos os ensaios microbioldgicos com suspensdes nas
concentracdes de 10° a 10’ células/mL ndo se devem ao desprendimento de agentes

bactericidas dos copolimeros e sim dos agentes (grupos funcionais e Ag) fixados aos mesmos.



4.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DAS MEMBRANAS DE
CELULOSE BACTERIANA IMPREGNADAS COM PRATA

Os compositos de BC/Ag” (COHX, CPHX ¢ CGHX) foram avaliados quanto & sua
atividade bactericida através de ensaio contra suspensdes de E. coli de concentragdes
conhecidas, sendo realizada posteriormente a contagem em placa do nuimero de células

viaveis. Os resultados sdo sumarizados na Tabela 15.

Tabela 15 — Atividade bactericida dos compositos BC/Ag contra suspensdes de E. coli

Atividade bactericida® (%)

[E. coli]®

(cél/mL) COHX CPHX CGHX
10° 17 24 100
10* 10 20 100
10° 8 15 100
10° 0 0 100
10 0 0 100

Desvio padrio= 5% UFC (unidade formadora de coldnia); “Concentracdo da suspensdo de E. coli, Patividade bactericida >
14% (agdo significante, p < 0,05); COHX = compdsito sem protetor de coldide ¢ reduzido com hidroxilamina; CPHX =
composito preparado com PVP como protetor de coldide e reduzido com hidroxilamina; CGHX = preparado com gelatina

como protetor de coldide e reduzido com hidroxilamina

Como pode ser observado, o composito CGHX exibiu a maior atividade bactericida,
uma vez que a porcentagem de redugdo de UFC foi de 100% até a concentragio de 10’
células/mL. A Figura 53 mostra os resultados do ensaio de atividade bactericida para esse

composito.
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Figura 53 — Resultados do ensaio de atividade bactericida para o composito CGHX

Os compositos COHX e CPHX mesmo contendo maiores teores de prata (11,3% e
8,0%, respectivamente) apresentaram menor atividade bactericida (de 8 a 17% de atividade
para o composito COHX e de 15 a 24% para o compoésito CPHX) do que o compoésito CGHX.
Além de a atividade ser muito baixa, a mesma s6 foi observada até a concentra¢io de 10°
cél/mL). Essa discrepancia pode ser justificada pela grande diferenca no tamanho das
particulas de prata dos compositos. O compodsito CGHX, que apresentou menor tamanho de
particula (de 30 a 50 nm), apresentou a maior agao bactericida.

Os resultados indicaram que as propriedades bactericidas dos compositos foram
dependentes do tamanho das nanoparticulas de prata. E provavel que somente as particulas de
prata com tamanhos menores (escala nano) devem ter apresentado interacdo direta com as

bactérias.



5.

CONCLUSOES

As condigdes de sintese utilizadas permitiram a obtengao de copolimeros a base de STY-

DVB com caracteristicas morfoldgicas distintas.

As metodologias empregadas para realizar as reagdes de modificacdo quimica nos
copolimeros foram bem sucedidas, embora algumas das modificagdes possam ndo ter

ocorrido com o grau de extensdo esperado.

A producdo de copolimeros contendo particulas de prata metalica ancoradas pdde ser
realizada de forma relativamente simples utilizando-se como agente redutor a
hidroxilamina na presenga de PVP como protetor de coloide. Foi verificado que a

porosidade e o grupamento funcional influenciaram na ancoragem das particulas de prata.

Os copolimeros nao-modificados, o copolimero comercial e os copolimeros modificados
contendo os grupos -NO, e —-NH; ndo apresentaram acdo bactericida, enquanto que os
copolimeros modificados contendo os grupos —OH apresentaram leve agdo bactericida. Os
respectivos copolimeros modificados ap6és a impregnacdo com prata apresentaram
excelente atividade bactericida. A atividade bactericida dos copolimeros foi dependente
do grupo funcional presente na sua estrutura e do tamanho e da distribuicao das particulas

de prata ancoradas na superficie das pérolas dos copolimeros.

Membranas compésitas de BC/Ag” com nanoparticulas de prata de diversos tamanhos,
morfologia e distribuicdo puderam ser sintetizadas a partir da impregnagdo das
membranas de BC com solugio aquosa de AgNOj; e posterior redugdo dos ions Ag™ por
diferentes agentes redutores (hidrazina, hidroxilamina e acido ascorbico) na presenga ou

nao de protetores de coloide (PVP e gelatina).

A atividade bactericida dos compositos BC/AgO foi dependente do tamanho das
nanoparticulas de prata. Entre os compositos estudados, o composito CGHX obtido
utilizando-se a hidroxilamina como agente redutor e a gelatina como protetor de coldide

apresentou forte agdo bactericida.



SUGESTOES

Sintetizar um copolimero com caracteristicas de porosidade mais préximas do copolimero
XAD. Para isso, variar outros parametros de sintese, como o teor de DVB e o grau de
diluigdo.

Determinar de forma quantitativa a extensao de cada reagdo de modificacao.

Estudar as melhores condigdes reacionais para garantir a maxima funcionalizacdo dos

copolimeros em cada etapa.

Realizar as microscopias Otica e eletronica de varredura dos copolimeros modificados para
verificar se as reacdes de modificagdes alteraram a morfologia das pérolas.

Determinar a capacidade de troca i6nica dos copolimeros contendo grupos hidroxilas
fendlicas.

Avaliar por microscopia eletronica de varredura, a morfologia, o tamanho e a distribuicao
das particulas de prata ancoradas nas superficies interna e externa dos copolimeros
impregnados.

Realizar ensaios microbiologicos nos outros compositos BC/Ag0 (COAA, CPAA, CGAA,
COHX, CPHZ, CGHZ).
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ANEXO — Curvas de TGA e DTG
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Figura A.1 — Curvas de TGA e DTG para o copolimero RA
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Figura A.2 — Curvas de TGA e DTG para o copolimero RB
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Figura A.4 — Curvas de TGA e DTG para o copolimero XAD
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Figura A.8 — Curvas de TGA e DTG para o copolimero XAD-NO,
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Figura A.10 — Curvas de TGA e DTG para o copolimero B-NH,
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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