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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana, causada pela utilizacdo de antibiéticos, é causa
de grande preocupacdo para a saude de toda a populagcdo mundial. A perda de
eficacia de medicamentos convencionais acaba por levar casos de infeccdo a terem
um maior nivel de complicacdes e de fatalidade, de modo que € necessario buscar
NovosS meios para evitar esta resisténcia, com alternativas ao uso de antibiéticos, e,
também, combater os micro-organismos ja resistentes. Desta maneira, com base na
existéncia da eficacia de certos polimeros na atuacdo contra fungos e bactérias, este
trabalho apresenta um estudo de trés diferentes sinteses do polipirrol (PPy) para
aplicacdo em filmes de poli(acido lactico) (PLA) com o objetivo de inibir o
crescimento bacteriano de Staphylococcus aureus e o crescimento fangico de
Candida albicans. As sinteses consistiram em alterar a dopagem do PPy a fim de
verificar sua influéncia na inibicdo do crescimento dos micro-organismos, havendo
sido preparados PPy sem dopagem, PPy dopado com acido p-toluenossulfénico (p-
TSA) e PPy dopado com nanoparticulas de prata (AgNP). Todos os polimeros
sintetizados e filmes preparados passaram por caracterizacfes através de andlises
instrumentais, como andlise termogravimétrica (TGA), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), difracdo de raios X (XRD) e espectroscopia de infravermelho de
refletancia total atenuada com transformada de Fourier (ATR-FTIR), apresentando
0s resultados caracteristicos esperados. Os filmes testados apresentaram resultados
de inibicdo da adesao tanto para C. albicans quanto para S. aureus, entretanto é
inconclusiva a atividade do PPy para este fim, sendo necessarios mais estudos para

sua confirmacao.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, polipirrol, poli(acido lactico), biopolimeros,

antibacteriano, antifangico.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance, caused by the use of antibiotics, is an issue of great
concern for the health of the entire world population. The loss of efficacy of
conventional drugs ends up leading cases of infection to have a higher level of
complications and fatality, so it is necessary to look for new ways to avoid this
resistance, with alternatives to the use of antibiotics, and to fight already resistant
microorganisms. Thus, based on the existence of the efficacy of certain polymers in
acting against fungi and bacteria, this work presents a study of three different
polypyrrole (PPy) syntheses for application in polylactic acid (PLA) films in order to
inhibit bacterial growth of Staphylococcus aureus and the fungal growth of Candida
albicans. The syntheses consisted of altering the doping agents of PPy in order to
verify its influence in inhibiting the growth of microorganisms, having been prepared
PPy without doping, PPy doped with p-toluenesulfonic acid (p-TSA) and PPy doped
with silver nanoparticles (AgNP). All synthesized polymers and prepared films
underwent  characterizations  through instrumental analyzes, such as
thermogravimetric analysis (TGA), differential scanning calorimetry (DSC), X-ray
diffraction (XRD) and attenuated total reflectance Fourie transform infrared
spectroscopy (ATR-FTIR), presenting the expected characteristic results. The tested
films showed adhesion inhibition results for both C. albicans and S. aureus, however
PPy activity for this purpose is inconclusive, and further studies are needed to

confirm it.

Keywords: antimicrobial activity, polypyrrole, polylactic acid, biopolymers,
antibacterial, antifungal.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - ComposiCA0 dOS filMES. .....coovviiiiiiiiiiii e 23
Tabela 2 - Massas de mondmero utilizadas, dos produtos das reacbes e de PPy
obtido para cada método e rendimento das reacgoes. .........ceeevvveeerviriiiiieeeeeeeeeiiinn, 30

Tabela 3 - Perdas de massa dos polimeros sintetizados e respectivas temperaturas

COM Maior taxa PErda d€ MASSA. .....cceeeeeieeeee e 30
Tabela 4 - Angulo de surgimento dos PICOS NA XRD. ........cccceeeieeeeeeieeeeeeeeeeieenns 33
Tabela 5 - Relacdo entre os numeros de onda dos picos de cada composto. .......... 35

Tabela 6 - Espessura média (EM) dos filmes e desvio padrao (DP) das medidas....39
Tabela 7 - Perdas de massa dos filmes preparados e suas respectivas temperaturas
com maior taxa de Perda d€ MASSA. ......ccceeveeeeeeeee e 40

Tabela 8 - Valores obtidos para Tg € Tm a partir dos dois ciclos de aquecimento das

analises de DSC para 0s filmes preparados. .............uuviiiiiieeiiiieeiciee e, 44
Tabela 9 - Custos dos materiais para as sinteses dos PPy. .........ccccocceiiiiiiiinnee, 49
Tabela 10 - Custos de produGao dos filMeS. ........ouueiiiiiiiii e 50

Tabela 11 - Custos dos equipamentos para a producao dos filmes............cccccooo... 50



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Provavel mecanismo de reacao de polimerizagdo do pirrol. ..................... 15
Figura 2 - Metodologias empregadas para a obtencao do polimero polipirrol com trés
diferentes dOPANTES. .......cooiiiiiie e e e e e e e e 27

Figura 3 - Meio reacional do produto de M3 apoOs cinco dias de reag¢do. Em

destaque, a presenca de pequenos agregados de particulas de prata. .................... 28
Figura 4 - Aglomerados de PPy/AgNP com prata incrustrada...............ccccccuvvveennnnnnne 29
Figura 5 - Termogramas de TGA para 0s polimeros sintetizados. .................ccceeeens 31

Figura 6 - Padrdes comparativos de XRD para os polimeros (a) PPy/FeCls, (b)

PPY/P-TSA € (C) PPY/AGNP ......uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb eeeanenees 32
Figura 7 - Termogramas obtidos por DSC de para os dois ciclos de aquecimento (C1
e C2) das amostras de PPy/p-TSA € PPY/AGNP ..., 34
Figura 8 - Espectros de infravermelho dos polimeros PPy/FeCls, PPy/p-TSA e
Y e N1 =TT 35
Figura 9 - Imagens dos primeiros filmes de (a) HEC-PPy/FeCls e (b) PLA-PPy/FeCls
Preparados COMO LESTES. ....ciiiiiiiiiei e e ee e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeeeanaann s 37

Figura 10 - Imagens dos filmes apds a evaporacdo do solvente e secagem em

estufa: (a) M2 PLA10, (b) M2 PLA25 € (C) M2 PLABO..........cccccceeerereeseeseneeneeenans 38
Figura 11 - Termogramas dos filmes M2 PLAL10 € M2 PLA25. ........ccccvvvvviiviiiniininnns 40
Figura 12 - Termograma dos filmes PLA branco € PLA+SPAN. ........cccccceiiiiiiiiennnnns 41
Figura 13 - Comparacado entre os termogramas de DSC para os ciclos 1 e 2 dos
filmes (a) PLA branco e (b) PLA+SPAN, respectivamente. ...........ccccvvvvveeveiiieieeeennnn. 42

Figura 14 — Termogramas de DSC do segundo ciclo de aquecimento para os filmes
contendo (a) PPy/FeCls e (b) PPy/p-TSA em comparacdo ao PLA+SPAN, isento de

P Py . et e e et e e e et e e e e b et e e e e b e e e e e e anreeeas 44
Figura 15 - Comparagéo entre os espectros de infravermelho obtidos por refletancia
total atenuada entre 0s filmes PLA € PLA+SPAN. .......ooovviviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 45

Figura 16 - Comparacdo entre os espectros de infravermelho para os filmes
contendo a) 10 mg de PPy, b) 25 mg de PPy e ¢) 50 mg de PPy obtidos pelos
diferentes MEtodos de SINESE. .....ccoeeiiiieieeee e 46
Figura 17 - Resultados do ensaio de inibicdo da adeséo bacteriana da S. aureus...47

Figura 18 - Resultados do ensaio de inibicdo da adeséo fungica de C. albicans......48



LISTA DE ABREVIATURAS

AgNP: nanoparticulas de prata
APS: persulfato de amodnio
PHA: polihidroxialcanoatos
PLA: poli(acido lactico)

PPy: polipirrol

p-TSA: acido p-toluenossulfénico



LISTA DE SIGLAS
Cl:ciclo 1
C2: ciclo 2
DP: desvio padrao
DSC: calorimetria exploratéria diferencial
EM: espessura média
FTIR: espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
HEC: hidroxietil celulose
INPI: Instituto Nacional da Propriedade Industrial
LB: Luria Bertani
M1: método 1
M2: método 2
M3: método 3
OMS: Organizacdo Mundial da Saude
SAMR: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
SDS: dodecil sulfato de sédio
Tg: temperatura de transigéo vitrea
TGA: analise termogravimétrica
Tm: temperatura de fuséo
UFC: unidades formadores de colonia
UV: ultravioleta

WIPO: Wolrd Intelectual Property Organization



Sumario

RS0 ] 510070 T 10
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 11
2.1 Resisténcia antimicrobiana: situacao atual e alternativas......................... 11
2.2 Atividade antimicrobiana de polimeros ......cccoovveeeiiiiiiiiiii e 13
2.2.1 POlIMEros CatiBNICOS ........ccuuuiiiiiiiieaee it 14
2.2.1.1 Polipirrol como agente antimicrobiano ... 14
2.2.1.2 Dopagem do PPy e seu efeito na atuacao contra bactérias................ 16

3 IMPACTO TECNOLOGICO ..ottt 17
A OBJIETIVOS . ...t e et e e e e et e e e e et e e e e eaba e eaaees 19
4.1 ODJELIVO GEIAI ...uuiiiiiiiiiiiiiiiiiitit ettt 19
4.2 ODjetivoS @SPECITICOS ..ot 19

S METODOLOGIA ..ot e e e e e e et e e e e e a e e e eena e eeees 20
5.1 IMAEETTAIS ...ttt ettt e e e e e e et e e e e e e e e r e e e e e e e e e nan 20
5.2 SINtESE O PPY ... 20
5.2.1 Método 1 - FECIZ.6H20 (ML) ...uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiieesieneennnnnnnnnennnennnnes 20
5.2.2 MEtOAO 2 = APS/P-TSA (M2) ..vovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee s e en oo en e 21
5.2.3 Método 3 - AQNOZ/SDS (M3) ...t 22

5.3 Preparo dos filmes de PLA ... 23
5.4 CaraCteriZAGOES .....coeviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 24
5.4.1 ESPessura dos filMES .........uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
5.4.2 Analise termogravimetrica (TGA) ...coooiiiiiiieiieeee e 24
5.4.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) ...........uuuveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennns 24

5.4.1 Espectroscopia de infravermelho de refletancia total atenuada com
transformada de Fourier (ATR-FTIR) ....ccoiiiiiiii e 25

5.4.2 Difrag@o de raioS X (XDR) ...uuuuuiiiieieiiieiiii e 25

5.4.3 Atividade antibDaCteriana ... c..cn e 25



5.4.4 Atividade antiflngiCa .........cuuvviiiiiiieiiiiiiiieecee e 26

6 RESULTADOS E DISCUSSAO ......coiiiiiiisisieisisesisisis st 27
6.3 Sintese e caracterizaGao dO PPY .........uuiiiiiiiiiiiiiieieeee e 27
6.3.1 Observacdes referentes as reaChes. ..........uueeiieeeiiiiiiiiiiiieee e 27
6.3.2 RendimentO das MEAGOES ..........uuuuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiibiiiiiebe e 29
6.3.3 Analise termograViMEtriCa . ........eveeeeeeeeeeeiice e e e 30
SRS B = Tor= o o [N = 10 1S 31
6.3.5 Calorimetria exploratoria diferencial .............cocoevvvvviiiiiiiiiie e 33

6.3.6 Espectroscopia de infravermelho de refletancia total atenuada com

transformada d& FOUIEI .........uuiiiiiiiiiii e 34
6.4 Preparo e caracterizagdo dos filmes.......ccccovvvviiiiiiiiiieee 36
6.4.1 Testes iniciais e preparo dos filMeS ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 36
6.4.2 ESPessura dos filMES ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 38
6.4.3 AnAlise termMOgraVviMetriCa ........cuuiieeiiiiiiiiiiiieee e e e 39
6.4.4 Calorimetria exploratOria diferencial .............cccccoooiiiiiiiiiiiiii e, 41

6.4.5 Espectroscopia de infravermelho de refletancia total atenuada com

transformada d& FOUIEI ..........eiiiiiiiiiiie e 45
6.4.6 Atividade antiDacterian@...........ccoeieeiiiiiiiiiiiiiiee e 46
6.4.7 Atividade antiflnNgiCa .............uuiiiiieiiiiieeice e 48
T CU ST O Lottt e et e e e e e e e e e ern e aaee 49
8 CONCLUSOES ..ottt 51

REFERENCIAS ... ettt 52



10

1 INTRODUCAO

Com a utlizacdo de antibitticos, inclusive de forma incorreta ou
desnecessaria, tem havido um crescente aumento da resisténcia de micro-
organismos patégenos a estes agentes antimicrobianos. Este aumento de
resisténcia causa, dentre outras consequéncias, o0 aumento de casos fatais de
infeccbes em todo o planeta. Desta maneira, torna-se imprescindivel a busca por
novos meios de combate a micro-organismos, tanto para evitar 0 aumento da
resisténcia microbiana quanto para desenvolver a capacidade de combate a micro-

organismos j4 resistentes.

Alguns dos possiveis meios de combate a micro-organismos incluem a
utilizacéo de polimeros. Entéo, partindo-se do principio da existéncia da eficacia de
alguns polimeros catiénicos como bactericidas e agentes antibiofilme, procurou-se
preparar filmes poliméricos contendo diferentes quantidades de um polimero
cationico: o polipirrol (PPy). Para a selecao da base do filme foram efetuados alguns
testes e, devido a sua disponibilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade foi

selecionado o poli(acido lactico) (PLA).

Os polimeros preparados através de diferentes métodos, bem como os filmes,
foram caracterizados fisico-quimicamente através de analises instrumentais, como
infravermelho (IV) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Ainda, os filmes
foram submetidos a testes microbiologicos a fim de verificar sua eficiéncia na

inibicdo do crescimento de micro-organismos selecionados.

Os filmes de PLA/PPy preparados atuariam como uma barreira fisica para
micro-organismos em lesdes cutaneas e/ou em embalagens de produtos, com o PPy
sendo responsavel pela atividade antimicrobiana e antibiofilme, auxiliando no
combate a micro-organismos resistentes, evitando o uso de antibiéticos e a

propagacao de infeccoes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resisténcia antimicrobiana: situacao atual e alternativas

Os antibidticos sdo um recurso precioso capaz de visar especificamente as
infecgOes bacterianas. Desde a descoberta acidental da penicilina, em 1928, os
antibiéticos tém sido designados como "medicamentos milagrosos”, ajudando a
salvar centenas de milhdes de pessoas. Atualmente, o uso de antibioticos é bastante
amplo e engloba quase todos os aspectos da nossa sociedade, incluindo os
cuidados de saude, a industria alimenticia e a agricultura. Isto torna dificil imaginar
um mundo desprovido de substancias tdo fundamentais (Hall, 2020). No entanto, as
bactérias continuam a desenvolver mecanismos de resisténcia ao uso de
antibioticos. A resisténcia antimicrobiana foi classificada como uma das dez maiores
ameacas a saude mundial (ARANDA, 2019). Em um estudo realizado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em vinte e dois paises, as bactérias
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae e Salmonella spp foram as que, mais comumente, apresentaram
resisténcia a antibiéticos (OMS, 2018). As bactérias resistentes a antibiéticos,
também conhecidas como superbactérias, sao responsaveis pela morte de cerca de
700 mil pessoas por ano e estima-se que em 2050 este nimero possa chegar a
10 milhGes de mortes anuais (WILLYARD, 2017). Ainda, a S. aureus resistente a
meticilina (SAMR) é a bactéria causadora de infec¢bes da pele mais comum nos
Estados Unidos (DHAR, 2019).

Outro cenério que causa preocupacao esta relacionado a doencas causadas
por fungos, as quais ameacam néo apenas o fornecimento mundial de alimentos,
mas também sao responsaveis por milhares de infeccées em humanos, tanto nos
paises em desenvolvimento como nos desenvolvidos (XUE, 2020). As doencas
fungicas variam muito em gravidade, desde relativamente pequenas infeccdes da
pele e das mucosas, a severas infecgdes com risco de vida que afetam multiplos
orgaos. Sintomas de doencas fungicas sao muitas vezes semelhantes aos de outras
infecgdes, resultando ndo s6 em atrasos no diagnastico e tratamento, mas também
em despesas médicas desnecessarias (Benedict, 2019). Nos Estados Unidos,

estima-se um custo de U$ 7,2 bilhdes com despesas médicas relacionadas a
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doencas fungicas. Dentre as espécies de fungos mais comuns a afetarem a salde
humana podem-se citar as do tipo Candida, Cryptococcus e Aspergillus.
Particularmente, o fungo Candida albicans é bastante conhecido como um “parceiro”
intrinseco da microbiota humana. Entretanto, este mesmo micro-organismo também
€ um agente primario causador de infecgbes na corrente sanguinea e que podem
ameacar a vida de um paciente. Assim como para as bactérias, fungos também
podem desenvolver resisténcia a antifingicos, como € o caso de algumas espécies
de Candida de géneros diferentes das albicans que estdo apresentando niveis

preocupantes de resisténcia as drogas utilizadas atualmente (XUE, 2020).

O surgimento de micro-organismos resistentes esta muito relacionado ao uso
indevido e/ou incompleto de medicamentos que os combatem, como antibidticos,
antifiingicos, antivirais ou antiparasiticos. Como resultado, estes agentes patdgenos
irdo gradualmente se adaptando a estes compostos e, por fim, adquirindo resisténcia
a eles. Além disso, os efeitos destes compostos sdo apenas temporarios, sendo
requisitadas novas aplica¢des para a manutencéo do efeito (Rai, 2009). No intuito de
reduzir a utilizagcdo e dosagem de antimicrobianos, se faz necessario encontrar
novas alternativas que possam atuar de forma antecipada no combate a estes
micro-organismos, a fim de evitar que adquiram resisténcia aos tratamentos mais

eficazes conhecidos atualmente.

Alguns exemplos que vém sendo estudados séo as utilizacbes de anticorpos
(PALLIYIL et al., 2014), de probidticos, de vacinas (KOTZAMPASSI,
GIAMARELLOS-BOURBOULIS, 2012) e, para o caso de prevencéao e tratamento de
infecgbes cutaneas, de filmes poliméricos na forma de curativos. Estes materiais
podem atuar na liberacdo controlada de medicamentos incorporados ao polimero
(KENAWY et al., 2002a) ou mesmo como principio ativo, como no caso de polimeros
modificados ou eletrofiados (KENAWY; ABDEL-FATTAH, 2002) e também de alguns
polimeros catibnicos, como a quitosana (MATICA et al., 2019).

Além do combate a infec¢Bes ja instaladas, em um mundo onde todos os
tipos de produtos podem chegar a qualquer lugar, existe também uma preocupacao
com a propagacéo de microbios através de bens e produtos. Desta maneira, torna-
se importante diminuir o crescimento microbiano em equipamentos e produtos,

principalmente em alimentos embalados. Dois dos métodos mais amplamente
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pesquisados neste sentido sdo os filmes e os revestimentos poliméricos.
(OGUNSONA et al., 2020).

2.2 Atividade antimicrobiana de polimeros

Agentes antimicrobianos poliméricos, quando comparados a outros meios de
prevencéao e tratamento de infec¢bes cutadneas, possuem algumas vantagens, como
serem ndao-volateis, ndo permearem a pele e serem, de maneira geral,
guimicamente estaveis. Ainda, eles oferecem a possibilidade de aumentar a
eficiéncia de alguns agentes antimicrobianos ja existentes e, desta maneira, tém
sido vistos como uma alternativa a tratamentos convencionais para certos tipos de
infeccbes (KENAWY et al., 2002a; KENAWY; WORLEY; BROUGHTON, 2007).

Uma das maneiras mais convencionais para a utilizacdo de polimeros com
atividade antimicrobiana é em forma de filmes, e estes podem ser desenvolvidos
para diversas formas de atuacdo contra micro-organismos, sendo mais comumente
utilizados para a liberagdo controlada de medicamentos (drug delivery) (NOEL et al.,
2008), sofrendo a adicdo de algum componente, como nanoparticulas de prata
(AgNP), que seja capaz de inibir o desenvolvimento de bactérias (KRASNIEWSKA;
GALUS; GNIEWOSZ, 2020) ou tendo suas caracteristicas alteradas para que atuem

diretamente no combate as infec¢des, como o PLA eletrofiado (Bl et al., 2020).

Dentro desta perspectiva, o PLA vem sendo largamente estudado, tanto no
meio académico quanto no meio industrial, como estabilizador e carregador de
varios tipos de moléculas. Como exemplo para utilizacdo na area da medicina, tem-
se a membrana de PLA contendo carvacrol, que tem a capacidade de reduzir a
producado dos biofilmes de S. aureus e de C. albicans em até 90 % apds exposi¢cao
de 144 h (SCAFFARO et al., 2018). A reducéao dos biofilmes é importante, pois cerca
de 80 % das infec¢des no corpo humano lhes sdo associadas, além de que tém a
funcdo de proteger os micro-organismos neles presentes, tornando-os de 10 a 1.000
vezes mais resistentes a agentes antimicrobianos do que suas contrapartes
planctdénicas (DAVIES, 2003; MAH et al., 2003).

Também tem ganhado evidéncia a aplicacéo de filmes de PLA com atividade
antimicrobiana para embalagens de alimentos (SCAFFARO et al., 2018), ja tendo
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sido demonstrada a efichcia de filmes de PLA contendo Proallium® contra
Enterobacteriaceae, bactérias aerobias, leveduras e mofos em alfaces (LLANA-
RUIZ-CABELLO et al., 2016).

2.2.1 Polimeros catidnicos

Sendo que muitos tecidos biologicos sdo sensiveis a estimulos e campos
elétricos, os polimeros condutores tém chamado a atencdo para varias aplicacdes
nas areas da biologia e da medicina. Alguns exemplos sdo a utilizacdo para
engenharia de tecidos, proteses neurais, biossensores (GUIMARD; GOMEZ,;
SCHMIDT, 2007) e tratamento de lesbes cutaneas (KHAN et al., 2020). Ainda, como
meio de evitar a formacao de biofilmes, tém sido estudados diversos compostos de
carater catidnico, dentre eles surfactantes (SIMOES; PEREIRA; VIEIRA, 2005),
peptideos (DIAZ et al., 2016) e polimeros (KHAN et al., 2020).

Além da possibilidade de evitar e combater a formacdo de biofilmes,
polimeros catibnicos podem também atuar na eliminacdo de bactérias plancténicas
(TAKAHASHI; NADRES; KURODA, 2017). O modo de atuacdo de polimeros
cationicos para a eliminacdo de agentes microbianos segue as seguintes etapas
elementares (KENAWY et al., 2002b):

a) Adsorcao a superficie da célula bacteriana;

b) Difusdo através da parede da célula,

c) Ligacdo a membrana citoplasmética

d) Ruptura da membrana citoplasmatica;

e) Liberagéo dos constituintes do citoplasma, como DNA e RNA,;

f) Morte da célula.

2.2.1.1 Polipirrol como agente antimicrobiano

O PPy possui cargas positivas em sua cadeia principal, sendo classificado
como um polimero catidénico (LI; BAI; SHI, 2009). Dentre os polimeros condutores
com ligacdes duplamente conjugadas recentemente estudados, ele tem chamado
atencdo devido a facilidade da sua sintese, boa estabilidade ao ambiente e
condutividade mais alta que de muitos outros polimeros condutores (CHOUGULE et
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al., 2011). Além destas caracteristicas, sua citocompatibilidade o torna também um
dos biomateriais mais pesquisados (GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007).

A sintese do PPy, com seu mecanismo genericamente representado na
figura 1, ocorre através da polimerizacdo oxidativa do pirrol (LI; BAI; SHI, 2009),
podendo ser efetuada com a utilizacdo de diversos agentes oxidantes e em
diferentes meios. Uma das maneiras mais comuns de preparo em laboratdrio € em
meio aquoso com a utilizacdo de cloreto férrico (FeCls) como oxidante, podendo ser
utiizado também um tensoativo, como o P123 (RAYNALD et al.,, 2019).
Alternativamente, podem ser empregados agentes oxidantes como o persulfato de
amonio (APS) (ALVA et al., 2016) e o nitrato de prata (AgNO3s) (KIANI; NOURIZAD;
NOSRATI, 2018; LIU et al., 2015).

Figura 1 - Provavel mecanismo de reac¢éo de polimerizacdo do pirrol.
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Em meio as aplicacbes do PPy na area bioldgica esta a sua potencial acéo
antimicrobiana, que tem sido estudada na forma de revestimentos tanto para
tecidos, chegando a uma eficacia de 100 % na eliminacdo de bactérias (SANCHEZ
RAMIREZ et al., 2019; VARESANO et al., 2013), como para outros materiais, como
0 aco carbono. Neste Ultimo caso o revestimento polimérico, além da funcao

bactericida, induz a uma maior resisténcia a corrosdo (NAUTIYAL et al., 2018).

A atuacdo do PPy como bactericida se da, provavelmente, através do
mecanismo comum aos polimeros catiénicos citado anteriormente (SANCHEZ
RAMIREZ et al., 2019).

2.2.1.2 Dopagem do PPy e seu efeito na atuacéo contra bactérias

Além da utilizacdo em sua forma original, o PPy pode ser dopado a fim de
alterar suas propriedades, incluindo a eficiéncia contra micro-organismos (LIU et al.,
2015). Um dos exemplos mais amplamente estudados é a dopagem com acido p-
toluenossulfénico (p-TSA), que pode ser realizada durante polimerizagcdo oxidativa
atraves da utilizagdo de APS como agente oxidante, formando o sistema PPy/p-TSA
(ALVA et al., 2016). Outro exemplo de dopagem do PPy é com nanoparticulas de
prata (AgNP). Neste caso a polimerizacdo oxidativa ocorre com a utilizacdo de
AgNO3 como agente oxidante e o dodecil sulfato de sddio (SDS) como emulsificante,
formando AgNP durante a reacédo, tendo como resultado o PPy/AgNP, que
apresenta atividade bactericida contra a E. coli (KIANI; NOURIZAD; NOSRATI, 2018;
LIU et al., 2015).
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3 IMPACTO TECNOLOGICO

Polimeros com propriedades antimicrobianas ndo sdo uma novidade no
mercado, sendo produzidos por diversas empresas, como a francesa Novacel, que
produz um filme transparente de poliolefinas com eficiéncia microbicida de até dez
dias (NOVACEL, 2007), ou a SCS, dos Estados Unidos, que produz o revestimento
microRESIST® a base de parileno, principalmente utilizado em equipamentos
médicos (SCS, 2018). Apesar disso, estima-se que este mercado cresca de US$ 37
bilhdes em 2020 para US$ 60 bilh6es em 2025 (MARKETSANDMARKETS, 2020).

Outro mercado que tem crescido é o de polimeros biodegradaveis, com a
BASF, por exemplo, realizando e intensificando pesquisas neste ramo ha mais de
trinta anos (BASF, [s.d.]). Dois dos mais promissores destes polimeros sao 0s
polihidroxialcanoatos (PHA) e o PLA, havendo para este segundo uma capacidade
produtiva de mais de 360.000 t em 2019 e 2020 (JEM; TAN, 2020).

Com o objetivo do projeto de produzir um filme de PLA contendo um aditivo
com potencial antimicrobiano, realizou-se a pesquisa de patentes relacionadas a
este fim nas bases de dados INPI (Instituto Nacional da Propriedade Intelectual),
Derwent Innovation Index e WIPO (World Intelectual Property Organization)
Patentscope. Os termos buscados foram “poli(acido lactico) antimicrobiano”
(“antimicrobial polylactic acid”), “polipirrol antimicrobiano” (“antimicrobial polypyrrole”)

e “poli(acido lactico) polipirrol” (“polylactic acid polypyrrole”).

Na base INPI ndo foram encontrados resultados para nenhum dos termos
pesquisados. Ja as bases Derwent e WIPO apresentaram, respectivamente, 48 e 83
resultados para os termos “antimicrobial polylactic acid”, 0 e 3 resultados para
“antimicrobial polypyrrole” e 5 e 14 resultados para ‘polylactic acid polypyrrole”,
retornando esta Ultima pesquisa dois resultados considerados relevantes para este

trabalho:

1. CN109485888 - POLYLACTIC ACID-POLYPYRROLE COMPOSITE
ANTIBACTERIAL FILM AND PREPARATION METHOD THEREOF

2. CN109369941 - POLYLACTIC ACID-POLYPYRROLE/SILVER COMPOSITE
ANTIBACTERIAL FILM AND PREPARATION METHOD THEREOF
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A primeira patente é referente a um filme antibacteriano composto por PLA e
PPy, enquanto a segunda trata de um filme semelhante, mas com adicéo de prata,
ambos assuntos aqui abordados. Entretanto, como as patentes estdo em mandarim,

nao foi possivel verificar as semelhancas ou divergéncia com este trabalho.

Desta maneira, através da utilizagdo do PLA e do PPy, que séo dois materiais
pouco explorados em conjunto para este fim, visa-se a ampliagdo da gama de
possibilidades para o combate a infeccdes e propagacdo micro-organismos com a

utilizacéo de polimeros
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo central deste trabalho tecnoldgico é investigar se filmes produzidos
com poli(acido lactico) e contendo polipirrol em sua composicdo sdo capazes de

apresentar alguma atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias.

4.2 Objetivos especificos

a) A partir do objetivo central estabelecido, a primeira prioridade deste trabalho foi
sintetizar o polipirrol utilizando diferentes metodologias. Todas as sinteses foram
realizadas via polimerizacdo oxidativa do pirrol, empregando como reagentes
oxidantes o cloreto de ferro (Ill) hexahidratado (FeCls.6H20), persulfato de amdnio
(APS) em combinacdo com o &cido p-toluenossulfénico (p-TSA) e nitrato de prata
(AgNO3) em combinac¢éo com dodecil sulfato de sédio (SDS);

b) Caracterizacédo dos polimeros sintetizados;

c) Preparacéo e caracterizacéo dos filmes contendo PLA/PPy/FeCls, PLA/PPy/p-TSA
e PLA/PPy/AgNP;

d) Avaliacdo das propriedades antimicrobianas contra fungos e bactérias dos filmes
preparados.
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5 METODOLOGIA

5.1 Materiais

a) Acetona P.A., Anidrol;

b) Nitrato de prata P.A./ACS, Cennabras;

c) Agua deionizada;

d) Persulfato de aménio, Acros Organics;

e) Cloroférmio P.A., Synth;

f) Cloreto férrico hexahidratado P.A., Anidrol;

g) Pirrol 98 %, Sigma-Aldrich;

h) Poli(acido lactico) (PDLLA), Natural Works, Myw= 160.000 g.mol?;
I) Surfactante mono-oleato de sorbitol (SPAN 80), Sigma-Aldrich;

j) Acido p-tolueno sulfénico; Dinamica.

5.2 Sintese do PPy

5.2.1 Método 1 - FeClz.6H20 (M1)

O polipirrol (PPy) produzido por M1 consistiu na polimerizacdo oxidativa do
pirrol utilizando o FeCls.6H20 como agente oxidante, tendo como produto o
PPy/FeCls.

Para esta reacao foram solubilizados 0,967 g (14,4 mmol) de pirrol 98 % em
20 mL de agua deionizada e, separadamente, 7,2 g (26,6 mmol) de FeCls.6H20 P.A.
em 20 mL de agua deionizada. Sob agitacéo, a solucéo de pirrol foi vertida sobre a
solucdo de cloreto férrico. A formacdo do precipitado de PPy/FeCls foi imediata. O
meio reacional foi mantido sob agitacdo por 24 h & temperatura ambiente. Apos o
término da agitacdo, o precipitado e o sobrenadante obtidos foram transferidos para
um tubo conico tipo Falcon de 50 mL e centrifugados durante 10 min a 4.400 rpm em
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centrifuga (Hettich Universal 320). O sobrenadante foi descartado e ao tubo Falcon
foram adicionados aproximadamente 30 mL de &gua deionizada a 80 °C. Esta
suspensao de agua, polipirrol e residuos foi submetida a tratamento com ultrassom a
uma amplitude de 80 %, com pulsos on/off de 5 s, por um periodo de 2 min em um
ultrasonicador (Branson W-450D), a fim de desagregar as particulas de PPy/FeCls e
eliminar possiveis contaminantes presos entre elas. O tubo foi centrifugado
novamente nas mesmas condicdes e o sobrenadante foi descartado. O processo

lavagem com sonicacgao seguida de centrifugacéao foi repetido mais duas vezes.

A fim de eliminar possiveis resquicios de compostos organicos e auxiliar na
secagem do PPy/FeCls, o material foi submetido a lavagem com acetona P.A.
seguida de centrifugacdo (4.400 rpm por 10 min em centrifuga Hettich Universal
320) e descarte do sobrenadante por duas vezes. O produto obtido nesta reacao foi

submetido a secagem em estufa a 60 °C por 24 h.

5.2.2 Método 2 - APS/p-TSA (M2)

Com o objetivo de produzir o PPy dopado com p-TSA (PPy/p-TSA), utilizou-se
como oxidante o persulfato de potassio (APS) (ALVA et al, 2016). Foram
dissolvidos, separadamente, 0,677 g (10,1 mmol) de pirrol 98 % em 15 mL de agua
deionizada, 0,95 g (5,5 mmol) de p-TSA em 10 mL de agua deionizada e 1,14 g
(5,0 mmol) de APS em 10 mL de &gua deionizada. Cada uma das solucdes foi
borbulhada com fluxo de nitrogénio por um periodo de 5 min a fim de remover o

oxigénio dissolvido nelas.

Em um banho de gelo adicionou-se, sob agitacdo magnética, a solucdo de
p-TSA a solucao de pirrol e, lentamente, foi adicionada a solu¢cdo de APS ao meio
reacional, sendo notado em seguida o inicio da reacéo através da precipitacdo do
PPy/p-TSA. Este sistema foi mantido sob agitacdo durante 4 h a temperatura
ambiente. Ao final da reacdo, o precipitado e 0 sobrenadante obtidos foram
transferidos para um tubo cénico tipo Falcon de 50 mL, centrifugados (4.400 rpm por
10 min em centrifuga Hettich Universal 320) e o sobrenadante foi descartado. Com o
intuito de lavar o PPy/p-TSA obtido, adicionaram-se cerca de 30 mL de &gua
deionizada ao tubo cénico, que foi agitado manualmente e, novamente, centrifugado

nas mesmas condicdes, sendo descartado o sobrenadante. O processo de lavagem
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com &gua deionizada foi repetido mais duas vezes. A fim de eliminar possiveis
resquicios de compostos organicos e auxiliar na secagem do PPy/p-TSA, o material
foi submetido a lavagem com acetona P.A. seguida de centrifugacéo (4.400 rpm por
10 min em centrifuga Hettich Universal 320) e descarte do sobrenadante por duas
vezes. O produto obtido nesta reacdo foi submetido a secagem em estufa a 60 °C
por 24 h.

5.2.3 Método 3 - AgNO3/SDS (M3)

Para a sintese do PPy/AgNP utilizou-se como agente oxidante o proprio
AgNOs, e, a fim de emulsificar o meio reacional, foi utlizado o tensoativo
dodecilsulfato de sédio (SDS) (BOBER et al., 2014).

Dissolveram-se 5,8 g (31,14 mmol) de AgNO3 em 20 mL de agua deionizada
e, separadamente, 1,00 g (14,5 mmol) de pirrol e 0,2 g (0,7 mmol) de SDS em 10 mL
de agua deionizada. A solugdo de AgNOs foi submetida a um banho de gelo e
mantida sob agitacdo, enquanto adicionava-se lentamente a ela a solucdo de
pirrol/SDS. O meio reacional foi mantido sob agitacéo, protegido da luz e em banho
de gelo por quatro horas e, em seguida, mantido a temperatura ambiente, ainda

protegido da luz, por cinco dias.

O precipitado e o sobrenadante obtidos foram transferidos para um tubo
conico tipo Falcon de 50 mL, centrifugados (4.400 rpm por 10 min em centrifuga
Hettich Universal 320) e o sobrenadante foi descartado. Adicionaram-se cerca de
30 mL de agua deionizada a 80 °C ao tubo contendo o precipitado e este sistema foi
sonicado por 2 min a uma amplitude de 80 %, com pulsos on/off de 5s em um
ultrasonicador (Branson W-450D), com o objetivo de desagregar as particulas de
PPy/AgNP e remover possiveis resquicios de impurezas presos entre elas. Apos a
sonicacdo, o tubo foi centrifugado (4.400 rpm por 10 min em centrifuga Hettich
Universal 320) e o sobrenadante descartado. O processo de adi¢cdo de agua quente
seguido de sonicacéao e centrifugacdo foi executado mais duas vezes. O precipitado
foi, por duas vezes, lavado com acetona P.A. e centrifugado (4.400 rpm por 10 min),
com posterior descarte do sobrenadante, a fim de eliminar possiveis resquicios de
compostos organicos e auxiliar na secagem do PPy/AgNP. O produto obtido desta
reacao foi submetido a secagem em estufa a 60 °C por 24 h.
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5.3 Preparo dos filmes de PLA

Todos os filmes foram preparados através da técnica de solvent casting, que
consiste na dissolucao do polimero constituinte do filme em um solvente apropriado
juntamente com os demais aditivos, sua transferéncia para um molde e a
evaporacao do solvente, formando um filme ou alguma forma geométrica (LIAO et
al., 2002). A base para a preparacao dos filmes foi constituida de 5 % (m/v) de PLA
e 1 % (m/v) de mono-oleato de sorbitol (SPAN 80), como emulsificante e plastificante

(GIRDTHEP et al., 2011), em relagcé&o ao volume de solvente utilizado.

A nove tubos tipo Falcon de 50 mL foram adicionados 1,5 g de PLA e 30 mL
de cloroférmio P.A, sendo a oito deles adicionados também 300 mg de SPAN 80.
Procedeu-se a dissolucdo do PLA no solvente com leve aquecimento e, apos,
adicionou-se a cada um dos tubos a quantidade definida de PPy, conforme a
tabela 1. Como o polipirrol ndo é soluvel em cloroférmio, obteve-se uma suspenséao

deste polimero no solvente contendo o PLA e o SPAN 80.

Tabela 1 - Composicao dos filmes.

Filme PPy Quantidade (mg) Polisorbato 80
PLA branco - - N&o
PLA+SPAN - - Sim
M1 PLA10 PPy/FeCls 10 Sim
M1 PLA25 PPy/FeCls 25 Sim
M1 PLA50 PPy/FeCls 50 Sim
M2 PLA10 PPy/p-TSA 10 Sim
M2 PLA25 PPy/p-TSA 25 Sim
M2 PLA50 PPy/p-TSA 50 Sim
M3 PLA50 PPy/AgNP 50 Sim

Cada um dos tubos com adicdo de PPy foi sonicado (amplitude de 80 % e
pulsos on/off de 5s por 2 min em equipamento ultrasonicador Branson W-450D) a
fim de melhor dispersar o polimero, insolivel no meio. O conteudo dos tubos foi,
entdo, vertido sobre placas de Petri de cerca de 13 cm de diametro. Este processo
foi seguido da lenta evaporacdo do solvente a temperatura ambiente, resultando na
formacdo dos filmes. A fim de remover alguma quantidade remanescente de

solvente, todos os filmes foram também secos em estufa a 50 °C por 24 horas.
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5.4 Caracterizacdes

5.4.1 Espessura dos filmes

A espessura dos filmes foi medida em triplicata em trés posicdes aleatorias,
utilizando micrdometro Mitutoyo IP65. Foi calculada a média aritmética das trés
medidas, bem como seu desvio padrédo, a fim de determinar a espessura de cada

filme.

5.4.2 Andlise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi utilizada para verificar o padrdo de
degradacdo térmica tanto do polipirrol obtido através dos métodos M1, M2 e M3,
guanto dos filmes preparados, além de verificar a composicdo aproximada das
amostras. Esta analise consistiu no acondicionamento de cerca de 5 a 10 mg de
cada amostra de PPy (M1, M2 e M3) e entre 10 mg a 15 mg de cada amostra de
filme em um porta-amostra de platina. As corridas foram realizadas com uma taxa de
aquecimento de 20 °C min, de 25°C a 800 °C, com fluxo de nitrogénio. Todas as

analises foram realizadas em equipamento Q50 TGA (TA Instruments).

5.4.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Todos os filmes e polimeros sintetizados foram caracterizados por DSC em
um equipamento modelo Q20 DSC (TA Instruments). Os polimeros de polipirrol
foram analisados em panelas de aluminio herméticas, enquanto que os filmes
preparados foram analisados em panelas de aluminio padrdo. Cada amostra,
consistindo de 5 mg a 10 mg, foi submetida a dois ciclos de aguecimento, variando
de -40°C a 180 °C para os filmes e de -40 °C a 200 °C para os PPys puros, com

rampa de aquecimento/resfriamento de 20 °C min- e sob fluxo de nitrogénio.
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5.4.1 Espectroscopia de infravermelho de refletancia total atenuada com
transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Os filmes e os polimeros PPy/FeCls, PPy/p-TSA e PPy/AgNP foram
caracterizados através de espectroscopia ATR-FTIR em aparelho modelo Nicolet
6700 com numero de varreduras de 64 vezes, resolucdo de 4 cm™?, no modo ATR
equipado com cristal de germanio. As varreduras ocorreram na janela de 4.000 cm

a 700 cm™.

Previamente a analise em FTIR, os filmes foram prensados a uma
temperatura de 180 °C e a uma pressao de 20 kN para diminuir sua espessura e
melhorar o sinal do equipamento. Ja os polimeros obtidos através de M1, M2 e M3
foram dispersos em brometo de potassio, macerados em gral de agata e,
posteriormente, compactados em placas a fim de possibilitar a leitura da

transmitancia.

5.4.2 Difracéo de raios X (XDR)

As analises de difracdo de raios X foram realizadas em equipamento Rigaku
Ultima IV operando com tubo de Cu e Ka-médio. As varreduras ocorreram em um
angulo 26 de 5 ° a 80 °. Foram analisados somente os polimeros PPy/FeCls, PPy/p-

TSA e PPy/AgNP, tomando-se amostras de cerca de 10 mg de cada um deles.

5.4.3 Atividade antibacteriana

A bactéria S. aureus ATCC 25923 foi cultivada em caldo Luria Bertani (LB) a
37 °C, pelo periodo da noite. A partir deste cultivo foi preparada uma suspensao
bacteriana em caldo LB que foi padronizada em espectrofotdometro a 600 nm em
0,5 na escala McFarland (1,5 x 108 unidades formadoras de coldonias/mL), obtendo
uma densidade Optica entre 0,08 e 0,1. Os filmes foram esterilizados em luz
ultravioleta (UV) dentro de fluxo laminar vertical por 15 minutos cada lado. Os filmes
foram incubados com 1 mL da suspenséo bacteriana por 24 horas a 37 °C, incluindo
dois brancos, um deles contendo apenas PLA e o outro contendo PLA e SPAN 80.
Além disso, foi realizado um controle sem a presenca do filme. O experimento foi

realizado em triplicata. Apés o tempo de incubacao, os filmes foram retirados do
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meio de cultura de forma asséptica e foram transferidos para 2 mL de solugdo salina
estéril (cloreto de sodio 0,85 %). Os filmes em solucdo salina foram submetidos a
banho ultrassom por 5 minutos para promover a liberacdo das bactérias aderidas ao
filme. A solucéo salina contendo as bactérias foi diluida seriadamente com salina em
placas de 96 pocos (20 pL da suspenséo e 180 pL de salina) e as diluigcbes foram
plagueadas em &gar LB até diluicdo 108. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas e as colbnias foram contabilizadas para a determinacdo das Unidades

Formadoras de Coldnia por mL.

5.4.4 Atividade antifungica

A levedura C. albicans C022 foi utilizada para o ensaio antifingico. C.
albicans foi cultivada em caldo Sabouraud a 28 °C, pelo periodo da noite. A
suspensao da levedura foi quantificada em camara de Neubauer em microscépio
optico, sendo preparada uma suspensdo com 10% células por mL. Os filmes foram
esterilizados da mesma forma descrita acima e incubados a 28 °C por 24 horas. Os
filmes foram também submetidos a sonicacdo apds o término da incubacdo e as
diluicdes (até 10%) foram plagueadas em &gar Sabouraud por 24 h a 28 °C. As
unidades formadoras de colonia por mL foram determinadas da mesma forma
descrita acima. Os protocolos foram baseados em (MARTINELLI et al., 2017), com

adaptacodes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3 Sintese e caracterizacdo do PPy

6.3.1 Observac0Oes referentes as reacdes

A sintese do polipirrol foi realizada utilizando trés metodologias distintas. A
partir do pirrol, diferentes oxidantes foram usados a fim de se obter polimeros
estruturalmente semelhantes, mas diferindo na dopagem (contra ions) de cada um
(Figura 2). Como este trabalho visa investigar a possivel propriedade antimicrobiana
do polipirrol, trés dopagens diferentes foram realizadas a fim de verificar se

diferencas nestas propriedades poderiam ser identificadas.

Figura 2 - Metodologias empregadas para a obtencéo do polimero polipirrol com trés
diferentes dopantes.
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As reacdes realizadas com os métodos M1 e M2 apresentaram formacao
imediata de PPy, evidenciada pelo pronto surgimento de um sélido de coloragéo
escura no meio reacional. Ja a reacdo do M3 néo teve este mesmo comportamento,
apresentando turbidez com particulados de aspecto metalico apés a combinacéo
dos reagentes e permanecendo inalterada pelas quatro horas iniciais do processo
em que o0 meio reacional foi mantido sob agitacdo e em banho de gelo. Depois de
cinco dias na auséncia de luz e a temperatura ambiente, sem agitacao, foi possivel
observar a formacao de um precipitado preto semelhante ao M1 e ao M2, além de

se notar particulas de prata dispersas no meio, conforme figura 3.

Figura 3 - Meio reacional do produto de M3 apo6s cinco dias de reacdo. Em
destaque, a presenca de pequenos agregados de particulas de prata.

Ainda, o produto da reacdo segundo M1, apés sofrer lavagem somente com
agua a temperatura ambiente seguida de lavagem com acetona P.A., apresentou
uma massa cerca de cinco vezes superior a esperada. Desta maneira procedeu-se a
lavagem com utilizacdo de 4gua a 80 °C seguida de sonicacao, a fim de desagregar
as particulas de PPy/FeCls que, porventura, aprisionassem impurezas em seu
interior e facilitar a dissolucdo e remocao destas impurezas. Como medida de
precaucéao, realizou-se o mesmo procedimento para a lavagem do PPy/AgNP obtido

através de M3.
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Apbs a secagem, o produto PPy/FeCls apresentou-se na forma de um poé
preto e fino, sem aglomerados aparentes; ja o produto PPy/p-TSA apresentou-se
como um po preto com alguns aglomerados chegando a cerca de 3 mm; e o produto
PPy/AgNP apresentou-se como um po fino e preto com alguns aglomerados

contendo particulas de prata visiveis, que sao observadas na figura 4.

Figura 4 - Aglomerados de PPy/AgNP com prata incrustrada.

6.3.2 Rendimento das reacdes

Como é apresentado na tabela 2, a quantidade de produto obtido das reacdes
foi maior do que a quantidade de mondmero adicionada ao meio reacional em M1 e

M3. O rendimento expresso na tabela foi calculado através da equacéo 1

mono

R(%) = x 100 % @)

pol

onde Mmono € @ massa do monémero medida antes de sua dissolu¢gdo em agua, Mpol
€ a massa de PPy ap0s os processos de lavagem e secagem e R(%) € o rendimento
da reacdo em porcentagem.
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Tabela 2 - Massas de mondmero utilizadas, dos produtos das reacdes e de PPy
obtido para cada método e rendimento das reacoes.

Método Pirrol (g) Produto (g) PPy (g) Rendimento (%)

M1 0,9670 0,9724 0,9724 100
M2 0,6769 0,6194 0,6194 91
M3 0,9670 4,0836 0,49 50

Para M3, como o objetivo era produzir um polimero contendo AgNP, era
esperada a obtencdo de um produto com massa superior a massa de mondémero
utilizada. Entdo, para calcular o rendimento da reacdo de polimerizagdo deste
método, utilizou-se como base o resultado da TGA do PPy/AgNP, que indica que
este composto apresenta aproximadamente 12 % de PPy e 88 % de prata. Desta
maneira, tem-se que a massa total de PPy contida no PPy/AgNP é de
aproximadamente 0,49 g. Como nao houve indicios de presenca de ferro para M1 na
andlise de DRX, se considerou que este composto ndo estava presente no produto
PPy/FeCls.

6.3.3 Andlise termogravimétrica

As amostras de polipirrol sintetizadas foram submetidas a analises de
termogravimetria a fim de determinar seu perfil de degradacéo térmica, bem como
ter algum indicio de sua composicao. Na figura 5 é possivel visualizar o perfil de

degradacédo térmica para os polimeros sintetizados.

Na tabela 3 sdo apresentados os valores de perda de massa e temperaturas de

degradacdo média para as amostras de polipirrol.

Tabela 3 - Perdas de massa dos polimeros sintetizados e respectivas temperaturas
com maior taxa perda de massa.

_ Perda de massa (%) T (°C)
Analito

Primeira Segunda Terceira | Primeira Segunda Terceira
PPy/FeCls 6,66 15,55 31,69 52,1 326,6 617,1
PPy/p-TSA 4,69 17,74 46,37 51,6 282,7 663,2
PPy/AgNP 1,17 3,41 8,53 83,8 232,2 672,6
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Figura 5 - Termogramas de TGA para os polimeros sintetizados.
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Em todos os polimeros foram observados trés eventos de degradacao
térmica, conforme evidenciado tanto pela figura 5 quanto pelos dados da tabela 3. A
primeira perda de massa presente nos trés polimeros € atribuida a presenca tanto
do solvente acetona, usado para a lavagem final dos polimeros, quanto & presenca
de umidade. A partir de cerca de 220 °C passa a ocorrer a degradacao da cadeia do
PPy. Acima desta temperatura (> 290 °C) inicia-se o processo de decomposi¢cao das
unidades de polipirrol, liberando C, H e N (BATOOL et al., 2012).

Devido a alta quantidade de prata presente no PPy/AgNP é possivel verificar
sua menor perda de massa em relacdo ao PPy/FeCls e ao PPy/p-TSA. A partir do
termograma, figura 5, infere-se que a quantidade do polimero no PPy/AgNP é de
cerca de 12 %, ja desconsideradas as presencas de umidade e solventes, sendo 0s
outros 88 % constituidos de particulas de prata.

6.3.4 Difracéo de raios X

Em razdo da dificuldade de solubilizagdo do polimero polipirrol para a
realizacdo de analises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, as amostras

sintetizadas foram submetidas a analises de raios-X a fim de se obter um
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comparativo com dados da literatura. Na figura 6 sdo apresentados os padrbes de

raios-X para os polimeros sintetizados.

Figura 6 - Padrdes comparativos de XRD para os polimeros (a) PPy/FeCls, (b)
PPy/p-TSA e (c) PPy/AgNP.
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Conforme pode ser observado na figura 6, é possivel verificar a presenca de
um pico alargado referente ao PPy por volta de 26=24°, o que era esperado com
base em dados observados em trabalhos publicados (ALVA et al., 2016; BATOOL et
al., 2012). A presenca deste pico alargado indica que o polipirrol ndo possui arranjos

cristalinos, ou seja, trata-se de um polimero amorfo.

Conforme observado na figura 6 e expresso na tabela 4, para a amostra
PPy/AgNP podem-se notar os picos caracteristicos de AgNP devidos aos planos de
reflexdo (111), (200), (220) e (311) (EL-SAYED et al., 2019), indicando sua presenca

no composto analisado.
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Tabela 4 - Angulo de surgimento dos picos na XRD.

Angulo (°) PPy/FeCls  PPy/p-TSA  PPy/AgNP

261 10,05 22,54 24,35
262 24,55 15,1 38,05
263 - 17,8 44,25
20% - 26,15 64,35
20° - 30,4 77,35

Por fim, ndo foi possivel determinar a origem dos picos estreitos presentes na
amostra PPy/p-TSA.

6.3.5 Calorimetria exploratdria diferencial

O comportamento térmico dos diferentes polipirréis sintetizados foi avaliado
por DSC. De acordo com Yussuf e colaboradores (YUSSUF et al., 2018), a fusdo do
PPy ocorre por volta de 280 °C e sua temperatura de transicao vitrea (Tg) € de cerca
de 90 °C.

Conforme apresentado na figura 7, ndo foi possivel identificar a T4 para
nenhuma das amostras analisadas, em ambos os ciclos de aquecimento. Além
disso, para as amostras PPy/p-TSA e PPy/AgNP foram identificados dois picos
endotérmicos durante o primeiro ciclo de aquecimento, entre 170-185 °C, os quais
nao estado presentes no segundo ciclo. Este resultado nos leva a afirmar que este
evento térmico ndo corresponde a fusdo do polimero, mas possivelmente a
presenca de algum contaminante nao identificado. Para que fosse possivel verificar
a temperatura de fusdo dos polimeros, seria necessario elevar a temperatura final da
analise, o que nao pode ser realizado em funcdo da limitacdo de uso do

equipamento de DSC.
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Figura 7 - Termogramas obtidos por DSC de para os dois ciclos de aquecimento (C1
e C2) das amostras de PPy/p-TSA e PPy/AgNP.
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As curvas de DSC do PPy/FeCls ndo estéo representadas, pois a amostra nao

manifestou qualquer transicdo em nenhum dos ciclos.

6.3.6 Espectroscopia de infravermelho de refletdncia total atenuada com

transformada de Fourier

Observando-se 0s espectros sobrepostos dos polimeros sintetizados
(figura 8) nota-se a existéncia de diferencas entre os espectros dos produtos dos
trés métodos de sintese do PPy, principalmente do PPy/AgNP em relacdo aos

outros dois.
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Figura 8 - Espectros de infravermelho dos polimeros PPy/FeCls, PPy/p-TSA e

PPy/AgNP.
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Entretanto, ao serem comparadas as bandas, conforme a tabela 5, € possivel

verificar que a maior parte delas é encontrada nos trés produtos.

Tabela 5 - Relacdo entre os nimeros de onda dos picos de cada composto.

Bandas de FTIR (cm™)

Grupo

PPy/FeCls PPy/p-TSA PPy/AgNP

709 - 727 C—H dobramento
780 785 787 C—-H dobramento
892 856 909 C=C dobramento
964 964 967 C=C dobramento
1039 1028 1038 C—H dobramento
1169 1158 1171 C—N estiramento
1298 1304 1293 C—N estiramento
1449 1448 1480 C—N estiramento
1546 1541 1548 C=C estiramento
1697 1700 1686 Nao identificado

2015 2018 - Nao identificado

- - 2120 Nao identificado

2337 - 2372 Nao identificado

3342 - 3293 N—H estiramento

Fonte: (MERCK, 2019)
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A aparente grande diferenca das bandas do PPy/AgNP em relagdo ao
PPy/FeCls e ao PPy/p-TSA se deve, provavelmente, a uma perda de resolugéao
causada pela pequena massa de PPy nele presente, ja que foi tomada uma amostra
de cerca de 10mg de cada produto, mas o PPy/AgNP continha somente

aproximadamente 12 % de polimero.

Ademais, é importante ressaltar que estdo presentes em todos os compostos
as bandas caracteristicas do PPy, sendo por volta de 1545 cm™ a banda referente
ao estiramento C=C, por volta 1450 cm? e 1170 cm™ as bandas referentes ao
estiramento C-N, por volta de 1035 cm™? as bandas referentes ao dobramento
angular C—H, e por volta de 960 cm?, as referentes ao dobramento angular C=C do
anel do pirrol (DA SILVA et al., 2016), indicando que todas as sinteses tiveram

sucesso em obter o produto de interesse.

6.4 Preparo e caracterizacao dos filmes

6.4.1 Testes iniciais e preparo dos filmes

Os testes iniciais consistiram na producéo de filmes com hidroxietil celulose
(HEC) em &gua com a adicdo do PPy e de filmes de PLA em cloroférmio com a
adicdo do PPy, mas sem a utilizacéo do plastificante SPAN 80, ambos através do
método de solvent casting. Como pode ser observado na figura 9, estes testes nao
apresentaram bons resultados, ocorrendo ma dispersdo do PPy em ambos o0s
filmes, sendo no filme de HEC a ocorréncia de heterogeneidade excessiva com
acumulos pontuais e no filme de PLA, a decantacao do PPy.
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Figura 9 - Imagens dos primeiros filmes de (a) HEC-PPy/FeCls e (b) PLA-PPy/FeCl3s

preparados como testes.

Com base nestes resultados, optou-se por adicionar o SPAN 80 aos filmes, o
gue melhorou a dispersédo do PPy no PLA, mas impossibilitou a produgéo do filme
de HEC devido ao excesso de espuma formado em razdo da presenca deste
emulsificante. Assim, o trabalho continuou apenas com a preparagao de filmes de
PLA.

Os filmes de PLA foram, entdo, preparados com composi¢coes de PPy de
10mg, 25mg e 50mg e 5% m/v de PLA. Ainda foi investigada a variacdo da
guantidade de SPAN 80 adicionada, sendo testadas solugbes com 0,5% m/v,
1% m/v e 2% m/v. Contudo, o filme que apresentou melhor dispersdo do PPy no
PLA foi aquele contendo 1 % m/v de SPAN 80, desta maneira, sendo definida a
quantidade de plastificante a ser incorporada a todos os filmes que seriam

produzidos.

Na figura 10 podem ser visualizados alguns dos filmes preparados e utilizados

nos ensaios que serao discutidos a seguir.
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Figura 10 - Imagens dos filmes apés a evaporacdo do solvente e secagem em
estufa: (a) M2 PLA10, (b) M2 PLA25 e (c) M2 PLASO.

Como pode ser observado na figura acima, a medida em que foram
incorporadas quantidades maiores de polipirrol os filmes adquiriram tonalidades
mais escuras. A excecdo foi o filme M3 PLA50 que apresentou um aspecto
semelhante as amostras M1 PLA10 e M2 PLA10. Isto ocorreu porque, de acordo
com o resultado obtido por TGA, apenas 12 % da amostra PPy/AgNP é constituida
do polimero polipirrol, sendo o restante referente a prata. Além do aspecto visual,
esta também foi uma das razBes para ndo terem sido preparados filmes com
guantidades inferiores a 50 mg para esta amostra. Filmes com quantidades acima
de 50 mg para PPy/AgNP também nao foram preparados pelo fato de que o alto teor
de prata poderia interferir ainda mais nos resultados microbiol6gicos a serem

investigados.

6.4.2 Espessura dos filmes

Os filmes foram caracterizados com relacdo a sua espessura, a fim de verificar
se possiveis diferencas de valores poderiam interferir nos ensaios microbioldgicos.
Na tabela 6 sdo apresentados os valores da espessura média (EM) e do desvio

padrao (DP) das medidas efetuadas.
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Tabela 6 - Espessura média (EM) dos filmes e desvio padrao (DP) das medidas.

PPy Filme EM (mm) DP (mm)
PLA branco 0,117 0,005
PLA+SPAN 0,107 0,006

PPy/FeCls M1 PLA10 0,085 0,004
PPy/FeCls M1 PLA25 0,098 0,002
PPy/FeCls M1 PLA50 0,117 0,004
PPy/p-TSA M2 PLA10 0,111 0,007
PPy/p-TSA M2 PLA25 0,093 0,002
PPy/p-TSA M2 PLA50 0,115 0,003
PPy/AgNP M3 PLAS0 0,100 0,002

A partir dos valores contidos na tabela 6 foi verificada uma pequena variagcéo
de espessura entre os diferentes filmes, o que pode estar relacionado as diferencas
de diametro entre os moldes (placas de Petri) utilizados. Entretanto, apesar desta
diferenca observada, a variacdo entre as medidas foi considerada como muito baixa,

0 que mostra uma boa uniformidade de espessura dos filmes preparados.

6.4.3 Andlise termogravimétrica

O perfil de degradacédo térmica dos filmes também foi investigado através de
analises de TGA. Como pode ser notado pela tabela 7, ndo houve grande variacdo
de perfil dos termogramas para os filmes, ocorrendo a maior diferenca entre
M2 PLA10 e M2 PLA25, representados na figura 11. Apesar da diferenca nas

temperaturas de degradacéo, o perfil observado permanece semelhante.
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Tabela 7 - Perdas de massa dos filmes preparados e suas respectivas temperaturas
com maior taxa de perda de massa.

Perda de massa (%) T (°C)
Filme

Primeira  Segunda  Primeira Segunda
PLA branco 93,63 418,57
PLA+SPAN 94,98 364,85
M1 PLA10 93,33 2,16 424,00 617,82
M1 PLA25 91,59 3,56 405,46 608,52
M1 PLA50 93,42 3,72 416,87 624,38
M2 PLA10O 90,69 3,05 379,25 587,90
M2 PLA25 92,46 2,73 426,57 608,03
M2 PLAS5S0 91,65 3,67 424775 644,16
M3 PLA50 94,04 1,43 376,82 588,46

A primeira perda de massa, referente a solventes e umidade e ocorrida por volta dos 100 °C n&o foi
considerada nesta tabela.

Figura 11 - Termogramas dos filmes M2 PLA10 e M2 PLA25.
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Com relacdo aos filmes PLA branco e PLA+SPAN, pode-se notar uma
influéncia da presenca do plastificante SPAN 80. Os termogramas para estas

amostras, apresentados na figura 12, mostram que houve uma diferenca expressiva

no perfil de degradacéo para estes filmes, e suportados pelos valores contidos na
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tabela 7. A presenca do SPAN 80 induziu uma aceleracdo da degradacao térmica
para este filme. Observacées semelhantes podem ser feitas com os filmes M2
PLA10 e M3 PLA 50. Apesar destas observacbes, ndo foi encontrada uma

justificativa que possa ser usada para explicar este comportamento.

Figura 12 - Termograma dos filmes PLA branco e PLA+SPAN.
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6.4.4 Calorimetria exploratoria diferencial

O comportamento térmico dos filmes de PLA contendo ou ndo o polipirrol
adicionado foi avaliado por DSC. As andlises realizadas tiveram o intuito de verificar
possiveis mudancas na temperatura de transicdo vitrea para os filmes de PLA, tanto
pela adicdo do emulsificante/plastificante SPAN 80, como pela adicdo do PPy. O
poli(acido lactico) utilizado tem um carater completamente amorfo e, desta forma,

nao seria esperado o surgimento de transicdes de fusdo para este polimero.

Inicialmente, foi avaliado o possivel efeito da adicdo de SPAN 80 a solucao de
polimero para a preparacao dos filmes de PLA. Na figura 13 estdo apresentados os
termogramas para os filmes de PLA contendo ou ndo o SPAN 80 na sua

composicdo, em ambos os ciclos de aquecimento da analise de DSC.
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Figura 13 - Comparagéo entre os termogramas de DSC para os ciclos 1 e 2 dos
filmes (a) PLA branco e (b) PLA+SPAN, respectivamente.
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No termograma da figura 13a, referente ao primeiro ciclo de aquecimento, sao
observadas duas transicbes. A primeira, em cerca de 45 °C é atribuida a
temperatura de transicdo vitrea, temperatura na qual as cadeias de um polimero
adquirem mobilidade. Este resultado esta proximo ao encontrado na literatura para
este polimero, o qual pode variar entre 45-60°C dependendo da sua massa molar
(CONG, 2007). Por outro lado, a andlise mostrou ainda um evento de fusdo do
polimero, proximo a 140 °C e dentro do observado em outros trabalhos (NETTI,
2014). Como mencionado acima, ndo era esperado que transicbes de primeira
ordem, como a fusdo, ocorressem com este PLA, em razdo da sua natureza amorfa.
Contudo, a observacao deste processo de fusédo estd associada a composi¢ao deste
polimero que, apesar de ser denominado como PDLLA (ou seja, contém ambos os

isdbmeros D e L do acido latico na sua estrutura), possui uma alta proporcédo de
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isdmeros L- (cerca de 92 %, segundo dados do fabricante). Esta alta proporcao de
um dos isdmeros permite que, sob determinados tratamentos térmicos (cura), como
a propria secagem dos filmes na estufa, os segmentos da cadeia do polimero
formados pelo isdmero L- se organizem de modo a formar regides cristalinas. Assim,
ao ser aquecido durante a analise de DSC foi observada a fusdo destes cristais, que
provavelmente se formaram durante os processos tanto de evaporacao lenta do

solvente quanto pela secagem em estufa a 50 °C.

Com relacdo aos termogramas da figura 13b, referentes ao segundo ciclo de
aquecimento da andlise de DSC, se observa primeiramente que nao hia mais um
pronunciado pico de fusdo para as amostras. Como durante o ciclo de resfriamento
imposto ndo ha tempo das cadeias se organizarem para novamente formarem
regides cristalinas, no segundo aquecimento nao foi evidenciado um evento de fusao
para o PLA branco. Contudo, se observa uma pequena transi¢cdo na regido de fuséao
do PLA para a amostra PLA+SPAN. O surgimento desta transicdo pode estar
relacionado a presenca do proprio SPAN 80, o qual poderia estar induzindo a
formacdo de pequenas regides cristalinas durante o processo de resfriamento e/ou
aquecimento da amostra. Outro fato a ser observado € a evidente diminuicdo da Tqg
com a adicdo do SPAN ao polimero, pois ao formar os filmes o SPAN 80 ficara
acondicionado entre as cadeias de PLA, diminuindo a interacdo entre estas. Assim,
uma vez que as cadeias terdo menos interacdes intermoleculares entre si, a energia
necessaria para que as cadeias do polimero adquiram mobilidade sera menor,

resultando em um menor valor de T.

Os filmes com adicdo de PPy néo tiveram seus perfis de DSC alterados em
relacdo ao filme PLA+SPAN, como pode ser observado na figura 14 (segundo ciclo
de aquecimento). Todos eles apresentaram tanto a temperatura de transi¢do vitrea

guanto a temperatura de fusdo observadas para o filme PLA+SPAN.
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Figura 14 — Termogramas de DSC do segundo ciclo de aquecimento para os filmes
contendo (a) PPy/FeCls e (b) PPy/p-TSA em comparacdo ao PLA+SPAN, isento de
PPy.
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Segundo os dados obtidos através dos termogramas e mostrados na tabela 8,
a presencga do PPy nos filmes levou a um aparente aumento na Tg4. Entretanto, este
aumento foi maior para algumas amostras (M1 PLA50, M2 PLA10) do que para
outras (M1 PLA10, M2 PLA50). Assim, nado foi possivel encontrar um padrdo que

pudesse relacionar o aumento com a adicdo de PPy em diferentes quantidades.

Tabela 8 - Valores obtidos para Tg € Tm a partir dos dois ciclos de aquecimento das
analises de DSC para os filmes preparados.

C1 C2
Amostra PPy
Tg(°C) Tm(°C)  Tg(°C)  Tm(°C)
PLA branco 46,7 143,5 49,3
PLA+SPAN 45,6 140 42,2 139,1
M1 PLA10 PPy/FeCls 46,6 140,9 43,2 139,5

M1 PLA25 PPy/FeCls 45,1 136,5/144,0 48,3 142,4/144,3
M1 PLAS0 PPy/FeCls 452 134,1/143,0 49,0 142,5/143,2

M2 PLA10 PPy/p-TSA 47 136,5/144,4 48,8 143,2
M2 PLA25 PPy/p-TSA 49,6 139,0 47,3 139,7
M2 PLA50  PPy/p-TSA 49,7 140,0 45,0 141,0

M3 PLAS0 PPy/AgNP 46,1 132,1/142,2 45,8 142,2
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6.4.5 Espectroscopia de infravermelho de refletdncia total atenuada com
transformada de Fourier

A andlise de infravermelho foi utilizada a fim de verificar possiveis mudancas
na composicédo dos filmes. Um comparativo inicial entre as duas amostras de PLA
sem o polimero polipirrol pode ser verificado no espectro da figura 15. A diferenca
observavel nesta comparagdo estd em cerca de 3380 cm™, onde aparece uma
banda alargada referente ao estiramento O—H das hidroxilas do surfactante para o
filme PLA+SPAN. Além deste, ainda podemos destacar a intensa banda em
1750 cm?, resultante do estiramento da ligacdo carbonila de éster das unidades
repetitivas da cadeia do PLA (MERCK, 2019).

Figura 15 - Comparacédo entre os espectros de infravermelho obtidos por refletancia
total atenuada entre os filmes PLA e PLA+SPAN.
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Os espectros dos filmes contendo PPy ndo apresentaram grandes variacdes
entre si, e também em relacdo ao filme PLA+SPAN, como pode ser observado nas
figuras 16a-c, indicando que a adicdo do PPy néo interferiu na transmitancia dos
filmes contendo PLA e SPAN 80, provavelmente devido a sua baixa quantidade em

relacdo aos outros componentes.
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Figura 16 - Comparacdo entre os espectros de infravermelho para os filmes
contendo a) 10 mg de PPy, b) 25 mg de PPy e ¢) 50 mg de PPy obtidos pelos
diferentes métodos de sintese.
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6.4.6 Atividade antibacteriana

Os filmes preparados foram testados contra S. aureus ATCC 25923, que é
uma importante causadora de infec¢gdes hospitalares. Os resultados da inibicdo de
adesdo bacteriana estdo expressos na figura 17 na forma de Unidades Formadoras
de Colbnia por mL (UFC/mL).
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Figura 17 - Resultados do ensaio de inibicdo da adeséo bacteriana da S. aureus.
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S. aureus teve sua adeséo inibida em todos os filmes testados, incluindo o
PLA branco e o PLA+SPAN, que sdo isentos de PPy. A inibicdo da adeséao
bacteriana mais eficiente ocorreu nos filmes contendo SPAN 80. Dessa forma,
aparentemente o SPAN utilizado foi mais importante em evitar a adesdo de S.
aureus do que o proprio PPy. O SPAN 80 é um tensoativo e isso pode levar a
interferéncia na adesdo microbiana nos filmes. Treter e colaboradores reportaram a
inibicdo do crescimento bacteriano em superficies de poliestireno contendo SPAN 80
na concentragcao de 0,5 %, levando a uma reducdo de aproximadamente 76 % do
crescimento de Staphylococcus epidermides (TRETER et al.,, 2014). Ueda e
colaboradores relataram a diminuicdo da adeséo de S. aureus resistente a meticilina
na presenca de Polissorbato 80, também conhecido como Tween 80, que é um
tensoativo ndo ibnico como o SPAN 80. Houve uma menor adesédo ao plastico, ao
tecido dérmico e ao silicone na presenca de Tween 80, diminuindo a formacédo de
biofilme bacteriano. Os autores propuseram o uso de Tween 80 como solugdes de
lavagens de feridas e a incorporagdo em materiais, como cateteres, na concentragao
de 0,05 %, que foi efetivo na inibicdo do biofilme e n&o foi citotdxico para as células
testadas no estudo (UEDA et al., 2019). Mais estudos sao necessarios para avaliar o

efeito do PPy sobre S. aureus sem o efeito pronunciado do SPAN 80.
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6.4.7 Atividade antifingica

Para a verificacdo da atividade antifungica, os filmes foram testados contra a

levedura C. albicans C022, sendo os resultados expressos na figura 18.

Figura 18 - Resultados do ensaio de inibicdo da adeséo fungica de C. albicans
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Todos os filmes testados apresentaram certa inibicdo da adesdo em relacao
ao controle sem a presenca de filme, sendo o maior deles referente ao M3 PLASO0,
gue contém nanoparticulas de prata. Contudo a amostra contendo apenas PLA
também apresentou uma pronunciada inibicdo da adeséao fungica, indicando que no
estudo contra C. albicans o efeito do SPAN 80 néo foi tdo pronunciado quanto no
estudo anterior. A amostra contendo nanoparticulas de prata apresentou uma menor
adesdo em relacdo ao controle contendo PLA e isso pode ser explicado pela acéo
antifangica da prata. Nanoparticulas de prata sdo conhecidas inibidoras da adeséo
fungica, inibindo a formagcdo do biofilme de C. albicans. Alguns trabalhos na
literatura demonstram essa propriedade (KIM et al., 2009; LARA et al., 2015). As
nanoparticulas de prata atuam inibindo a formacao de biofilme fangico pela inibicdo
da parede celular de C. albicans. Mais estudos s&o necessarios para avaliar a

propriedade do PPy para a inibicdo da adesao de C. albicans.
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7 CUSTOS

A fim de realizar a estimativa de custos de producdo dos filmes, foram
selecionados aqueles contendo a maior quantidade de PPy, M1 PLA50, M2 PLA50 e
M3 PLASO0, e foram buscados os valores dos reagentes, solventes e equipamentos
utilizados para sua elaboracéo. Foram considerados filmes de 132 cm?.

Os custos para a producao dos PPys estao dispostos na tabela 9. Os valores
dos reagentes foram obtidos no catalogo da Sigma-Aldrich.

Tabela 9 - Custos dos materiais para as sinteses dos PPy.

PPy Reagente Custo (R$/kg) Quantidade (g) Custo do reagente (R$)
» Acetona 111,00 47 5,22
E.é Cloroférmio 51,00 20 1,02
> FeCla.6H:0 684,00 7,2 4,92
o Pirrol 4794,20 0,05 4,64
~ Acetona 111,00 47 5,22
?_‘) APS 374,00 1,14 0,43
é_ Cloroférmio 51,00 20 1,02
§ Pirrol 4794,20 0,05 4,64
p-TSA 185,00 0,95 0,18
~ Acetona 111,00 47 5,22
S Cloroférmio 51,00 20 1,02
< AgNOs 2590,00 5,8 15,02
§ Pirrole 4794,20 0,967 4,64
SDS 733,00 0,2 0,15

Com base nas informacdes da tabela 9 e na quantidade produzida de cada
polimero, tem-se que 0s custos totais por quilograma do PPy/FeCls, do PPy/p-TSA e
do PPy/AgNP séo, respectivamente, R$ 11.725,12, R$ 11.428,51 e R$ 5.300,55.

A tabela 10 apresenta os custos de producédo de cada filme, relacionados com
as quantidades de material utilizadas. O valor do PLA foi obtido através de breve
busca em sites de exportacdo e importacdo, sendo tomado o maior valor encontrado

para o PLA comercial.



Tabela 10 - Custos de producao dos filmes.
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Filme  Material Custo Quantidade Custo do material  Custo do

(R$/kg) (9) (132 cm?) (R$) filme (R$/M?)

2 PLA 20,00 1,5 0,03

< Cloroférmio 51,00 20 1,02

T 147,00

= PPy/FeCls 11.725,12 0,05 0,59

= SPAN 80 1.018,00 0,3 0,30

3 PLA 20,00 1,5 0,03

< Cloroférmio 51,00 20 1,02

_ 145,50

& PPy/p-TSA 11.428,51 0,05 0,57

= SPAN 80 1.018,00 0,3 0,30

3 PLA 20,00 1,5 0,03

< Cloroformio 51,00 20 1,02

p y/AgNP 5.300,55 0,05 0,26

= SPAN 80 1.018,00 0,3 0,30

Quanto aos equipamentos importados, os custos foram obtidos nas moedas

de origem e convertidos em reais com a adicdo de impostos de importacao

utilizando o Simulador do Tratamento Tributario e Administrativo das Importacdes da

Receita Federal, disponivel em <http://www4.receita.fazenda.gov.br/simulador/>, e

as taxas de cambio do dia 06/11/2020. O custo da centrifuga Hettich Universal 320

foi encontrado em catalogo do fabricante, sendo de 2 880,00 €, e o custo do

ultrassonicador Branson W450-D foi encontrado em catalogo da distribuidora
Marshal Scientific, US$ 3 450,00.

Além destes equipamentos, foram também utilizados balanca analitica e

agitador magnético com aquecimento, cujos custos foram averiguados em catéalogo

da distribuidora 7lab. Os custos de todos os equipamentos podem ser verificados na
tabela 11.

Tabela 11 - Custos dos equipamentos para a producao dos filmes.

Equipamento Custo (R$)
Agitador magnético 1.877,00
Balanca analitica 5.987,00
Centrifuga 23.310,00
Ultrassonicador 24.186,00
Total: 55.360,00




51

8 CONCLUSOES

Com base nas caracterizacdes realizadas por TGA, DRX e ATR-FTIR,
conclui-se que foi possivel sintetizar o PPy através da polimerizacdo oxidativa do
pirrol pelos trés métodos abordados neste trabalho. Além disso, os filmes
preparados apresentaram as caracteristicas esperadas de filmes de PLA, havendo
pouca interferéncia dos aditivos, sendo marcada a presenca, principalmente, do
SPAN 80.

Ao se avaliar a capacidade de inibicdo de S. aureus, percebeu-se que todos
os filmes apresentaram resultados positivos, inclusive o PLA branco e o PLA+SPAN,
sendo que este segundo obteve um dos melhores resultados de inibicdo. A presenca
de prata no filme M3 PLA50 n&o aparentou melhorar a inibicdo em relagcdo aos
outros filmes, cabendo ressaltar que a adicdo de 50 mg de PPy/AgNP em sua
producdo o levou a conter cerca de 6 mg de PPy e de 44 mg de prata. Ainda, a
caracteristica comum de todos os filmes com melhor desempenho inibidor de
adesdo de S. aureus € a presenca do SPAN 80, o que pode indicar que este

componente teve um efeito antibacteriano mais acentuado do que o do proprio PPy

Quanto aos ensaios para inibicdo de adeséo de C. albicans, também todos o0s
filmes apresentaram atividade inibitéria, entretanto nota-se a diminui¢do da eficiéncia
de inibicdo com a adicdo de PPy/FeCls, de PPy/p-TSA e de SPAN 80 aos filmes.
Para este micro-organismo, os filmes que apresentaram melhores resultados foram
o PLA branco e o M3 PLA50, sendo este ultimo provavelmente devido a presenca de

AgNP em sua composi¢cdo, que possui comprovada agao antifungica.

Por fim, apesar de todos os filmes terem apresentado resultados positivos
para a inibicdo do crescimento dos micro-organismos avaliados, € inconclusivo o
efeito do PPy, em suas trés formas analisadas, de maneira que Sdo necessarios

mais estudos para confirmar suas propriedades antimicrobianas.
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