UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE
PERNAMBUCO PRO-REITORIA DE PESQUISA
E POS-GRADUACAO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior

Atividade antibacteriana de dispositivos nanoestruturados a base de

polipirrol

Recife-PE

2019



‘1 d
UFRPE
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA-RENORBIO

Fernando Antonio Gomes da Silva JUnior

Atividade antibacteriana de dispositivos nanoestruturados a base de

polipirrol

TRABALHO APRESENTADO AO PROGRAMA
DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA
— RENORBIO, DA UNIVERSIDADE FEDERAL
RURAL DE PERNAMBUCO COMO
EXIGENCIA PARA OBTENGAO DO TITULO
DE DOUTOR EM BIOTECNOLOGIA.

Orientador: Prof. Dr. Helinando Pequeno de Oliveira

Area de concentrag&o: Biotecnologia e Satde

Recife-PE

2019

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 2



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicagéo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Biblioteca Centra, Recife-PE, Brasil

S586a  Silva Junior, Fernando Antonio Gomes da
Atividade antibacteriana de dispositivos nanoestruturados a
base de polipirrol / Fernando Antonio Gomes da Silva Junior. — 2019.
141 1. @il

Orientador: Helinando Pequeno de Oliveira.

Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduagédo em
Biotecnologia — RENORBIO, Recife, BR-PE, 2019. Ponto focal em
Pernambuco — Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Inclui referéncias e apéndice(s).

1. Bactérias 2. Campo elétrico 3. Polimeros I. Oliveira,
Helinando Pequeno de, orient. Il. Titulo

CDD 620.8




TERMO DE APROVAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAOEM BIOTECNOLOGIA RENORBIO

Atividade antibacteriana de dispositivos nanoestruturados a base de
polipirrol

Fernando Antonio Gomes da Silva Juanior

BANCA EXAMINADORA

Tese defendida e aprovada pela Banca Examinadora em: 29 de marco de 2019

Orientador:

Prof. Dr. Helinando Pequeno de Oliveira

Universidade Federal de Pernambuco

Examinadores:

Prof. Dr. César Algusto Souza de Andrade

Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Eduardo Padrén Hernandez

Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Mateus Matiuzzi da Costa

Universidade Federal do Vale do S3o Francisco

Prof. Dr. Nikifor Rakov Gomez

Universidade Federal do Vale do S&o Francisco

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 3



AGRADECIMENTOS

Embora uma tese de doutorado seja, pela sua finalidade académica, um
trabalho individual, ha contributos de natureza diversa que ndo podem e nem
devem deixar de ser realcados. Por essa razdo, desejo expressar 0S meus

sinceros agradecimentos:

Ao Deus eterno, imortal, invisivel, mas real, pelo dom da vida. Por cada dia
me conceder folego de vida para conquistar o que Ele preparou para mim. A Ele

todo louvor!

A minha familia, em especial a minha mae Célia Magalhdes, minha
ajudadora e protetora. Ao meu irmdo Felipe Magalhdes pela companhia,
paciéncia e por me fazer sorrir. Minha avo Diva Magalh&es pelo cuidado e por
se orgulhar de mim e ao meu irm&o e amigo Jonas Coélho pelo companheirismo

e amizade. Obrigado por ndo me deixar desistir.

Ao meu orientador Helinando P. de Oliveira, meu pai na ciéncia, pelos
conhecimentos transmitidos, por confiar esse trabalho em minhas maos, por me
ensinar o que € ciéncia, e que essa ndo se faz apenas em um laboratério e com
materiais e reagentes, mas acima de tudo com humildade. Obrigado por cada
palavra, cada conselho, por me motivar, por ndo desistir de mim. Sinto-me

privilegiado em ser seu eterno aluno. Muito obrigado!
Ao extraordinario grupo Leimo. Nele nos sentimos em casa. Agradeco aos
colegas e amigos de laboratoério pela troca de conhecimento, pelo apoio, unido

e por sermos uma familia.

Ao Prof. Dr. Mateus Matiuzzi pela colaboracao, por se fazer presente e por

contribuir de maneira significativa nas analises microbioldgicas.

A todos muito obrigado!

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 4



RESUMO

O polipirrol (PPy) é um polimero condutor que possui diversas aplicacdes, e
que nos ultimos anos tem se destacado como um agente antibacteriano. Nesse
sentido, esta tese teve como objetivo o desenvolvimento de dispositivos a base
de polipirrol e de baixo custo com alto poder antibacteriano, fornecendo assim
uma nova forma de tratamento contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae.

Com base no poder antibacteriano do PPy, nanoparticulas de polipirrol foram
sintetizadas e testadas contra E. coli, S. aureus e K. pneumoniae. Através dos
ensaios de tempo de morte pode-se determinar que com menos de 1 min as
nanoparticulas de PPy foram capazes de inibir o crescimento das bactérias,
zerando o numero de col6nias remanescentes.

A partir da técnica de eletrofiacdo foram produzidos lencos de eudragit L100
e eudragit L100 revestidos com PPy objetivando a limpeza de uma placa de
metal contaminada com S. aureus. Apés a limpeza, o lenco revestido com PPy
mostrou-se mais eficiente, reduzindo significativamente a UFC. Dispositivos
vestiveis de poliuretano (PU) e de fibras de algoddo revestidos com PPy
aplicados a técnica de disco-difusdo e aos ensaios de tempo de morte contra E.
coli, S. aureus, K. pneumoniae revelaram total eficiéncia contra as referidas
bactérias, mostrando halos de inibicao significantes e inibindo o crescimento dos
microrganismos apos 6 h e 4 h em contato com o PU/CNT/PPy e com as fibras
de algodao/PPy, respectivamente.

Ensaios utilizando o campo elétrico externo revelaram potencializar o efeito
antibacteriano do PPy. Aplicando tensdes de 1 V e 2 V em esponjas de
PU/CNT/PPy e Papel lixa/Grafite/PPy contra E. coli e S. aureus foi observado o
crescimento do halo de inibicdo e a reducdo do numero de colbnias

remanescentes a medida em que a tenséo é aumentada.

Palavras-chave: Bactérias, E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, polipirrol,

nanoparticulas de polipirrol, dispositivos vestiveis, campo elétrico.
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ABSTRACT

Polypyrrole (PPy) is a conductive polymer that has several applications, and
in recent years has stood out as an antibacterial agent. In this sense, this thesis
aimed at the development of low cost polypyrrole devices with high antibacterial
power, thus providing a new form of treatment against Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae.

Based on the antibacterial power of PPy, polypyrrole nanoparticles were
synthesized and tested against E. coli, S. aureus and K. pneumoniae. Through
the time-of-death assays it can be determined that with less than 1 min the
nanoparticles of PPy were able to inhibit the growth of the bacteria, zeroing the
number of remaining colonies.

From the electrophying technique were produced eudragit L100 and eudragit
L100 wipes coated with PPy aiming the cleaning of a plate of metal contaminated
with S. aureus. After cleaning, the wipe coated with PPy was shown to be more
efficient, significantly reducing the UFC. Wearable polyurethane (PU) and cotton
fibers coated with PPy applied to the disc-diffusion technique and the time-of-
death assays against E. coli, S. aureus, and K. pneumoniae showed total
efficiency against said bacteria, showing and inhibiting the growth of the
microorganisms after 6 h and 4 h in contact with the PU / CNT / PPy and with the
cotton / PPy fibers, respectively.

Tests using the external electric field revealed potentiating the antibacterial
effect of PPy. Applying tensions of 1 V and 2 V in PU/CNT/PPy sponges and
Sandpaper/Graphite/PPy against E. coli and S. aureus, growth of inhibition halo
and reduction of the number of remaining colonies measured in that the voltage

is increased.

Keywords: Bacteria, E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, polypyrrole, polypyrrole
nanoparticles, Wearable bactericidal, electric field.
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Introducao

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) determinadas por
bactérias multirresistentes representam um importante problema de saude
publica, exigindo uma acdo nas praticas de prevencdo e controle de agentes
antibacterianos (ROSSI, 2011) (GISKE et al., 2008) .

Estas infeccbes ocorrem tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento, com taxas de morbidade e mortalidade elevadas e aumento
de custos (GISKE et al., 2008). O problema é mais expressivo em paises em
desenvolvimento, pela escassez de recursos financeiros, humanos e
laboratérios de microbiologia habilitados, além do uso maior e abusivo de
antibacterianos (TOUFEN et al., 2003).

A selecdo dos antibacterianos adequados no tratamento de infec¢des tem
se tornado cada vez mais dificil pela selecdo de bactérias multirresistentes e a
diminuicdo de opcdes terapéuticas (SADER, H.; GALES, 2008). Organismos
multirresistentes juntamente com a escassez alarmante de novas classes de
antibacterianos tem obrigado a comunidade da area de saude a otimizar o
potencial terapéutico de antibacterianos atualmente disponiveis (RICE, 2009).

Diante dessa probleméatica, esse trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de dispositivos de baixo custo & base de polipirrol e com alto
poder antibacteriano contra S. aureus, E. coli e K. pneumoniae.

Inicialmente sintetizamos nanoparticulas de polipirrol (PPy solluvel) e as
aplicamos contra bactérias gram positivas e gram negativas. Num segundo
momento produzimos lengos antibacterianas a partir da técnica de eletrofiacdo
e incorporamos polipirrol em nanofibas de Eudragt L100. Em nosso terceiro
trabalho desenvolvemos um sensor de movimento antimicrobiano a base de
espumas de poliuretano, nanotubos de carbono e polipirrol. Em um quarto
trabalho desenvolvemos linhas de algod&o antimicrobiana. E por ultimo,
aplicamos tenséo elétrica em eletrodos de poliuretano, nanotubos de carbono e
polipirrol e de lixas de papel, grafite e polipirrol contra S. aureus e E. coli
provando que o efeito antibacteriano do PPy é pontecializado variando a tensao
entrelVe?2V.
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Esta tese esté dividida em cinco capitulos:

No capitulo 1 é feita a apresentacédo dos diferentes temas do trabalho: o
conceito de bactéria, dos sistemas estudados durante o trabalho e as doencas
causadas por elas. Em seguida, € definido o conceito de polimeros
antibacterianos e mostrados os mais estudados no combate a bactérias. E
definido também o conceito de polimeros condutores, as principais técnicas
usadas para sua sintese, dopagem e, por fim, destacamos o polipirrol como um
agente antibacteriano.

O capitulo 2 traz o estudo da sintese, caracterizacdo e atividade
antibacteriana de nanoparticulas de polipirrol. Este trabalho sumariza o
procedimento de preparacdo de PPy, as caracterizacbes mosfologica e
estrutural, tamanho de particula e os testes microbiolégicos sobre a acado do PPy
contra E. coli, S. aureus e K. pneumoniae.

O capitulo 3 é discutida a metodologia e a acdo antibacteriana de
dispositivos vestiveis a base de PPy. Em um primeiro momento foi desenvolvida
uma toalha eletricamente condutora e antibacteriana preparado via
polimerizacdo quimica in situ de polipirrol em fibras eletrofiadas de Eudragit L-
100 e Eudragit L-100 / 6xido de polietileno, fornecendo um molde para adsorcéo
e remocdo de S. aureus em superficies metalicas. Em um outro momento foi
desenvolvido um material poroso que fornece deteccéo direta de movimentos
simples das articulagbes humanas (joelho, dedo e cotovelo) e atividade
antibacteriana intrinseca contra S. aureus, K. pneumoniae e E. coli. Ainda nesse
capitulo é provado que téxteis eletrénicos portateis multifuncionais baseados na
polimerizagao interfacial de polipirrol em nanotubos de carbonof/fibras de algodao
oferecem vantagens de materiais simples e de baixo custo que incorporam um
bom desempenho antibacteriano.

O capitulo 4 mostra o estudo do efeito do campo elétrico na atividade
antibacteriana do polipirrol. Nesse capitulo 0 V, 1 V e 2 V sao aplicados em
eletrodos de poliuretano e papel revestidos com PPy contra S. aureus e E. coli.
Nesse estudo obervamos que o poder antibacteriano do PPy é potencializado
com a variagdo do campo elétrico até 2V.

O capitulo 5 apresenta a conclusao referente aos diversos experimentos
realizados e propostas de estudos futuros relacionados a aplicacédo do PPy em
superbactérias, a producéo de novos dispositivos e ensaios de toxicidade.
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CAPITULO 1

Fundamentacao Teorica
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1.1 Bactérias

As bactérias apresentam uma estrutura relativamente simples. Elas séo
organismos procariotos — simples, unicelulares que ndo apresentam membrana
nuclear, mitocéndria, aparelho de Golgi, ou reticulo endoplasmatico — que se
reproduzem por divisdo assexuada. S8o as menores células, somente visiveis
com o emprego de um microscopio. As menores bactérias (Chlamydia e
Rickettsia) apresentam diametro entre 0,1 a 0,2 um, enquanto que as bactérias
maiores podem ter varios micrometros de comprimento (PRESCOTT, LANSING
M., 2002).

Existem bactérias benéficas, oportunistas e patogénicas. Fatores de
viruléncia sdo caracteristicas que diferenciam as bactérias causadoras de
doencas das centenas de espécies de bactérias benéficas que compdem a flora
normal do nosso intestino, superficies mucosas e pele (MUNGUIA; NIZET,
2017).

As bactérias causadoras de doencas levam pessoas a morte em todo o
mundo, e o combate a elas tem se sido cada vez mais dificil por se tornarem
resistentes aos antibioticos convencionais. Bactérias que transportam genes que
lhes permitem sobreviver a exposicdo aos antibidticos que sdo usados
atualmente sdo chamadas de superbactérias. Isso significa que as infec¢des
causadas por essas bactérias sdo mais dificeis de tratar, embora ndo sejam
necessariamente mais graves ou infecciosas. O fato preocupante é que o gene
que transporta a resisténcia aos antibidticos pode ser passado entre as
bactérias, permitindo a criacdo de bactérias que carregam genes de resisténcia
para muitos antibioticos diferentes, uma superbactéria (RAMYA; SANKAR,
2018).

As superbactérias mais virulentas sao resistentes a praticamente todos 0s
antibioticos no uso corrente. As superbactérias notdrias atuais incluem cepas
multirresistentes de Mycobacterium tuberculosis (M. TB), o agente causador da
tuberculose, e a bactéria Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
(VILLIERS, 2018).

A OMS Ilistou e classificou os agentes patogénicos prioritarios para

pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos. Essas também sdo as
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bactérias que tem gerado doencas e causado mortes em todo o mundo (OMS,
2017).

Prioridade 1: CRITICA
« Acinetobacter baumannii, resistente a carbapenema
o Pseudomonas aeruginosa, resistente a carbapenema

o Enterobacteriaceae, resistente a carbapenema, produtoras de ESBL

Prioridade 2: ALTA
« Enterococcus faecium, resistente a vancomicina
o Staphylococcus aureus, resistente a meticilina, com sensibilidade
intermediaria e resisténcia a vancomicina
« Helicobacter pylori, resistente a claritromicina
o Campylobacter spp., resistente as fluoroquinolonas
o Salmonellae, resistentes as fluoroquinolonas
o Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporina, resistente as

fluoroquinolonas

Prioridade 3: MEDIA
e Streptococcus pneumoniae, sem sensibilidade a penicilina
o Haemophilus influenzae, resistente a ampicilina

« Shigella spp., resistente as fluoroquinolonas

As bactérias podem dividir-se em dois conjuntos designados por gram-
positivas e gram-negativas (positivas e negativas no teste de Gram). Coloracéo
de Gram é um teste rapido, importante e facil que permite a diferenciacdo entre
as duas mais importantes classes de bactérias, permitindo um diagnaéstico inicial
e, portanto, uma terapéutica com base em diferencas inerentes as bactérias.
Nesse teste as bactérias sdo fixadas na superficie de uma lamina, coradas pelo
cristal violeta (Fig.1), um corante que é precipitado pelo lugol e, posteriormente,
0 corante em excesso e nao ligado é removido pelo descolorante, contendo
acetona, e pela agua. Um contracorante, safranina, € adicionado corando todas
células descoradas. Este processo demora menos de 10 minutos (TORTORA et

al., 2012).
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Figura 1: Morfologia de bactérias coradas pelo método de Gram.
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Fonte: TORTORA et al., 2012

Como mostra a Fig. 1, o cristal violeta da coloracdo de Gram é precipitado
pelo lugol do Gram e € retido na espessa camada de peptidoglicano nas
bactérias Gram positivas. O descolorante dispersa a membrana externa das
Gram negativas e retira o cristal violeta através da fina camada de
peptidoglicano. E em seguida as bactérias gram negativas séo visualizadas pelo
contracorante vermelho.

Uma das principais diferengas entre essas bactérias reside na constituicao
da parede celular, mais propriamente no peptidoglicano (Fig. 1.1).

Figura 1.1: Parede celular de bactérias gram positivas e bactérias gram

negativas
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Como podemos ver na Fig. 1.1, a bactéria gram positiva tem uma camada
de peptidoglicano espessa. A bactéria gram negativa tem uma camada fina de
peptidoglicano e uma membrana externa que contém lipopolissacarideo,
fosfolipideos e proteinas. O espaco periplasmatico entre as membranas
citoplasmaticas e externas contém proteinas de transporte, degradativas e de
sintese de parede celular. A membrana externa € acoplada a membrana
citoplasmatica em pontos de adesdo e é presa ao peptidioglicano por
lipoproteinas de ligacao.

O peptidoglicano é o componente mais importante na parede celular dos
procariontes, conferindo rigidez a parede celular das bactérias e determinando a
sua forma evitando a lise celular (processo de ruptura da parede bacteriana).
Nas bactérias gram-positivas a parede celular apresenta uma camada espessa
de peptidoglicano situada sobre a membrana citoplasméatica, ndo existindo
membrana exterior. Por outro lado, nas bactérias gram-negativas o
peptidoglicano encontra-se entre a membrana citoplasmatica e a membrana
exterior da bactéria (BLACK, 2008; F. H. KAYSER, K. A. BIENZ, 2011;
PRESCOTT, LANSING M., 2002). As paredes celulares de bactérias gram
negativas sao mais complexas do que a parede celular das gram positivas, tanto

do ponto de vista estrutural quanto quimico. Estruturalmente, as paredes
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celulares de gram-negativos contém duas camadas externas a membrana
citoplasmatica. Imediatamente externa a membrana celular esta uma fina
camada de peptidoglicano que contribui somente para 5% a 10% do peso da
parede celular da bactéria gram negativa (PRESCOTT, LANSING M., 2002).

1.2.1 Staphylococcus aureus

A pele é o maior e mais exposto 6rgado do corpo humano. Embora seja
extremamente eficaz na protecdo de organismos hospedeiros contra ameacgas
ambientais externas, as infec¢des da pele sdo comuns e podem ser causadas
por bactérias, fungos ou virus (FENSTERSEIFER et al., 2015).

O Staphylococcus aureus é uma bactéria que faz parte da microbiota
normal. Esta bactéria reside principalmente nas narinas, pele e membranas
mucosas de humanos e animais e ndo representa ameaca a espécie hospedeira
em circunstancias normais. A taxa de colonizacdo em adultos saudaveis é entre
5 e 30%, e 10 a 20% dos individuos exibem colonizagdo permanente. Por outro
lado, bactérias de individuos saudaveis podem representar um risco de
transmissdo para a populacdo imunocomprometida, produzindo efeitos
prejudiciais sobre as pessoas infectadas (STRATEGIES, 2018). Diante disso, o
S. aureus € um importante e principal causador de diversas doencas, desde
infeccbes da pele e feridas até sitio cirargico nosocémio, dispositivos meédicos e
infeccbes da corrente sanguinea que podem causar sépsis e morte (ILUZ et al.,
[s.d.]). Esse microrganismo foi nomeado pelo cirurgido escocés Sir Alexander
Ogston em 1882 (FRANCIS et al., 2018), e que agora é conhecido como
patbgeno humano extremamente bem sucedido.

Esta bactéria esta presente em 50% dos biofiimes encontrados nos
hospitais, contamina instrumentos cirlrgicos apds o0 uso, e € um agente causador
frequente de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude e de origem alimentar
(ALMATROUDI et al., 2018). O S. aureus é também causador da mastite, a
inflamagé&o das glandulas mamarias, em vacas, cabras e ovelhas. A mastite uma
das doencgas mais comuns e caras na producgao leiteira em todo o mundo. O
Staphylococcus aureus é frequentemente considerado como um dos patégenos

mais relevantes, causando mastite cronica clinica e subclinica, acompanhada de
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aumento da contagem de células somaticas no leite e reducéo da producao de
leite (BAR-GAL et al., 2015).

A resisténcia a antibidticos entre isolados clinicos de S. aureus é uma
preocupagao crescente. A resisténcia a drogas em S. aureus pode ser adquirida
por diferentes mecanismos, incluindo a transferéncia horizontal de genes atraves
de plasmideos ou outros elementos genéticos moveis, bem como mutacdes
espontaneas. Isso levou ao surgimento de multiplas cepas que demonstram
resisténcia a um ou a uma combinac¢ao de antibiéticos, como S. aureus resistente
a meticilina (MRSA), S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) e S. aureus
resistente a multiplos farmacos (MDRSA) (STRATEGIES, 2018) . Cerca de 60%
das infec¢cBes por S. aureus adquiridas em hospitais envolvem Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). Infeccdes por MRSA tém pior prognéstico
e aumentam os custos de hospitalizacdo em comparacdo com cepas sensiveis
a antibidticos (STRATEGIES, 2018).

1.2.2 Klebsiela pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae € um importante patégeno frequentemente
implicado em infeccbes respiratérias e do trato urindrio de pacientes
hospitalizados. E uma parte da microbiota respiratéria e intestinal de seres
humanos (MUNSON et al.,, 2018). Também est4 fortemente associada a
infeccbes denominadas septicemias e infec¢Bes iatrogénicas, uma vez que o
ambiente hospitalar estd associado a pacientes internados por longo tempo e /
ou que se encontram em unidade de terapia intensiva (UTI), sob intubacéo
orofaringea (REDDY et al., 2014). Além de ser responsavel pela toxicidade do
trato intestinal, causando nauseas e diarreia (LABED-ZOUAD et al., 2015). As
bacteremias causadas por K. pneumoniae sdo nosocomiais e sao resistentes a
ampicilina e carbenicilina.

A resisténcia das bactérias aos antibidticos aumentou tanto que a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) alerta para uma "era pos-antibiotica”
(OMS 2014). A K. pneumoniae resistente a carbapenémicos foi descrita pela
primeira vez na Escdcia no final dos anos noventa. Em 2005, 3,3% dos isolados

de K. pneumoniae eram resistentes ao carbapenem nos hospitais do Brooklyn.
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Em 2014, duas das seis regides da OMS relataram 50% ou mais de resisténcia
de K. pneumoniae a carbapenem (HOSSAN et al., 2018).

As infec¢des causadas por cepas multirresistentes (MDR) de KP estéo se
espalhando amplamente em todo o mundo. O MDR-KP é uma das principais
causas de infec¢Bes associadas aos cuidados de saude em todo o mundo e
apresenta desafios significativos no tratamento, pois demonstraram maior
tolerancia a antibiéticos, desinfetantes quimicos e ao sistema de defesa humana,
como a fagocitose (MOHAMED et al., 2018).

A formacédo de biofilme em KP também tem sido a hipotese de contribuir
para a persisténcia bacteriana, estes biofilmes foram mostrados para resistir a
matar com a exposicdo prolongada aos antibidticos. As bactérias dentro do
biofilme sdo 10 a 1000 vezes mais resistentes aos antibiéticos do que as células
planctbnicas, mas seu mecanismo de resisténcia ainda é inexplicavel, portanto,
€ dificil erradicar os biofilmes bacterianos que causam inameras infeccfes
(MOHAMED et al., 2018).

1.2.3 Escherichia coli

Os patégenos Gram-negativos Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli estdo entre as "superbactérias" mais criticas identificadas pela Sociedade de
Doencas Infecciosas da América (IDSA) (BERGEN et al., 2018). A Escherichia
coli é documentada como a bactéria mais estudada (FUH et al., 2018).

A E. coli é responséavel por 75-90% dos casos de infeccdes do trato urinario
adquiridas na comunidade. S&o causas frequentes de infecgcdo grave em
pacientes gravemente enfermos e sdo comumente tratados com os antibiéticos
B-lactdmicos meropenem e piperacilina / tazobactam (BERGEN et al., 2018). O
aumento da resisténcia antimicrobiana e multirresisténcia (MDR) entre E. coli
(isto €, E. coli produtora de B-lactamase de espectro estendido (ESBL)) esta
atualmente limitando as opc¢Oes de tratamento para UTIs. Isso poderia levar a
um uso mais extensivo de carbapenémicos, que sdo reservados para outras
infecces complicadas. Além disso, organismos produtores de carbapenemase
estdo se espalhando mundialmente. A falta de antibacterianos eficazes devido

ao surgimento de resisténcia antimicrobiana aumenta o uso de antibacterianos
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de ultimo recurso para infeccdes comuns, como as infec¢des do trato urinario
(FOSFOMYCIN et al., 2018).

Muitas doencas relacionadas a agua séo causadas por bactérias como E.
coli (HUANG et al., 2018). A E. coli € amplamente utilizada como uma bactéria
indicadora de fezes (FIB) para detectar contaminagdo recente de agua com
matéria fecal. Foi selecionado como um FIB baseado, em parte, no fato de que
sobrevive por um curto periodo de tempo em corpos d'agua, pois as condi¢cdes
la podem causar choque ao metabolismo bacteriano e levar & morte rapida. No
entanto, quando a E. coli se deposita nos sedimentos do leito pode sobreviver
por muito mais tempo, com persisténcia por semanas e meses sendo
frequentemente relatada (BRAGINA et al., 2017).

1.3 Resisténcia antibacteriana

Um aumento alarmante e persistente da resisténcia aos antibiéticos entre
muitas espécies bacterianas patogénicas importantes constitui um dos maiores
desafios contemporédneos a saude publica (MUNGUIA; NIZET, 2017).
Antibidticos sdo drogas usadas para tratar infeccbes bacterianas. Tém sido
usados nos ultimos 70 anos para tratar doencas infecciosas. Desde a década de
1940, essas drogas reduziram muito o nimero de doencas e a mortes por
infecgbes. Originalmente, um antibiético € uma substancia produzida por um
microorganismo que inibe seletivamente o crescimento de outro (RAMYA;
SANKAR, 2018). O termo genérico antibiético denota qualquer classe de
molécula organica que pode matar ou inibir o crescimento de bactérias
causadoras de doencas, interagindo com alvos bacterianos especificos.

A descoberta de antibioticos revolucionou a medicina moderna, mas as
bactérias se adaptaram a novos ambientes desenvolvendo mecanismos de
resisténcia a maioria dos antibioticos. O desenvolvimento de resisténcia a drogas
em bactérias anteriormente suscetiveis € devido a alteracbes genéticas que
ocorrem por mutacdo genética ou pela introducdo de novas informacdes
genéticas. Essas alteracdes genéticas permitem que as bactérias afetadas
desenvolvam tipos especificos de resisténcia (VILLIERS, 2018).

Diante disso o0 estudo de materiais e dispositivos antibacteriano faz-se

necessario. Nesse sentido, o0s polimeros antibacterianos e polimeros
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condutores, especificadamente o polipirrol é um forte candidato no combate a

superbactérias.

1.4 Polimeros Antibacterianos

Um antibacteriano € um agente usado para matar bactérias ou inibir seu
crescimento. Embora numerosos medicamentos antibacterianos tenham sido
desenvolvidos para matar ou inibir bactérias, muitas doencas infecciosas
permanecem dificeis de tratar (HUANG et al., 2016).

Os polimeros antibacterianos sdo uma classe de novos agentes
antibacterianos que sao alimentados pelo conhecimento combinado de
peptideos antibacterianos (AMPs) e desinfetantes de polimeros que emergiram
como dois campos distintos desde a década de 1980 (GANEWATTA; TANG,
2015). Podem ser definidos como materiais capazes de matar / inibir o
crescimento de bactérias numa superficie ou ambiente circundante (JAIN et al.,
2014).

Polimeros antibacterianos oferecem algumas vantagens sobre o restante
dos biocidas existentes e tém se tornado cada vez mais importantes como uma
alternativa potencial. Os polimeros antibacterianos sdo, em geral, altamente
ativos, com baixo potencial de aumentar a resisténcia e reduzir a toxicidade
(SURFACES et al., 2018).

Polimeros antibacterianos podem ser preparados incorporando um agente
biocida no bulk polimérico, por exemplo, durante o processamento ou pela
aplicacdo de revestimentos de superficie. Recentemente foi relatada a
polimerizagao de grupos biocidas contendo monémeros ou 0 enxerto de agentes
antibacterianos nos polimeros. A polimerizacao do polimero biocida na superficie
de polimeros comerciais por polimerizacéo de radical de transferéncia de atomos
tambeém foi relatada (PALZA, 2015).

Estudos recentes mostraram que esses polimeros ativos na membrana sao
eficazes contra bactérias multiresistentes, incluindo A. baumannii, E. coli, K.
pneumoniae e S. aureus resistente a meticilina. Em comparagdo com 0s
antibioticos convencionais, esses polimeros catibnicos s&o0 menos propensos a
desenvolver resisténcia, tornando-os atraentes para aplicagdes de cuidados de

saude (LOU et al., 2018), além de demonstrar eficacia superior, toxicidade
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reduzida, problemas ambientais minimizados e maior resisténcia (HUANG et al.,
2018).

A atividade dos polimeros antibacterianos € considerada como uma funcao
do equilibrio entre multiplos fatores. Estes podem ser fatores relacionados com
o peso molecular do polimero, densidade de carga, comprimento da cadeia,
hidrofilicidade, bem como fatores ambientais, tais como pH e temperatura (JAIN
et al., 2014).

A exposicdo das bactérias aos polimeros leva inicialmente a uma
despolarizacdo da membrana citoplasmatica resultando em permeabilidade que
inicia a morte celular através de uma liberacdo de material fibroso e celular
(BRAUN et al.,). Polimero funcionalizados com agentes ativos, como biocidas
catibnicos, peptideos antibacterianos, ou antibiéticos podem matar bactérias em
contato. Os polimeros antibacterianos ativos mais amplamente utilizados séo
funcionalizados com o aménio quaternario de carga positiva (HUANG et al.,
2016). Nos ultimos anos, uma variedade de sistemas poliméricos antibacterianos
foi investigada incluindo compostos de amoénio quaternéario, sais de fosfénio
quaternario polimérico, polimeros contendo guanidina e polimeros de halogénio
(isto €, N-halaminas). A maioria dos sistemas estudados sédo polications, em
particular aqueles com &atomos de nitrogénio quaternario. Embora seu
mecanismo de acdo ndo seja totalmente compreendido, essas estruturas
policatidnicas interagem eletrostaticamente com a membrana bacteriana
carregada negativa, causando ruptura da parede e posterior morte do
microrganismo.

Uma outra classe de polimeros que tem ganhado destaque nos dltimos
anos pelos estudos e pesquisas no combate a bactérias sdo os polimeros

condutores.

1.5 Polimeros Condutores

Polimeros condutores sdo polimeros com cadeias altamente conjugadas.
Eles podem atuar como isolantes, semicondutores e condutores (SHI et al.,
2015). Podem ser aplicados como supercapacitores (KIM et al., 2016), sensores,
displays eletrénicos, transistores (BHARTI et al., 2018), biomateriais (KAUR et
al., 2015) e antibacteriano (DA SILVA et al., 2016)(DA SILVA et al., 2017).
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Possuem propriedades 6pticas e similares aos dos metais e semicondutores, e

oferecem maiores vantagens dos que 0s polimeros convencionais, como por

exemplo a facilidade de sintese (KAUR et al., 2015).

A década de 1970 testemunhou a evolug&o de uma variedade de polimeros
condutores (KUMAR; SHARMA, 1998). O primeiro trabalho sobre polimeros

condutores foi observado nos estudos da condutividade do poliacetileno (PA).

Nesse trabalho o PA foi exposto ao vapor de iodo e sua condutividade foi

extremamente aumentada. A partir dai deu-se inicio a estudos mais profundos

sobre polimeros condutores. Hoje existem mais de 25 sistemas dessa classe de

polimeros (AL-OQLA et al., 2015), sao eles:

Polipirrol (PPy)

Polianilina (PANI)

Poli (3,4 — etilenodioxitiofeno) (PEDT, PEDOT)

Politiofeno (PTh)
Politiofeno-vinileno (PTh-V)

Poli (2,5-tienilenevinileno) (PTV)
Poli (3-alquiltiofeno) (PAT)

Poli (p-fenileno) PPP
Poli-p-fenileno-sulfureto (PPS)
Poli-p-fenilenevilineno (PPV)
Poli (p-fenileno-tereftalamida) (PPTA)
Poliacetileno (PAc)

Poli (isotianafetina) (PITN)

Poli (a-naftilamina) (PNA)
Poliazuleno (PAZ)

Polifurano (PFu)
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Poliisopropano (PIP)
Polibutadieno (PBD)
Poli (3-octiltiofeno-3-metiltiofeno) (POTMT)

Poli (p-fenileno-tereftalamida) (PPTA)

1.5.1Técnicas de sinteses para polimeros condutores

N&o existe um método singular para sintetizar polimeros condutores. Eles
podem ser sintetizados utilizando métodos padrées e convencionais de
polimerizacao, incluindo os métodos de reacbes de Wittig, Horner e Grignard,
bem como os processos de policondensacdo e técnicas de polimerizacdo
catalisadas por metais (KUMAR; SHARMA, 1998).

A literatura destaca uma série de técnicas de polimerizacdo de polimeros

condutores, sao elas:

Polimerizacdo quimica

Polimerizacao eletroquimica
Polimerizacao fotoquimica
Polimerizacdo de metatese
Polimerizagdo de emulsdo concentrada
Polimerizacao de inclusao
Polimerizacdo em estado sélido

Polimerizacao por plasma

© © N o g b~ wWwDdPRE

Pirdlise
10.Preparacéo de polimero precursor soltvel.

Atualmente a polimerizagdo quimica e a eletroquimica sdo os métodos
mais utilizados na producdo de polimeros condutores (BALINT; CASSIDY;
CARTMELL, 2014). A polimerizag&o quimica é a mais utilizada na producéo de
uma grande quantidade de polimeros condutores, uma vez que € executada sem
a presenca de eletrodos. A sintese quimica é comumente realizada através de

polimerizacao radicalar, que é o resultado da oxidagdo do mondémero (formando
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ions radicais) através de um agente iniciador (agente oxidante — cloreto férrico
(FeCls), persulfato de aménio (APS)) e posterior acoplamento dos monémeros,
passando pelas etapas de iniciagdo, propagacdo e finalizacdo (formacdo do
polimero) (RONCALLI, 1997).

Uma outra vantagem de se usar o método quimico € a facilidade de
sintetizar polimeros que o método eletroquimico ndo produz. Em contrapartida,
a condutividade dos polimeros produzidos pelo método quimico € inferior aos
que sdo produzidos eletroguimicamente (BALINT; CASSIDY; CARTMELL,
2014). Apesar da eficiéncia no processo eletroquimico, e de ser um processo
facilmente monitorado, o rendimento polimérico € baixo e inferior ao
procedimento quimico (WEI; HSUEH; JANG, 1994).

A tabela 1 mostra as principais sinteses para a polimerizacao de diversos

polimeros condutores.

Tabela 1: Técnicas de sinteses de polimeros condutores (KUMAR;
SHARMA, 1998)

Polimeros Método utilizado
Poliacetileno Polimerizacao quimica
Politiofeno Polimerizacdo quimica

Polimerizacao eletroquimica

Polianilina Polimerizacao quimica

Polimerizacao eletroquimica

Poliisopreno Polimerizacdo de incluséo

Polibutadieno Polimerizacao de incluséo

Poli (2,3-dimetil-butadieno) Polimerizacao de incluséo
Polipirrol Polimerizacao quimica

Polimerizacao eletroquimica
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Poly (p- fenileno-tereftalamida) Polimerizacao eletroquimica
Compositos de polipirrol e Polimerizacao eletroquimica
poliimida
PVC Polimerizacao quimica
Poliestireno Polimerizacdo de emulséo
concentrada

Poli (p-fenileno) Polimerizacdo quimica
Poli (a-naftilamina) Polimerizacao eletroquimica
3-Octiltiofeno-3-metiltiofeno Polimerizacao eletroquimica
Poli (1,4-fenileno) Polimerizacao eletroquimica

Poli (anilina-co-o-anisidina) Polimerizacdo quimica

1.5.2 Dopagem

Os polimeros condutores podem conduzir cargas devido a facilidade com
gue os elétrons saltam dentro e entre as cadeias do polimero. A condutividade
surge devido a uma combinacao de varios fatores. Os polimeros condutores sao
formados por uma série de ligacdes simples e duplas alternadas. Ligacfes
simples e duplas contém uma ligacao sigma (o) fortemente localizada, enquanto
as ligacdes duplas contém uma ligacao pi (11) menos fortemente localizada. Os
orbitais p em uma série de ligagbes 1 se sobrepde permitindo que os elétrons
sejam mais facilmente deslocalizados movendo-se livremente pelos atomos
(BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014). A condutividade de um polimero pode
ser aumentada varias vezes por dopagem com substituintes oxidativos/
redutores ou por radicais doadores/ aceitadores (KUMAR; SHARMA, 1998). Os
dopantes doam elétrons para a faixa de conducdo (dopantes do tipo n) ou
aceitam elétrons para a faixa de valéncia (dopantes do p), deslocando o nivel de
Fermi e aumentando o numero de portadores de carga livre na rede (JACOBS
et al., 2017).
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A dopagem é realizada por métodos quimicos de exposi¢cdo direta do
polimero conjugado a um agente de transferéncia de carga (dopante) na fase de
gas ou solucéo, ou por oxidacédo ou reducéao eletroquimica (KUMAR; SHARMA,

1998). Polimeros podem ser dopados pelas seguintes técnicas:

1. dopagem gasosa

2. dopagem em solucao

3. dopagem eletroquimica

4. auto-dopagem

5. dopagem induzido por radiacao e

6. Dopagem de troca ibnica.

Destas, as trés primeiras técnicas sdo amplamente utilizadas por
conveniéncia e baixo custo. No processo de dopagem gasosa, 0s polimeros sao
expostos aos vapores do dopante sob vacuo. A dopagem de solucdo envolve o
uso de um solvente no qual todos os produtos de dopagem sédo sollveis
(KUMAR; SHARMA, 1998).

E importante conhecer a relagdo proporcional entre a quantidade de
dopante usado e a condutividade do polimero dopado (BALINT; CASSIDY;
CARTMELL, 2014) e a natureza do polimero, pois eles podem ser moléculas e
compostos neutros ou sais inorganicos que podem facilmente formar ions,
dopantes organicos e dopantes poliméricos (KUMAR; SHARMA, 1998).

1.5.3 Polipirrol

O polipirrol (PPy) (Figura 1.2) é um dos representantes mais populares de
polimeros condutores (STEJSKAL; MOR, 2017). E o polimero condutor mais
estudado devido a quantidade de publicacdes em torno de suas propriedades e
aplicagdes (BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014). Nos ultimos anos o polipirrol
tem se destacado por possuir propriedades de um semicondutor organico
(STEJSKAL; MOR, 2017), possuir facil sintese, alta condutividade elétrica (LIMA
et al., 2018), boa estabilidade sob condicbes ambientais (INES; RAMANAVI;
MIKOLI, 2017) e boas propriedades redox (SHI et al., 2015) podendo ser

aplicado como supercapacitores, sensores, ha protecdo contra a COrrosao
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(STEJSKAL; MOR, 2017), na remocéao de metais pesados (OSAGIE et al., 2018)
e adsorventes (SZCZESNIAK et al., 2018).

Figura 1.2: Estrutura quimica do polipirrol

Fonte: elaborada pelo autor

A biocompatibilidade € uma caracteristica que tem sido explorada no
polipirrol, apesar de algumas propriedades mecénica pobres, como fraco, fragil,
rigido e ndo biodegradavel, o que dificultou sua aplicacdo na biomedicina
(KUMAR et al., 2017). Diversos estudos mostram sua aplicacdo na medicina,
como biossensores, tratamento de infeccbes em feridas, administracdo de
medicamentos, implantes biomédicos, engenharia de tecidos (STEJSKAL; MOR,
2017), sondas neurais e condutores sanguineos (BALINT; CASSIDY;
CARTMELL, 2014).

O polipirrol possui muitas propriedades responsivas ao estimulo, o que o
torna um biomaterial “inteligente” muito promissor. Tem uma boa
biocompatibilidade in vitro e in vivo (KAUR et al., 2015), boa estabilidade quimica
e razoavelmente alta condutividade sob condicdes fisiologicas, pode ser
facilmente modificado para torna-lo mais adequado para aplicac6es biomédicas
através da incorporacdo de moléculas bioativas (BALINT; CASSIDY;
CARTMELL, 2014).

O polipirrol € um forte candidato no combate a bactérias. Um importante
aspecto a ser reportado (relativo a atividade antibacteriana do PPy) consiste na
polimerizacdo oxidativa dos CPs: cargas positivas que sao formadas em cada
trés a cinco mondmeros ao longo da cadeia principal do polipirrol. Como
consequéncia, uma forte interacao eletrostatica € estabelecida com espécies de
cargas opostas, tal como a parede celular de bactérias (DA SILVA et al., 2016).
Cinco etapas seguem a aderéncia eletrostatica do PPy na bactéria carregada
negativamente: a adsorcdo do PPy na superficie da célula; a difusdo de
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nanoparticulas ao longo da parede celular; ligacdo das nanoparticulas com a
membrana citoplasmatica; dispersdo de componentes intracelulares e liberacao
de ions K*, e consequentemente a morte da bactéria.

A facilidade de sintese do polipirrol € um fator importante a ser considerado,
pois a producéo de dispositivos antibacterianos a base de ppy se torna mais facil
e eficiente (DA SILVA et al., 2017) (LIMA et al., 2018) (DA SILVA et al., 2018)
(DA SILVA et al., 2019).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] Rossi, F. The challenges of antimicrobial resistance in Brazil. v. 52, p. 1138-
1143, 2011.

[2] Giske, C. G.; Monnet, D. L.; Cars, O.; Carmeli, Y. Clinical and Economic
Impact of Common Multidrug-Resistant Gram Negative Bacilli. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy. v. 52, n. 3, p. 813-821, 2008.

[3] Toufen JR, C.; Hovanian, A. L. D.; Franca, S. A.; Carvalho, C. R. R.
Prevalence rates of infection in intensive care units of a tertiary teaching hospital.
v. 58, n. 5, p. 254-259, 2003.

[4] Sader, H.; Gales, A. C. Treatment of severe infections in the era of high rates
of antimicrobial resistance. The Brazilian Journal of Infectious Diseases, v. 5, n.
4, p. 200-214, 2008.

[5] Rice, L. B. The clinical consequences of antimicrobial resistance. Current
Opinion in Microbiology, v. 12, p. 476—481, 2009.

[6] Munguia, J.; Nizet, V. Pharmacological Targeting of the Host — Pathogen
Interaction : Alternatives to Classical Antibiotics to Combat Drug-Resistant

Superbugs. Trends in Pharmacological Sciences, v. 38, n. 5, p. 473-488, 2017.

[7] Ramya, K.; Sankar, P. Clinical Pharmacology and Translational Medicine

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 40



Review Article Antimicrobial Resistance : Alarming Universal Concern. v. 2, n. 1,
p. 87—-88, 2018.

[8] Villiers, M. DE. ATTACK OF THE SUPERBUGS The Law & Medicine of
Antibiotic Resistance. v. 11, p. 1-41, 2018.

[9] Black, J. G. Microbiology : principles and explorations. John Wiley and Sons,
2008. BRAGINA, L. et al. Agriculture , Ecosystems and Environment Cattle
exclusion using fencing reduces Escherichia coli ( E . coli ) level in stream
sediment reservoirs in northeast Ireland. “Agriculture, Ecosystems and
Environment”, v. 239, p. 349-358, 2017.

[10] Fensterseifer, I. C. M. et al. Peptides Effects of cyclotides against cutaneous

infections caused by Staphylococcus aureus. Peptides, v. 63, p. 38—42, 2015.

[11] Strategies, N. D. crossm Recombinant Endolysins as Potential Therapeutics
against Antibiotic-Resistant Staphylococcus aureus : Current Status of Research
and Novel Delivery Strategies. v. 31, p. 1-17, 2018.

[12] Francis, J. S. et al. Severe Community-Onset Pneumonia in Healthy Adults
Caused by Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Carrying the Panton-

Valentine Leukocidin Genes. v. 40, n. August, 2018.

[13] Almatroudi, A. et al. Staphylococcus aureus dry-surface biofilms are more
resistant to heat treatment than traditional hydrated biofilms. v. 98, p. 161-167,
2018.

[14] Bar-gal, G. K. et al. Host-specificity of Staphylococcus aureus causing
intramammary infections in dairy animals assessed by genotyping and virulence
genes. Veterinary Microbiology, v. 176, n. 1-2, p. 143-154, 2015.

[15] Munson, E. et al. Determination of MIC and disk diffusion quality control
guidelines for meropenem — vaborbactam , a novel carbapenem / boronic acid 3

-lactamase inhibitor combination. Diagnostic Microbiology & Infectious Disease,

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 41



v. 90, n. 4, p. 324-328, 2018.

[16] Reddy, L. S. et al. Antimicrobial activity of zinc oxide ( ZnO ) nanoparticle
against Klebsiella pneumoniae. v. 209, p. 1-10, 2014.

[17] Labed-zouad, I. et al. Chemical Compositions and Antibacterial Activity of
Four Essential Oils from Ferula vesceritensis Coss . & Dur . Against Clinical
Isolated and Food-Borne Pathogens. v. 4, p. 518-525, 2015.

[18] Hossan, S. et al. Antibacterial effects of 18 medicinal plants used by the

Khyang tribe in Bangladesh. Pharmaceutical Biology, v. 0, n. 0, p. 201-208, 2018.

[19] Mohamed, S. H. et al. Combination of essential oil and ciprofloxacin to inhibit
/| eradicate biofilms in multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae. Journal of
Applied Microbiology, v. 125, p. 84--95, 2018.

[20] Bergen, P. J. et al. Differences in suppression of regrowth and resistance
despite similar initial bacterial killing for meropenem and piperacillin / tazobactam
against Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. Diagnostic Microbiology
& Infectious Disease, v. 91, n. 1, p. 69-76, 2018.

[21] Fuh, N. J. et al. Prevalence and Antibiotic Resistance of Escherichia coli
0157 : H7 Serotype from Chicken Droppings Produced by Free - Ranged and
Poultry Birds in Cross River , Nigeria. v. 6, n. 3, p. 51-55, 2018.

[22] Fosfomycin, P. et al. crossm coli in a Murine Urinary Tract Infection Model.
v. 62, n. 6, p. 1-16, 2018.

[23] Huang, J. et al. Performance of ceramic disk fi lter coated with nano ZnO for
removing Escherichia coli from water in small rural and remote communities of.
Environmental Pollution, v. 238, p. 52-62, 2018.

[24] Huang, K. et al. Recent Advances in Antimicrobial Polymers. Internetional
Juornal of Molecular Science, v. 17, p. 1578-1592, 2016.

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 42



[25] Ganewatta, M. S.; Tang, C. Controlling macromolecular structures towards
effective antimicrobial polymers. Polymer, v. 63, p. A1-A29, 2015.

[26] JAIN, A. et al. Antimicrobial Polymers. p. 1969-1985, 2014.

[27] Surfaces, A. et al. Tailoring Macromolecular Structure of Cationic Polymers
towards Efficient Contact Active. v. 10, p. 241-257, 2018.

[28] Palza, H. Antimicrobial Polymers with Metal Nanoparticles. p. 2099-2116,
2015.

[29] Lou, W. et al. Acta Biomaterialia Antimicrobial polymers as therapeutics for
treatment of multidrug- resistant Klebsiella pneumoniae lung infection. Acta
Biomaterialia, v. 78, p. 78-88, 2018.

[30] Braun, C. et al. Antimicrobial Activity of Intrinsic Antimicrobial Polymers
Based on Poly (( tert- butyl-amino ) -methyl-styrene ) Against Selected
Pathogenic and Spoilage Microorganisms Relevant in Meat Processing Facilities

Antimicrobial Agents. v. 3, n. 1, p. 1-9.

[31] Shi, Y. et al. Nanostructured conductive polymers for advanced energy
storage. Chem. Soc. Rev., v. 44, n. 19, p. 6684-6696, 2015.

[32] Kim, J. et al. Conductive polymers for next-generation energy storage
systems: recent progress and new functions. Mater. Horiz., v. 3, n. 6, p. 517-535,
2016.

[33] Bharti, M. et al. Conductive polymers for thermoelectric power generation.
Progress in Materials Science, v. 93, p. 270-310, 2018.

[34] Kaur, G. et al. Electrically conductive polymers and composites for
biomedical applications. RSC Adv., v. 5, n. 47, p. 37553-37567, 2015.

[35] Da Silva, F. A. G. et al. Antibacterial behavior of polypyrrole: The influence
of morphology and additives incorporation. Materials Science and Engineering C,

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 43



v. 62, p. 317-322, 2016.

[36] Da Silva, F. A. G. et al. Synthesis and characterization of highly conductive
polypyrrole-coated electrospun fibers as antibacterial agents. Composites Part B:
Engineering, v. 129, p. 143-151, 2017.

[37] Kumar, D.; Sharma, R. C. Review Article Advances in Conductive Polymers.
European Polymeric Journal, v. 34, n. 8, p. 1053-1060, 1998.

[38] Al-Oqgla, F. M. et al. Natural fiber reinforced conductive polymer composites

as functional materials: A review. Synthetic Metals, v. 206, p. 42-54, 2015.

[39] Kumar, A. M. et al. Promising bio-composites of polypyrrole and chitosan :
Surface protective and in vitro biocompatibility performance on 316L SS implants.
Carbohydrate Polymers, v. 173, p. 121-130, 2017.

[40] Balint, R.; Cassidy, N. J.; Cartmell, S. H. Conductive polymers: Towards a
smart biomaterial for tissue engineering. Acta Biomaterialia, v. 10, n. 6, p. 2341—
2353, 2014.

[41] Roncali, J. Synthetic Principles for Bandgap Control in Linear 1 -Conjugated
Systems. v. 97, p. 173-205, 1997.

[42] Wel, Y.; Hsueh, K. F.; Jang, G. W. Monitoring the chemical polymerization of
aniline by open-circuit-potential measurements. Polymer, v. 35, n. 16, p. 3572—

3575, 1994.

[43] Jacobs, I. E. et al. Quantitative Dedoping of Conductive Polymers. Chemistry
of Materials, v. 29, n. 2, p. 832-841, 2017.

[44] Stejskal, J.; Mor, Z. Polypyrrole nanotubes : The tuning of morphology and
conductivity vkov a. v. 113, p. 247-248, 2017.

[45] Lima, R. M. A. P. et al. Multifunctional Wearable Electronic Textiles Using

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 44



Cotton Fibers with Polypyrrole and Carbon Nanotubes. ACS Appl. Mater.
Interfaces, v. 10, p. 13783-13795, 2018.

[46] Ines, A.; Ramanavi, A.; Mikoli, L. Fast Fourier transformation electrochemical
impedance spectroscopy for the investigation of inactivation of glucose biosensor
based on graphite electrode modi fi ed by Prussian blue , polypyrrole and glucose
oxidase. v. 532, n. March, p. 165-171, 2017.

[47] Osagie, U. et al. Separation and Puri fi cation Technology A novel method
for removal of Cr (V1) using polypyrrole magnetic nanocomposite in the presence
of unsteady magnetic fi elds. Separation and Purification Technology, v. 194, n.
November 2017, p. 377-387, 2018.

[48] Szczesniak, B. et al. Highly porous carbons obtained by activation of
polypyrrole / reduced graphene oxide as effective adsorbents for -. Journal of
Porous Materials, v. 25, n. 2, p. 621-627, 2018.

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 45



CAPITULO 2

Sintese, caracterizacao e atividade
antibacteriana de nanoparticulas de

polipirrol
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Uma das caracteristicas dos polimeros condutores, ja mensionadas nesse
trabalho, € a atividade antibacteriana. Nesse capitulo sera descrita a
metodologia usada para a preparacao de nanopartiluas de polipirrol e descritos

e discutidos os testes microbioldgicos para avaliar seu pontencial antibacteriano.

2. Materiais e métodos

Todos os reagentes utilizados no desenvolvimento da parte experimental
foram de grau analitico (P.A.) e sem tratamento prévio, com excec¢do do pirrol
que foi previamente destilado antes do uso. Apés cada destilacdo, o monémero foi
armazenado e refrigerado para evitar processos de fotodegradacéo e oxidacéo
térmica. A agua ultrapura utilizada em todo o processo de preparacdo das
solucdes foi obtida através do sistema Mili-Q com resistividade 18,2 Mohm.cm.

Neste capitulo serd descrita a metodologia e discutidos os resultados
referentes a sintese, caracterizagdo e a aplicacdo do material como

antibacteriano.

2.1 Preparacédo das nanoparticulas de polipirrol

A solucdo das nanoparticulas de polipirrol (PPy soltvel) foi preparada de
acordo com o trabalho de T.S. Kang e colaboradores (KANG, T.S.et al., 2005).
Na preparacéo foram solubilizados 1,08 g de dodecil sulfato de sodio (SDS) em
100 mL de &agua ultrapura (milli-Q), em seguida, nesta solucdo, foram
adicionados 500 pL de pirrol (Py). A solucao resultante foi mantida sob intensa
agitacao durante 45 min. Finalizado o tempo, 50 mL de uma soluc¢do aquosa de
persulfato de aménio (APS) (0,256 g) foi gotejada lentamente no sistema
anterior, o novo sistema ficou mantido sob intensa agitagdo durante 35 min. Ao
final obteve-se uma solucdo negra, e essa foi mantida a 4°C durante 24 h. A
Fig.2 mostra o esquema de preparacéo do PPy solavel.
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Fig. 2: Esquema de preparacéo do PPy soluvel
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Fonte: Elaborada pelo autor

2.2 Ensaios microbiolégicos para o PPy soluvel

2.2.1 Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) para o PPy

soluvel

A avaliacdo da concentracdo bactericida minima do PPy soluvel sobre S.
aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 25992) e K. pneumoniae (ATCC 1388) foi
determinada seguindo as descricdbes do protocolo M7-A7 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006), que consiste inicialmente em
realizar sucessivas microdiluicbes em caldo. Primeiramente, 200 uL de caldo
Mueller Hinton (MH) foram distribuidos em cada poco das microplacas. Uma
aliqguota de 200 pL da solucdo de PPy solavel de concentracdao 2 mg/mL foi
adicionada ao primeiro poco e, ap0s homogeneizagdo, transferida para o
segundo, e assim sucessivamente.

Uma vez realizadas as diluicbes seriadas, foram obtidas as seguintes
concentragdes finais: 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128 pg/mL. Na
preparacao do indculo, 5 mL de solucéo salina foram utilizados para obtencao
de uma suspensdo bacteriana com densidade ética de 0,104 nm (108 UFC),
sendo mensurada em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 580 nm.

Desta suspensao, 100 pL foram transferidos para um tubo contendo 9,9 mL de
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caldo MH, sendo que 10 pL foram colocados em cada pog¢o contendo as diluigcdes
do PPy solavel.

Fig. 2.1: Microplaca para a determinagéo da CBM

Fonte: Elaborada pelo autor

A microplaca foi incubada a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, com
auxilio de um replicador multicanal, o contetido de cada poc¢o da microplaca foi
inoculado em placas contendo Agar Mueller Hinton, incubando-as novamente
por mais 24 h a 28°C, para determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima
(CBM), considerada a menor concentracdo das solugbes em estudo capaz de
causar a morte do in6culo. Como controle negativo (-) foram utilizados quatro
pocos com o caldo MH e, como controle positivo (+), foram utilizados quatro

pocos com o caldo MH e o in6culo bacteriano.

2.2.2 Determinacdo do tempo de morte e contagem de colénias para o PPy

soluvel

Para a determinacdo do menor tempo para a morte dos trés tipos de
bactérias, foram colocados em um tubo de ensaio 5 mL de TSB (tryptic soy broth)
e uma concentracdo de bactérias de 108 UFC. Apds a homogeneizacdo da
solucao bacteriana, 2 mg/mL do PPy solavel foi adicionado ao tudo, assim como
os demais tipos de polipirrol sintetizados em tubos diferentes. Em seguida,
aliquotas de 100 pL e 1 mL foram removidas dos tubos em intervalo de tempo (1
min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min,180 min e 240 min) e colocadas
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em placas de petri contendo plate count agar (PCA). A placas foram mantidas a
37 °C durante 24 h. ApGs o tempo necessario as colbnias foram contadas e a
curva de morte foi obtida plotando um grafico UFC versus tempo (t). O esquema

completo é apresentado na Fig. 2.2.

Fig. 2.2: Determinacéo do tempo de morte do PPy para E. coli, S. aureus e K.

pneumoniae
N | |
TSB TSB TSB TSB TSE
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Fonte: Elaborada pelo autor

2.3 Caracterizacdo do PPy soluvel

A estrutura do material foi caracterizada por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (método KBr) usando um
espectrometro IR Prestige-21 da Shimadzu® e o tamanho de particulas e

potencial zeta foram medidos em um Zetasizer — ZS90 Malvern®.
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2.4 Resultados e discussao

2.4.1 Determinacado da concentracao bactericida minima (CBM)

Para a determinacdo da CBM, apo0s 24 h a 37 °C de incubacdo da
microplaca contendo a solucéo bacteriana (E. coli, K. pneumoniae e S. aureus),
foi utilizado um replicador multicanal (Fig. 2.3a) para a distribuicdo das solucbes
em uma placa de petri contendo o meio nutritivo para a o crescimento do

microrganismo (Fig. 2.3b).

Fig. 2.3. A) Coleta de 10 pL da solugéo bacteriana + PPy soluvel e B) distribuicdo

da solucao bacteriana + PPy soluvel em placa de petri com TSA.

Fonte: Elaborada pelo autor

Apds o carimbo no meio nutritivo a placa de petri foi incubada a 37 °C
durante 24 h. Passado o tempo foi possivel determinar o valor da CBM através

do crescimento das bactérias remanescentes (Fig. 2.4).
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Fig. 2.4. Crescimento de bactérias remanescentes apos 24 h de incubacéo a
37 °C.

Fonte: Elaborada pelo autor

E importante ressaltar que a CBM s6 pode ser determinada ap0s a dilui¢éo
do polipirrol em agua (1:1, 1:2, 1:3) devido ao seu potencial antibacteriano,
zerando o numero de bactérias remanescentes.

Com uma concentracdo de 2 mg/mL de PPy soluvel ndo foi possivel
determinar o valor de CBM para as bactérias por inibir o crescimento de todas
elas, sendo assim necessario fazer diluicdes de 1:1, 1:2 e 1:3. Apés a diluicao
do PPy em agua, sucessivas diluicbes foram realizadas para a determinacéo da
CBM. Para dilui¢cbes 1:1, como observado na tabela 2, a menor concentragéo
para a morte das bactérias em estudo é de 62,5 pg/mL. Para diluicbes de 1:2 o
valor de CBM para todas as bactérias € de 62,5 pg/mL. E para diluicdo de 1:3 0

valor de CBM para a E. coli, S. aureus e K. pneumoniae € de 41,6 pg/mL.

2.4.2 Determinacdo do tempo de morte e contagem de colbnias para 0s
diferentes tipos de PPy soluvel

Baseado nos valores de CBM do polipirrol em diferentes bactérias, nés
estabelecemos o valor de 2 mg/mL (2 x CBM) como uma concentragéo padrao
aplicada nos experimentos para a determinagdo do tempo caracteristico de
morte (cinética de morte das bactérias).
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Apds separados quinze tubos de ensaio (para testes com um material e
cepas diferentes) contendo TSB e a solucéo bacteriana, foi adicionado em tubos
diferentes, cinco tipos de PPy sintetizados de maneiras distintas, sdo eles o PPy
ramificado, PPy ramificado/Ag, PPy convencional, PPy soltuvel (PPy soluvel) e
PPy/Ag coloidal. Em seguida, aliquotas de 100 pyL e 1 mL foram removidas dos
tubos nos tempos entre 1 min a 240 min, colhendo sempre a solucdo em
intervalos de 30 min e plagueando-as em meio PCA. Ap6s 24 h e a uma
temperatura de 37 °C pode-se entdo fazer a contagem de colonias
remanescentes.

Os resultados na Fig. 2.5 (tempo caracteristico de morte da bactéria em
contato com diferentes agentes antibacteriano) indicam que a melhor atuacéo na
atividade antibacteriano foi observada para o polipirrol solivel. Em um periodo
minimo de interagdo (da ordem de 1 min) inibe o crescimento das bactérias E.

coli, K. pneumoniae e S. aureus.

Fig. 2.5 Tempo de morte caracteristico de bactéria apds variacdo no tempo de

exposicao a diferentes agentes antibacterianos.

o
o}
g 7/
£ 7 1. PPy Ramificado
s Pr 1.1 PPy Ramificado + Ag -
o # 2. PPy Convencional
o e 3.PPySoluvel
¥ @ 4. PPy Coloidal
»
3
o
=
T » 2 ¢
0
3

.. 9 L 2
w

i T y T 2 T v T v T v T v ///7‘1
0 30 60 90 120 150 180 t>180

Tempo (min)

Fonte: Elaborada pelo autor
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No caso da K. pneumoniae, o PPy sollvel retorna contagem desprezivel
de bactérias remanescentes. Este resultado faz com que o PPy sollavel seja o
anico candidato com potencial para eliminacdo completa da bactéria. Se
considerado a acao dos diferentes tipos de PPy sobre a S. aureus, é possivel
ordenar a atividade antibacteriana da seguinte maneira: PPy altamente soluvel
> PPy ramificado + Ag > PPy ramificado > PPy coloidal > PPy convencional.

Estes resultados confirmam que o tamanho das nanoparticulas de PPy (Fig.
2.7) representam o principal parametro para a atividade antibacteriano dos
sistemas.

O desenvolvimento de estruturas altamente ramificadas decoradas com
nanoparticulas de prata e dispersdo coloidal de PPy/Ag apresentam um grau
intermediario de importancia na eliminagéo definitiva de bactéria do meio com
tempo de morte caracteristico no intervalo de 30 min a 120 min.

A resposta dos sistemas 1 e 1.1 contra S. aureus esta de acordo com 0s
resultados apresentados por Anitha e colaboradores (ANITHA, S. et al., 2013).
Neste trabalho, os autores reportam que a atividade antibacteriano é forte contra
S. aureus em comparacdo com E. coli. A melhora na atividade antibacteriano
tem sido associada a morfologia correspondente. A estrutura tipica da S. aureus
€ caracterizada por multicamadas de peptidoglicano e alto grau de porosidade
que facilita a difusdo de nanoparticulas e a interacdo com a estrutura polimérica
para subsequente ruptura. Por outro lado, a parede celular da E. coli ( estrutura
mais complexa) minimiza a difusdo de nanoparticulas e consequentemente
reduz a atividade antibacteriano do material. Apesar desta desvantagem
conformacional, a incorporacdo de nanoparticulas no compdésito polimérico
contribui para atividade bactericida contra bactérias gram positiva e gram
negativa, como visto na cinética de tempo de morte.

Finalmente, o polipirrol convencional apresenta uma limitacdo relativa a
contagem de bactérias que permanecem ativas ap0s um longo tempo de
interacdo (da ordem de 240 min). O desempenho dos agentes bactericidas
revela que todo processo de morte celular depende do tamanho de particulas
seguido pela eficiente adsor¢cdo de nanoparticulas na superficie das células

bacterianas.
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2.4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier

O espectro de FTIR (mostrado na Fig. 2.6) revela a assinatura
caracteristica do polipirrol a partir das bandas localizadas em torno de 1545,
(1459 e 1189), 1036 e 960 cm* correspondentes a vibracéo de alongamento da
ligacdo C=C, vibracao de alongamento C-N, banda de vibracao planar da ligacéo
C-N e torcdo planar da ligagdo C=C do anel do npirrol, correspondente
(HAZARIKA, J.; KUMAR, A., 2013) (HAN, D.X.et al., 2005) (UPADHYAY, J. ;
KUMAR, A., 2013) (XING, S.X. ; ZHAO, G.K., 2007) (YANG, X.M.;LI, L.; YAN, F.,

2010). Os picos confirmam que a eficiéncia da polimerizacéo do polipirrol.

Fig. 2.6. Espectro de FTIR do polipirrol solavel (PPy solavel) .
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Fonte: Elaborada pelo autor

Os experimentos de DLS retornam uma distribuicdo de diametro para o PPy
altamente soluvel (sistema #3) na ordem de 72,39 nm + 3,17 nm, como mostrado
na Fig. 2.7.
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Fig. 2.7. Distribuicdo de tamanho do PPy soluvel
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Fonte: Elaborada pelo autor

Esses resultados corroboram com os resultados de tempo de morte
determinados para o PPy sollvel (polipirrol soltvel), pois o tamanho de sua
particula esta relacionado com seu grande potencial antibacteriano. Por possuir
uma maior area superficial hA um maior contato do polipirrol com a parede celular
bacteriana.

Esse grande potencial antibacteriano do PPy sollvel apresenta grandes
vantagens quando se comparado a outros materiais antibacterianos. O tempo de
morte do PPy sollvel para os trés tipos de bactérias testado ressalta essa
afirmacéo, pois ele é capaz de zerar o nuimero de bactérias, de uma
concentracéo de 108 UFC, em menos de 1 min. Baseado nesse grande potencial
antibacteriano e facil sintese do PPy sollvel, aplicacGes rapidas através do
desenvolvimento de dispositivos contra bactérias gram positivas e gram

negativas podem ser desenvolvidos.
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CAPITULO 3

Lencos e dispositivos vestiveis

antibacterianos
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Lencos e dispositivos vestiveis antibacterianos prometem novos materiais
multifuncionais com uma ampla gama de aplicacbes em sistemas de curativos.
Baseado nessas perspectivas foram desenvolvidos lencos de EDGT revestidos
com PPy, sensores de movintentos vesiveis de PU/CNT/PPy e linhas de

algodao/PPy aplicados como antibacteriano.

3. Materiais e métodos

3.1Producao de lengos antibacterianos

3.1.2 Producéao de tolhas de Eudragit® L100 e Eudragit® L100/PEO

Para a producdo dos lencos foi necessério, inicialmente, o preparo das
solucdes poliméricas de Eudragit® L100 e Eudragit® L100/PEO. A solugéo para
o desenvolvimento dos lencos de Eudragit® L100 foi feita dissolvendo 1,2 g de
EDGT em 6 mL de alcool etilico. Para os lencos de Eudragit® L100/PEO, 0,75 ¢
do polimero Eudragit® L100 e 0,10 g de polimero PEO foram dissolvidos em
uma mistura de 4 mL de etanol e 0,5 mL de 4gua. A solucdo permaneceu sob
agitacao por 45 min.

A obtencédo dos lencos de EDGT L100 e EDGT L100/PEO, foi possivel a
partir da técnica de eletrofiacdo. Os lencos foram obtidos através do acumulo de
nanofibras que sao formadas a partir do momento em que uma solucao
polimérica em uma seringa € ejetada formando uma gota na ponta da agulha.
Uma tenséo elétrica € aplicada, e no momento em que a forca elétrica superar a
tensdo superficial da gota, essa sofrerd um estiramento em dire¢cao a um coletor
carregado elétricamente. Durante a trajetéria do jato, da ponta da agulha até o
coletor, o solvente sera evaporado e o polimero solidificado, formando assim
nanofibras.

Apos a dispersao dos polimeros, as solugdes resultantes foram inseridas
numa seringa de 5 mL conectada a uma bomba de infuséo (Modelo 101 - Kd
Scientifico). Para as fibras de EDGT, a agulha foi conectada a uma fonte de
alta tensdo de 12 kV gerando um campo elétrico entre a ponta da agulha e o

coletor, disposto a 20 cm de distancia e um fluxo 10 pL/min. A solugédo foi
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preparada a partir da mistura de 3,75 mL de alcool etilico com 1,25 mL de &gua.
Ao solvente (alcool+agua) foram dissolvidos 0,15 g de PEO e 0,25 g de EDGT,
formando assim uma solucdo de EDGT/PEO.

Como coletor, foi usado uma placa de metal retangular coberta por uma
folha de aluminio. A configuragdo para a producdo de fibras foi disposta
horizontalmente para inibir a deposi¢éo de goticulas no alvo, como mostrado na
Fig. 3.

Fig. 3: Aparato experimental durante a preparacao das fibras. (a) Aparelho de

eletrofiacdo em funcionamento (b) coletor (c) fibra produzida.

Fonte: Elaborada pelo autor

Apdés o processo de eletrofiacdo, os lencos foram secos a temperatura
ambiente durante 8 h a 1 atm. Ao término da secagem os lencos foram
submetidos a um tratamento térmico, onde os mesmos foram fixados entre duas
placas de metal e colocados em uma placa aquecedora sob 1 kg a 115 °C
durante 12 h.
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3.1.3 Polimerizacao dos lengos de Eudragit® L100 e Eudragit® L100/PEO

ApOs a secagem e o tratamento térmico, os lencos foram cortados numa
dimenséo de 2,5 cm x 2,5 cm, entdo deu-se inicio ao processo de polimerizagéo.
Uma solucado de HCI (1 M) foi preparada, e em 25 mL dessa solucdo foram
adicionados 35 pL de pirrol. Essa mistura ficou, aproximadamente, 10 min sob
agitacdo. Em seguida os lencos de EDGT e EDGT/PEO foram mergulhados,
cada uma em recipientes diferentes, e ficaram sob agitacdo durante 45 min.

Apoés o tempo de agitacdo foram preparadas duas solucdes oxidantes de
FeCls e APS. Foram dissolvidos 0,082 g em 25 mL de HCI (1 M) e 0,114 g de
APS em 25 mL de HCI (1 M). Em seguida as solu¢cdes oxidantes foram
lentamente gotejadas, durante agitacéo, nas solugdes contendo os lencos de
EDGT, EDGT/PEO e o Py. Todos 0s sistemas continuaram em agitacdo por mais
12 h. Ao final da polimerizacéo obtivemos lencos de EDGT (FeCls), EDGT (APS),
EDGT/PEO (FeCls) e EDGT/PEO (APS). Esses foram lavados com agua
destilada e secas a temperatura ambiente. A Fig. 3.1 mostra o processo de

polimerizacao.

Fig. 3.1: Processo de polimerizacéo dos lencos de EDGT/PEO
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Fonte: Elaborada pelo autor
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3.1.4 Ensaios microbiologicos para os lengos antibacterianos

3.1.4.1 Contagem de colbnias

O poder antibacteriana dos lencos produzidos foi determinado através da
limpeza na superficie de placas de aco inoxidavel (5 cm x 5 cm). As placas foram
autoclavadas, lavadas com &lcool 70 % e expostas a luz ultravioleta durante 20
min. Com auxilio de uma alca de platina, trés a cinco coldnias de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) foram transferidos para um tubo de ensaio e suspenso em
solucéo salina padronizada a 0,5 na escala McFarland. Apés esterilizadas, 100
UL da solucdo bacteriana foi distribuida, com a ajuda de um swab, sob a
superficie da placa de metal. Em seguida o processo de limpeza das bactérias
foi realizado com os lencos de EDGT/PPy (FeCls), EDGT/PPy (APS),
EDGT/PEO/PPy (FeCls) e EDGT/PEO/PPy (APS) passando-as apenas uma vez
sobre a superficie contaminada.

Depois de dois min do procedimento de limpeza, carimbos das placas
foram realizados sobre a superficie do PCA (Fig. 3.2). As placas carimbadas

foram incubadas a 37 °C durante 24 h.

Fig. 3.2: 1. Solucdo bacteriana de S. aureus; 2. Distribuicdo de S. aureus em
superficie de metal; 3. Limpeza das placas com lencos antibacterianos; 4 e 5.

Carimbo de superficie metalica em meio nutritivo (PCA).
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.1.4.2 Teste de difusdo em agar

Os testes referentes ao método de difusdo em agar foram realizados
seguindo as recomendagfes da Clinical and Laboratory Standards Institute -
CLSI (2013). O in6culo bacteriano da gram-positiva S. aureus (ATCC 25923) foi
preparado a partir de uma cultura mantida em &gar a 4 °C. Em seguida uma
solucéo bacteriana de concentracdo de 108 foi preparada, e com a ajuda de um
swab essa solucdo foi distribuida em uma placa de petri contendo Agar Muller
Hinton. Ao final do procedimento houve a insercdo dos lencos de EDGT/PPy
(FeCls), EDGT/PPy (APS), EDGT/PEO/PPy (FeCls) e EDGT/PEO/PPy (APS)
cortadas em forma de discos. Por fim, incubou-se a 37 °C durante 24 h. Tal
procedimento é descrito pela ilustracdo na Fig. 3.3.
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Fig. 3.3: Esquema do procedimento experimental do teste de difusdo em agar.
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.1.5 Caracterizacao dos lencos

Semeadura
em meio
Agar MH

-

Inser¢do dos discos

A distribuicdo de fibras e o nivel de cobertura do PPy nas fibras foi

explorado a partir de imagens de MEV obtidos de microscopia eletronica de

varredura (Vega 3XM Tescan em aceleragéo da tensdo de 20 kV). A estrutura

do material foi caracterizada pelo espectro FTIR (método KBr) utilizando um

sistema IR-Prestige 21 Shimadzu. A Impedancia de fibras foi caracterizada na

frequéncia faixa de 100 Hz a 1 MHz usando um potenciostato/galvanostato
Metrohm Autolab AUT302N e um porta-amostra Solartron 12962.
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3.2 Desenvolvimento de sensores de movimento

3.2.1 Preparacao das amostras de poliuretano (PU) e deposicédo de nantotubos
de carbono (CNT)

Esponjas comerciais de poliuretano foram cortadas em dimensdes de 7 cm
x 2 cm x 0,5 cm. Em seguida foram lavadas no sonicador com agua e com alcool
etilico durante 15 min (esse processo foi repetido por trés vezes). Apds a
lavagem, as esponjas estavam prontas para receber os nanotubos de carbono.
Para o preparo da solucdo de CNT, 0,2 g de nanotubos de carbono e 2 g de
dodecilbenzenosulfonato de sodio (SDBS) foram solubilizados em 200 mL de
agua descrita por Xie et al. (XIE et al., 2012). Essa mistura foi sonicada até a
total solubilizac&o dos solutos, aproximadamente 35 min.

ApoOs preparada a solucdo de CNT, as esponjas foram imersas e levadas
ao sonicador por 15 min. Apds sonicadas, foram secas na estufa (90 °C) e depois
lavadas com agua destiladas. Esse procedimento foi repetido por cinco vezes
para que houvesse a total deposicado de nanotubos na matriz de poliuretano. Ao
final do procedimento as esponjas foram secas a temperatura ambiente. Esse

procedimento € mostrado na Fig. 3.4.

3.2.2 Deposicao de polipirrol em esponjas de PU e PU/CNT

A polimerizacao nas esponjas de PU e PU/CNT com PPy foi feita analoga
ao procedimento 3.1.3 deste capitulo, porém utilizamos como oxidante do PPy
apenas o FeCls, e o tempo de sintese foi de 24 h. Passado o tempo, as esponjas
foram lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente. Por fim,
obtivemos duas amostras polimerizadas, PU/PPy e PU/CNT/PPy. O processo
geral de incorporacdo de nanotubos de carbono e polimerizagdo quimica na
esponja de poliuretano é mostrado na Fig. 3.5. A influéncia da pressao na
resposta elétrica é ilustrada a partir de um circuito contendo uma bateria
conectada a um sensor PPy/CNT/PU e um LED. Na auséncia de esforco
mecanico, a corrente é limitada em 18,7 mA. Sob pressao, seu valor é de 42,1

mA, revelando a baixa resisténcia do sensor.
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Fig. 3.5. Vista esquemética da incorporacdo de CNTSs, polimerizagdo de PPy em

esponja PU e principio de atuacéo do dispositivo sob presséao.
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CNT

CNT/PUIPPy

Polimerizagao quimica

Sem pressao Sob presséao

Fonte: Elaborada pelo autor

3.2.3 Ensaios de detecgcédo de movimentos corporais

Os ensaios de deteccdo dos movimentos do corpo foram realizados pela
montagem das amostras (PU/CNT, PU/PPy e PU/CNT/PPy) de 7 cm x 2 cm X
0,5 cm em diferentes articulagdes do corpo (cotovelo, joelho e dedo) (Fig. 3.6)
de um dos membros de nosso grupo de pesquisa. As garras ligadas em um
multimetro foram fixadas nas extremidades das amostras, separadas por uma
distancia de 7 cm, para medi¢édo da variacdo da resisténcia de acordo com as

flexbes feitas por cada parte do corpo.

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 66



Fig. 3.6: Fixacdo de espumas de PU em partes do corpo

Dedo

Cotovelo Joelho

Fonte: Elaborada pelo autor

3.2.4 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS PARA SENSORES DE MOVIMENTO

3.2.4.1 CONTAGEM DE COLONIAS

A primeira forma de determinar a acdo antimicrobiana das esponjas de
PU/CNT, PU/PPy e PU/CNT/PPy foi adicionando um pedaco de cada material
de dimensdes 7 cm x 2 cm x 0,5 cm em diferentes tubos de ensaios contendo
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 1388) e
Escherichia coli (ATCC 25992) com concentracdo de 10* UFC. As amostras
ficaram imersas em nove tubos de ensaio, sendo as trés amostras mergulhadas
nas trés solucdes bacteriana. Apds o contato durante 6 h, foram coletados 100
UL e transferidos para placas de petri contendo PCA. As placas foram incubadas

a 37 °C durante 24 h. O procedimento descrito é resumido na Fig. 3.7.
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Fig. 3.7 Determinacao do tempo de morte para as esponjas de PU/CNT, PU/PPy
e PU/CNT/PPy

1 TR

‘\\7/ .\\7/ “~» / \‘411
Solucdo bacteriana Solugdo bacteriana Solugdo bacteriana Solucdo bacteriana
10* UFC/mL 10* UFC/mL 10* UFC/mL 10* UFC/mL

PU PU+CNT PU+CNT+PPy PU+PPy

24h -37°C

Fonte: Elaborada pelo autor

3.2.4.2 Difusdo em agar

Outra forma de determinar a acao antibacteriana dos sensores de presséao
€ utilizar o teste de difusdo em agar. Esse foi realizado de maneira analoga ao
procedimento 3.1.4.2. Apos a distribuicdo da solugéo bacteriana no meio contido
em placas de petri, discos de PU/CNT, PU/PPy e PU/CNT/PPy foram
adicionados as placas, e essas foram incubadas a 37 °C durante 24 h.

3.2.5 Caracterizacdo das amostras de PU/CNT, PU/PPY e PU/CNT/PPY

Todas as imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
adquiridas usando um microscopip eletrénico de varredura (Vega 3XM Tescan).
Espectros Raman foram obtidos com um LabRAM HR Evolution (Horiba Jobin
Yvon, Franga), com excitagdo a 532 nm. A resposta elétrica dos sensores
piezoresistivos foi caracterizada de duas pontas utilizando um multimetro Minipa
ET-2402A. Os ensaios de compressdo foram realizados em uma maquina

universal eletromecéanica EMIC modelo DL 10000 (Brasil) que forneceu pressao
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compressiva para 0s compositos sob teste. As curvas de corrente-tenséo foram
realizadas utilizando uma fonte de alimentacdo CC HY3003-3 (Polyterm) e um
multimetro ET-2402A (Minipa) em uma configuracdo de dois pontos em que
amostras modificadas de PU de 2 cm foram dispostas entre dois terminais de
uma fonte de energia em série com um amperimetro. Um voltimetro foi colocado

em paralelo com a configuracdo experimental para aquisicdo de dados I-V.

3.3 Fibras de algodédo com acéo antibacteriana

Para a preparacgéo das fibras com agéo antibacteriana, foram escolhidas
fibras de algoddo como matriz para a deposi¢cao dos materiais que Ihes conferem
tal caracteristica. O inicio do processo se deu através do revestimento da fibra
com nanotubos de carbono, esse procedimento é analogo a deposicédo de CNT
nas espumas de PU (3.3.1). Apos o revestimento com CNT, as fibras, agora de
CNT/Algodéo, foram lavadas com agua e secas a temperatura ambiente.

Para conferir o poder antibacteriano das fibras algoddo e CNT/Algodéo,
utilizou-se a polimerizacéo in situ e a polimerizacédo interfacial, dopando as fibras
com PPy.

A polimerizacédo in situ foi realizada de maneira analoga ao procedimento
3.2.2.

A polimerizacao interfacial é iniciada preparando duas solu¢fes distintas.
Na solucéo 1, 0,251 g de acido canforsulfénico (ACS) foram dissolvidos em 3 mL
de agua ultrapura. Em seguida 0,175 g de cloreto férrico (FeCls) foram
adicionados a solucédo de ACS, essa mistura ficou sob agitacédo e a 40°C durante
40 min para garantir a total solubilizacéo do FeCls. Percorrido o tempo de 40 min,
as solucdes foram esfriadas a temperatura ambiente, e a elas foram adicionadas
as fibras puras de algoddo e CNT/Algodao (em béqueres distintos), em seguida,
resfriada até a sua solidificacao.

A solucéo 2 foi preparada adicionando 50 pL de pirrol em 3 mL de hexano
(CeHu14). Essa solucéo foi resfriada até 3 °C.

Apds o resfriamento das solugbes 1 e 2, a segunda solucado foi gotejada
lentamente na primeira solucao e levadas a uma temperatura de 3 °C durante 3

h. Apos esse tempo as fibras foram lavadas com agua destilada e secas a
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temperatura ambiente. O procedimento mencionado é resumido na Fig. 3.8 logo
abaixo.

Ao final das duas polimerizacdes (in sito e interfacial) obteve-se amostras
de algodao/PPy, algodao/CNT/PPy, algodao/I-PPy e algodao/CNT/I-PPy.

Fig. 3.8: Polimerizacéo das fibras de algodao

Algodao/CNT/PPy

Algod3do Algodao/CNT Polimerizacédo

Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.1 Ensaios microbiolégicos para fibras de algoddo com acao antibacteriana

3.3.2 Contagem de colbnias

Apés a producdo de fibras de algoddao/CNT, algodao/PPy,
algodao/CNT/PPy, algodao/l-PPy e algodao/CNT/I-PPy pedagos de 5 cm foram
cortados e mergulhados em tubos de ensaio contendo uma solucéo bacteriana
de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) com concentracdo 10* UFC. Os tubos
ficaram sob agitacdo durante 4h para a determinacdo do tempo de morte.
Passado o respectivo tempo, aliquotas de 100 pL foram retiras de cada tudo e
colocadas em placas de petri contendo 0 meio necessario para o crescimento
das col6nias. As placas foram levadas a estufa (37 °C) e permaneceram durante
24 h, Fig. 3.9.
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Fig. 3.9 Determinacdo do tempo de morte para as linhas de algodao/CNT,
algodao/PPy, algodao/CNT/PPy, algodao/l-PPy e algodao/CNT/I-PPy
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Algoddo+ CNT Algoddo + PPy Algod3do+ CNT + PPy Algodao+ I-PPy Algoddo+ CNT + I-PPy
> b 24h - 37°C
A 4 y
p B
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.3 Difusédo em agar

A técnica de disco-difuséo foi realizada unindo as extremidades das linhas
de algoddo/CNT, algodao/PPy, algoddo/CNT/PPy, algodao/l-PPy e
algodao/CNT/I-PPy, sob forma de discos. Esses foram colocados em placas de
petri contendo S. aureus distribuidos em MH agar (metodologia analoga ao

procedimento 3.5.2.2). Ao final as placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h.

3.4 Técnicas de caracterizacao para as fibras de algodao

Micrografias foram adquiridas por microscopia eletrbnica de varredura
(Vega 3XM Tescan a uma tenséo de aceleracao de 5 kV) com deposicéo de uma
fina camada de ouro na superficie das fibras e espectros Raman foram
realizados em um espectrémetro Raman (Labram Aramis-Horiba Jobin Yvon) na

faixa de 500-2000 cm* com excitagdo a 532 nm de um laser He-Ne.
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3.5 Resultados e discussao

3.5.1 Atividade antibacteriana para os lencos

A Fig. 3.10 mostra a zona de inibicdo de S. aureus para diferentes lencos,
identificados por legendas (a esquerda e ao topo). As amostras foram testadas
em duplicata (cada linha horizontal em uma placa de Petri caracterizou a
repeticdo do experimento correspondente). Como podemos ver, a comparacao
de fibras carregadas com PPy e fibras puras revela que a introducéo de polipirrol
nos lencos afeta a integridade do material, que permanece intacto durante o
experimento, retornando a atividade antibacteriana (como visualizado pela leve
zona de inibicdo ao redor dos discos). Discos de EDGT e EDGT/PEO séao
degradados em meio TSA e (observa-se o desenvolvimento de bactérias no meio
residual na superficie das fibras, confirmando que a atividade antibacteriana
pode ser atribuida ao polipirrol, preparada usando ambos, APS e FeCls). Em
geral, a atividade antibacteriana do PPy esta associada a reducéo da difusdo do
material ativo para a superficie (processo visualizado a partir da reducéo do halo
de inibicdo devido a forte interacdo quimica estabelecida entre o polipirrol e a
matriz de sustentacao), caracterizando uma vantagem em termos de dispersao

do agente antibacteriana.

Fig. 3.10. Halos de inibicdo formados pelos lencos de EDGT, EDGT/PEO,
EDGT/PPy (APS), EDGT/PEO/PPy (APS), EDGT/PEO/PPy (FeCls) e EDGT/PPy
(FeCls).
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EDGT+PEO

EDGT+PEQ+PPy

EDGT+PPy

Fonte: Elaborada pelo autor

A andlise quantitativa da atividade antibacteriana de diferentes lencos foi
realizada a partir do procedimento de limpeza em superficie de a¢o inoxidavel
seguido de carimbos direto da superficie em placas de agar para posterior
determinacao de UFC. A imagem da Fig. 3.11 revelam a UFC restante em duas
condicBes extremas (um experimento de controle e nenhuma limpeza em
comparacao com o efeito da limpeza de lengos no numero final de bactérias na
superficie contaminada). Os dados da Fig. 3.11 confirmam a eficiéncia de
diferentes toalhetes em termos de UFC remanescente ap0s o procedimento de

limpeza na superficie de teste.

Fig. 3.11. Colbnias de S. aureus remanescentes em meio de cultura apés a
limpeza de placas de metal com diferentes lengos.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Como esperado, foram incontaveis o numero de bactérias no experimento
de controle. Ap6s o uso das tolhas puras (EDGT e EDGT/PEQO) uma ligeira
reducdo de S. auerus é verificada, e uma eficiéncia ainda maior na limpeza das
placas é claramente identificada apds o uso dos lencgos revestidas com PPy. Foi
observado que as amostras de EDGT/PEO/PPy reduz o niumero de bactérias em
comparacdo com EDGT/PEO enquanto EDGT/PPy reduz a UFC restante
quando comparado com os lencos de EDGT puro. O sistema mais eficaz
(EDGT/PPy (FeCl3)) na remocdo bacteriana resultou de uma taxa de
polimerizacdo mais regular, na qual a interacdo EDGT/PPy reduz a zona de
inibicdo e otimiza a acgéo local do polipirrol, caracterizando esta toalha altamente

condutora como um potencial inteligente para aplicacé@o bioldgica.

3.5.2 Morfologia e andlise estrutural dos lencos

O Eudragit L-100 € um copolimero versatil que possui por¢cdes de acido
metacrilico em um mar de monémero de metacrilato. Este &cido metacrilico
fornece uma carga superficial anibnica rica e possibilita a formagdo de
complexos com moléculas catibnicas ou macromoléculas como polimeros
condutores. Baseando-se nessa informacéao, preparamos fibras eletrofiadas de

EDGT puro e, em seguida, fiboras de EDGT/PEO para melhorar a estabilidade
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das membranas. As fibras resultantes de EDGT sdo mostradas na micrografia
(3.12a), confirmando que uma concentracdo de 20% p/v proporciona 0s
enredamentos de polimero sem defeitos. No entanto, as fibras exibem uma
estrutura em forma de fita devido a rapida evaporacédo do solvente a medida que
a fibra formada atinge o coletor (Koombhongse S |., 2001).

Estas amostras de EDGT puras (Fig. 3.12a) sao caracterizadas pela
distribuicdo regular de fibras poliméricas planas sem pérolas ao longo da
estrutura e diametro de (2,40 £ 0,75) mm. Entre outras caracteristicas das fibras
EDGT, pode-se observar que elas ndo tem interligacdo entre si, isso da as
esteiras de EDGT uma estrutura parecida com um algodéo-doce, onde ao pega-
las tendem a se desgastar. Para manipula-las adequadamente (corte, dobra,
etc.), as fibras de EDGT foram aquecidas sob uma presséo de 10 N/cm? por 12
h a 115 °C. As fibras EDGT/PEO (como mostrado na Fig. 3.12b) sé&o
caracterizadas como uma estrutura mais complexa de fibras tubulares na qual €
possivel identificar grupos de fibras com duas distribuicdes distintas de
diametros (0,76 £ 0,32) mm. Vale ressaltar que a incorporacdao de PEO em
solucéo reduz o diametro das fibras em comparacdo com as fibras puras de
EDGT, como resultado da interacdo entre os polimeros (ligacdo de H
estabelecida entre os componentes) (Xiang F. et al., 2015) (Grkovic M. et al.,
2017). A incorporagdo de PEO no EDGT reduz o didmetro e melhora suas
propriedades mecanicas, neste caso, nenhum pos-tratamento térmico €
necessario. Esta melhoria mecéanica pode ser atribuida a interacdo de PEO com
EDGT que ajuda a criar interligacdes entre as fibras como consequéncia da
ligagéo de hidrogénio entre o oxigénio do PEO e o grupo carboxila do EDGT
(Xiang F. et al., 2015).
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Fig. 3.12. Imagens do MEV de fibras de EDGT puro (A) e fibras EDGT/PEO (B)
com histograma correspondente a distribuicdo de tamanho abaixo de cada Fig.

(barra de escala de 5 um em todas as imagens).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Uma vez que os lengos eletrofiadas foram desenvolvidas e caracterizadas,
as modificamos através da polimerizagdo quimica in situ do pirrol.
Diferentemente de outros trabalhos, os lencos de EDGT e EDGT/PEO néo
requerem condicionamento fisico (plasma de ar, exposi¢cao UV, entre outros) ou
tratamentos quimicos (sulfonacdo) para incorporar os polimeros condutores
(Alcaraz-Espinoza JJ. et al., 2015) (Muller K. et al., 2006), devido a presenca de
grupos carboxilicos ao longo da superficie das fibras que fornecem uma alta
energia superficial. A incorporacdo do PPy nos dois diferentes lencos (EDGT e
EDGT/PEO) exibiram uma forte dependéncia com a natureza do oxidante e da
matriz. Na Fig. 3.13a pode-se observar que a polimerizacédo de PPy com o FeCls

foi mais uniforme cobrindo toda a superficie dos lencos de EDGT.
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Fig. 3.13. Imagens do MEV de fibras de EDGT/PPy (FeCls) (A) e EDGT/PEO/PPy
(FeCls) (B) com histograma correspondente de distribuicdo de tamanho abaixo

de cada Fig. (barra de escala de 5 um em todas as imagens).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Por outro lado, as fibras de EDGT polimerizadas com APS exibiram uma
alta taxa de polimerizacdo e um crescimento desordenado induzido pelo APS
que favorece o crescimento subsequente de graos ao longo da amostra (Fig.
3.14a). Como resultado, o diametro das fibras cobertas por PPy usando APS
como oxidante foi da ordem de (3,57 £ 0,86) mm enquanto FeCls resultou em
fiboras cobertas mais homogéneas com diametro de (2,48 + 0,66) mm. O
fenbmeno anterior também foi observado para as fiboras EDGT/PEO, mas néo de
maneira tdo expressiva para as com APS. Neste caso, as fibras EDGT/PEO
polimerizadas com FeCls experimentaram uma pequena variagdo no diametro

(0,83 = 0,19) mm (ver Fig. 3.14b) enquanto as fibras com APS retornaram o
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diametro de (0,79 £ 0,27) mm (mostrado na Fig. 3.14b), caracterizando um

processo ndo homogéneo de cobertura de polipirrol estabelecido pelo APS.

Fig. 3.14. Imagens do MEYV de fibras de EDGT/PPy (APS) (A) e EDGT/PEO/PPy
(APS) (B) com histograma correspondente de distribuicdo de tamanho abaixo de

cada Fig. (barra de escala de 5 um em todas as imagens).
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Fonte: Elaborada pelo autor

A estrutura de fibras puras (EDGT e EDGT/PEO) e estruturas cobertas com
PPy foi representada a partir do espectro de FTIR (mostrado na Fig. 3.15).

Em relacdo aos grupos caracteristicos de EDGT nas fibras, € possivel
identificar picos a 3509 cm™ (atribuido a forma livre de &cido carboxilico), 2995
e 2955 cm (vibragdo CHXx), 1728 cm™ (vibragédo fortes de éster carboxilico) e
vibracdes de éster a 1254 e 1192 cm (banda de estiramento de CO para éster
e acido carboxilico) (Gonzalez M. et al., 2018) (Lin SY. et al., 1995).

Os modos de vibracdo de alongamento de -C-O-C- a 1119 cm e vibracédo

de alongamento OH a 3507 cm™ podem ser atribuidos a estrutura de PEO na
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fibora EDGT/PEO caracterizando uma superposi¢cdo de picos de PEO e EDGT
como mostrado na Fig. 3.15 (Zaroni M. et al., 2008).

No que diz respeito a assinatura de polipirrol em fibras eletrofiadas, foram
detectados picos caracteristicos de polimero condutor a 1544 cm™ (vibracéo de
estiramento C=C), 1464 e 1192 cm (vibracdo de estiramento C-N), 1034 cm
(C-H em vibragdo plana) e dobra C=C do anel pirrol a 956 cm™ (ver Fig. 3.15)
(DA SILVA., 2016).

Fig. 3.15. Espectros de FTIR de EDGT/PPy (APS), EDG/PPy (FeCls) e EDGT
puro (esquerda) e espectros de FTIR de EDGT/PEO/PPy (FeCls),
EDGT/PEO/PPy (APS) e EDGT puro e PEO (direita).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Conforme relatado na literatura (Qi GJ., 2012), a razao entre a area (na
absorcao do espectro de FTIR) do modo de alongamento antissimétrico do anel
de polipirrol (1544 cm™) e o modo simétrico (a 1464 cm™) reflete o grau de
conjugacgao. O comprimento da conjugacéo diminui com o aumento (Ais44/A1464)
(menor Aisaa/ A1sss 0S valores correspondem ao nivel de condutividade mais
elevado da camada de polipirrol). Foram verificados valores de A1saa/A1464= 2,66
e 1,78 para amostras preparadas usando APS como oxidante (EDGT/PPy e
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EDGT/PEO/PPYy, respectivamente). Valores correspondentes de 1,187 e 1,134
foram obtidos para amostras preparadas com FeCls (EDGT/PPy e
EDGT/PEO/PPY), indicando que o cloreto férrico favorece valores mais altos de
comprimento de conjugacéo. Devido a relagéo direta entre o comprimento de
conjugacao e o nivel de condutividade, é possivel inferir que o FeCls otimiza o

transporte elétrico nas fibras resultantes em comparacdo com o APS.

3.5.3 Caracterizacao elétrica

O potencial de oxidacdo do FeCls (menor do que o correspondente ao APS)
associado a reducao da taxa de polimerizacao tende a favorecer os mecanismos
de transporte intra acinares / inter-cadeias do polipirrol. Em termos de transporte
intra-cadeias, o comprimento da conjugacao desempenha um papel fundamental
no nivel de impedancia dos filmes poliméricos (Qi GJ., 2012).

O efeito correspondente pode ser medido por impedancia elétrica por
comparacdo direta da parte real da impedéancia de diferentes amostras,
caracterizando o grau de distribuicAo das cadeias poliméricas condutoras
(superficie e granel) na estrutura.

A impedancia media ao longo do sentido transversal dos lencos resultantes
demonstra um nivel extremamente alto de impedancia para fibras puras (EDGT
e EDGT/PEO) - parte real da impedancia (Z') na ordem de 10% Q, como
esperado.

A polimerizacao do polipirrol em fibras eletrofiadas resulta em forte variacao
no nivel de impedancia. Como mostrado na Fig. 3.16, as fibras de
EDGT/PEO/PPy (APS) retornam a impedancia Z' na ordem de 60 kQ (no limite
de baixa frequéncia) enquanto a impedancia de EDGT/PEO/PPy (FeCls) é

reduzida para valores em ordem de 3 kQ.
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Fig. 3.16. Espectro de impedancia das fiboras de EDGT/PPy (APS),
EDGT/PEO/PPy (APS), EDGT/PEO/PPy (FeCl3) e EDGT/PPy (FeCls).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Em comparacdo com fibras EDGT, é possivel identificar que o nivel mais
baixo de impedancia na regido de baixa frequéncia é verificado para amostras
de EDGT/PPy (FeCls) e 7 Q seguido de EDGT/PPy (APS) é da ordem de 50 Q.
Esta ordem esta de acordo com os resultados relatados anteriormente polos
espectros de FTIR e morfologia (imagens no MEV). A alta condutividade de
amostras preparadas com FeCls tem sido associada a baixa taxa de
polimerizacdo e perfil de cobertura polimérica superior com baixo nivel de
agregacdo de graos poliméricos observados em ambos os suportes (EDGT e
EDGT/PEO) em associacdo com maior comprimento de conjugacao.

A comparacdo do nivel de impedancia de amostras preparadas usando
condicdes correspondentes e diferentes suportes poliméricos (Zebct/Peo > ZEDGT)
pode ser justificada pela interacao ligacao de H estabelecida entre PEO e EDGT.
Ele reduz os locais disponiveis (COO") para ligagdo quimica com PPy, que
também age como um dopante, contribuindo para reduzir a variacdo na
impedancia do EDGT/PEO em comparagdo com a matriz de EDGT pura. Estes
resultados sao confirmados tanto pelo espectro FTIR quanto pela forte reducao

no diametro das fibras, conforme detectado nas imagens do MEV.
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3.5.4 Atividade antibacteriana das esponjas de PU/CNT, PU/PPY e
PU/CNT/PPY

A atividade sinérgica estabelecida entre PPy e CNTs favorece ndo apenas
a aplicacdo como dispositivos piezorresistivos, mas oferece uma plataforma
importante para 0 uso como prototipo de curativo. Trabalhos anteriores
explorados em nosso grupo revelaram a atividade do PPy como importante
agente antibacteriano (LEE, J. et al., 2006) (LI, M. et al., 2013). A incorporagéo
desses materiais em uma superficie altamente porosa potencializa o efeito
antibacteriano, permitindo que a deteccdo de movimento pode estar associada
ao tratamento de feridas.

A técnica de disco difusdo indica o efeito do crescimento dos
microorganismos, enquanto a técnica de diluicdo seriada oferece informagdes
do potencial antibacteriano. Na Fig. 3.17 (a), pode-se observar que as amostras
PPy/PU e PPy/CNT/PU apresentaram halo de inibicdo de 2,20 e 2,14 cm,
respectivamente. Enquanto a esponja CNT/PU apresenta halo de inibicdo
desprezivel. Estes resultados confirmam que espécies difusivas presentes no
polipirrol contribuem para a forte atividade antibacteriana de amostras a base de
PPy contra S. aureus.

A comparacdo de colbnias viaveis sob a acdo de compdésitos (como
agentes antibacterianos) [Fig. 3.17 (b)] revela que o poliuretano (PU) puro
apresenta atividade insignificante contra bactérias (colbnias incontaveis em
agar). A atividade de componentes isolados (CNT/PU e PPy/PU) reduz o niumero
de col6nias nos meios, enquanto os resultados mais expressivos dizem respeito
a atividade do compdésito PPy/CNT/PU: colbnias remanescentes despreziveis de

S. aureus, E. coli e K. pneumoniae.
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Fig. 3.17. Halo de inibicdo de colbnias de S. aureus sob acdo de compadsitos (a)
e numero remanescente de colbnias apods interacdo de compaositos com solucao

salina de E. coli, S. aureus e K. pnemoniae (b).
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Fonte: Elaborada pelo autor

A atividade antibactena dos compdsitos pode ser explicada pela difusdo de
espécies anidnicas (Cl2) e pelo nitrogénio ativo de PPy que atuam de maneira
semelhante aos sais quaternarios de aménio (VARESANO et al., 2009) e
aminas, rompendo a parede celular. Este comportamento mostrou-se mais
eficaz contra bactérias gram-negativas (E. coli e K. pneumoniae); no entanto, a
desvantagem é superada pela presenca de NTCs que contribuem com a lise das
paredes microbianas e da membrana bacteriana do microrganismo (CHEN et al.,
2013). Desse modo, os compdsitos propostos demonstraram a vantagem
sinérgica dos componentes que tiveram um efeito benéfico para a atividade
antibacteriana em microrganismos associados a doencas de pele, respiratérias
e intestinais, representando uma vantagem adicional na producdo de

dispositivos vestiveis multifuncionais.
3.5.5 Morfologia e andlise estrutural das esponjas
A esponja de poliuretano possui estrutura microporosa com abundéancia de

cavidades para adesao dos preenchedores, permitindo que a flexibilidade tipica

do elastbmero possa estar associada as propriedades intrinsecas dos materiais
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incorporados. Imagens do MEV na Fig. 3.18 (a — d) revelam que a porosidade
intrinseca da esponja € preservada, mesmo apos a impregnacdo com CNT e
polimerizacdo de PPy. Na insercédo da Fig. 3.18 (a), esponja PU pura, pode-se
notar que a superficie € lisa e ndo apresenta nenhuma caracteristica morfolégica.
Como visto na insercdo da Fig. 3.18 (b), é possivel observar o CNT disperso e
alguns agregados de CNTs que foram progressivamente aderidos nas paredes
da estrutura microporosa da esponja de PU. A polimerizacdo quimica resulta em
um revestimento de PPy em toda a superficie da esponja de poliuretano, seguido
pelo crescimento de aglomerados de PPy, modificando a textura da PU [insercéo
Fig. 3.18 (c)]. A alta area superficial disponivel de PU recoberta por camada PPy
oferece condi¢cdes adequadas para a criacao de alta densidade de microtrincas
sob estiramento. A morfologia do compésito PPy/CNT/PU [insercdo da Fig. 3.18
(d)] é caracterizada por revestimento homogéneo de polimero sobre suporte (PU

coberto com CNT).

Fig. 3.18. Micrografias do MEV de (a) PU puro, (b) CNT/PU, (c) PPy/PU, e (d)
compositos PPy/CNT/PU.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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A estrutura e grau de interagdo (CNT e PPy) e suporte (PU) foram
representados por espectros Raman como mostrado na Fig. 3.19. A presenca
de polipirrol é confirmada a partir de picos de 922 cm™ e 964 cm™ que séo
atribuidos aos estados polaron e bipolaron. Os picos de 1034 cm™ e 1563 cm™
sdo as assinaturas tipica das vibragcbes do alongamento de C-H e C=C,
respectivamente (ADAMS, A. P., et al, 1999) (LUO, L. et al., 2016) (OLIVEIRA,
H. P. DE et al., 2013). A banda observada em 1314 cm corresponde ao modo
de deformacédo do alongamento C-C de PPy (PARNELL, S. et al., 2003). Picos
caracteristicos identificados em espectro de poliuretano séo atribuidos as
vibracdes de alongamento C-N a 1283 cm, 0 modo de tor¢do CH2 a 1314 cm™,
vibracdo de flexdo N-H a 1520 cm™? e pico caracteristico de isocianato
(alongamento simétrico a 1452 cm't) (QUARESIMIN, M. et al., 2015) (SA, S. F.
DE et al., 2016).

O espectro do composto CNT/PU é caracterizado pela assinatura tipica de
todos os materiais de carbono sp? com vibracéo no plano da ligagéo C-C (banda
G) a 1578 cm e banda D induzida por desordem a 1342 cm* (SANTOS, M. J.
L. et al., 2007) devido a presenca de nanotubos de carbono na superficie do PU.
No entanto, todos os picos correspondentes de PPy/CNT/PU sofreram uma
mudanca para um numero de onda mais alto; este fenémeno foi atribuido a uma
interacdo eficaz entre CNTs e PPy como indicado acima. A mudanca para
nameros de onda mais baixos ou mais altos no espectro Raman esta relacionada
a ligacdo quimica de moléculas em compdsitos e depende do comprimento da
ligacdo quimica correspondente. E relatado na literatura que a mudanca para um
namero de onda mais elevado do espectro Raman de PPy/CNT (por comparacéo
com amostras de PPy) pode ser devido as possiveis interacdes de ligagdes Tr-1r
nao covalentes estabelecidas entre cadeias de polipirrol e nanotubos de carbono
(SHAKOOR, A. et al. 2016).
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Fig. 3.19 Espectro Raman de amostras preparadas em esponjas de PU.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Para elucidar a importancia da incorporacdo de CNT nos sensores de
pressao resultantes, realizamos ensaios de corrente-tensdo em amostras para
comparacdo das respostas elétricas de diferentes sistemas (PPy/PU,
PPy/CNT/PU e CNT/PU) (Fig. 3.20). Como mostrado, a condutividade
(proporcional a inclinagéo na curva I-V) da amostra de PPy/PU é menor do que
outros sistemas (CNT/PU e PPy/CNT/PU) indicando que a incorporacao e a
seguinte interacao estabelecida pelo CNT e pelo PPy fornecem um material com
alta condutividade em comparacdo com o PPy puro - valores correspondentes
de condutividade: (orpy/pu = 1,12x1077 S/cm; acnt/pu = 2,57 mS/cm; Gppy/cNT/PU
= 0,54 mS/cm).
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Fig. 3.20. Curvas de corrente-tensédo de PPy/PU, CNT/PU e PPy/CNT/PU
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Fonte: Elaborada pelo autor

Wang et al. relataram o desenvolvimento de compadsitos polipirrol/poliuretano
condutivos (WANG, Y. et al., 2008). A matriz de PU é carregada com iodo e
exposta ao vapor de pirrol. Os autores otimizaram a condi¢cdo de preparo e
verificaram o melhor nivel de condutividade na ordem de 10° S/cm (VARESANO,
A. et al.,, 2009). A condicdo otimizada de preparo retornou amostras com
condutividade de 10° S/cm (WEI, X. et al., 2017). A comparacdo direta com a
literatura revela que a condutividade de nossas amostras representa um
importante tépico a ser considerado no projeto de novos dispositivos, pois suas
propriedades elétricas representam parametros extremamente relevantes para o
desenvolvimento dos sensores de presséo (LUO et al., 2016). Com base nessas
informacdes, podemos considerar que a incorporacdo de CNT é extremamente
importante para uso como sensor de pressao.

Os testes de compressdo em esponja de PU modificada por intervalo de
tempo fixo estdo resumidos na Fig. 3.21. Os resultados mostrados na Fig. XX (a)
indicam que o aumento da pressdo de compressao retorna reducdo na
resisténcia elétrica dos compdsitos nesta ordem: PPy/PU > PPy/CNT/PU >
CNT/PU. Vale ressaltar que o alto grau de estabilidade de resisténcia a pressao

especifica é observado para a amostra CNT/PU, enquanto a resisténcia da
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amostra PPy/PU mostra uma pequena variacdo na pressao fixa. A dependéncia
da resisténcia com a forca de compressao correspondente [Fig. 3.21 (b)] revela
um comportamento quase linear para a amostra CNT/PU enquanto que um
decaimento exponencial € observado para as amostras PPy/PU e PPy/CNT/PU.
Note que ambas as curvas (PPy/PU e PPy/CNT/PU) tendem a uma
convergéncia, devido a forte influéncia do PPy na resposta global do compaosito.

A sensibilidade de pressao dos dispositivos € definida como S = (AR / Ro) /
P, onde P é a pressdo aplicada no dispositivo. A Fig. 3.21 (c) mostra a
dependéncia da sensibilidade a pressdo com pressdo compressiva no
dispositivo. Apesar de todo comportamento observado nas curvas, 0 maximo do
valor S ha mesma pressao (propriedade do elastdmero), o nivel de sensibilidade
na pressao fixa depende da composicdo. O melhor desempenho é alcancado
para a amostra PPy/CNT/PU com uma variagdo maxima e global de 0,01 a 0,09
kPal. Observa-se baixa mudanca na variacdo global da sensibilidade para o
sensor CNT/PU, uma vantagem tipica para a ampla faixa de uso dos sensores
de pressédo baseados em CNT. Por outro lado, os sistemas baseados em PPy
apresentam um forte decréscimo na sensibilidade acima deste valor critico,
caracterizando o processo de degradacao refletido nos mecanismos de
transporte do revestimento de polimero sob pressao.

Estes mecanismos sao confirmados a partir dos valores calculados do fator
de calibre (GF = (AR / Ro) / (AL / L)), onde AR / Ro representa a variacao de
resisténcia e AL / L é a deformagao de compressao. Os resultados na Fig. 3.21
(d) indicam que GF mais alto € atingido para amostras baseadas em PPy em
baixa pressao, enquanto forte sensibilidade decrescente é observada em regides
de alta tensao, confirmando que uma degradacéo progressiva € a principal causa

no GF nas de amostras a base de PPy na regido de maior deformacao.

Fig. 3.21. (a) Variacao da resisténcia de compositos sob condigdes de aumento
de pressao (0—10 kPa); (b) variacédo de resisténcia de compositos em funcao da
forca aplicada; (c) sensibilidade a pressdo dos compdsitos em funcdo da

pressao; (d) Curvas de forga de calibre de compaositos.
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Fonte: Elaborada pelo autor

A resposta de compositos a diferentes deflexdes mecanicas com ciclos
repetidos de alongamento, torcao e flexao esta resumida na Fig. 3.22.

Como esperado, uma variacao positiva na resisténcia é observada sob o
alongamento. A maior variagdo na resposta elétrica foi observada para a amostra
PPy/CNT/PU com um aumento de 2x na resisténcia, seguida pela esponja
PPy/PU (0,8x) e CNT / PU (0,4x).

A forte variacdo na resisténcia de amostras a base de PPy pode estar
associada a formacéao de vias de microtrincas sob estiramento, caracterizando a
reducdo progressiva das vias atuais em camadas condutoras sob esforgo
mecanico.

Sob esforgo de torcao, a variacdo na resisténcia € negativa em resposta a
um esforco do tipo compressivo. Novas vias atuais sdo criadas devido a
percolacdo de corrente ao longo de novas rotas criadas a partir do contato de
espécies condutivas. O processo de dobragem caracteriza um esforco de

compressdo com reducao no caminho livre para circulagao de corrente ao longo
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da amostra. Em ambos 0s casos, a maior variacdo é observada para amostras
contendo PPy, enquanto a menor variacdo € atribuida a CNT/PU. E
consequéncia da menor variacdo na resisténcia de amostras a base de CNT sob
pressao em comparacdo com amostras a base de polipirrol, de acordo com o0s
valores observados de fator de calibre e sensibilidade a presséo, discutidos

anteriormente.

Fig. 3.22. Variagdo de resisténcia sob esforgcos mecanicos repetidos de

alongamento, tor¢céo e flexdo em compaositos.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Além do valor do AR, a ciclabilidade - a resposta de compostos a repetidos
ciclos de esfor¢os montados em diferentes partes do corpo - retorna informacdes
importantes sobre processos irreversiveis.

Por analogia com resultados anteriores, é possivel associar a resisténcia
crescente ao esfor¢co de alongamento, enquanto a reducdo na resisténcia esta
associada a compressao.

Na Fig. 3.23, o movimento do cotovelo, um tipico processo de alongamento,
resulta em uma variagdo positiva na resisténcia para todos os dispositivos. Em
termos de variagdo maxima de resisténcia do compdsito sob alongamento, é
possivel identificar a ordem PPy/CNT/PU > PPy/PU > CNT/PU.
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Fig. 3.23. Resposta elétrica de compdsitos dispostos como detectores de

movimento humano montados em articulacdes do joelho, dedos e cotovelo.

—
ﬁ 16 4 NTP
4 -
]
g
| 12
g |
g
o ANRY
—— PPy/ICNTIPU 1 ) )
CNTIPU
—— PPy/PU °
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 260 250 0 50 100 150 200 250
Movimentodo joelho Movimentodo dedo Movimento do cotovelo

Fonte: Elaborada pelo autor

No entanto, o valor de referéncia para compdésitos baseados em PPy (AR
sob pressdao insignificante) € deslocado para valores mais altos, caracterizando
a degradacao sob ciclos de deformacéo repetidos (reducao na sensibilidade do
material). Em comparac&o com outros sistemas, a amostra CNT/PU apresentou
reducdo na variacdo de resisténcia, enquanto o sistema mais estavel foi o
composito PPy/CNT/PU.

Além disso, o comportamento relatado CNT/PU (sob ciclos repetidos) pode
ser combinado com o comportamento do polipirrol para produzir um dispositivo
mais estavel em que a formacao irreversivel de microtrincas (microcraks) é
contornada pela criacdo de percolacfes devido a dispersdo de nanotubos de
carbono na superficie do poliuretano.

A variagdo negativa da resisténcia € observada a partir do movimento do
dedo (um mecanismo de compressao). De acordo com dados previamente
relatados, a maior variacéo na resisténcia é observada para amostras de PPy/PU
associadas a um rapido deslocamento na linha de base, devido aos efeitos da
formacao de microtrincas na estrutura dos dispositivos. Variagcéo correspondente
€ observada para amostras contendo PPy/PU e PPy/CNT/PU com variacao

tipica na ordem de 40% sob deformacdo maxima. O movimento do joelho
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retornou baixa variacao na resisténcia para o sensor PPy/PU (variagdo maxima
na ordem de 5%) e uma forte diminuicdo na resisténcia na condicdo de pressao
minima, caracterizando uma desvantagem para amostras preparadas com o
polipirrol puro. O maximo em mudangas de resisténcia € observado para o
sistema PPy/CNT/PU.

O processo de formacao de microtricas em amostras baseadas em PPy foi
caracterizado a partir de micrografias das amostras de PPy/PU em trés
condicdes especificas: sob repouso na auséncia de esforgcos mecanicos prévios,
sob alongamento e sob repouso apés varios esfor¢cos de alongamento. Como
representado na Fig. 3.24 (a) (x 5 kx) e XX (b) (x 10 kx) a camada de polimero &
coberta por grdos de polipirrol. Sob estiramento, uma alta densidade de
microtrincas pode ser observada na camada de polimero [Figs. 3.24 (c) (X 5 kx)
e XX (d) (x 10 kx)]. Em repouso e apés sucessivos ciclos de alongamento,
observa-se uma superficie aspera nas Fig. 3.24 (e) (5kx) e XX (f) (10kx),
indicando que a formac&o de microtrincas pode ser considerada como um
processo reversivel na faixa de baixo grau de deformacéo.

Os resultados superiores observados para PPy/CNT/PU sob uso repetido
de amostras indicam que a influéncia da formacdo tipica de microtrincas
irreversiveis de PPy é contornada por mecanismos de transporte de nanotubos
incorporados, fornecendo uma combinacdo adequada de materiais para uso

como sensores de pressao.

Fig. 3.24. Micrografias da superficie de PPy / PU x 5 kx (a) e x 10 kx (b)
preparadas conforme PPy / PU x 5 kx (c) e x 10 kx (d), amostra PPy / PU ap6s
20 alongamentos ciclos x 5 kx (e) e x 10 kx (f).
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.5.6 Andlises antibacteriana das fibras de algodao

Como tecidos eletrdnicos vestiveis estdo em contato direto com a pele e
experimentam varias mudancas de temperatura, umidade e contato, eles sao
propensos a desenvolver bactérias e favorecer doengas ou maus odores. A este
respeito, a maioria dos aditivos antibacterianos implica a utilizacao de particulas
de metal que ndo é uma condicdo favoravel devido a possivel lixiviacdo e
subsequente contaminacdo do ambiente. Recentemente, propusemos 0 uso de
PPy como um agente antibacteriano livre de metal, cuja atividade antibacteriana
€ atribuida as cargas positivas ao longo das cadeia polimérica (polaron e
bipolaron), que atraem bactérias, provocando a morte pela ruptura da parede
celular (Trung, V. Q. et all., 2013) (Varesano, A. et al., 2015) (El Jaouhari, A. et
al.,2017) (Varesano, A. et al., 2009). Assim, o nivel de dopagem, o tipo de contra-
ion e a morfologia (Da Silva FAG. et al., 2016) estdo diretamente relacionados
ao efeito antibacteriano de o material resultante. Assim, espera-se uma forte
atividade das amostras altamente dopadas produzidas pela polimerizacéo

interfacial sobre a atividade antibacteriana.
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Os resultados dos experimentos de difusdo de disco (mostrados na Fig.
3.25 (a) revelaram um halo de inibicdo insignificante, como observado para
amostras preparadas com CNT, enquanto que as mais pronunciadas sao
observadas para amostras de CNT/PPy, indicando a difusdo de algumas
espécies (CI7) que contribuem a sua atividade antibacteriana em associa¢cao com
espécies carregadas positivamente em cadeias poliméricas.

A unidade formadora de col6nias (UFC) remanescente, devido a acao de
diferentes compdsitos, € expressa na Fig. 3.25b. Como esperado, o experimento
de controle - auséncia de agente antibacterian retornou um naimero incontavel
de colbnias. A incorporacéo de fios de algoddo modificados inibe o crescimento
bacteriano na seguinte ordem (nimero de UFC): CNT> PPy> CNT-PPy> CNT-I-
PPy> |-PPy.

Fig. 3.25. (a) Imagens halo de inibicdo de amostras contra S. aureus e (b) CFU

restante de S. aureus apos tratamento com diferentes compadsitos.

g ]

S 15

S ]

L

o

E,O. §

E <§ K- g >
1 g o g g %

Fonte: Elaborada pelo autor

O resultado mais importante foi observado para a amostra I-PPy que atingiu

100% de redugéo bacteriana (Staphylococcus aureus), revelando que o nivel de
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dopagem observado na polimerizagao interfacial produziu um promissor sistema
de atividade antibacteriana. Atribuimos a efetividade da I-PPy a uma baixa
polimerizacdo que permitiu a incorporacao gradual do ACS, afetando o nivel de
dopagem. Além disso, a estrutura granular do I-PPy oferece uma maior area
superficial disponivel para adesdo e morte de bactérias, o que confere um UFC
desprezivel para amostras |-PPy.

A combinacédo desses resultados (e respectivas aplicacdes) corrobora que
0o composto CNT-I-PPy representa um sistema promissor que associa
aquecimento elétrico efetivo com propriedades de armazenamento de energia e

boa atividade antibacteriana.

3.5.7 Andlise morfolégica e estrutural

Fios de algodao comercial como modelo para a deposi¢cdo de componentes
eletroativos, a fim de obter um material elétrico multifuncional em combinacéo
com as excelentes propriedades dos téxteis. No entanto, nos concentramos em
um fio e ndo em um tecido, porque um fio simplifica a sua incorporacdo em
roupas comuns, costurando-o em pontos estratégicos.

Primeiro, a morfologia dos fios de algodao foi investigada por microscopia
eletrbnica de varredura. Como se pode observar na Fig. 3.26a, o fio de algod&o
possui um diametro médio de 500 um e é composto de mdltiplas fibras de
algodao individuais com uma estrutura de fita e um diametro médio de (13 * 3)
pum. No passo seguinte, a incorporacdo de MWCNTSs por um método de imersao
e secagem assistida por banho ultra-sonico foi conseguida sem romper a
micromorfologia do fio como observado na Fig. 3.26b. A Unica mudanca
substancial experimentada pelo fio ocorreu na superficie das fibrilas de algodao,
pois os MWCNTs formaram uma rede interconectada continua ao longo das
fibras de algodé&o, produzindo um aumento na rugosidade da superficie. A razéo
para a adsorcdo de MWCNTSs reside no pré-tratamento de MWCNTs em solucao
acida (agentes oxidantes), o que conferiu varios grupos funcionais (Osswald, S.
et al., 2007), grupos carboxilicos, hidroxila e epdxi, capazes de interagir por
ligacédo de hidrogénio com os grupos hidroxilicos das cadeias de poli-glicose das

microfibrilas de algodao.
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Apés a inclusdo de MWCNTSs nos fios de algodéo, nés polimerizamos PPy
neles por duas metodologias diferentes, a polimerizacdo quimica in situ e uma
sintese quimica interfacial. Na Fig. 3.26 c, é apresentado o fio de algodao
modificado com PPy pelo método de polimerizacdo in situ, onde € possivel
observar uma deposicdo homogénea ao longo das fibras de algoddo com a
presenca de pequenos aglomerados. Por outro lado, a polimerizacao in situ de
PPy nos fios previamente modificados com MWCNTSs (Fig. 3.26 d) apresentou
um revestimento PPy mais denso quando comparado com o PPy em fios de
algodao puros. Para entender isso, € necessario considerar dois fatos, primeiro
a melhoria da superficie do produto dos fios da inclusdo de MWCNTs e sua
atividade quimica. Como discutimos acima, os MWCNTs oferecem a
possibilidade de formar pontes de hidrogénio, neste caso com Py, mas além
disso, eles podem interagir com Py via empilhamento -1 devido a natureza
aromatica dos MWCNTs. Além disso, como a polimerizacdo de Py envolve a
liberacao de elétrons, é possivel que os oligbmeros PPy e MWCNTs formem um
complexo de transferéncia de carga durante a polimerizacdo, 0 que também
favorece a deposicao de PPy.

E apresentado na Fig. 3.26e o fio de algoddo resultante do método de
polimerizacao interfacial; as fibras exibiram uma superficie mais rugosa do que
em casos anteriores. As fibras de algoddo apresentaram um revestimento
formado por pequenas particulas, o que corresponde a morfologia tipica exibida
pelo PPy. Os fios modificados com MWCNTSs (Fig. 3.26f) apresentaram a mesma
morfologia do caso anterior, mas um revestimento denso devido ao efeito
descrito dos MWCNTs na polimerizagcdo do PPy. O aumento resultante na
quantidade de PPy como a mudanca na morfologia pode ser atribuido ao método
de polimerizacao interfacial em ambos 0s casos. A esse respeito, ao contrario
da polimerizacao in situ, a formacéo de PPy ocorre na interface entre a agua e o
hexano e ndo no volume. Em particular, em nosso sistema, o fio de algodao
atuou como parte da fase aquosa, devido a sua hidrofilicidade, absorvendo pela
capilaridade a maior parte da solucdo aquosa de FeCls e ACS. Assim, quando a
fase organica, contendo o Py, é adicionada, cria-se uma interface com o fio de
algodao, ocorrendo a polimerizacdo do PPy nas fibras. Além disso, quando

comparado com a polimerizac&o in situ, este processo produziu uma quantidade
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escassa ou nula de PPy na interface agua, sendo mais pontual e

consequentemente aumentando a massa efetiva de PPy nos fios.

Fig. 3.26. Imagens do MEV de (a) Algodao, (b) CNT, (c) PPy, (d) CNT-PPy, (e)
I-PPy, e (f) CNT-I-PPy.

200 11m

Fonte: Elaborada pelo autor

Uma vez que a morfologia tenha sido revelada por MEV, temos que
corroborar a inclusdo de MWCNTSs no fio, a sintese de PPy e suas alteracdes
estruturais associadas as metodologias empregadas. Como ferramenta para
essa tarefa, empregamos espectroscopia Raman, pois esta técnica é nédo
destrutiva e fornece a impresséo digital vibracional de materiais que permite
identifica-los e caracteriza-los. E apresentado na Fig. 3.27 os espectros Raman
de todas as amostras. O espectro correspondente para o fio de algodao
modificado com os MWCNTSs (Fig. 3.27a) exibe trés bandas a 1335, 1572 e 1590
cml, o que corresponde as bandas D, G e D dos MWCNTS, respectivamente. A
banda D esta relacionada com a desordem estrutural do carbono amorfo,

enquanto a banda G corresponde as vibra¢des tangenciais no alongamento
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plano das ligacdes C-C dentro das folhas de grafeno (Bokobza, L. et al., 2012).
No caso dos MWCNTs, como eram funcionalizados, D' banda apareceu
indicando um grau de desordem, defeitos estruturais ou intercalacao de espécies
quimicas entre as paredes grafiticas (Osswald, S. et al., 2007). Normalizamos 0s
espectros em relacdo a banda D e calculamos a razdo ID/IG, pois esse
parametro € utilizado para avaliar a densidade de desordem das paredes do tubo
(Jorio, A. et al.,, 2010) revelando um valor de 1,7 o que corrobora que 0S
MWCNTs possuem uma quantidade consideravel de defeitos devido ao
tratamento de funcionalizacdo. Assim, através desta analise, confirmamos a
inclusdo bem sucedida do MWCNT no fio de algoddao e revelamos as

caracteristicas dos mesmos.

Fig. 3.27. Espectro Raman de amostras: (a) CNT, (b) PPy, (c) CNT-PPy, (d) I-
PPy e (e) CNT-I-PPy.
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Fonte: Elaborada pelo autor

As curvas b-e na Fig. 3.27 correspondem aos fios de algoddo com PPy. Em
todos eles, é possivel identificar o PPy com modificagcbes sutis devido as
diferentes sinteses e condicbes do procedimento empregado. Todos o0s

espectros apresentam bandas em 919 (anel de deformagédo associada com
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dication (bipolaron)), 960 (anel em deformacdo plana associada a cation
(polaron). O pico em 1032 cm™ mostra a vibracdo caracteristica referente a
deformacédo no plano gerado pelas ligacdes entre os atomos de carbono e
hidrogénio. Em 1050 cm™ a vibracdo esta relacionada com a distor¢éo do plano
formado entre a ligacdo simétrica dos atomos de carbono e dos de hidrogénio
ocasionados palo redical catio. O pico em 1240 cm? esta associado com a
distorcdo do plano formado pelas ligacbes assimétricas entre carbono e
hidrogénioa. Os modos de vibracdes referentes aos picos em 1321, 1364, 1395
cm! séo atribuidos ao alongamento do anel aromético do PPy. O pico 1480 cm-
! faz referéncia a vibracdo da cadeia polimérica. Por fim, o pico em 1564 cm™
estd associado ao alongamento da ligacdo dupla entre os carbonos devido a
sobreposicéo de bandas ocasionadas pelo radical cation e o dication. E possivel
observar que os espectros para PPy-CNT e CNT-I-PPy apresentam um pequeno
deslocamento para menor numero de onda devido a uma interagao -1 entre os
anéis de benzeno dos CNTs e o anel aroméatico do pirrol (Gu, Z. et al., 2010)
(Dauginet-De Pra, L. et al., 2005). Para identificar as principais diferencas das
amostras, a relacdo de dois pares de bandas (917 cm'/959 cm™* e 1561 cm-
/1472 cm) foi comparada para cada sintese. A relacdo de intensidade das
bandas em 917 cm'/959 cm esta relacionada ao bipolaron e ao polaron,
respectivamente, e indica o grau de dopagem (Gupta, S., 2012) enquanto a
relacdo de 1561 cm/1472 cm indica o comprimento de conjugacdo relativo
(Demoustier-Champagne, S. et al., 1999) (Dauginet-De Pra, L. et al., 2005). A
razdo de conjugacdo (1561 cm™/1472 cm) para PPy, CNT-PPy, |I-PPy e CNT-
I-PPy revelaram valores de 2,9, 3,3, 3,2 e 3,3, respectivamente. A relacdo acima
indicou que o comprimento de conjugacado foi maximo para as amostras que
incorporam MWCNTs e o minimo para PPy. Considerando o grau de dopagem,
a relacéo bipolaron / polaron retornou valores de 0,85, 0,9, 0,9 e 1,11 para PPy,
CNT-PPy, I-PPy e CNT-I-PPy, respectivamente. A partir dessas informacdes,
podemos concluir que a amostra de PPy apresentou a estrutura mais
desordenada e uma baixa quantidade de portadores de carga (bipolarons),
enquanto a amostra |-PPy apresentou caracteristicas mais equilibradas com
uma alta quantidade de bipolarons e um consideravel nivel de conjugacdo

comparavel para aqueles com MWCNTSs.

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 99



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] XIE, X. et al. Environmental Science Carbon nanotube-coated macroporous
sponge for microbial fuel cell electrodes. Energy & Environmental Science, v. 5,
p. 5265-5270, 2012.

[2] Alcaraz-Espinoza JJ, Chavez-Guajardo AE, Medina-Llamas JC, Andrade
CAS, de Melo CP. Hierarchical composite polyanilinee(electrospun polystyrene)
fibers applied to heavy metal remediation. ACS Appl Mater Interfaces, v. 7, n. 13,
p. 7231-7240, 2015.

[3] Miller K, Quinn JF, Johnston APR, Becker M, Greiner A, Caruso F.
Polyelectrolyte functionalization of electrospun fibers. Chem Mater, v. 18, n. 9, p.
2397-2403, 2006.

[4] Gonzalez M, Galano A, Rieumont J, Lopez T, Dupeyron D, Albaran L.
Drugmatrix interactions in nanostructured materials containing acetyl salicylic
acid using an enteric polymer as a coating. J Phys Chem C, v. 112, n. 51, p.
2022-2026, 2018.

[5] Lin SY, Liao CM, Hsiue GH. A reflectance FTIR-DSC microspectroscopic
study of the nonisothermal kinetics of anhydreformation in Eudragit L-100 films.
Polym Degrad Stab, v. 47, n. 2, p. 299-303, 1995.

[6] Zaroni M, Ramos DT, Murakami FS, Carvalho MAS, Janissek PR, Andreazza
IF, et al. Thermal behavior and interaction studies of theophylline with various
excipients. Lat Am J Pharm, v. 27, n. 2, p. 191-196, 2008.

[7] da Silva FAG, Queiroz JC, Macedo ER, Fernandes AWC, Freire NB, da Costa
MM, et al. Antibacterial behavior of polypyrrole: the influence of morphology and
additives incorporation. Mater Sci Eng C-Mater. Biol Appl, v. 62, p. 317-322,
2016.

[8] Qi GJ, Huang LY, Wang HL. Highly conductive free standing polypyrrole films

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 100



prepared by freezing interfacial polymerization. Chem Commun, v. 48, n. 66, p.
8246-8248, 2012.

[9] LEE, J. et al. Carboxylic Acid-Functionalized Conductive Polypyrrole as a
Bioactive Platform for Cell Adhesion. p. 1692—-1695, 2006.

[10] LI, M. et al. Stretchable Conductive Polypyrrole / Polyurethane ( PPy / PU )
Strain Sensor with Netlike Microcracks for Human Breath Detection. 2013.

[11] VARESANO, A. et al. Multifunctional cotton fabrics. Synthetic Metals, v. 159,
p. 1082-1089, 2009.

[12] CHEN, H. et al. Broad-Spectrum Antibacterial Activity of Carbon Nanotubes
to Human Gut Bacteria. Nano Micro Small, v. 9, n. 16, p. 2735-2746, 2013.

[13] ADAMS, A. P.; SANTSCHI, E. M.; MELLENCAMP, M. A. Antibacterial
Properties of a Silver Chloride-Coated Nylon Wound Dressing. p. 219-225, 1999.

[14] LUO, L. et al. Spiral of Silence in Social Networks : A Data-driven Approach.
p. 980-984, 2016.

[15] OLIVEIRA, H. P. DE et al. Antimicrobial activity of silver nanoparticles
synthesized by the fungus Curvularia inaequalis. v. 12, n. 20, p. 2917-2923,
2013.

[16] PARNELL, S.; MIN, K.; CAKMAK, M. Kinetic studies of polyurethane
polymerization with Raman spectroscopy. v. 44, p. 5137-5144, 2003.

[17] QUARESIMIN, M. et al. Multifunctional polymer nanocomposites with
enhanced mechanical and anti-microbial properties. Composites Part B, 2015.

[18] SA, S. F. DE et al. A new insight into polyurethane foam deterioration — the
use of Raman microscopy for the evaluation of long-term storage conditions. n.
December 2015, 2016.

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 101



[19] Santos, M. J. L.; BROLO, A. G.; GIROTTO, E. M. Study of polaron and
bipolaron states in polypyrrole by in situ Raman spectroelectrochemistry. v. 52,
p. 6141-6145, 2007.

[20] Shakoor, A. et al. DIELECTRIC PROPERTIES OF POLYPYRROLE MULTI-
WALLED CARBON. v. 11, n. 4, p. 1145-1153, 2016.

[21] Wang, Y.; Sotzing, G. A.; Weiss, R. A. Preparation of Conductive Polypyrrole
| Polyurethane Composite Foams by In situ Polymerization of Pyrrole. n. 8, p.
2574-2582, 2008.

[22] LUO, L. et al. Spiral of Silence in Social Networks : A Data-driven Approach.
IEEE 2016, p. 980-984, 2016.

[23] Trung, V. Q. Layers of Inhibitor Anion—-Doped Polypyrrole for Corrosion
Protection of Mild Steel. In Materials Science Advanced Topics; InTech, p. 143-
174, 2013.

[24] Varesano, A.; Vineis, C.; Tonetti, C.; Mazzuchetti, G.; Bobba, V. Antibacterial
property on Gram-positive bacteria of polypyrrole-coated fabrics. J. Appl. Polym.
Sci, v. 132, n. 12, p. 1-6, 2015.

[25] El Jaouhari, A.; ElI Asbahani, A.; Bouabdallaoui, M.; Aouzal, Z.; Filotas, D.;
Bazzaoui, E.; Nagy, L.; Nagy, G.; Bazzaoui, M.; Albourine, A.; Hartmann, D.
Corrosion resistance and antibacterial activity of electrosynthesized polypyrrole.
Synth. Met, v. 226, p. 15-24, 2017.

[26] Varesano, A.; Aluigi, A.; Florio, L.; Fabris, R. Multifunctional cotton fabrics.
Synth. Met, v. 159, n. 11, p. 1082-1089, 2009.

[27] da Silva, F. A. G., Jr.; Queiroz, J. C.; Macedo, E. R.; Fernandes, A. W. C,;
Freire, N. B.; da Costa, M. M.; de Oliveira, H. P. Antibacterial behavior of
polypyrrole: The influence of morphology and additives incorporation. Mater. Sci.
Eng., C, v. 62, p. 317-322, 2016.

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 102



[28] Osswald, S.; Havel, M.; Gogotsi, Y. Monitoring oxidation of multiwalled
carbon nanotubes by Raman spectroscopy. J. Raman Spectrosc, v. 38, n. 6, p.
728-736, 2007.

[29] Bokobza, L.; Zhang, J. Raman spectroscopic characterization of multiwall
carbon nanotubes and of composites. eXPRESS Polym. Lett, v. 6, p. 601-608,
2012.

[30] Jorio, A.; Ferreira, E. H. M.; Moutinho, M. V. O.; Stavale, F.; Achete, C. A,
Capaz, R. B. Measuring disorder in graphene with the G and D bands. Phys.
Status Solidi B, v. 247, n. 11, p. 2980-2982, 2010.

[31] Gu, Z.; Li, C.; Wang, G.; Zhang, L.; Li, X.; Wang, W.; Jin, S. Synthesis and
characterization of polypyrrole/graphite oxide composite by in situ emulsion
polymerization. J. Polym. Sci., Part B: Polym. Phys, v. 48, n. 12, p. 1329-1335,
2010.

[32] Dauginet-De Pra, L.; Demoustier-Champagne, S. Investigation of the
electronic structure and spectroelectrochemical properties of conductive polymer
nanotube arrays. Polymer, v. 46, n. 5, p. 1583-1594, 2005.

[33] Gupta, S. Template-free synthesis of conducting-polymer polypyrrole
micro/nanostructures using electrochemistry. Appl. Phys. Lett. v. 63108, n. 2014,
p. 1-4, 2012.

[34] Demoustier-Champagne, S.; Stavaux, P.-Y. Effect of Electrolyte
Concentration and Nature on the Morphology and the Electrical Properties of
Electropolymerized Polypyrrole Nanotubules. Chem. Mater, v. 11, n. 3, p.
829-834, 1999.

[35] Dauginet-De Pra, L.; Demoustier-Champagne, S. Investigation of the
electronic structure and spectroelectrochemical properties of conductive polymer
nanotube arrays. Polymer, v. 46, n. 5, p. 1583-1594, 2005.

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 103



CAPITULO 4

Efeito do campo elétrico externo na

atividade antibacteriana do polipirrol
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O desenvolvimento de eletrodos altamente condutivos com potencial de
aplicacdo como agentes antibacterianos sao prototipos promissores para
sistemas inteligentes de curativos nos quais a aplicacdo de um campo elétrico
pode ser explorada como uma estratégia adicional aplicada para o controle
rapido de infeccdes da pele. Nesse capitulo mostraremos a atividade
antibacteriana tipica de compdsitos baseados em PPy/nanotubos de carbono e
PPy/grafite que foi explorada em diferentes suportes (poliuretano e lixa) e

reforcada por estimulagéo elétrica direta de baixa intensidade (OV, 1V e 2 V).

4.1 Materiais e métodos

4.1.2 Sintese das amostras de PU/PPY e PU/CNT/PPY

Inicialmente esponjas comerciais de PU com dimensdes de 7 cm X 2 cm X
0,5 cm foram levadas ao sonicador com agua e com alcool etilico durante 15 min
para garantir a limpeza das mesmas (esse processo foi repetido por trés vezes).
Apés lavadas e secas, dois tipos de esponjas seriam obtidas. A primeira amostra
produzida foi a esponja de PU/PPy. Para a sintese o PU foi mergulhado numa
solucéo de HCI (1M) contendo 35 pL de pirrol. Essa ficou sob agitacdo durante
45 min. Passado o tempo, foi adicionado, gota a gota, a mistura anterior uma
solucédo de FeCls (0, 082g de FeCls em 25 mL de HCI (1M). Essa solugéo ficou
sob agitacdo 24 h. Passado o tempo de polimerizacdo, as espojas foram
retiradas e lavadas com &gua ultra pura trés vezes e secas a temperatura
ambiente. Para o preparo da segunda amostra, PU/CNT/PPy, uma solucdo de
CNT foi preparada segundo Xie et al, (XIE et al., 2012) onde 0,2 g de nanotubos
de carbono e 2 g de dodecilbenzenosulfonato de sédio (SDBS) foram
adicionados em 200 mL de agua e sonicada até a total solubilizacdo dos solutos,
aproximadamente 35 min. Em seguida, apos obter esponjas de PU/CNT, essas
foram polimerizadas de maneira analoga as esponjas de PU/PPy, ao final pode-
se obter amostras de PU/CNT/PPy.
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4.1.3 Sintese das amostras de papel lixa/ PPy (SP/PPy) e papel lixa/ grafite/PPy
(SP/ Grap/PPy)

A polimerizacao interfacial do PPy foi utilizada por ser mais eficiente na
deposicédo de PPy em papel lixa.

A polimerizacéo interfacial € iniciada preparando duas solugfes distintas.
Na primeira (solucdo 1), 0,251 g de acido canforsulfénico (ACS) foram
dissolvidos em 3 mL de agua ultrapura. Em seguida 0,175 g de cloreto férrico
(FeCls) foram adicionados a solugéo de ACS, essa mistura ficou sob agitacao e
a 40 °C durante 40 min para garantir a total solubilizacdo do FeCls. Percorrido o
tempo de 40 min, as solucdes foram adicionadas cortes de papel lixa de 1 cm x
2 cm e em seguida resfriadas até a sua solidificagao.

Uma segunda solucao (solugéo 2) foi preparada adicionando 50 pL de pirrol
em 3 mL de hexano (CeH14). Essa solucao foi resfriada até 3 °C.

Apos o resfriamento das solucdes 1 e 2, a segunda solucéo foi gotejada
lentamente na primeira solucéo e levadas a uma temperatura de 3 °C durante 3
h. Apos esse tempo as fibras foram lavadas com agua ultra pura e secas a
temperatura ambiente.

Uma segunda amostra (SP/ Grap/ PPy) foi preparada adicionando grafite a
partir da abrasdo sucessiva de um lapis 8B até atingir uma condi¢cdo de
invariancia na resisténcia superficial do papel coberto - camada uniforme de
grafite. A polimerizacdo seguiu 0s mesmos passos do sistema SP/PPy,
considerando que o SP/Grap foi imerso em solu¢cdo aguosa em substituicdo a

amostra de SP.

4.1.4 Ensaios microbiologicos

4.1.5 Contagem de colonias

Para a avaliagcdo do efeito do campo elétrico contra S. aureus e E. coli
utilizando as amostras preparadas, inicialmente com auxilio de uma alga de
platina, trés a cinco coldnias das bactérias citadas foram transferidos para tubos
de ensaio distintos e suspenso em solucdo salina padronizada a 0,5 na escala

McFarland, correspondendo a 108 UFC. Apds suspensas, diluicdes sucessivas

Fernando Antonio Gomes da Silva Junior Pagina 106



foram feitas, para as duas solucdes bacterianas, até a concentracdo de 10° UFC.
Em seguida 20 mL da solucéo de S. aureus foi transferida para um béquer de 50
mL contendo as amostras, essas foram fixadas opostas uma da outra na parede
do recipiente. Os eletrodos estavam conectados a uma fonte de tens&o externa
que forneceuV=0V,V=1V eV =2V. Aliquotas de 100 pL foram retiradas do
béquer contendo as amostras produzidas em intervalos de tempo de XX e tensao
de 0 V. O mesmo procedimento foi realizado com tensdes de 1 V e 2 V. Os
ensaios com E. coli foram feitos de maneira andloga aos de S. aureus. A Fig. 4

resume o procedimento descrito.

Fig. 4 Ensaio para contagem de col6nias apoés tratamento com campo elétrico.

Bactéria

Controle V>0V

Fonte: Elaborada pelo autor

4.1.6 Técnica de difusdo em disco

O in6culo bacteriano S. aureus (ATCC 25923) e da gram-negativa E. coli
(ATCC 25922) foram preparados a partir de uma cultura mantida em agar a 4°C.
Em seguida uma solucéo bacteriana de concentracédo de 108 UFC foi preparada,

e com a ajuda de um swab essa solucao foi distribuida em uma placa de petri
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contendo &gar muller hinton. Ao final do procedimento houve a inser¢cdo das
espumas de PU/PPy, PU/CNT/PPy (ambas cortadas em forma de disco) e das
amostras de SP/PPy e SP/Grap/PPy. As amostras foram conectadas a uma fonte
de tensao externa que forneceuV=0V,V=1VeV =2V eincubadas a37 °C

durante 24 h. Tal procedimento é descrito pelailustracdo na Fig. 4.1.

Fig. 4.1 Representacao da configuracao experimental para medi¢do do halo de

inibic&o.

Fonte: Elaborada pelo autor

4.2 Caracterizagdo das amostras

A microscopia eletrénica de varredura (Vega 3XM Tescan na aceleragao
de 5kV) foi usada para aquisicdo de imagens de MEV. A resposta elétrica
(voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia) dos compositos foi
caracterizada a partir de um autolab PGSTAT 302N (Metrohm), ambos os
sistemas experimentais (PU/CNT / PPy e SP / Grap / PPy) em uma configuragéo
de dois eletrodos. A tensao externa foi fornecida por uma fonte de alimentacéo
HY3003-3 (Polyterm). Os espectros Raman foram adquiridos em um
espectrometro Raman (Labram Aramis-Horiba Jobin Yvon) na faixa de 400-
2000cm™ com excitacdo a 532nm (laser He Ne - 2,5mW). Os espectros de UV-

vis foram medidos em um espectrofotdbmetro Hach DR5000.
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4.3 Resultados e discussao

Compositos de PPy e alotropos de carbono com diferentes morfologias
foram sintetizados com sucesso, permitindo-nos estudar o efeito de tais
configuracbes na inativacdo bacteriana. O primeiro compdsito continha uma
esponja PU porosa, tipicamente empregada na confeccdo de curativos para
feridas que produzem grandes quantidades de exsudatos, o que requer troca de
oxigénio e movimento. No segundo compdsito, a estratégia consistiu no
desenvolvimento de uma superficie semi-plana com tracos de lapis de grafite e
PPy em um SP que nos permitiu estudar de forma mais simples a interacdo entre
materiais e microorganismos. Em ambos 0s casos, alétropos de carbono e baixa
concentracdo de PPy foram empregados para produzir amostras condutoras
capazes de melhorar a adesdo do PPy e a condutividade elétrica para explorar

suas propriedades eletroquimicas na atividade antibacteriana.

4.3.1 Espectroscopia Raman para as amostras dos eletrodos a base de PU e
SP.

Através da andlise por espectroscopia Raman, determinamos a inclusdo de
alétropos de carbono nas matrizes, composicdo quimica e caracteristicas
particulares de compdésitos como o grau de dopagem. Na Fig. 4.2, 0os espectros
de SP/Grap (a) e PU/CNT (b) correspondem aos PU e SP modificados. Pode-se
observar duas bandas proeminentes exibidas em torno de 1336 cm™ e 1536 cm-
! correspondentes as bandas D e G que respondem pela desordem estrutural e
pelo dominio sp? e C=C, respectivamente (J.J. Alcaraz-Espinoza et al., 2018)
(F.A. da Silva Jr. et al., 2018). A principal diferenca nos espectros esta
relacionada a intensidade da banda D e G. A razdo Ip / I for para sistemas
correspondentes é 1,14 para PU/CNT e 0,62 para SP/Grap, o que concorda com
uma estrutura molecular de grafita altamente ordenada e com uma estrutura
defeituosa e desordenada de CNTSs. E importante notar que, no caso de Grap,
uma possivel indicagcdo é que a abrasdo mecénica produz menos grafeno e
expfe mais arestas de grafeno. Além disso, 0 CNT-PU exibiu a banda D em
torno de 1590 cm, essa banda é uma indicacdo de um consideravel nimero de

defeitos, provavelmente devido ao pré-tratamento acido. Em geral, as matrizes
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modificadas nao exibiram bandas fortes de PU ou SP. Uma vez avaliada a
incorporacdo de derivados de carbono, modificamos as matrizes por dois
processos diferentes, um processo quimico in situ para o PU/CNT e
polimerizacao interfacial para SP/Grap. No caso do PU/CNT, o método quimico
in situ foi adequado devido a alta area de superficie que € capaz de cobrir e pela
capacidade demonstrada de preservar a porosidade intrinseca da esponja. No
caso do SP/Grap, uma polimerizacao interfacial foi realizada: esta técnica produz
finos filmes que podem ser facilmente aderidos a superficie do Grap sem
interromper o quadro original. E apresentado na Fig. 4.2 os espectros
correspondentes de SP/Grap/PPy (c) e PU/CNT/PPy (d), onde pode-se observar
a impressdo caracteristica de PPy, entretanto, como as metodologias
empregadas séo diferentes, diferengas sutis podem ser identificadas. Em ambos
0s compositos pode-se identificar bandas em torno de 926, 962, 1044, 1065,
1324, 1496, 1566 cm™. O pico em 926 e 962 correspondem a deformagéo
associada ao anel aromatico causado pelos bipolarons e polarons,
respectivamente. Em 1065 cm™ a vibracédo esta relacionada com a distorcdo do
plano formado entre a ligacdo simétrica dos &tomos de carbono e dos de
hidrogénio ocasionados palo redical catio. Em 1324 cm™ é atribuido ao
alongamento do anel aromatico do PPy. O pico 1496 cm™ faz referéncia a
vibragdo da cadeia polimérica, e o pico em 1566 cm™ estd associado ao
alongamento da ligacdo dupla entre os carbonos devido a sobreposicdo de
bandas ocasionadas pelo radical cation e o dication (J.J. Alcaraz-Espinoza et al.,
2018) (Z. Gu et al., 2010). A razéo de intensidade das bandas 926 cm/962 cm-
! revelou um valor de 0,93 e 0,80 para SP/Grap/PPy e PU/CNT/PPy,
respectivamente. A maior proporcdo de SP / Grap / PPy indica uma alta
concentracdo de portadores de carga quando comparada a polimerizacao in situ
(Z. Gu et al., 2010).
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Fig. 4.2. Espectro Raman de eletrodos a base de poliuretano (PU) e lixa (SP)
(puros e disposto em compadsito com PPy): (a) SP / Grap; (b) PU/ CNT; (c) SP /
Grap / PPy e (d) PU / CNT / PPy.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Além de uma deposicao uniforme dos componentes em matrizes, para usa-
los como eletrodos para o desenvolvimento de materiais sensiveis ao campo
elétrico (condicdo adequada para materiais ativos redox), uma alta condutividade
elétrica de compositos € um requisito importante. E critico alcancar uma corrente
razoavel em associacdo com o baixo campo externo, como observado em
compostos de derivados de carbono e em PPy flexiveis (R.M. Lima et al., 2018)
(J.J. Alcaraz-Espinoza et al., 2018) (F.A. da Silva Jr. et al., 2018)

4.3.2 Caracterizacao elétrica

Com este objetivo, a resposta elétrica de eletrodos poliméricos foi
caracterizada por espectroscopia de impedancia. Essa analise nos permitiu
estudar a influéncia dos al6tropos de carbono na resposta elétrica global dos
compdésitos usados como eletrodos. As partes real e imaginaria da impedancia
para diferentes amostras (PU/CNT/PPy, PU/PPy, SP/PPy e SP/Grap/PPy) séo
comparadas na Fig. 4.3a e b, respectivamente. Como podemos ver que a
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deposicéo direta de PPy em PU resulta em uma amostra com alta impedancia
(Z ' na ordem de 25 MQ) em uma baixa faixa de frequéncia. Quando comparado
com a amostra correspondente, mas com PPy depositado em PU/CNT, é
possivel identificar uma forte reducdo no nivel geral de impedéancia que atinge
valores na ordem de 25 kQ na regido de baixa frequéncia. Apesar desta forte
reducdo na impedancia (3 ordens de magnitude), foi anteriormente observado
que a polimerizacéo interfacial retorna compostos altamente condutores para
diferentes aplicacdes (R.M. Lima et al., 2018). Como podemos ver na Fig. 4.3a,
a impedancia de SP/PPy é da ordem de 120 Q. Como esperado, a polimerizagéo
interfacial de PPy em grafite resulta em amostras muito condutoras - como a
impedancia de SP/Grap/PPy é da ordem de 58 Q, representando o melhor nivel
de condutividade. Com base na relagdo de Kramers-Kronig (P. Agarwal et al.,
1995) (aplicada na parte real da impedancia para prever erros em dados
experimentais de parte imaginaria) é possivel confirmar que a variagdo minima
na parte real da impedancia induz uma variacéo desprezivel na parte imaginaria
da impedéancia - como pode ser visto na Fig. 4.3b - (caracteristica de amostras
altamente condutoras) - enquanto a alta impedancia da amostra PU/PPy é
seguida por um pico de relaxamento bem definido na parte imaginaria - Fig. 4.3b.
Para entender a forte variacdo do nivel de impedéancia nas amostras, € preciso

considerar as caracteristicas moleculares e morfolégicas de cada compaosito.

Fig. 4.3 Parte real (a) e parte imaginaria (b) da impedancia de eletrodos
(comparacédo de espectros na presenca e auséncia de camada ativa a base de
carbono): (SP/PPy e SP/Grap/PPy) e (PU/PPy e PU/CNT/PPy.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Em termos dos aspectos moleculares, como observado pela
espectroscopia Raman, os compositos produzidos pela metodologia interfacial
apresentaram maior concentracdo de portadores de carga (bipolarons) se
comparados aos in situ devido as caracteristicas particulares de sintese (agente
dopante e cinética de reacao).

4.3.3 Analise morfoldgica

Em relacdo aos aspectos morfolégicos, o método de polimerizacdo
interfacial produz filmes que facilitam o transporte de carga no nivel molecular
inter e intra. Em contraste, a porosidade intrinseca das esponjas e as
descontinuidades impedem o transporte da carga. Para obter uma melhor visdo
sobre as caracteristicas morfoldgicas dos compositos, exploramos as amostras
por MEV. Na Fig. 4.4a, é mostrada a efetiva dispersédo do grafite na lixa pela
metodologia abrasiva. O filme resultante apresenta uma superficie lisa que reduz
a rugosidade. A polimerizagdo interfacial de PPy na superficie de SP/Grap
resulta em uma fina camada polimérica uniforme sobre grafite com pequenos
agregados devido ao processo continuo de polimerizacdo (Fig. 4.4b). Os
agregados sao conformados por grédos de tamanho sub-micrométrico, o que é
tipico para PPy como apresentado na Fig. 4.4c.

Para amostras baseadas em PU, € possivel observar que a estrutura
porosa do poliuretano oferece uma alta area de superficie para deposicéo de
PPy. Como observado para amostras a base de lixa, a etapa inicial de
polimerizacdo cobre a superficie por uma camada fina de PPy, seguido por um
passo de crescimento de granulos de polimero condutor, como mostrado na Fig.

4.4 d, e e f - dispostos como agregados de graos.

Fig 4.4. Imagens do MEV de eletrodos (a) SP / Grap; (b) e (c) SP / Grap / PPy
com diferentes magnifcacdes; (d) eletrodo de poliuretano recoberto por uma fina
camada de PPy (e) e (f) agregados de PPy na camada de suporte PU / CNT.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Antes de realizar os ensaios antibacterianos, € importante analisar a
interacdo entre bactérias e compoésitos. Foram imersas amostras do compdsito
PU/CNT/PPy em meio de cultura bacteriana inoculado com S. aureus e E. coli
por 24 h a 37 °C. Na Fig. 4.5, apresentamos as micrografias de areas
selecionadas de amostras de PU/CNT/PPy expostas a bactérias S. aureus e E.
coli, onde é possivel identificar a estrutura densa de bactérias nas formas
plancténica e biofilmes (mostrada na Fig. 4.5a para S. aureus e Fig. 4.5b e c para
E. coli).

Fig. 4.5. Imagens de eletrodos PU/CNT/PPy cobertos por biofilmes de S. aureus
(@) e E. coli ((b) e (c)).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Para entender a interacdo entre polimeros e bactérias, deve-se considerar
a carga do PPy e das bactérias, que sdo positivas e negativas, respectivamente.
A origem da carga negativa em bactérias € um resultado da composi¢cao quimica
em sua membrana que contem proteinas e acidos teicéicos (A. El Jaouhari et
al., 2017) (A. Varesano et al., 2013) (M.A. Salam et al., 2017) (E. Ju et al., 2013)
(J. Upadhyay et al., 2015) (D.Q. Le et al., 2015) (S. Tokonami et al., 2012).
Entretanto, a carga catibnica do polimero € o produto de cadeias poliméricas
insaturadas balanceadas por um contra-anion, que da origem aos portadores de
carga polarons e bipolarons gerados durante a polimerizacao oxidativa do PPy.
Sob tais condi¢cdes, uma interacdo eletrostatica entre 0os componentes
ocorre e provoca uma possivel ruptura da membrana externa e citoplasmatica,
resultando na morte celular (F. Siedenbiedel et al., 2012). No entanto, como a
interacao eletrostatica ndo é seletiva, outras espécies idnicas presentes no meio
de cultura ou excretadas pelas células mortas poderiam formar complexos, que
contribuem para a incrustacdo da superficie do PPy. Dessa maneira, 0
desenvolvimento de um biofilme é possivel, uma vez que a maioria das espécies
adsorvidas fornece locais de ligacéo especificos para proteinas de superficie de
células plancténicas (C. Blaszykowski et al., 2014), como na maioria das
superficies antibacterianas nao-lixiviantes (S.B. Lee et al., 2004).
Portanto, é razoavel supor que, ao controlar o estado de oxidagcéao do PPy,
seja possivel melhorar sua atividade antibacteriana. A este respeito, uma forma
exata de controlar o estado de oxidacao € atravées da aplicagdo de um campo

eléctrico externo de modo a estabelecer um estado oxidado ou reduzido. Para
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estudar o efeito do campo elétrico na atividade antibacteriana do PPy, foram
utiizados dois eletrodos idénticos. Entdo, estabelecemos uma célula
eletroquimica imergindo esses eletrodos em um meio de cultura a uma distancia
fixa e aplicamos trés diferentes niveis de campo elétrico com uma fonte de
tensdo (V=0V), (V=1V)e (V=2YV), realizando duas séries diferentes de
ensaios qualitativos e quantitativos. Os ensaios qualitativos consistiram na
determinacdo dos halos de inibicdo em funcédo do tipo de compdsito e da
resisténcia do campo elétrico, enquanto experimentos quantitativos implicaram
a contagem de células viaveis em funcdo do campo elétrico composto e do
tempo de acdo do campo externo.

O voltamograma correspondente de SP/Grap/PPy (a amostra mais
condutora) em solucéo salina é apresentado na Fig. 4.6, na qual € comparada a
resposta do eletrélito em diferentes tensdes (0-1V - Fig. 4.6a e 0—2 V - Fig. 4.6b)
na presenca de E. coli (10® UFC) - com correspondentes tenséo de 0-1 V - Fig.
4.6¢ e 0-2V - Fig. 4.6d. Esse resultado é esperado para uma célula simétrica a
medida que os picos de oxidacdo e reducdo dos respectivos eletrodos de PPy
Sao superpostos, um comportamento tipico de PPy em eletrélitos neutros como
solucéo salina. Por outro lado, ndo observamos nenhum processo irreversivel
associado a hidrélise da agua ou oxidacdo de qualquer componente. Este fato
pode estar associado a resisténcia intrinseca dos eletrodos de PPy e a
separacao entre eles na configuracao celular que permitiu uma sobretensdo em

todo o circuito.

Fig. 4.6. Voltamogramas de eletrodos de SP/ Grap/ PPy em solucdo salina a
diferentes taxas de varredura (10 mV/ s, 20 mV/ s e 50 mV/ s) para solucéo salina
pura em diferentes tensées (0-1 V - a e 0-2 V - b) e na presenca de E. coli (108

CFU) - com correspondentes tensdo de 0-1V -ce 0-2V - d.
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.3.4 Anéalises antibacteriana

4.3.4.1 Tempo de morte de S. aureus e E. colicomOV,1Ve2V.

Para quantificar a atividade antibacteriana dos eletrodos e a influéncia do
campo elétrico no processo global, a contagem de coldnias viaveis foi fornecida
para amostras incubadas a 37 °C por 24 h em meio liquido ap6s o estimulo de
campo elétrico em diferentes intervalos de tempo (Omin <t <300min). Na Fig.
4.7a e ¢, mostramos a influéncia de eletrodos no niumero de UFC de E. coli e S.
aureus na auséncia de campo elétrico. Como esperado, verificou-se atividade
antibacteriana insignificante na resposta de suporte (PU). Além disso, uma
invariancia na UFC foi observada para a amostra de PU/PPy na escala de tempo
de 300min. No entanto, o sistema PU/CNT/PPy retornou um numero reduzido de
células de E. coli vidveis em torno de 240 min (ver Fig. 4.7a), caracterizando uma
aplicacdo promissora como agente antibacteriano. Os experimentos

correspondentes com S. aureus seguiram 0 mesmo comportamento, mas o
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composito PU/CNT/PPy exibiu um tempo mais curto de 180min (ver Fig. 4.7c).
Com base nesses achados, analisamos a resposta do eletrodo mais promissor
(PU/CNT/PPYy) sob influéncia de diferentes niveis de campo elétrico. As curvas
da Fig. 4.7b e d confirmam que o limite para a atividade antibacteriana é em
funcdo do campo elétrico, uma vez que o tempo necesséario para inibir o
crescimento bacteriano € reduzido para 60min para E. coli (V =2V) e 30min para
S. aureus (V = 2V).

Fig. 4.7 (a) Coldnias remanescente de E. coli em fung¢édo do tempo de tratamento
com PU, PU/PPy e PU/CNT/PPy na auséncia de campo elétrico; (b) Influéncia
de campo elétrico nas coldnias remanescentes de E. coli tratadas com
PU/CNT/PPy em crescente tensao; (c) Colbnias remanescente de S. aureus em
funcéo do tempo de tratamento com PU, PU/PPy e PU/CNT/PPy na auséncia de
campo elétrico; (d) Influéncia de campo nas colonias restantes de S. aureus

tratadas com PU/CNT/PPy em aumento de tenséao.
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Os resultados dos ensaios correspondentes realizados com os eletrodos
de lixa confirmaram uma atividade antibacteriana menor ou nula para
SP/Grap/PPy e SP/PPy contra E. coli (Fig. 4.8a) e S. aureus (Fig. 4.8c) na
auséncia de campo elétrico. Apesar desses resultados, estabelecemos o
eletrodo SP/Grap/PPy como a amostra mais adequada a ser explorada em
associacdo com o campo elétrico, devido as suas propriedades elétricas
superiores (menor impedancia dos eletrodos). Os resultados na Fig.4.8b e d
correspondem a atividade de SP/Grap/PPy sob um campo elétrico contra E. coli
e S. aureus, respectivamente. Foi observado que a tensao de pelo menos 2V é
necessaria para atingir um tempo limiar antibacteriano da ordem de 150 min para
E. coli e 60 min para S. aureus. Este fato pode estar associado a baixa
impedancia do SP/Grap/PPy que favorece uma alta corrente na célula durante o

tratamento.

Fig. 4.8. (a) Colonias remanescente de E. coli em funcéo do tempo de tratamento
com SP/PPy e SP/Grap/PPy na auséncia de campo elétrico; (b) Influéncia de
campo nas coldnias remanescentes de E. coli tratadas com SP/Grap/PPy em
tensao crescente; (c) Colbnias remanescente de S. aureus em funcéo do tempo
de tratamento com SP/PPy e SP/Grap/PPy na auséncia de campo elétrico; (d)
Influéncia de campo nas colbnias remanescentes de S. aureus tratadas com

SP/Grap/PPy no aumento da tensao.
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Fonte: Elaborada pela autor

Para se ter uma ideia melhor de seu valor, medimos a resisténcia geral da
célula com ambos os compdsitos em reatores - na auséncia de bactérias. A
célula com SP/Grap/PPy revelou um valor de 4.80 kQ enquanto a célula
PU/CNT/PPy atingiu um valor na ordem de 7,94 kQ. A diferente atividade exibida
pelos compdsitos é racionalizada pela morfologia de cada compdsito.

Os compésitos de esponja de PU possuem uma area superficial maior que
a area limitada de SP/Grap/PPy, consequentemente uma maior quantidade de
PPy e muito acesso para 0 meio aquoso. Em relagéo a eficicia contra bactérias,
0s compositos PPy exibiram um melhor desempenho contra bactérias Gram-
positivas, que podem estar associadas a auséncia de membrana externa que

simplifica a inativagéo.

4.3.4.2 Testes de disco difusdo

Os ensaios qualitativos (halos de inibicao) foram realizados para amostras

de PU/ CNT/ PPy e SP/ Grap/ PPy aplicadas contra S. aureus e E. coli em funcéo
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da intensidade de campo elétrico. Os resultados estdo resumidos na Fig. 4.9.
Em geral, o diametro do halo de inibicdo cresce com o aumento da forca de
campo (0 V/cm < E <0.5 V/cm), estabelecendo uma dependéncia da resposta do
campo, esse comportamento € comum para compostos e bactérias. No entanto,
o didametro do halo aumentou apenas para o anodo (PPy oxidado), enquanto no
catodo permanece quase inalteravel como na auséncia de campo elétrico. Pode
ser associado a diferentes mecanismos; no entanto, o grau de oxidacédo do PPy
parece desempenhar um papel importante devido a um fornecimento constante
de cargas positivas. Em contrapartida, o estado reduzido do polimero permite
um contato minimo com bactérias, neste caso, espera-se que as células
bacterianas (espécies carregadas negativamente) sejam afastadas do catodo
em resposta a forcas eletrostaticas e aceleradas em direcdo ao anodo.
Consequentemente, facilita 0 acesso de espécies negativamente carregadas em
direcdo a superficie do PPy, melhorando sua atividade antibacteriana, com
posterior ruptura e morte celular bacteriana. Além disso, espécies difusivas sao

aceleradas na direcdo oposta, favorecendo o aumento do halo de inibig&o.

Fig. 4.9 Halos de inibicdo de SP/Grap/PPy (a) e PU/CNT/PPy (b) contra S.

aureus e E. coli sob acéo do campo elétrico.

Fonte: Elaborada pelo autor

Um aspecto importante a ser relatado aos sistemas poliméricos

antibacterianos acionados eletricamente refere-se a modulag&o no estado redox
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resultante. Se considerado um ensaio eletroquimico com eletrodos simétricos de
polimeros condutores imersos em um eletrolito, € possivel controlar o grau de
oxidacao/ reducdo dos eletrodos. Neste caso, 0s anions migram para o anodo
para compensar a oxidacdo da cadeia polimérica, enquanto os cations séo
transportados para o catodo para preservar o equilibrio de carga. Supde-se que
o PPy e as bactérias (com uma membrana carregada negativa) podem formar
um complexo eletrostatico de maneira semelhante aos polimeros catiénicos. A
carga catidnica associada ao PPy esté diretamente relacionada ao seu estado
oxidado e deslocalizada em vérias unidades monoméricas. A carga positiva pode
estar presente na forma de cations radicais (polarons) ou dication (bipolarons).
Assim, as espécies catidnicas podem ser moduladas eletroquimicamente pela
aplicacdo de um viés de tensdo capaz de reduzir ou oxidar o PPy e
consequentemente aumentar suas propriedades antibacterianas. Em um reator
eletroquimico contendo bactérias e eletrodos de PPy, as células dispersas de
bactérias tendem a ser progressivamente atraidas para a superficie do anodo
que fornece locais renovaveis para a transferéncia de elétrons bacterianos. Além
disso, contra-ions da estrutura polimérica migram em dire¢cao ao cétodo, criando
halos de inibicdo dependentes do campo elétrico. Do ponto de vista discutido, €
razoavel supor que, controlando o estado de oxidacdo do PPy, € possivel
melhorar a sua atividade antibacteriana.

Mecanismos tipicos de atividade antibacteriana de alguns materiais séo
baseados em processos disruptivos de membrana ((A.J. Mason et al., 2006) (Y.
Wu et al., 2016), nos quais a interacdo de bactérias e material afeta a integridade
da membrana e causa a lise bacteriana, provocando o vazamento de
componentes intracelulares. A integridade das paredes celulares pode ser
mapeada por microscopia eletrénica de transmissao ou por técnicas alternativas
(como a técnica de absorcdo UV-vis) que explora a absorcdo de luz de
componentes liberados de células em particular, a regido UV (na faixa de 200—
300nm) recebe atencao especial devido as caracteristicas de pico de absorcao
de DNA/RNA (260nm / 280nm) (J.d.A. Barbosa et al., 2019) e proteinas (185—
320nm) (S. Prasad et al., 2017).

Com base nisso, medimos a solucdo salina bacteriana antes e apos o
tratamento através de UV-Vis na regido para identificar a presenca de

componentes intracelulares apos o tratamento de bactérias com campo elétrico
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(SP/ Grap/ PPy sob potencial de 2V por 2h). Os resultados apresentados na Fig.
4.10 confirmam a presenca de componentes intracelulares apos o tratamento
(por comparacéo com o controle negativo - solucao salina e solu¢do bacteriana

nao tratada) - pico caracteristico a 280 nm.

Figura 4.10 Espectro de UV-Vis para E. coli apés tratamento de 2 V
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Fonte: Elaborada pelo autor

Esses resultados séo evidéncias diretas de que os mecanismos de inibicao
bacteriana sdo baseados no rompimento da membrana, seguido pela liberacao

de componentes intracelulares para a solucao.

4.3.4.3 Atividade antibiofilme

Outro ponto a ser abordado refere-se a influéncia dos eletrodos nas
propriedades de adesao do biofilme. Para avaliar a influéncia das camadas
ativas (PPy/CNT e Grap/PPy) na formacdo de biofiime (eletrodos e reator)
comparamos 0 % de adeséo de biofilme em eletrodos e reator com os efeitos
resultantes de eletrodos puros. Os resultados na Fig. 4.11 revelam que a
incorporacao de compositos baseados em PPy afeta positivamente a formacao
de biofilme sobre eletrodos (apenas se observa variagdo insignificante em
termos de experimento de controle para biofilmes de E. coli no sistema PU/CNT/

PPy) - em todos os outros sistemas, foi observado o aumento da concentragéo
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de biofilme. Isso reflete a carga positiva geral de eletrodos e a interacao

eletrostatica de microrganismos em direcdo a sua superficie.

Fig. 4.11 Aumento da aderéncia relativa do biofilme em eletrodos e reatores em

relacdo ao grau de formacao de biofilme em eletrodos puros (poliuretano e lixa).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Para confirmar esta hipotese, foi realizada a contagem de E. coli viavel em
eletrodos de SP/Grap/PPy apoés o tratamento (2V por 2h). Os valores observados
foram 125 UFC dispostos em eletrodo positivo enquanto 12 UFC foram dispostos
em eletrodo negativo. Por outro lado, esse processo favorece um forte efeito
inibitério da formacao de biofilme no reator, chegando a uma redu¢éo na ordem
de 90% para o S. aureus. Esses valores negativos confirmam que as
propriedades antibiofilmicas sdo vantagens adicionais para compdsitos
baseados em PPy.

O efeito antibacteriano intrinseco dos eletrodos € ativado pela interacéo
eletrostatica entre PPy e bactérias, favorecendo a reducdo na formacdo de
biofilme nas paredes do reator, enquanto baixo campo elétrico controla o nivel
de oxidacdo do PPy e melhora a atividade antibacteriana dos eletrodos

resultantes.
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CAPITULO 5

Conclusdes e perspectivas
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Através dos estudos da atividade antibacteriana do polipirrol desenvolvida
nesta tese, provamos através de todos os ensaios realizados que o polipirrol é
um forte candidato no tratamento de doencas causadas por Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae. Os resultados obtidos para
todas as amostras revestidas com PPy foram eficientes na morte de bactérias
gram positivas e gram negativas.

Resultados referentes ao tempo de morte do PPy soluvel para Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae mostraram-se promissores
para o desenvolvimento de novos dispositivos produzidos a base de
nanoparticulas de PPy, visto que com menos de 1 min ndo houve o crescimento
de colbnias remanescentes. Este processo €é favorecido pela interacao
eletrostatica estabelecida entre as nanoparticulas de polipirrol e a parede celular
bacteriana, causando a lise celular e consequentemente e morte da bactéria.

A eficiéncia da incorporacdo do PPy em dispositivos vestiveis (lencos de
EDGT, esponjas de poliuretano e fibras de algoddo) com o objetivo de serem
aplicados como um agente antibacteriano foi investigada nesse trabalho. A
incorporagao do polipirrol em matrizes de EDGT/PEO mostraram-se eficientes
na limpeza de placas de metal contaminadas com Staphylococcus aureus
reduzindo significativamente a UFC. O uso do material eletrofiado favorece a
distribuicdo homogénea do polimero ao longo da matriz e melhora a atividade
devido aos sitios ativos disponiveis para adsorcéao fisica de bactérias (dispostas
na superficie), podendo desta forma serem utilizadas na limpeza em superficies
hospitalares, higienizacdo cirargica e curativos. Ja a incorporacao do polipirrol
em matrizes de poliuretano revestidas com nanotubos de carbono revelaram ser
importantes para o desenvolvimento de novos materiais multifuncionais, como
protétipos de curativos e detectores de movimento humano com propriedades
antibacterianas contra S. aureus, E. coli e K. pneumoniae. E a partir do
revestimento do fio de algod&o com nanotubos de carbano e polipirrol foi possivel
o desenvolvimento de uma linha condutora que pode ser aplicada como um
dispositivo vestivel com capacidade antibacteriana contra S. aureus.

Sendo o polipirrol um polimero condutor, provamos que seu potencial
antimicrobiano € aumentado quando aplicamos baixas tensdes (1V e 2V),
utilizando como eletrodo esponjas de PU dopadas com CNT e PPy e lixas de

papel com grafite e PPy, em bactérias gram positivas (S. aureus) e gram
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negativas (E. coli). Estes resultados s&o precedentes para o desenvolvimento de
dispositivos biomédicos baseados em polimeros eficientes que empregam
tratamento elétrico e para o desenvolvimento de tratamentos inovadores para a
remocao de bactérias.

Como perspectivas desse trabalho é necessario para aplicacdes bioldgicas
a realizacdo dos testes de toxicidade do PPy solavel jA que através dos
experimentos realizados as nanoparticulas de PPy mostraram total eficiéncia
contra as bactérias testadas. Revelando um grande potencial para o
desenvolvimento de dispositivos e medicamentos a base de PPy.

Os proximos estudos referentes ao efeito bioelétrico do PPy em bactérias
€ variar da tensdo aplicada entre 1 V e 2 V em esponjas de PU/CNT/PPy
avaliando a tensdo minima aplicada na inibicdo de biofiimes de S. aureus

crescidos em materiais biologicos.
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ABSTRACT: Wearable and antibacterial porous devices are
promising new multifunctional materials with a wide range of
applications in wound dressing and human motion monitoring
systams. The depasition of carbon nanotubes and polypyrrole
coating on conventional elastomers (palyurethane) is a single-
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rasulting porous material provides direct detection of simple
movaments from human joints [knee, finger, and elbow) and
intrinsic antibacterial activity against Staphylococcus aureus,
Klabsiella pneumnoniae, and Escherichia coli. © 2018 Wiley Peri-
adicals, Inc. J. Polym. Sci., Part B: Polym. Phys. 2018, 00, 000~
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ABSTRACT: Multifunctional wearable electronic textiles
based on interfacial polymerization of polypyrrole on carbon
nanotubes/cotton fibers offer advantages of simple and low-
cost materials that incorporate bactericidal, good electro-
chemical performance, and electrical heating properties. The
high conductivity of doped polypyrrole/CNT composite
provides textiles that reaches temperature on order of 70 °C
with field of 5 V/cm, superior electrochemical performance
applied as electrodes of supercapacitor prototypes, reaching
capacitance in order of 30 F g™' and strong bactericidal activity
against Staphylococcus aureus. The combination of these
properties can be explored in smart devices for heat and
microbial treatment on different parts of body, with
incorporated storage of energy on textiles.
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ABSTRACT.- Pires L.C,, Freire N.B,, Fernandes AW.C., Souza R.ES,, Silva Jr EA.G., Oliveira H.P.
& Costa M.M. 2018. [Influence of polypyrrole and salinity levels on biofilm formation
in Aeromonas spp.]. Influéncia do polipirrol e dos niveis de salinidade na formacio de
biofilme em Aeromonas spp. Pesquisa Veterindria Brasileira 38(8):1528-1536. Laboratério de
Microbiologia e Imunologia Animal, Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, Rodovia
BR-407 Km 12, Lote 543, Projeto de Irrigacdo Nilo Coelho, C1, Petrolina, PE 56300-000,
Brazil. E-mail: isabellecpires@hotmail.com

Bacteria of the genus Aeromonas are highly disseminated pathogens in the aquatic
environment, responsible for great economic losses in the pisciculture of several countries.
They are opportunistic microorganisms and their pathogenicity is linked to some virulence
factors, such as biofilm formation. Saline stress is one of the factors that favor the formation of
these colonies and, consequently, the increase of infections. These infections, when associated
with biofilm, are even more resistant to antimicrobials. In this context, polypyrrole stands
out as an antimicrobial alternative because it has several therapeutic attributes and does not
present toxicity to organisms. Thus, the objective of this study was to evaluate the susceptibility
profile and the biofilm formation capacity of Aeromonas spp. associated with different levels of
salinity and polypyrrole. The antibacterial activity of the isolates was determined and motility
assays were performed with bacteria bearing the fla gene. The ability of sodium chloride and
polypyrrole to interfere with biofilm formation has also been demonstrated. The results were
evidenced with scanning electron microscopy. Concentrations of 2 and 3% of NaCl inhibited
bacterial motility. In the biofilm formation, 83% of the bacterial isolates induced production
at the concentration of 0.25%. Polypyrrole caused the death of all the isolates tested at the
concentration of 125ug/mL. In addition, this compound decreased bacterial motility at
concentrations of 0.25 to 3%, and no biofilm was produced. These results show that the different
levels of NaCl influence in the formation of the biofilm favoring the persistence of the infection.
This study also highlighted the potential of polypyrrole as a bactericidal agent, being an effective
alternative to antimicrobial drugs for the treatment of infections caused by Aeromonas spp.

INDEX TERMS: Biofilm, Aeromonas spp., gene fla, motility, pisciculture, aquiculture, polymer, resistance,
bacterioses.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywards: The adhesion of pathogenic bacteria in medical implants and surfaces is a health-related problem that requires
Paolypyrrode sirong inhibition against bacterial growth and attachment. In this work, we have explored the enhancement in
e the antibacterial activity of metal free-based composites under external electric field. It affects the oxidation
B‘_’Clgﬂa] inacsheation. degree of polypyrrole-based elecirodes and consequently the antibacterial activity of the material. A conductive
Biofilm layer of carbon nanotubes (graphite) was d ited on porous sul of polyurethane (sandpaper) and cov-

ered by polypyrrole, providing highly conductive electrodes characterized by intrinsic antibacterial activity and
reinforced by electro-enhanced effect due to the external electric field. The bacterial inhibition of composites
was monitored from counting of viable cells at different voltage/time of treatment and determination of biofilm
inhibition on electrodes and reactors. The external voltage on electrodes reduces the threshold time for complete
bacterial inactivation of PPy-based compesites to values in order of 30 min for Staphylococcus gurews and 60 min
for Escherichia coli.
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