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RESUMO

VALLE, Aline Sol da Silva. Sintese, caracterizacdo e avaliacédo da capacidade bactericida
de copolimeros a base de 2-vinil-piridina funcionalizados. 2009. 120 f. Dissertagdo (Mestrado
em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2009.

Neste trabalho, dois copolimeros a base de 2-vinilpiridina (2Vpy), estireno (Sty) e
divinilbenzeno (DVB) foram sintetizados empregando a técnica de polimerizacio em
suspensdo aquosa via radical livre. Os copolimeros com diferentes caracteristicas
morfoldgicas foram preparados variando a composicdo da mistura diluente, constituida por
tolueno e n-heptano, solventes solvatantes e nao solvatantes para as cadeias poliméricas. A
caracterizagdo estrutural desses materiais foi feita através de medidas de area especifica,
volume de poros, didmetro médio de poros e densidade aparente. Além disso, esses materiais
foram avaliados por microscopia otica e eletronica de varredura, por espectroscopia na regiao
do infravermelho (FTIR), andlise termogravimétrica (TGA) e andlise elementar. Os
copolimeros Sty-DVB-2Vpy foram modificados quimicamente através de reagdo de
quaternizagdo das unidades de 2Vpy usando dois reagentes: iodeto de metila e acrilonitrila. A
quaternizagdo dos copolimeros Sty-DVB-2Vpy foi confirmada através de espectroscopia de
infravermelho, pelo aparecimento das bandas de absor¢ao caracteristicas do ion peridineo e do
grupo nitrila e também pela andlise do comportamento térmico. Os produtos dessas reagdes
foram submetidos a avaliacdo da capacidade bactericida através do método de contagem em
placas contra suspensdo de Escherichia coli. O copolimero do tipo gel quaternizado com
iodeto de metila apresentou a maior acdo bactericida registrada, com eficiéncia até a
concentragio de 10* células/mL. Contudo, a maioria dos materiais quaternizados néo
apresentou ac¢do biocida significativa. Com o objetivo de maximizar a atividade bactericida
dos materiais preparados, os copolimeros quaternizados e ndo quaternizados foram
impregnados com iodo por meio de duas metodologias: em solugdo e em fase vapor. O teor de
iodo incorporado foi quantificado por andlise gravimétrica. Foi possivel observar que os
copolimeros quaternizados e impregnados com iodo se mostraram mais eficientes como
agentes bactericidas que os copolimeros ndo funcionalizados impregnados com iodo. De uma
forma geral, foi possivel perceber que a acao bactericida dos polimeros ¢ fruto da associa¢ao
entre as suas caracteristicas de porosidade, o grau de quaternizagdo alcancado e o teor de iodo
incorporado. Para efeito de comparacao foram feitos também ensaios bactericidas com uma
resina comercial a base de Sty-DVB com grupo amoénio quaternario, VP OC 1950. Os testes
mostraram que a resina comercial ndo possui atividade bactericida. A impregna¢ao de iodo a
essa resina comercial forneceu um material com acao biocida semelhante a do copolimero do
tipo gel, quaternizado com iodeto de metila e impregnado com iodo.

Palavras-chave: polimeros biocidas, copolimeros de estireno-divinilbenzeno-vinilpiridina,
tratamento de aguas, quaternizacao, iodo.



ABSTRACT

In this work two 2-Vinylpyridine-Styrene-Divinylbenzene copolymers with different
porosity degrees were synthesized by aqueous suspension polymerization in the presence of
diluent mixtures formed by toluene (solvating solvent) and n-heptane (nonsolvating solvent)
in different proportions. Their structural characteristics were characterized by determination
of surface area, average pore diameter and pore volume by BET/BJH, bulk density, optical
and electron microscopies. In addition the chemical morphology those materials were
characterized by FT-IR, elemental analysis and thermogravimetry. The pyridine units were
quaternized using two reagents: methyl iodide and acrylonitrile. Those reactions were
confirmed by FT-IR, the presence of characteristics bands of piridinium ion and nitrile group
was used as a qualitative indication of the quaternizations reactions. The extension of those
modifications was also evaluated by thermogravimetry. The antibacterial activities of the
quaternized materials were determined towards 10° to 10’ cells/mL dilutions of the
auxotrophic (OHd5 — k-12) Escherichia coli strain. The gel type copolymer quaternized with
methyl iodide presented the better bactericidal action, with significant efficiency until 10°
cells/mL, however most quaternized copolymers did not present significant bactericidal
action. In order to maximize the bactericidal performance, the modified and unmodified
copolymers were impregnated with iodine using two different methods: solution and vapor.
The iodine incorporation was quantified by gravimetry. It was observed that the copolymers
quaternized and impregnated with iodine presented higher biocidal action than the unmodified
copolymers impregnated with iodine. It was verified that the biocidal action the polymers is a
result of three contributions: porous characteristics of the supports, quaternization degree and
iodine incorporation degree. The bactericidal performance of a commercial resin with
quaternary ammonium groups, VP OC 1950, was also evaluated. The tests showed that the
commercial resin did not present bactericidal efficiency. That resin impregnated with iodine
presented bactericidal action similar to gel type copolymer quaternized with methyl iodide
and impregnated with iodine.

KeyWords: Biocidal polymers, styrene-divinylbenzene-vinylpyridine copolymers, wastewater

treatment, iodine, impregnation.
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INTRODUCAO

Grande parte das atividades humanas necessita de dgua para se realizarem, portanto a
agua ¢ um recurso ambiental essencial a vida.

Regides urbanas produzem grandes volumes de &guas residuarias de origem
doméstica. Esgotos ndo tratados degradam rios e lagos proximos a essas regides. No Brasil
somente 20% dos esgotos municipais sdo tratados, produzindo um vasto processo de
eutrofizagdo de rios, represas e lagos naturais e dguas costeiras (Tundisi, 2003).

Além dos problemas de degradagdo ambiental, os esgotos, quando langados sem
tratamento nos corpos hidricos, podem ser também responsaveis por muitas doencas
denominadas doengas de veiculagdo hidrica. Essas doencas podem ser causadas por bactérias,
fungos, virus, protozoarios e helmintos (Borsoi & Torres,1997).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude - OMS, cerca de 85% das doencas
conhecidas sdo de veiculagdo hidrica. Existem muitas informacdes sobre os efeitos dos
recursos hidricos superficiais e subterraneos deteriorados sobre a saude humana. Ha diversas
doencas de veiculacao hidrica que sdo conseqiiéncias de organismos que tem um ciclo de vida
de alguma forma relacionado com aguas. Estas doengas, em Continentes como América
Latina, Africa e no Sudoeste da Asia, matam mais pessoas que todas as outras doengas em
conjunto (Tundisi, 2003).

Os processos de desinfeccdo t€ém como objetivo a destrui¢do ou inativacdo de
organismos patogénicos ou de outros organismos indesejaveis capazes de produzir doencas.
Dessa forma a desinfeccdo de dguas de abastecimento e esgotos sanitdrios € condicao
imprescindivel para o controle de doengas veiculadas pela agua (Meyer, 1994).

Hé4 mais de um século, o cloro exerce a fun¢do de desinfetar dgua de consumo,
contribuindo para a manuten¢do de sua qualidade microbioldgica (Souza, 2006). No entanto,
o uso do cloro como principal desinfetante de 4gua de abastecimento, promove a formagao de
subprodutos da desinfeccdo (SPD) (Iconomopoulou et al., 2005). Os primeiros SPD
detectados e estudados foram associados com o cloro, embora, atualmente, seja consenso que
todos os oxidantes os produzem (Souza, 2006).

Assim, assegurar desinfeccdo adequada e limitar a formagdo de subprodutos ¢ o

grande desafio da industria de agua. O processo de desinfeccdo que seria o “ideal” ainda ¢
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muito questionado (Souza, 2006). Nesse contexto, pesquisas sobre processos de desinfec¢ao
alternativos despertam interesse e sao realizadas em todo mundo.

Materiais poliméricos com atividade antimicrobiana tém sido desenvolvidos, durante
os ultimos anos, dado o crescente interesse na area da saude (Iconomopoulou et al., 2005).
Estes sdo, geralmente, conhecidos como polimeros biocidas.

O uso de polimeros biocidas oferece grande vantagem em relagdo aos agentes
antimicrobianos habitualmente utilizados por serem desinfetantes insoluveis, que podem
inativar, matar ou remover microrganismos por simples contato, sem passar qualquer reagente
para a solucdo a ser desinfetada. Dessa forma, sua aplicacdo e recuperagao ¢ facilitada (Li et
al., 2000).

Dentre os desinfetantes com essas caracteristicas estdo os materiais constituidos por
polimeros reticulados, denominados de desinfetantes poliméricos insoliveis de contato
(IPCD, do inglés, insoluble polymeric contact desinfectants), que possuem cations ou outras
cargas positivas na superficie. Estes polimeros sdo, principalmente, resinas de troca anidnica,
incluindo as resinas que possuem grupos amonio quaternario, resinas macroporosas €
macrorreticulares, resinas de poliiodo e polieletrolitos insoluveis (Li et al., 2000).

Uma outra classe de polimeros biocidas ¢ denominada de desinfetante de liberagdo de
demanda (DRD, do inglés, demand release disinfectants). Neste caso, a matriz polimérica, em
contato com meio aquoso, difunde o agente antimicrobiano que entra em contato com 0s
microrganismos presentes no meio (Li et al., 2000).

O uso de materiais poliméricos com atividade antimicrobiana, no processo de
desinfeccao de agua, evita problemas ambientais como a producdo de compostos e
subprodutos indesejaveis, provenientes das reagdes entre a matéria organica e os produtos

quimicos utilizados, e que geram danos a saitde humana (Kenawy, 2007).
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1. OBJETIVO

Considerando que polimeros contendo cargas positivas em sua superficie funcionam

como bons agentes biocidas, o objetivo desta dissertagdo de mestrado ¢ sintetizar polimeros a

base de Sty-DVB-2Vpy, modificd-los quimicamente por meio de reacdo de quaternizacao

e/ou impregnacdo com iodo, caracterizar os materiais obtidos e avalid-los quanto a sua

capacidade bactericida. Procurou-se ao longo deste trabalho estabelecer uma correlagdo entre

as caracteristicas morfologicas dos suportes poliméricos, o grau de funcionalizacdo e a

capacidade biocida destes polimeros.

1.1. Objetivos especificos

1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Sintetizar dois copolimeros a base de 2-vinilpiridina, com graus de porosidades
diferenciados, variando o poder de solvatagdao da mistura diluente;

Modificar os copolimeros obtidos por meio de reacdo de quaternizagdo das unidades
de piridina, usando os seguintes reagentes: iodeto de metila e acrilonitrila;

Avaliar a capacidade bactericida dos copolimeros quaternizados usando suspensao de
Escherichia coli com diferentes concentragdes;

Impregnar iodo nos copolimeros quaternizados e ndo quaternizados, utilizando as
seguintes metodologias: impregnacdo com iodo na presenga de solvente e
impregnacao com iodo em fase vapor;

Verificar a influencia da morfologia e do grau de quaternizacdo no teor de iodo
incorporado aos copolimeros;

Avaliar a capacidade bactericida dos copolimeros impregnados com iodo usando
suspensao de Escherichia coli com diferentes concentragdes;

Verificar a relacdo entre a morfologia, o grau de quaternizacdo e o teor de iodo
incorporado sobre a capacidade bactericida dos copolimeros produzidos;

Comparar a atividade bactericida dos copolimeros produzidos com uma resina

comercial do tipo amonio quaternario.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta se¢do, serdo mostrados os principais agentes desinfetantes utilizados na
desinfeccdo de 4guas contaminadas por microrganismos patogénicos. Dando énfase a
apresentagdo de polimeros biocidas, como um material alternativo para descontaminacio de

aguas.

2.1. Recurso hidrico

Todas as formas de vida existentes na Terra dependem da 4gua para sobreviver. Os
usos mais comuns e freqlientes dos recursos hidricos sdo: dgua para uso doméstico, irrigacao,
uso industrial e hidroeletricidade. De 1900 a 2000, o uso total da 4gua no planeta aumentou
dez vezes (de 500 km®/ano para aproximadamente 5.000 km’/ano) (Tundisi, 2003).

Apesar de a maior parte da superficie da Terra ser coberta por agua, somente 3% da
agua do planeta esta disponivel como 4gua doce. Desses 3%, cerca de 75% estdo congelados
nas calotas polares, em estado solido, 10% estdo confinados nos aqiiiferos, portanto, a
disponibilidade dos recursos hidricos no estado liquido ¢ de aproximadamente 15% desses 3%
(Biard, 2005). A qualidade da 4gua também ¢ um fator determinante na disponibilidade dos
recursos hidricos, pois a contamina¢do de mananciais contribui para o aumento da escassez
deste recurso (Braga, 2006).

Dados fornecidos pela Organizagao das Nacoes Unidas (ONU) mostram que mais de
20 paises ja sofrem com a falta de agua, e que um bilhdo de pessoas ndo tém acesso a um
adequado abastecimento de agua. Além disso, as estimativas da ONU mostram que nos
préximos 25 anos, cerca de 2,5 bilhdes de pessoas viverdo em lugares de seca cronica. Mesmo
em regides onde estes recursos sdo abundantes, como ¢ o caso do Brasil, os principais centros
urbanos ja sofrem com a falta de 4gua. Contudo, apenas 10% dos paises afetados sofrem
escassez quantitativa de agua. No restante, os problemas comprometendo a disponibilidade de
agua sdo de carater qualitativo. A situagdo tende a ficar insustentavel na medida em que se

retira mais dgua ou se polui mais rapido do que a capacidade natural de recuperagdo dos
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mananciais. Nesse sentido, aproximadamente 60 a 80% da dgua utilizada pelo homem retorna
contaminada aos ecossistemas aquaticos. Dessa forma, a questao da disponibilidade da agua
nao deve ser analisada apenas de forma quantitativa, mas também qualitativa (Merten, 2002).

As principais fontes de contaminagdo dos recursos hidricos sdo: esgotos de cidades
sem tratamento que sdo langados em rios e lagos; aterros sanitarios que afetam os lengois
freaticos; os defensivos agricolas que escoam com a chuva sendo arrastados para os rios e
lagos; os garimpos que lancam produtos quimicos, como o mercurio, em rios € corregos e as
industrias que utilizam os rios como carreadores de seus residuos toxicos. (Bettega et al.,
2006).

E fundamental que os recursos hidricos apresentem condi¢des fisicas, quimicas e
biologicas adequadas a sua utilizag@o pelos organismos. O controle da polui¢do da 4gua torna-
se necessario para assegurar ¢ manter niveis de qualidade compativeis com sua utilizagdo
(Braga, 2006).

A Resolugdo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) n°. 274/2000 afirma
que a qualidade das 4guas doces deve ser avaliada como proprias ou improprias devido a
presenca de organismos patogénicos na agua originarios do esgoto urbano, pois a saude e o
bem-estar humano dependem da sua condigdo de balneabilidade. Esta resolucdo foi
importante porque estabelece a necessidade de que sejam criados instrumentos para avaliar a
evolucdo da qualidade das 4guas, de forma que se possam assegurar as condi¢cdes necessarias
para sua utilizagao.

O recurso hidrico ¢ também um dos fatores de dependéncia para o desenvolvimento
econdmico. Utilizada para inumeros usos diretamente relacionados com a economia (regional,
nacional e internacional), sua escassez impede o desenvolvimento de diversas regides. Os
usos multiplos da dgua aceleram-se em todas as regides, continentes e paises. Esses usos
multiplos aumentam a medida que as atividades econdmicas se diversificam e as necessidades
de 4gua aumentam para atingir niveis de sustentagdo compativeis com as pressdes da
sociedade de consumo, a producao industrial e agricola (Tundisi, 2003).

O aumento e a diversificacdo dos usos multiplos, o extenso grau de urbanizag¢do e o
aumento populacional resultaram em uma multiplicidade de impactos que exigem
evidentemente diferentes tipos de avaliagdo, novas tecnologias de monitoramento € avancos
tecnoldgicos no tratamento e gestdo das aguas.

Os resultados de todos esses impactos sdo muito severos para as populagdes humanas,
afetando todos os aspectos da vida diaria das pessoas, a economia regional e nacional ¢ a

saude humana. Estas conseqiiéncias podem ser resumidas em:
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e Degradagdo da qualidade da agua superficial e subterranea.

e Aumento das doencas de veiculagdo hidrica e impactos na satide humana.

¢ Diminui¢do da dgua disponivel per capita.

e Aumento no custo da produ¢ao de alimentos.

e Impedimento ao desenvolvimento industrial e agricola e comprometimento dos usos
multiplos.

e Aumento dos custos de tratamento de agua (Tundisi, 2003).

A alteracdo adversa dos recursos hidricos pode contribuir para a degradagdo da
qualidade ambiental. J4 a degradacdo ambiental afeta, direta ou indiretamente, a saude, a
seguranga ¢ o bem-estar da populagdo; as atividades sociais e econdmicas; a fauna e a flora;
as condicdes estéticas e sanitarias do meio; e a qualidade dos recursos ambientais (Borsoi &

Torres,1997).

2.2. Desinfec¢do de dguas

A inexisténcia de sistemas de coleta de dguas residuarias fomentou desde os tempos
remotos a associagdo da dgua como veiculo na disseminagdo de diversas enfermidades.
Durante os periodos chuvosos, a lixiviagdo dos solos acarretava o carreamento de fezes
humanas aos corpos d’agua, consolidando a associacdo entre a turbidez e a perspectiva de
transmissdo de varias moléstias. Possivelmente, motivos estéticos tornaram a filtracao e a
decantacdo as formas mais antigas de tratamento de dgua para consumo humano, apenas com
o0 objetivo de remogao de particulas suspensas e do odor (Daniel, 2001).

A invencdo do microscopio, na virada para o século XVII, pelo cientista holandés
Zacharias Jansen, possibilitou a descoberta de um mundo até entdo invisivel ao homem,
potencializado pelas descri¢cdes das estruturas celulares da matéria viva por Robert Hooke em
1664. No entanto, o trabalho do também holandés Anton Van Leeuwenhoek constituiu o
grande marco da microbiologia. Leeuwenhoek descobriu em uma minuscula gota de agua um
mundo até entdo desconhecido, 0 mundo microbioldgico, alertando pela primeira vez para as
formas microscopicas de vida. Embora essas descobertas tenham ocorrido quase
simultaneamente, pouco se avancou em termos de compreensao da natureza e da importancia

desses microrganismos ao longo dos 200 anos seguintes (Daniel, 2001).
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Somente no século XIX a agua foi reconhecida como meio de transmissao de doencas,
com o trabalho do médico inglés John Snow.

Até o final do século XIX apenas duas doencas graves como a colera e a febre tifoide
eram conhecidas como doengas de veiculagdo hidrica. A partir da descoberta dos patogénicos
baseada nos trabalhos de Louis Pasteur, Ferdinand Cohn e Robert Koch ¢ que se tomou
conhecimento de que muitas doengas podem ser causadas por microrganismos € que também
muitos desses podem ser veiculados pela agua.

No século XIX, com a industrializagdo, o rapido crescimento das cidades e a crescente
demanda por agua, os sistemas de distribuicdo comegaram a ser construidos rapidamente.
Entretanto, ainda eram rudimentares os conceitos sobre a qualidade da agua.

Com o aumento da incidéncia de doencas de veiculacdo hidrica comecaram a surgir as

primeiras medidas, em grande escala, para o tratamento da 4gua de consumo.

2.3. Mecanismo de acao biocida

Os processos de desinfeccdo tém como objetivo a destrui¢do ou inativacdo dos
microrganismos patogénicos, realizados por intermédio de agentes fisicos e/ou quimicos
(Meyer, 1994).

Cairns (1995) propos que o processo de desinfeccdo deveria apresentar as seguintes
caracteristicas:

e [Inativar todos os patogénicos, com obtencdo de concentracdo de organismos viaveis
abaixo do limite de deteccdo, ou em niveis que assegurem risco minimo de
transmissao de doencas;

e Ser pouco sensivel a variagdo dos pardmetros fisico-quimicos da 4gua;

e Nao produzir subprodutos durante o processo de desinfeccao;

e Inativar patogénicos mesmo na presenga de material particulado na agua;

e Apresentar custo acessivel e facilidade para ser incorporado as demais etapas de
tratamento em que seja inserido.

e Deve produzir concentracdo residual resistente na agua, de maneira a constituir uma

barreira sanitaria contra eventual recontaminacao antes do uso.
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Nao existe um desinfetante “ideal” para toda e qualquer situagdo, ou capaz de
apresentar conjuntamente todas as caracteristicas propostas por Cairns (1995). O que deve
ocorrer ¢ a avaliagdo criteriosa sobre as diversas tecnologias e processos de desinfec¢do
existentes e escolher o processo que seja o mais eficaz, sob determinadas circunstancias, as
finalidades a que se destinam (Souza, 2006).

Os microrganismos podem sobreviver na agua por varias semanas, em temperaturas
proximas a 21°C e, em alguns casos, por varios meses, em baixas temperaturas (Cubillos,
1981). A sobrevivéncia desses organismos na agua depende, ndo s6 da temperatura, mas
também de outros fatores ecoldgicos, fisioldgicos e morfologicos, tais como: pH, turbidez,
oxigénio, nutrientes, competicdo com outros organismos, resisténcia a substancias toxicas,
habilidade na formagdo de esporos (Rossin, 1987). A desinfeccio ndo implica,
necessariamente, na destruicdo completa de todas as formas vivas (esterilizacdo), embora
muitas vezes o processo de desinfecgdo seja levado até o ponto de esterilizacio.

A resisténcia de algumas espécies de microrganismos a desinfetantes especificos varia
consideravelmente. Bactérias ndo-esporuladas sdo menos resistentes que as formadoras de
esporos; formas encistadas e virus podem ser bastante resistentes (Rossin, 1987).

O mecanismo de acdo dos desinfetantes sobre os microrganismos pode se dar sob trés
formas:

e Destruicdo ou danificacdo da organizagao estrutural da célula — o desinfetante atua
sobre os constituintes da parede celular, que sao destruidos ou danificados, gerando
disfungdes na acdo da membrana semipermedvel. O desinfetante age, ainda,
combinando-se com acidos ribonucléicos, no interior do nucleo ou do citoplasma;

e Interferéncia no nivel energético do metabolismo — ocorre pela inativacdo de enzimas,
competicao com substratos de enzimas etc.;

e Interferéncia na biossintese e crescimento devido a combinagdo de varios mecanismos,
como a sintese de proteinas, acidos nucléicos, coenzimas ou c¢lulas estruturais.

Os agentes antimicrobianos podem apresentar dois tipos de efeito distintos:
bacteriostatico e bactericida. O efeito ¢ considerado bacteriostatico quando ha lesdo
metabolica que € reversivel com a remoc¢do do agente. Neste caso, o crescimento € inibido,
mas nao ocorre morte celular. Os agentes bacteriostaticos sdo freqlientemente inibidores de
sintese protéica e atuam por ligacdo aos ribossomos. O efeito bactericida (germicida) promove
a morte das células de duas maneiras principais: pela injuria de alguma estrutura fisica

integrante da célula, ou interferindo com um ou mais processos metabdlicos essenciais

(Denyer, 1995).
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Os efeitos toxicos de numerosos agentes bactericidas sdo atribuidos a sua acao
quimica sobre estruturas celulares, especialmente a membrana celular. A membrana celular
ndo sO preserva a integridade da célula impedindo o escoamento de constituintes
citoplasmaticos para o meio externo, mas atua também no transporte ativo de nutrientes para o
interior da célula. Assim, qualquer agente quimico que danifique a membrana celular
semipermeavel, por alteragdo de sua estrutura fisico-quimica, tende a produzir uma
desorganizacdo geral da fisiologia celular. Quando as propriedades seletivas da membrana se
perdem, alguns dos componentes da célula, como aminoacidos, nucleotidios, coenzimas e
ions inorganicos, escoam para fora da célula e o organismo morre. A membrana celular ¢ em
sua maioria composta de proteinas e lipidios, portanto, uma variedade de substancias capazes
de reagir com esses constituintes pode afetar suas propriedades. Entre estas, encontram-se as
substancias com atividade superficial. Esses agentes ou dissolvem os constituintes da
membrana celular ou se combinam quimicamente com eles, alterando assim a superficie

celular de modo a prejudicar suas funcoes essenciais (Stanier et al., 1969).

2.4. Agentes desinfetantes

A desinfec¢do da dgua pode ser obtida pela utilizacdo de diversos meios. Durante os
processos em uma estagdo de tratamento de agua (ETA) convencional, as etapas de
sedimentacdo, coagulagdo e filtracdo removem parte dos organismos patogénicos € outros
presentes na agua. Os processos especificos de desinfec¢do podem ser classificados como
(Laubusch, 1971):

e Tratamento fisico — aplicagdo de calor; irradiagdo, luz ultravioleta e outros agentes
fisicos;

o Tons metalicos — cobre e prata;

e Compostos alcalinos;

e Compostos tensoativos — sais quaternarios de amonio ;

e Oxidantes — halogénios (cloro, bromo e iodo), diéxido de cloro, cloraminas, 0zonio,

peroxido de hidrogénio e permanganato de potassio.
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A agdo dos desinfetantes na destrui¢do ou inativacdo dos microrganismos nao ¢
instantanea. Em geral, o processo se desenvolve de maneira gradativa, ocorrendo etapas
fisicas, quimicas e bioquimicas (Meyer, 1994).

Para desinfectar a 4gua contaminada por bactérias e virus nocivos, especialmente
aqueles que se originam da matéria fecal humana e animal, ¢ usualmente necessaria a
purificacdo com um agente oxidante forte (Baird, 2005). Os desinfetantes quimicos
necessitam ser uniformemente dispersos na dgua, para garantir uma concentragao uniforme. O
mais comumente utilizado na desinfec¢do para produciao de 4gua de abastecimento ¢ o cloro,
liquido ou gasoso (Daniel, 2001). De acordo com fatores fisico-quimicos, como o pH, o cloro
pode estar presente na agua na forma de acido hipocloroso (HCIO) ou ion hipoclorito (Cl1O"),
estas formas presentes na agua sdo chamadas de cloro livre (Kim et al., 2002). O HCIO possui
maior poder oxidante do que o ClO". Esse composto neutro e covalente mata microrganismos,
passando facilmente através de suas membranas celulares. Além de ser efetiva, a desinfecgdo
pelo método de cloragdo ¢ relativamente barata, e o uso de pequeno excesso do produto pode
fornecer 4gua com um poder residual de desinfec¢do, durante seu armazenamento e
fornecimento (Baird, 2005).

Contudo, o HCIO ndo ¢é estavel na forma concentrada, ndo podendo portanto ser
armazenado. Além disso, um inconveniente importante do uso da cloracao para a desinfec¢ao
da 4gua ¢ a producao concomitante de substincias orgéanicas cloradas, algumas das quais sdo
toxicas (Baird, 2005).

A legislagdo brasileira, através do contido na portaria n® 518, de 25 de margo de 2004,
em vigéncia, estabelece valores maximos 100 pg/L para tri-halometanos totais como um valor
maximo permissivel para dguas tratadas e distribuidas em redes publicas de abastecimento
(BRASIL, 2004).

Todos os agentes quimicos utilizados para desinfeccdo tém a fungdo de controlar
doencas de veiculacao hidrica e inativar organismos patogénicos. Os desinfetantes quimicos
tém permitido melhora da qualidade de vida e diminui¢do da mortalidade infantil por doengas
entéricas, com uma eficiéncia sem precedentes na histéria da humanidade. Por outro lado,
pesquisas recentes tém mostrado que muitos desses agentes, por serem oxidantes muito fortes,
podem gerar alguns subprodutos da desinfec¢ao que, apesar da baixa concentragdo, podem ser
danosos aos usuarios de dguas tratadas e ao meio ambiente (Daniel, 2001).

Esses subprodutos podem ser classificados como:

e Compostos organicos halogenados, como tri-halometanos, &cidos haloacéticos,

halocetonas, haloacetonitrilas e outros, resultantes da cloragao;
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e QOutros compostos organicos, como aldeidos, cetonas, carbono organico assimilavel e
carbono orgéanico biodegradavel, associado ao 0zdnio, ao cloro ¢ aos processos de
oxidacao avancada;

e Compostos inorganicos, como cloritos e cloratos, associados ao didxido de cloro,
gerado quando o dioxido de cloro € exposto a luz solar, e ao bromato, associado a

0zonizacao.

2.5. Processos alternativos de desinfeccéo

Os processos alternativos de desinfeccdo da agua, que evitam a formacdo de tri-
halometanos (THM), sdo aqueles que ndo utilizam cloro livre, tais como: cloroaminas (cloro
combinado), dioxido de cloro, 0zonizac¢do, permanganato de potassio, perdéxido de hidrogénio,
cloreto de bromo, bromo, iodo, ion ferrato, alto pH e radiagdo ultravioleta (Laubusch, 1971;
Santos, 1989). Desses, 0os processos quimicos ¢ fisicos mais utilizados sdo as cloroaminas, o
dioxido de cloro e 0 0zonio; e a radiacao ultravioleta, respectivamente.

Embora o uso desses processos na desinfec¢do ofereca a vantagem de ndo contribuir
para a formacdo dos THM, outros subprodutos podem ser produzidos, conforme o teor de
matéria organica presente na agua (Santos, 1989). Esses subprodutos apresentam a mesma
dificuldade de remog¢ao que os THM. Além disso, cada um dos desinfetantes apresenta outras
desvantagens.

O ozo6nio ndo pode ser armazenado ou transportado porque seu tempo de vida ¢ muito
curto, deve ser gerado in situ mediante um processo relativamente caro que envolve descargas
elétricas (20.000 volts) em ar seco. Dado que o tempo de vida das moléculas de ozonio ¢
curto, a agua purificada ndo tem uma protecao residual que evite contaminagdes futuras. A
cloroamina ¢ um desinfetante mais fraco que o cloro livre, podendo ter alguma toxicidade. O
dioxido de cloro, como no caso do 0zdnio, ndo pode ser estocado, ja que ¢ explosivo em
concentragoes elevadas, portanto deve ser gerado in sSitu, o que acontece pela oxidagdo de sua
forma reduzida, ClO;", encontrada no sal clorito de sddio. Neste processo, algum didéxido de
cloro ¢ convertido gerando subprodutos, ions cloritos e cloratos bem como outras espécies
anidnicas. A presenga dessas espécies na agua final tem causado problemas de satde.

O uso da luz ultravioleta para purificar d4gua pode se tornar complicado devido a

presenca de ferro dissolvido e de substancias humicas, pois ambos absorvem a luz, reduzindo,
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assim, a quantidade disponivel para desinfec¢ao. Particulas pequenas de s6lidos em suspensao
na agua inibem também a acdo da luz UV, ja que podem esconder ou absorver as bactérias,
além de espalhar ou absorver a radiagdo.

Agentes antimicrobianos poliméricos, no entanto, tém a vantagem de serem
quimicamente estaveis e ndo volateis. Assim, eles podem reduzir as perdas associadas a
volatiliza¢ao, decomposicao fotolitica e transporte; o risco de contaminacao por exposicao e
manuseio também diminui. Além disso, o uso de polimeros biocidas minimiza impactos
ambientais e problemas na satide humana associados aos agentes antimicrobianos de baixo

peso molecular (Kenawy et al., 2007).

2.6. Polimeros biocidas

Nas trés ultimas décadas, pesquisas relacionadas a sintese e aplicagdo de polimeros
para diversos usos e fins, como a prevencdo de ataque microbioldgico e da degradagdo
ambiental, tém avancado significativamente (Kenawy et al., 2007).

As caracteristicas necessarias para um polimero biocida ideal podem ser resumidas em
(Kenawy et al., 2007):

e Sintese facil ¢ econdmica;

e Apresentar facilidade e seguranga no transporte, armazenamento, manuseio €
aplica¢do;

e Quando aplicado a desinfec¢do de dgua ndo ser soluvel,

e Nao decompor € nem emitir produtos toxicos;

e Naio deve ser toxico para o homem e para os animais domésticos ¢ ndo deve conferir a
agua cheiro e gosto que prejudique o seu consumo;

e Serregenerado quando perder sua atividade;

e Ser biocida para um amplo espectro de organismos patogénicos em um tempo

razoavel.

Um método para a preparagdo de materiais bioativos consiste na incorporagdo de

agentes antimicrobianos em polimeros sintéticos ou naturais; ou por meio de modificagdo
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quimica ou pela copolimerizagdao de monomero contendo os grupos funcionais, que poderao
ser usados em varias aplicagdes (Dizman et al., 2005).

Matrizes poliméricas vém sendo amplamente utilizadas como suportes para agentes
bactericidas. Dentro desse contexto os copolimeros a base de estireno (Sty) e divinilbenzeno
(DVB) merecem uma atengdo especial em fungdo, sobretudo, da facilidade com que sdo
preparados e da possibilidade de controle da morfologia em fun¢do dos parametros de sintese
adotados. A qualidade termodindmica dos solventes normalmente acrescentados a fase
organica, por exemplo, entre outros pardmetros (teor de DVB, grau de diluigdo, etc), altera a
morfologia dos materiais produzidos. Normalmente, o uso de solventes ndo solvatantes
promove a formacao de estruturas com maior grau de porosidade ou com poros de elevado
diametro, quando materiais porosos sdo comparados. A capacidade antibacteriana de
polimeros reticulados depende ndo apenas da eficiéncia do grupo bactericida introduzido, mas
também do teor desses grupos e da sua acessibilidade pela solugdo contaminada. O grau de
funcionalizagdo desses polimeros e o acesso aos grupos introduzidos estdo estritamente
relacionados as caracteristicas morfologicas do suporte polimérico. O teor de poros e o tipo de
porosidade sdo determinantes na distribuicdo dos sitios ativos bactericidas influenciando na
eficiéncia desses materiais.

Recentemente alguns autores produziram desinfetantes poliméricos insoluveis, com o
objetivo de desinfectar 4guas contaminadas com microrganismos patogénicos (Kenawy et al.,
2007).

Uma matriz polimérica insoluvel em agua, baseada em poli(metacrilato de metila-co-
N-vinil-2-pirrolidona) iodado, foi sintetizada por Tyagi e colaboradores (2000). O copolimero
foi sintetizado a partir dos mondmeros metacrilato de metila (MMA) e N-vinil-2-pirrolidona
na proporg¢ao de 1:1 (p/p), usando azo-bis-isobutironitrila (AIBN) como iniciador. A producao
do copolimero iodado foi realizada através de seu tratamento com iodo molecular
ressublimado a 37 °C por 24h. Sua atividade antimicrobiana foi avaliada, por meio de um
sistema contendo um cartucho conectado a um regulador de fluxo de 4gua. Uma suspensao de
células microbianas, com concentracdo conhecida e composta por Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida ssp, foi inoculada no reservatorio de agua. A suspensdo
eluida através do cartucho foi analisada em intervalos regulares para avaliar a agdo
antimicrobiana do copolimero. A Tabela 1 mostra a contagem microbiana relacionada ao
fluxo de agua contaminada, antes e ap0s a elui¢do através da coluna contendo o copolimero.
Tabela 1 — Contagem de microrganismos em relacao ao fluxo de agua apos passar pela coluna

(Kenawy et al., 2007)
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Células em suspensao

Espécies Inicial 5000L" 5000-8000L"
S. aureus 2x10° 0 1+1
E. coli 2x10° 0 542
Candida 1,5x10° 0 1+1

a) volume de agua apos eluicao através da coluna contendo o copolimero

Os resultados da Tabela 1 indicam que o copolimero iodado permanece efetivo contra
0s microrganismos para um volume de até S000L da dgua contaminada.

Jandrey e colaboradores (2004) avaliaram a ag@o bactericida do iodo impregnado em
resinas reticuladas, a base de 2-vinilpiridina e divinilbenzeno (2Vpy-DVB) nas propor¢des
molares percentuais de 40:60 e 80:20, nao modificadas ou modificadas com grupo N-6xido. A
acao sobre Escherichia coli em meio aquoso foi avaliada por eluigdo, através de colunas
preenchidas com particulas das resinas. As resinas impregnadas com iodo foram
significativamente eficazes na desinfecgdo da E. coli em altas concentragdes.

Tan e colaboradores (2000) prepararam materiais a base de polipropileno (PP) e 4-
vinilpiridina (4-Vpy). O polimero obtido foi quaternizado com os derivados halogenados:
brometo de benzila, cloreto de benzila, brometo de etila, brometo de butila ou brometo de
hexadecila. Os resultados de avaliagdo da atividade antimicrobiana mostraram que os
polimeros possuem capacidade de capturar células. O polimero quaternizado com brometo de
benzila removeu o maior numero de células Escherichia coli. Através da microscopia
eletronica de varredura (MEV), observou-se que a morfologia das células aderidas na
superficie do polimero ndo se modificou. Assim, a superficie pode ndo ser bactericida, mas
bacteriostatica.

Compostos de N-haloamida ciclicas possuem boas propriedades bactericidas. Além da
eficiente acdo contra microrganismos, sdo estaveis mesmo variando o pH da solucio,
possuem habilidade de recarga apds o esgotamento de sua eficiéncia, ndo ¢ toxico e possui
baixo custo (Ahmed et al., 2008).

Diversos polimeros comerciais foram funcionalizados com o objetivo de obter-se
derivados N-haloamida, com propriedades bactericidas sobre sua superficie. Estes incluem
celulose (Sun et al., 1999; Sun et al., 2001), nylon (Sun et al., 2001; Lin et al., 2001),
poli(tereftalato de etileno) (Sun et al., 2001; Lin et al., 2002), borracha kraton (Elrod et al.,

2001) e varias superficies de revestimento (Eknoian et al., 1999).
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Um derivado N-haloamida desenvolvido de grande importancia ¢ o
poli(estirenohidantoina) N-halogenado, devido ao seu potencial para desinfeccdo de agua
potavel e por seu baixo custo. Pérolas porosas insoluveis de poli[1,3-dicloro-5-metil-5-(4’-
vinilfenil)hidantoina] (polyl-Cl) e de poli[l,3-dibromo-5-metil-5-(4’-vinilfenil)hidantoina]
(poly1-Br), foram preparadas em trés etapas por Chen e colaboradores (2003). As etapas de

sintese do poly1-Cl sd@o mostradas na Figura 1.
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Figura 1 — Etapas de sintese das pérolas de poly1-Cl (Chen et al., 2003)

As propriedades antimicrobianas dos derivados N-haloamida polyl-Cl e polyl-Br
foram examinadas contra bactérias gram-negativa e gram-positiva, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, respectivamente. Através dos dados da Tabela 2, observa-se que as
pérolas de polyl-Cl e polyl-Br exibiram forte acdo bactericida contra as duas bactérias

patogénicas em intervalo de tempo muito curto.
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Tabela 2 — Eficiéncia bactericida das pérolas de poly1-Cl e poly1-Br (Chen et al., 2003)

S.aureus (células/mL) E.coli (células/mL)
Polimero Tempo de Inicial Final Tempo de Inicial Final
contato (s) contato (s)
Pérolas de 1,1 6,9x10° 0 1,1 8,5x10° 0
poly1-Cl
Pérolas de 1,0 6,9x10° 0 1,1 8,5x10° 0
polyl-Br

Uma amostra precursora ndao halogenada do polimero produziu crescimento dos
microrganismos. Este resultado indica que as pérolas de polyl-Cl e polyl-Br ndo agiram
como um material filtrante.

O mecanismo de agao bactericida das pérolas de poly1-Cl e polyl-Br ndo tém relacdo
com a dissociagdo do halogénio livre em agua, procedente ligagdo entre 0 mesmo com o
nitrogénio, ja que a quantidade de cloro livre detectada no efluente foi menor do que 0,1
mg/L. Chen e colaboradores (2003) sugerem que as células patogé€nicas sdo inativadas ao
entrarem em contato com a superficie do polimero, pela transferéncia de ions halogénios aos
sitios receptores da célula.

Polimeros a base de vinil-piridina quaternizados possuem cargas positivas em suas
redes macromoleculares. Por esse motivo, estes polimeros insoluveis, compostos por anéis
piridinicos, podem exibir propriedades na captura e isolamento de bactéria e virus e na
remogao de poluentes organicos de ambientes aquaticos (Li et al., 2000).

Kawabata (1992) investigou a atividade antimicrobiana de resinas quaternizadas —
poli(haletos de vinilpiridina) reticulados — contra suspensdes de E.coli, S. typhimurium ¢ S.
faecalis. Estudos relatam que houve um decréscimo consideravel de células bacterianas
vidveis em suspensdes analisadas na presenc¢a do polimero. Durante o tratamento, o polimero
capturou células com vida.

Resinas de troca anionica de base forte do tipo poli-iodo mostraram forte acao
antimicrobiana e pequena tendéncia em capturar células vivas. No trabalho de Kawabata
(1992), no entanto, um polimero insoluvel do tipo piridinico removeu da dgua bactérias com
vida por captura sobre sua superficie.

Uma série de experimentos foi desenvolvida para avaliar polimeros insoluveis do tipo

piridinico, quanto a sua capacidade em remover microrganismos mantendo as células viaveis.
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Os resultados experimentais indicaram que a remog¢ao de células bacterianas pelo polimero
ndo se limita a células viaveis.

Diferentes polimeros insoliveis do tipo piridinico foram usados para remover células
bacterianas da dgua, com o propdsito de avaliar a influéncia da estrutura polimérica sobre o
coeficiente de remoc¢do. De acordo com os resultados encontrados por Kawabata (1992), o

coeficiente de remog¢ao aumenta com o aumento no teor do grupo piridinico (Figura 2).
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Figura 2 — Efeito do teor do grupo piridinico do poli(brometo de N-benzil-4-vinilpiridina) no

coeficiente de remocéo de E. coli (Kawabata, 1992)

Kawabata (1992) preparou resinas de poli(4-vinilpiridina) quaternizadas com brometo
de benzila. A quantidade de mondmeros foi variada com o objetivo de avaliar o efeito da
estrutura polimérica, como grau de reticulagdo, contra E. coli (Tabela 3). As resinas
poliméricas de diferentes graus de reticulacdo foram preparadas variando-se o teor de
divinilbenzeno em substitui¢do ao estireno, mantendo-se o teor de 4-vinilpiridina constante.
Em outro procedimento variou-se o teor de 4-vinilpiridina e estireno € manteve-se constante o

teor de divinilbenzeno (Tabela 3).
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Tabela 3 — Efeito do grau de reticulacao da resina quaternizada com brometo de benzila no

coeficiente de remogdo de Escherichia coli (Kawabata, 1992)

Conteudo de mondémero (mol%) Grupo Inicial Coeficiente
4-Vinilpiridina Divinilbenzeno Estireno piridinico  Células/mL  de remocgao
mmol/g mL/gh

72 28 0 2,9 4,3x10° 4.8

72 20 8 2,9 6,9x10’ 6,9

72 10 18 2,9 1,5x10’ 7,1

72 3 25 3,1 1,5x10 o0

72 28 0 32 6,9x10’ 3.9

54 28 18 2,1 4,1x10’ 2,7

36 28 36 2,1 4,1x10’ 1,6

a) ndo foram detectadas células vidveis mesmo em um tempo de contato de 0,5h

De acordo com os resultados da Tabela 3, o coeficiente de remocdo da E. coli
aumentou com a redugdo do agente reticulante. Portanto, a redugdo no grau de reticulagdo do
polimero favorece a capacidade do mesmo em capturar células bacterianas. Polimeros com
menor grau de reticulagdo incham mais, aumentando sua area superficial efetiva, de modo a
facilitar a capacidade do polimero em capturar células bacterianas.

Pelos resultados da Tabela 3, observa-se também que o aumento no teor de 4-
vinilpiridina aumenta o coeficiente de remogéo da E. coli (Kawabata, 1992).

Uma série de resinas a base de poliestireno reticulado clorometilado, graftizadas com
aminas terciarias, foram sintetizadas com o objetivo de obter polimeros insoluveis, com
diferentes grupos amoénio quaterndrio, como agentes bactericidas. A Figura 3 mostra a

estrutura da resina polimérica amonio quaternario insoluvel (Jiang et al., 2005).
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Figura 3 — Estrutura da resina polimérica a base de amonio quaternario insoluvel (Jiang et al.,

2005)

A atividade antibacteriana dos polimeros reticulados macroporosos, contendo

diferentes grupos amoénio quaternario, foram avaliadas contra bactéria gram-positiva (S.

aureus). O polimero graftizado com trioctilamina obteve maior eficiéncia bactericida seguida

por tributilamina, tripropilamina e trietilamina (Figura 4).
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Figura 4 — Eficiéncia antibacteriana dos polimeros graftizados com diferentes grupos amonio

em funcdo do tempo de contato.

Concentracdo inicial de células viaveis =2 x 10’ células/mL; 0,50g de polimero (Jiang et al.,

2005).

36



Os resultados mostraram que o aumento no comprimento do grupo alquila ¢ um fator
importante na eficiéncia bactericida. Este fato pode ser explicado pelo aumento da
hidrofobicidade do polimero e conseqiientemente de sua interagdo com a membrana
citoplasmatica (Jiang et al., 2005).

Os autores estudaram o mecanismo de agdo bactericida dos polimeros de amdnio
quaternario insolivel. Durante o processo biocida, parte da estrutura polimérica ¢ difundida
através da parede celular e o grupo amoénio quaternario interage com a membrana

citoplasmatica causando a morte da bactéria (Figura 5) (Jiang et al., 2005).

Estrutura polimérica

Parede celular

Membrana
citoplasmatica

Figura 5 — Penetragdao do grupo amonio dentro da célula bacteriana (Jiang et al., 2005)

A polimerizacdo iniciada na superficie de substratos utilizando a técnica de
polimerizacao radicalar via transferéncia de atomo (ATRP), tem se mostrado eficiente para
modificar a superficie de diferentes substratos e gerar novas aplicagdes para estes materiais.

Cheng e colaboradores (2005) prepararam microesferas de polimeros com superficie
antimicrobiana permanente, e avaliaram sua agdo bactericida contra bactérias gram-negativa
(E. coli) e gram-positiva (S. aureus). O processo envolveu a sintese de microesferas de
poli(cloreto de 4-vinilbenzil) reticuladas (PVBC), via polimerizacdo em suspensdo, que foram
chamadas de PVBC-1. A superficie das microesferas de PVBC-1 foram graftizadas com
poli(metacrilato de 2-(dimetilamino)etila) (PDMAEMA) e posterior polimerizacdo do
metacrilato de 2-(dimetilamino)etila (DMAEMA) por ATRP iniciada na superficie. Nessa
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etapa o polimero modificado foi chamado de PVBC-2. Na ultima etapa o PVBC-2 foi
quaternizado com 1-bromododecano ou 1-bromohexano gerando PVBC-3 (R= Cj;Hjs) e
PVBC-3 (R= C¢Hi3), respectivamente, para obter microsferas poliméricas antimicrobianas. A

Figura 6 mostra o esquema de sintese das microsferas com superficie bactericida permanente.
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Figura 6 — Processo de preparagdo das microsferas com superficie bactericida permanente

(Cheng et al., 2005)

As propriedades antimicrobianas dos polimeros foram investigadas pelo contato de
150 microesferas, de diametro médio de 550um, com 20mL de células vidveis de bactérias em

suspensdo. A Figura 7 mostra o decréscimo do numero de células viaveis, apds o contato com

as microsferas de PVBC-1, PVBC-3 (R= C;;H,5) e PVBC-3 (R= C¢H;3) em fung¢do do tempo.
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Figura 7 — Decréscimo do niimero de células vidveis, em fung¢do do tempo de contato de
células E. coli com as microsferas de PVBC-1, PVBC-3 (R= C;H;5) e PVBC-3
(R= C¢Hj3) (Cheng et al., 2005)

O nuamero inicial de células viaveis de bactérias na suspensao foi de aproximadamente
10°células/mL. Observa-se que o numero de células vidveis diminui na presenca das
microesferas funcionalizadas. Todas as células bacterianas foram inativadas pelas
microesferas de PVBC-3 (R= Cj;Hys) e PVBC-3 (R= CgHj3), apoés 30 e 60 minutos,
respectivamente.

Alguns autores afirmaram que a parcela hidrofobica da molécula tem um papel
significativo na determinagdo da atividade antibacteriana de polications (Cheng et al., 2005).
As microesferas de PVBC-3 (R= CjyHys) apresentaram atividade bactericida
significativamente maior do que as de PVBC-3 (R= Cg¢H;3). Esses resultados corroboram
outros estudos registrados. A atividade antibacteriana, provavelmente, vem da capacidade da
cadeia hidrofobica em aumentar a permeabilidade da célula e romper a membrana celular.

A superficie original do polimero funcionalizado PVBC-3 foi recuperada, através da
lavagem das microesferas com dalcool, tendo como objetivo investigar a permanéncia da
atividade antimicrobiana na superficie do polimero, seguida por uma nova exposicao das
microesferas de PVBC-3 em nova suspensio de células viaveis bacterianas. E provavel que
células bacterianas mortas acumulem-se na superficie das microesferas, através de interagdes
hidrofobicas. As células foram removidas pela agdo do alcool, que é um solvente simples,

com a restauragcdo concomitante da atividade antimicrobiana na superficie das esferas.
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Gao e colaboradores (2007) prepararam copolimero de 4-vinilpiridina e acrilamida
[poli(4vinilpiridina-co-acrilamida), PVpAM]. Particulas de PVpAM/SiO, foram obtidas
através da graftizagdo do copolimero PVpAM sobre a superficie das particulas de silica gel
modificadas com 3-metacriloilpropila (MPS). O MPS contém ligagdes duplas polimerizaveis
e foi escolhido como agente de acoplamento, para ligar quimicamente o copolimero a silica
gel. As unidades piridinicas das particulas de PVpAM/SiO, foram quaternizadas com cloreto
de benzila e sulfato de dimetila. Dessa forma, foram formadas particulas compositos
funcionais de QPVpAM/SiO,, com propriedades antibacterianas e insoliivel em agua.

Os compositos funcionais de QPVpAM/SiO, apresentaram forte atividade

antibacteriana contra Escherichia coli. A Figura 8 apresenta a atividade bactericida em fungio

da massa de QPVpAM/SiO,.

100 a -

i /

Atividade antibacteriana (%)

Conteudo de QPVpAM/SiO;

Figura 8 — Atividade antibacteriana em fun¢do da massa de QPVpAM/SiO..

Tempo de contato: 10 min; grau de graftizagdo da amostra: 2,3 mmol/g (Gao et al., 2007)

Os resultados demonstraram que 100% de acdo bactericida foram obtidas quando uma
quantidade de apenas 20 g/L. de QPVpAM/SiO, ¢é usada. A alta eficiéncia bactericida pode ser

atribuida ao fato do grupo piridinico antibacteriano estar concentrado na superficie do

material (Gao et al., 2007).
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Gao e colaboradores (2007) examinaram a influéncia dos diferentes graus de
graftizacdo dos compdsitos funcionais de QPVpAM/SiO, sobre a atividade bactericida em

funcao de tempo.
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Figura 9 — Atividade antibacteriana de QPVpAM/Si0O, com diferentes graus de graftizacdo em

funcdo do tempo de contato.

Contetido de QPVpAM/SiO,: 25g/L (Gao et al., 2007).

Pelos resultados da Figura 9, observa-se que o aumento do grau de graftizagdo
provoca um aumento na eficiéncia antibacteriana do material.

O efeito do agente de quaternizagdo foi verificado pela comparagdo da atividade
bactericida do QPVpAM/SiO,, com mesmo grau de graftizacdo, com cloreto de benzila e

sulfato de dimetila (Figura 10) (Gao et al., 2007).
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Figura 10 — Efeito do agente de quaternizacdo na atividade antibacteriana.

Grau de graftizacao: 2,3mmol/g; conteudo de QPVpAM/SiO,: 20g/L (Gao et al., 2007).

Pelos resultados da Figura 10, observa-se que o material preparado com cloreto de
benzila apresenta maior atividade do que aquele preparado com sulfato de dimetila. Esta
diferenca pode ser atribuida a maior hidrofobicidade do grupo benzila em relagdo ao grupo
metila presentes como substituintes nas unidades piridinicas (Gao et al., 2007).

Jeong e colaboradores (2002) prepararam polimeros funcionalizados (SMA-AP) a
partir de poli(estireno-alt-anidrido maleico) (SMA) e do composto 4-aminofenol (AP), uma
vez que os fenois tem propriedades antimicrobianas.

Sua agdo contra bactérias do tipo Escherichia coli e Staphylococcus aureus foi
avaliada. A Figura 11 mostra a reacdo entre o poli(estireno-alt-anidrido maleico) e o 4-

aminofenol (AP) para obter o SMA-AP conjugado.
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Figura 11 — Rota de sintese quimica do SMA-AP (Jeong et al., 2002)

Pelos resultados da Tabela 4, observa-se que o polimero funcionalizado SMA-AP e o

composto 4-aminofenol (AP) apresentaram forte acdo bactericida contra os dois tipos de

bactérias.

Tabela 4 — Redug@o do niimero de células de E. coli e S. aureus apds 24h em contato com AP

e SMA-AP (Jeong et al., 2002)

Bactéria Amostra Reducgao (%)
E. coli Branco -
AP 100*
SMA-AP 95,3°
S. aureus Branco -
AP 100°
SMA-AP 99,9

a) Concentragdo inicial de células viaveis = 7,05 x 10’ células/mL, b) Concentragéo inicial de células

viaveis = 1,75 x 10° células/mL
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De acordo com os resultados da Tabela 4, observa-se que o composto AP tem acdo
bactericida ligeiramente superior a do SMA-AP. Este fato pode ser explicado pela facilidade
do composto AP em difundir-se através da parede celular da bactéria. Além disso, a
concentragdo de AP no polimero funcionalizado SMA-AP ¢ de apenas, aproximadamente,
35% (Jeong et al., 2002).

Para avaliar o desprendimento de AP do SMA-AP, Jeong ¢ colaboradores (2002)
empregaram o teste de zona de inibicdo do SMA-AP contra as bactérias E. coli e S. aureus.
Nenhuma zona de inibi¢do foi observada no teste, indicando que ndo houve desprendimento
de AP. Dessa forma, o polimero funcionalizado SMA-AP possui propriedades antibacterianas

por contato sem desprender agentes ativos para meio (Jeong et al., 2002).
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, sdo apresentados os materiais € equipamentos utilizados para a

elaboracdo deste trabalho, bem como a metodologia empregada.

3.1. Produtos quimicos

O desenvolvimento desse trabalho foi realizado utilizando os reagentes listados a
seguir:
e Acetona — procedéncia: Proquimios A.C.S.; grau de pureza: P.A.

e Acido cloridrico — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

Acrilonitrila — procedéncia: Nitriflex, grau de pureza: P.A.

2.2’-azo-bis (2-metil-butanonitrila) (AIBN) — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

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

Bacto Agar (Agar powder bacteriological) — procedéncia: Himedia, grau de pureza:

P.A.

e Bacto extrato de células autocatalisadas de levedura (Yeast extract powder) —

procedéncia: Himedia, grau de pureza: P.A.

e Bacto triptona — digestdo pancreatica de caseina (Casein enzyme hydrolysate type I) —

procedéncia: Himedia, grau de pureza: P.A.

e C(loreto de sédio — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

e Dicloro-metano — procedéncia: Synth, grau de pureza: P.A.

¢ Divinilbenzeno — procedéncia: Nitriflex, grau de pureza: comercial.

e Estireno — procedéncia: Petroflex, grau de pureza: comercial.

e Fosfato de sddio tribasico — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.
e Gelatina — procedéncia: Oetker Produtos alimenticios Ltda., grau de pureza: comercial.

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

e Jodeto de metila — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

e Jodeto de potdssio — procedéncia: Isofar, grau de pureza: P.A.

e Jodo ressublimado — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.
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Metanol — procedéncia: Isofar, grau de pureza: P.A.
N-heptano — procedéncia: Isofar, grau de pureza: P.A.
Tolueno — procedéncia: Quimex, grau de pureza: P.A.

2-Vinilpiridina — Nitriflex, grau de pureza: comercial.

Todos os reagentes citados acima foram utilizados como recebidos.

3.2. Equipamentos

Além dos equipamentos e vidrarias tradicionais usados em laboratério, foram

utilizados nesta Dissertacdo os seguintes aparelhos:

Agitador mecanico — IKA Labortechnik — modelo RW20.n
Agitador de solu¢des — Phoenix modelo AP 56

Analisador automatico de adsorcao fisica de nitrogénio — Micromeritics, modelo

ASAP 2020

Analise elementar, PerkinElmer CHNS/O Analyser 2400 Serie I1 (1)

Analisador termogravimétrico (TGA) — TA Instruments, modelo Q50 V6.4 Build 193
Autoclave vertical — Phoenix modelo AV-50

Balanga analitica Marte — modelo AL 500 C

Camara de fluxo laminar

Controlador de temperatura - IKA

Espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier Perkin Elmer - modelo

Spectrum One

Estufa para incubacao - DeLeo equipamentos para laboratérios
Estufa para esterilizagdo e secagem — Odontobras

Estufa Quimis

Placa de aquecimento e agitacdo - IKA RH-KT/C

Incubadora de bancada com agitacdo — Nova técnica modelo CT 712

Microscopio eletronico de varredura Philips, modelo XL-30 (2)
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e Microscopio 6tico Olympus, modelo Bx60 acoplado com maquina fotografica, modelo

SC 35

O autor agradece as seguintes instituigdes que permitiram a utilizacdo de seus

equipamentos durante a realizagdo desta dissertacdo:

(1) Embrapa Solos
(2) Departamento de Engenharia Metaltrgica e de Materiais da Escola Politécnica da

Universidade de Sao Paulo (USP).

Para o ensaio microbioldgico foram usados os seguintes materiais:

e Pinca metalica

e Seringas descartaveis para tuberculina de 1 mL graduadas estéreis

e Ponteiras descartaveis 1-1000 pL autoclavaveis para pipetadores tipo Eppendorf
(azuis)

e Ponteiras descartaveis 1-200 pL autoclavaveis para pipetadores tipo Eppendorf
(amarelas)

e Pipetador automatico 200-1000 pL.

e Pipetador automatico 10-200 pL

e Bico de gas.

e Erlenmeyer de 50 mL

e Tubos de ensaio de 13 mm

e Caixa com ponteiras 200 pL

e Caixa com ponteiras 1000 uL

e Pérolas de vidro de cerca de 3-4 mm

e Perolas de vidro de cerca de 2 mm

e Placas de Petri de 90 mm
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3.3. Procedimentos

Neste topico, serd apresentada a metodologia utilizada para desenvolver a parte

experimental deste trabalho.

3.3.1. Sintese dos copolimeros a base de 2-vinilpiridina

AN X X
XN Vazo 67
7 70°C/24h
NN
DVB 2VP EST

Figura 12 — Reacao da sintese dos copolimeros a base de 2-vinilpiridina e estireno reticulados

com divinilbenzeno

Para preparar os copolimeros com atividade bactericida, dois suportes (A e B) foram
sintetizados empregando a técnica de polimerizagdo em suspensdo aquosa via radical livre. A
sintese foi realizada em um sistema constituido por um baldo de fundo redondo de trés bocas
com capacidade de 1000 mL, equipado com agitador mecanico, termometro ¢ um
condensador de refluxo acoplado a um selo de silicone. O esquema do reator de polimerizagao

esta representado na Figura 13.
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a) Baldo de fundo redondo de trés bocas
b) Condensador
¢) Agitador mecénico

d) Termodmetro

e) Banho de dleo

f) Placa de agitagdo e aquecimento

Figura 13 — Esquema do reator de polimerizacao em suspensao aquosa

Nessa técnica, uma fase organica ¢ dispersa em uma fase aquosa. Esta fase do sistema
reacional foi preparada em uma razao 5/1 (v/v) em relacdo ao volume da fase organica, nas
duas reagdes de polimerizagdo realizadas. A fase aquosa foi constituida por 0,3% p/v de 2-
hidroxietilcelulose, previamente solubilizada em &gua, sob agitacdo magnética, por 24h a
temperatura ambiente; gelatina 0,3% p/v dissolvida, no momento da rea¢do, em agua a
aproximadamente 50°C sob agitagdo magnética e fosfato de sodio tribasico 3% p/v. Apos a
dissolu¢do dos componentes, as solu¢des obtidas foram misturadas, compondo a fase aquosa
do sistema reacional. A mistura foi mantida sob agitacdo até completa homogeneizacdo a
temperatura ambiente.

A fase organica foi preparada pela adicdo de 5x10™ mol (1,08¢) do iniciador (AIBN)
(1% molar em relagdo a quantidade total molar de mondmeros) a mistura de 0,5 mol de
mondmeros 2-vinilpiridina, estireno e divinilbenzeno a razao molar de 70/10/20. Em seguida,
o sistema diluente composto por tolueno e n-heptano (100% v/v em relagdo a quantidade total
de monomeros) foi adicionado a uma razao molar de 70/30 para a primeira reagcdo e 50/50
para a segunda reacdo. As condi¢des de reacdo estdo resumidas na Tabela 5.

A fase organica foi adicionada lenta e continuamente a fase aquosa. A suspensdo
produzida foi mantida sob agitacdo de 300 rpm a temperatura ambiente. Decorridos 15

minutos, o sistema reacional foi aquecido a 70°C e mantido sob agitacao por 24h. Apos o
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término da reacdo, o aquecimento foi suspenso mantendo-se a agitagdo até o resfriamento do
sistema. As pérolas de copolimeros produzidas foram separadas por filtracdo e lavadas
exaustivamente com agua a temperatura de 60°C e, posteriormente, com acetona em extrator

de Soxhlet durante 24 horas. As pérolas foram secas em estufa a 60°C por 24h.

Tabela 5 — Parametros de sintese dos copolimeros a base de Sty-DVB-2Vpy

Copolimeros® Sistema diluente
Tolueno/Heptano

A 70/30

B 50/50

a) Tempo de reagdo: 24h; Temperatura: 70°C; Razao molar entre os mondmeros: 2VP/EST/DVB
70/10/20; Relagdo fase aquosa/fase organica: 5/1; Iniciador: Vazo-67 (1% molar em relagéo a
quantidade molar de mondmeros); Composicao da fase aquosa: 0,3% p/v de 2-hidroxietilcelulose,
0,3% p/v de gelatina e 3% p/v de NazPO,.

3.3.2. Caracterizacdo fisico-quimica dos copolimeros

Os copolimeros sintetizados (A e B) foram caracterizados através da densidade
aparente, area especifica, volume do poro, didmetro médio do poro, grau de inchamento,
microscopia Otica, espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),

analise elementar e analise termogravimétrica.

3.3.2.1. Determinacao da densidade aparente

A determinag¢do da densidade aparente (d,,) dos copolimeros foi realizada com base no
método ASTDM D1895 (1969). Em uma proveta, com capacidade de 10 mL e precisdo de 0,1
mL, as amostras foram empacotadas até o volume de 10 mL com o auxilio de um bastdo de
vidro emborrachado. Inicialmente, a proveta foi pesada vazia e apdés o empacotamento da
mesma com a amostra foi pesada novamente. A massa do copolimero que ocupou o volume

de 10 mL foi medida pela diferenca de massa entre a proveta cheia com a amostra e vazia.
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Para cada amostra esse procedimento foi repetido trés vezes para obter a média dos valores

encontrados. A Equacdo 1 mostra o calculo da densidade aparente.

dap = MIV Equagdo 1

Onde:
dap = densidade aparente (g/mL)
m = massa da amostra (g)

v = volume da amostra (mL)

3.3.2.2. Determinagdo da area especifica, didmetro médio do poro e volume do poro

A area especifica (S), o diametro médio (D) e o volume dos poros (V) dos copolimeros
sintetizados foram determinados por fisissor¢do de nitrogénio através de Analisador
Automatico de Adsor¢do Fisica Micromeritcs, modelo ASAP 2010. A area especifica foi
calculada de acordo com a equacdo de BET pela adsor¢ao de N, enquanto o didmetro médio

e o volume de poros foram calculados pela equagdo de BJH pela dessor¢do de N».

3.3.2.3. Microscopia otica e eletronica de varredura

Com o auxilio do microscopio 6tico, as pérolas dos copolimeros sintetizados foram
avaliadas quanto ao seu aspecto (opaco, transparente ou translicido) e morfologia. As pérolas
foram colocadas em laminas de vidro, sem tratamento prévio, e examinadas através da lupa
estereoscopica.

A superficie externa e a estrutura interna dos copolimeros sintetizados foram avaliadas
através de microscopio eletronico de varredura. O material analisado foi colocado em um
suporte metalico com o auxilio de fita adesiva dupla face e recoberto com fina camada de

ouro. A voltagem de aceleragao foi de 20kV.
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3.3.2.4. Grau de inchamento

Para determinar o grau de inchamento dos copolimeros em diferentes solventes, foram
usados cilindros de 10 mL, com precisao de 0,1 mL, onde as amostras foram empacotadas até
o volume de 3 mL, com o auxilio de um bastdio de vidro emborrachado. Apods o
empacotamento, o solvente foi adicionado lentamente pela parede do cilindro até a marcagao
de 10 mL. O teste foi feito em duplicata. A Equacdo 2 mostra o calculo do grau de

inchamento (I) ap6s 24 horas de contato das amostras com o solvente.

I = (Vi-Vi)100/V; Equacao 2

Onde:
I = inchamento (%)
V; = volume do leito do copolimero seco (mL)

V¢ = volume do leito do copolimero em contato com o solvente apos 24 h (mL)
3.3.2.5. Analise elementar

Os copolimeros sintetizados foram macerados em gral de agata e secos em estufa a
100°C por 24h. Numa cépsula de estanho, foram pesados 10 mg de amostra ¢ colocados em

um tubo de combustao onde flui uma corrente de hélio.
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3.3.2.6. Analise espectrofotométrica na regiao do infravermelho

Os espectros de infravermelho dos copolimeros sintetizados foram obtidos em
Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) — Perkin Elmer. As
amostras foram maceradas em gral de agata e secas em estufa a 100°C por 1 hora. Em
seguida, aproximadamente 1 mg da amostra foi diluido com 300 mg de KBr e misturados em
gral de 4gata. Essa mistura foi prensada em forma de pastilha. Os espectros foram registrados

no intervalo de 4000 a 450 cm™, com resolugio de 4 cm™.

3.3.2.7. Anélise termogravimétrica

Para verificar a estabilidade térmica os copolimeros sintetizados foram submetidos a
analise termogravimétrica (TGA). Uma pequena quantidade da amostra foi colocada num
porta-amostra de alumina e aquecido a 700°C, numa taxa de aquecimento de 20°C.min”", em
atmosfera de nitrogénio, sob fluxo de 100 mL.min"'. Foram obtidas curvas de degradacio

termogravimétrica da perda de massa em fun¢do do aumento da temperatura.

3.3.3. Modificacdo quimica dos copolimeros

Os copolimeros sintetizados foram modificados através da reacdo de quaternizagdo do
nitrogénio presente nas unidades de vinilpiridina, com diferentes reagentes: iodeto de metila e

acrilonitrila.

3.3.3.1. Quaternizagao das unidades de piridina com iodeto de metila

A reagdo de modificagdo quimica dos copolimeros (A e B) com iodeto de metila foi

conduzida utilizando a razdo molar entre 2VP e iodeto de metila de 1:10. Em um sistema
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constituido por um baldo de trés bocas de 500 mL, equipado com agitador mecanico,
termometro ¢ um condensador de refluxo acoplado a um selo de silicone (Figura 13), foram
adicionados 6g de pérolas do copolimero a ser modificado. Inicialmente, as pérolas foram
inchadas em metanol por 24 horas para facilitar o acesso do reagente as unidades de piridina.
Ap6s o repouso foi adicionado o de iodeto de metila. Em seguida, a temperatura foi elevada
até que o sistema entrasse em refluxo (50°C). O sistema foi mantido a 50°C, sob agitacdo
mecanica durante 24h. Ao término da reagdo, o aquecimento foi interrompido e esperou-se
que o sistema atingisse a temperatura ambiente. O conteudo do baldo foi vertido em um funil
contendo papel de filtro. As pérolas modificadas foram lavadas com agua aquecida a 60°C.
Por fim, as pérolas foram lavadas com porcdes de acetona e secas em estufa a 60-70°C por 24

horas.

3.3.3.2. Quaternizagdo das unidades de piridina com acrilonitrila

A reagdo de modificacdo quimica dos copolimeros (A e B) com acrilonitrila foi
conduzida utilizando a razao molar entre 2VP e acrilonitrila de 1:17. Primeiramente, 6g de
pérolas dos copolimeros foram inchados em metanol por 24h. Apds o periodo de inchamento,
a reacdo foi conduzida em um sistema constituido por um baldo de trés bocas de 500 mL,
equipado com agitador mecanico, termometro ¢ um condensador de refluxo acoplado a um
selo de silicone (Figura 13). Ao sistema, foram adicionados lentamente a acrilonitrila e a
solugdo etandlica acida (de acordo com o descrito nos resultados e discussdo). O sistema foi
mantido sob agitagdo a 70°C durante o tempo de 72h. Ao término da reag¢do, o aquecimento
foi interrompido e esperou-se que o sistema atingisse a temperatura ambiente. O contetido do
baldo foi vertido em um funil contendo papel de filtro. As pérolas modificadas foram lavadas
com agua aquecida a 60°C. Por fim, as pérolas foram lavadas com acetona e secas em estufa a

60-70°C por 24 horas.
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3.3.4. Caracterizacdo fisico-quimica dos copolimeros modificados

Os copolimeros modificados (1A, 2A, 1B, 2B) foram caracterizados por
espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e andlise

termogravimétrica, de acordo com os métodos descritos anteriormente.

3.3.5. Impregnacio de iodo nos copolimeros sintetizados e seus derivados quaternizados

Os copolimeros sintetizados a base de 2VP (A e B) e seus derivados com grupo
quaternario de nitrogénio (1A, 2A, 1B, 2B) foram impregnados com iodo através de duas
metodologias distintas.

Metodologia I — Impregnag¢do na presenga de solvente: foi preparada uma solucio
metanolica de iodo a 2%. 50 mL desta solugdo foi deixada em contato com 1g de pérolas de
copolimero durante 72 horas sob agitacdo em shaker. Apds o tempo de contato o copolimero
impregnado foi lavado com 3000 mL de dgua a 60°C em um funil de vidro contendo papel de
filtro. Apds a lavagem, as pérolas foram mantidas em estufa a 100°C até peso constante.

Metodologia II — Impregnacdo em fase vapor: o sistema de impregnacdo a vapor foi
constituido por um tubo de vidro de duas bocas, no qual foi acoplada a uma das bocas uma
coluna de vidro sinterizado e na outra a uma mangueira com saida de nitrogénio. Ao final da
coluna foi conectada uma mangueira com funil de vidro, o qual foi colocado sobre um béquer
contendo solugdo de tiossulfato de sodio a 1%. Ao tubo de vidro, foi adicionado o iodo, em
seguida, foi adicionado 1g de pérolas a coluna. O fluxo de nitrogénio tem como objetivo
forgar a passagem dos vapores de iodo do tubo até a coluna. Este sistema foi mantido em
aquecimento até a passagem de todo o iodo pelo copolimero, aproximadamente 4h.
Posteriormente, as pérolas foram lavadas com 3000 mL de dgua quente e secas em estufa a
100°C, onde foram mantidas até peso constante.

O teor de iodo incorporado aos copolimeros foi quantificado por analise gravimétrica.
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3.3.6. Avaliacdo da capacidade de reducdo do numero de células vidveis

Os ensaios para avaliar a capacidade bactericida dos copolimeros sintetizados e

modificados quimicamente foram realizados utilizando suspensao de Escherichia coli (OHdS5

— k-12) nas concentracdes de 10° a 107 células/mL. Através da técnica de contagem em

placas, foi determinado o niimero de células vidveis. Os ensaios foram conduzidos em

triplicata.

A seguir, estdo descritos as solu¢des e meios, bem como os materiais necessarios para

o desenvolvimento dos ensaios microbioldgicos:

Solucao salina 0,9%: 2,7g de NaCl foram dissolvidos em 300 mL de agua destilada.
Meio LB (Luria-Bertani) liquido: 3g de NaCl, 3g de Bacto triptona (digestdao
pancreatica de caseina), 1,5 mL de Bacto extrato de células autolisadas de levedura
(YNB) foram dissolvidos em 300 mL de 4gua destilada.

Meio LB (Luria-Bertani) solido: a composi¢do do meio sélido ¢ semelhante a do meio
liquido, com adigdo de 4,5g Bacto agar para uso geral no preparo de culturas.
Microtubos com solucdo salina para diluicdo: em microtubos de 1,5 mL foram
adicionados 900 pL de salina com auxilio de um repipetador.

Tubos com solucao salina para diluicao das suspensdes bacterianas: cinco tubos de
polipropileno do tipo Falcon foram identificados com as concentracdes de células/mL
de 10° a 10". Em seguida, foram preenchidos com 9000 uL de salina 0,9%. Ao tubo
identificado com a concentragdo de 10’ células/mL, foi adicionada uma aliquota a
mais de 900 pL de salina, com volume final de 9900 pL.

Colunas contendo as amostras: seringas de 1 mL foram utilizadas como colunas. Para
suportar a amostra dentro da seringa, foi colocada, previamente, uma pérola de vidro
estéril dentro da mesma. O conjunto de seringa e pérola foi colocado dentro de um
tubo Falcon de 50 mL com objetivo de preservar sua esterilidade, em seguida, foi
pesado. Apos a pesagem, a seringa foi preenchida com a amostra até¢ o volume de 0,2
mL e pesada novamente. A massa da amostra foi calculada pela diferenca entre as
massas obtidas na pesagem.

Placas com meio LB sélido: Ao ser retirado da autoclave, o meio LB solido foi vertido
em placas de Petri. Apos a solidificacdo do meio, as placas foram invertidas e

reservadas.
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e Meio de Cultura: em ambiente estéril foi pipetado 100 uL de cultura pré-preparada de
Escherichia coli em 10 mL de meio LB liquido em erlenmeyer de 50 mL. A mistura
foi deixada sob agitacdo a 120 rpm a temperatura de 37°C em incubadora por uma
noite, até a fase exponencial de crescimento de cerca de 1-2 x 10° células/mL.

Os meios, solugdes e materiais listados acima foram autoclavados a 120°C por 20
minutos para o controle de esterilidade. Todo preparo do ensaio microbiologico foi realizado

em ambiente estéril (cabine de fluxo laminar).

A seguir serdo delineadas as etapas realizadas para avaliar a atividade bactericida das

amostras pelo método de contagem em placas:

e Suspensdo de bactérias: A partir de 100 pL da cultura de pernoite, com concentracido
de aproximadamente 10° células/mL, foi preparada uma suspensio de células
bacterianas com concentragdo de 10’ células/mL. Os 100 pL da cultura de pernoite
foram adicionados a 9900 pL de salina a 0,9% e desta forma foi obtida a suspensado
com concentragio de 10’ células/mL. Em seguida, a suspensdo foi agitada
vigorosamente em um agitador de tubos. Para o preparo da suspensdo com
concentragio de 10° células/mL, foi transferida uma aliquota de 1000 pL do tubo
contendo a suspensio com concentragio de 107 células/mL para um tubo contendo
9000 pL de salina a 0,9%. O mesmo procedimento foi realizado para preparar as
suspensdes com concentragio de 10°, 10% e 10° células/mL. Estas suspensdes foram
utilizadas no ensaio de eluigao.

e Ensaio de eluicdo: através da coluna contendo a amostra foram eluidas aliquotas de
500 uL de solugio salina a 0,9% e das suspensdes de células com concentragio de 10
a 107 células/mL. Inicialmente, foi eluida através da coluna uma aliquota de 500 uL de
solucdo salina para acondicionar a amostra, a qual foi descartada. Em seguida, foram
eluidas mais quatro porgdes de 500 puL a qual foi recolhida em tubo de ensaio. Apds a
elui¢do da solucdo salina, foi eluida através da mesma coluna uma aliquota de 500 pL
da suspensio com concentra¢io de 10° células/mL para o acondicionamento da
amostra. Esta aliquota foi descartada. Apo6s acondicionar a amostra foram eluidas mais
trés aliquotas de 500 pL e recolhidas em um tubo de ensaio. O mesmo procedimento

. . ~ ~ 4 7T s
foi realizado para as suspensdes com concentracdes de 10” a 10° células/mL.
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e Dilui¢do das suspensdes eluidas, das suspensdes controle e inoculagdo: as suspensoes
eluidas e controle (antes da eluico através da coluna) com concentracdes de 10* a 10
células/mL foram diluidas. As dilui¢des foram feitas de 1:10. Uma aliquota de 100 pL
das suspensdes iniciais foram transferidas para microtubos com 900 uL de salina a
0,9%. As diluicdes foram repetidas até alcangar a concentragio de 10° células/mL. Em
seguida, 100 pL de cada dilui¢dao foi inoculada em placas de Petri contendo meio
nutriente LB s6lido. Para a solugdo salina foi aplicada na placa uma aliquota de 400
uL. Para cada concentragdo foram inoculadas trés placas para contagem.

e Incubacio: as placas foram incubadas em posi¢ao invertida em estufa por 24 horas a
37°C. Apds esse periodo as unidades formadoras de colonia (UFC) foram contadas
manualmente.

e Ensaio de estabilidade dos copolimeros: Foram utilizados para o ensaio 450 pL de
solugdo salina estéril, a qual foi eluida através da coluna contendo 0,2 mL da amostra
de copolimeros. Em seguida foram adicionados 50 pL de suspensdo com concentragdo
de 10* células/mL. Ap6s 3 minutos de contato da suspensio bacteriana com o eluido,
foi retirada uma aliquota de 100uL e plaqueada. Esse procedimento foi feito repetido
mais duas vezes.

A acdo bactericida dos copolimeros foi estimada pelo decréscimo de unidades
formadoras de colonia (UFC) através da Equacdo 3. Os resultados obtidos foram tratados por

analise estatistica usando o Teste t-Student e Analise de Varidncia (ANOVA) (Beiguelman,

2002).

Equacao 3

Onde:
Acdo = Reducdo do nimero de células viaveis (%)

UFC; = unidades formadoras de colonias antes da eluicdo através das pérolas de copolimeros

UFCy = unidades formadoras de coldnias apos a eluig¢do através das pérolas de copolimeros
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade bactericida dos materiais poliméricos estd relacionada as suas
caracteristicas morfologicas. Os diluentes sdo fundamentais na formagdo da estrutura porosa
dos copolimeros. Diluentes solvatantes apresentam afinidade pelas cadeias poliméricas em
formacgdo e produzem uma rede gel expandida, que acaba por resultar em um material com
grau de porosidade baixo (do tipo gel), enquanto que os diluentes ndo solvatantes nao
apresentam afinidade pelo polimero e produzem estruturas com elevada porosidade.

Com objetivo de avaliar a influéncia do grau de porosidade dos copolimeros Sty-
DVB-2Vpy sobre a capacidade bactericida dos materiais preparados a partir da quaternizacao
desses suportes, esses copolimeros foram sintetizados empregando diferentes teores de
diluentes solvatante e ndo solvatante, tolueno e n-heptano, respectivamente.

Para facilitar a compreensdo do leitor esta se¢do sera subdividida da seguinte forma:

e Sintese e caracterizagdao dos copolimeros Sty-DVB-2Vpy;

e [Estabelecimento da metodologia de quaternizagdo da piridina com iodeto de metila e
acrilonitrila;

e Avaliacdo dos copolimeros sintetizados e quaternizados quanto a sua capacidade
bactericida;

e Estabelecimento da metodologia de impregnacao dos materiais quaternizados de seus
copolimeros de partida com iodo;

e Avaliagdo da capacidade bactericida dos materiais impregnados com iodo.

4.1. Sintese e caracterizacdo dos copolimeros a base de 2-vinilpiridina

4.1.1. Sintese e caracterizacdo quimica

Através da técnica de polimerizagdo em suspensido aquosa, foram sintetizados dois
copolimeros de Sty-DVB-2Vpy usando a razao molar 20/10/70 entre os monomeros, grau de

diluicdo igual a 100% e variando a composi¢ao da mistura diluente, constituida de tolueno e
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n-heptano. Foram usadas duas propor¢des dessa mistura: uma contendo 30% de n-heptano e
70% de tolueno (copolimero A) e outra 50% de cada solvente (copolimero B).

A espectroscopia de infravermelho foi usada como ferramenta para avaliagdo
qualitativa da incorpora¢do dos mondmeros, sobretudo do mondémero nitrogenado. A Figura
14 mostra os espectros de infravermelho dos dois copolimeros preparados, por se tratarem de
materiais com a mesma composi¢ao monomérica, 0s espectros apresentam as mesmas bandas

de absorcao.

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 450.0
cm-1

Figura 14 — Espectro de FTIR dos copolimeros A e B a base de 2-vinilpiridina

Na Tabela 6, sdo apresentadas as bandas de absorc¢do caracteristicas dos copolimeros

sintetizados (Silverstein & Webster, 2000).
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Tabela 6 — Principais absor¢gdes no espectro de infravermelho dos copolimeros Sty-DVB-

2Vpy
Absor¢io (cm™) Vibragao
3435-3412 v (OH)
3080-3020 v (C-H) dos anéis de piridina e aromatico
2928 v, (C-H) de CH,
2854 Vs (C-H) de CH,
1600-1430 v (C=N) e (C=C) dos anéis de piridina e aromatico
780-740 O (C-H) do anel de piridina
690-710 e 730-770 O, (C-H) de anel aromatico
630-605 df, do anel de piridina substituido na posi¢do orto

0 = deformacdo angular; v = deformagao axial; fp = fora do plano; a = assimétrica; s = simétrica

Os espectros dos copolimeros de partida (Figura 14) apresentam bandas de absorcao
de deformacio angular fora do plano, em 747 cm’, referente as unidades de piridina
substituida na posi¢dao orto, bem como bandas de deformagao axial na regido entre 1600 e
1430, caracteristicas de C=C e C=N de anel aromético indicando que ocorreu a incorporagao
da vinilpiridina ao copolimero sintetizado. As demais bandas de deformagao caracteristicas da
matriz polimérica encontram-se descritas na Tabela 6.

O grau de incorporagdo da vinilpiridina ao copolimero foi obtido por meio de analise
elementar. O valor experimental de nitrogénio, encontrado na andlise elementar, foi

comparado com o valor tedrico, que foi calculado através da Equacao 4.

N =my,, x 14,007 x 100

Myotal X MOloyp Equagdo 4

Onde:
my,, = massa de 2-vinilpiridina
Mioral = Massa total de mondmeros

mol,,, = massa molecular de 2-vinilpiridina (105,14g)
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Os resultados mostrados na Tabela 7 indicam que houve alta incorporacao de 2-
vinilpiridina aos copolimeros, uma vez que os valores tedricos e experimentais do nitrogénio

se aproximaram.

Tabela 7 — Teor de nitrogénio incorporado aos copolimeros

Copolimeros de Teor de Nitrogénio Teor de Nitrogénio Rendimento da
partida Experimental * (%) Teorico ° (%) Reagdo (%)
A 9,05 8,91 90
B 8,96 8,92 96

a — obtido através de analise elementar; b — obtido através da Equagdo 4

De acordo com os resultados da Tabela 7, pode-se verificar que a reagdo de
polimerizacdo ocorreu com alto rendimento, indicando a alta incorporagdo dos mondmeros
aos copolimeros sintetizados. O rendimento foi calculado relacionando a massa dos
monoémeros utilizados com a massa do copolimero obtida ao final da sintese. Esse

procedimento foi adotado por se tratar de uma reagao de adigao.

4.1.2. Caracterizacio da estrutura fisica

Com o objetivo de avaliar o grau de porosidade dos copolimeros obtidos, foram
realizadas medidas de densidade aparente, area especifica, volume e diametro de poros. Além
disso, foi feita a avaliacdo da morfologia desses materiais por microscopia Otica e eletronica
de varredura. A Tabela 8 apresenta o resultado das caracterizacdes feitas para os dois

copolimeros A e B.
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Tabela 8 - Caracterizagdo da porosidade dos copolimeros sintetizados

Copolimero Tol/Hep® dyp’ (g/cm’) S° (m*/g) DY (A) Ve (cm’/g)
A 70/30 0,66 0,14 * 0,007
B 50/50 0,35 40,41 282,34 0,304

a) Tol = tolueno, Hep = heptano; b) Densidade aparente; c) Area superficial obtida pela
equag¢do de BET; d) Diametro médio de poros obtido pela equacdao de BJH; ) Volume poros fixos
obtido pela equacdo de BJH; *abaixo do limite de detecgdo

A associagdo entre os valores de densidade aparente, de area especifica e de volume de
poros determinados para materiais esféricos caracterizam, de forma bastante completa, a
porosidade de polimeros esféricos reticulados. Copolimeros que apresentam maior porosidade
em sua estrutura tém menores valores de densidade aparente, devido & menor quantidade de
massa ocupada por unidade de volume. O volume de poros e a densidade aparente de
materiais esféricos sdo caracteristicas que apresentam relagao inversa. O aumento dos valores
de densidade aparente implica na redugdo do volume de poros (Rabelo, 1994). E possivel
observar, analisando a Tabela 8, que o copolimero B sintetizado com a mistura diluente
tolueno/heptano na proporg¢ao 50/50 apresenta menor densidade aparente do que o copolimero
A, produzido na propor¢ao 70/30. Isso sugere que o copolimero B possui maior porosidade,
ou seja, que apresenta maior volume de poros. O copolimero A apresenta area superficial bem
pequena, aproximadamente 0,1 m”/g. Este resultado estd em consondncia com o esperado ja
que o aumento da propor¢ao de tolueno na mistura diluente conduz a formacgdo de materiais
menos porosos. Em contrapartida, o copolimero B apresenta uma area bem maior
caracteristica de materiais com porosidade permanente. De forma geral, os resultados
apresentados indicam que, a redu¢do do poder solvatante da mistura diluente produz materiais
com maior porosidade, enquanto o aumento do poder de solvatagdo contribui para formagao
de materiais com baixa porosidade.

As micrografias apresentadas na Figura 15 corroboram os resultados descritos até aqui

sobre a caracterizagdo da porosidade dos copolimeros sintetizados.
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Figura 15 — Micrografias de microscopia 6tica dos copolimeros com 75x de magnitude; a)

Copolimero A (30% de n-heptano); b) Copolimero B (50% de n-heptano)

A Figura 15 mostra que os copolimeros sintetizados A e B tém morfologia esférica,
caracteristica de materiais produzidos através da técnica de polimerizacdo em suspensdo
aquosa. O copolimero A sintetizado com maior teor de tolueno, diluente solvatante, apresenta
maior dominio de pérolas transparentes e brilhantes. Esta caracteristica indica que o
copolimero A ¢ do tipo gel (ndo apresenta poros no estado seco). Durante a reacdo de
polimerizacdo, ¢ formada uma estrutura gel expandida, a qual o diluente solvatante
permanece. Apos a sintese, o diluente ¢ removido e a estrutura colapsa, conseqiientemente, o
copolimero ndo apresentard poros no estado seco (Jandrey, 2007).

De forma geral, copolimeros com média a alta porosidade apresentam-se opacos. A
diminui¢do no poder de solvatagdo da mistura diluente promove a separagdo de fases mais
cedo durante o processo de polimerizagdo. Como resultado, haverd formacgdo de estruturas
heterogéneas. A opacidade das pérolas ¢ conseqiiéncia desta heterogeneidade, que provoca a
dispersdo da luz incidente no microscopio 6tico. A Figura 15 mostra o aspecto otico, opaco,
do copolimero B indicando a presenca de poros no estado seco em sua estrutura.

A microscopia eletronica de varredura foi realizada para avaliar a estrutura porosa dos
copolimeros sintetizados, como a textura e a rugosidade, isto €, o aspecto da superficie das
pérolas. A Figura 16 apresenta as micrografias eletronicas de varredura dos copolimeros A e

B.
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Figura 16 — Micrografias de microscopia eletronica de varredura dos copolimeros com 5000x

de magnitude; a) copolimero A (30% de n-heptano); b) copolimero B (50% de n-heptano)

Comparando as micrografias dos copolimeros A ¢ B (Figura 16), pode-se verificar que
a superficie do copolimero B apresenta maior rugosidade devido a heterogeneidade de sua
superficie. Ja a micrografia do copolimero A mostra que sua superficie ¢ lisa, caracteristica de
materiais que ndo apresentam poros no estado seco. Estes resultados estdo de acordo com as
conclusdes obtidas a partir das micrografias oticas.

O grau de inchamento dos copolimeros depende de sua afinidade pelo solvente, as
cadeias poliméricas se expandem a medida que as moléculas de solvente solvatam os
segmentos da rede polimérica. De forma geral, copolimeros do tipo gel possuem a capacidade
de inchar em bons solventes devido, principalmente a expansdo da fase colapsada (gel),
promovendo, assim, variagdo de volume. O mesmo comportamento ndo ¢ verificado em
copolimeros macroporosos, ja que a fragao gel neste material € bem menor. Nesse caso, o
solvente preenche um teor de poros fixos. Portanto, de uma forma geral, copolimeros
sintetizados com maior propor¢cdo de heptano na mistura diluente apresentam menor
capacidade de inchar, uma vez que, ha formagdo de poros rigidos em sua estrutura.

A Tabela 9 apresenta os valores percentuais de inchamento dos copolimeros

sintetizados em um bom solvente (tolueno) e em um mau solvente (heptano).
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Tabela 9 - Grau de inchamento dos copolimeros

Copolimero Sistema Diluente” Ito1 (%) Tep (%)
Tol/Hep
A 70/30 55 0
B 50/50 25 0

a) Tol = tolueno, Hep = heptano

A literatura reporta que copolimeros a base de estireno e divinilbenzeno apresentam
elevada capacidade de inchamento em tolueno, isto porque os parametros de solubilidade
destes sdo semelhantes (copolimero Sty-DVB 8= 17,8 MPa'’%; tolueno &= 18,2 MPa'’ ?). Dessa
forma, era esperado que o copolimero A, do tipo gel, apresentasse maior grau de inchamento
do que o obtido. Observando a Tabela 9 pode-se verificar que o copolimero A inchou apenas
55%, o que pode ser atribuido a presenga da piridina no copolimero, um mondémero polar, que
torna o tolueno um solvente termodinamicamente pior para as cadeias poliméricas desse

material.

4.1.3. Estabilidade térmica dos copolimeros

A estabilidade térmica dos copolimeros foi verificada através de andlise
termogravimétrica (TGA) em atmosfera de nitrogénio. A Figura 17 mostra as curvas de TG e
DTG dos copolimeros A e B. As curvas de degradagdo térmica dos materiais sintetizados
apresentaram perfis semelhantes, por apresentarem a mesma composi¢do quimica. No
entanto, pode se notar uma diferenga sutil na temperatura inicial de degradagdo (temperatura
onset) entre os copolimeros A ¢ B (Tabela 10). O copolimero B (mais poroso) apresenta
maior facilidade de se degradar que o copolimero A, esse comportamento ¢ condizente com o
observado por Jandrey (2007) e por Simplicio (2008), e pode ser explicado considerando a
diminuicdo da interacdo do tipo dipolo-dipolo entre as cadeias poliméricas em fungdo do

aumento da heterogeneidade.
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Figura 17 — Curvas de TGA (a) e DTG (b) dos copolimeros de partida A e B
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Tabela 10 — Caracteristicas térmicas dos copolimeros sintetizados
Copolimero  Tonset® (°C) Td°(°C)  Teor de residuo (%)
A 399 424 1,4
B 389 417 0,93

a) Temperatura inicial de degradagdo; b) Temperatura de degradagdo na derivada

4.2. Modificacdo quimica dos copolimeros a base de vinilpiridina

Agentes ativos com superficie catidnica, que apresentam propriedades bactericidas,
desempenham um papel importante como sanitizante, agente anticéptico, germicida e
fungicida. De acordo com a literatura, os materiais poliméricos com cargas positivas em suas
redes macromoleculares apresentam a capacidade de capturar, isolar e inativar bactérias e
virus através de interagdes eletrostaticas (Tyagi, 2008). E importante ressaltar que as
propriedades antibacterianas de suportes funcionalizados estdo relacionadas ndo s6 com a
capacidade bactericida dos grupos funcionais presentes na matriz polimérica, mas também
com a distribuicao adequada desses grupos ativos na superficie da rede polimérica. Por tanto,
faz-se necessario o estudo para obter suportes poliméricos com estrutura fisico-quimica
favoravel a reacdo de obten¢do dos grupos ativos. Com objetivo de preparar materiais mais
polares e com atividade bactericida, os copolimeros A ¢ B foram modificados quimicamente
empregando diferentes reagentes: iodeto de metila e acrilonitrila. A modificagdo foi realizada
visando a obten¢do do nitrogénio quaternizado nas unidades de piridina da estrutura

polimérica dos copolimeros.

4.2.1. Modificacdo dos copolimeros com iodeto de metila

A metodologia adotada para reacdo de quaternizagdo do nitrogénio com iodeto de
metila ¢ uma adaptacdo do método utilizado por Kuca e colaboradores (2004). Neste método,
foi produzido um surfactante catidénico (N-benzil-N,N-dimetiloctano-1-brometo de amonio) a

partir do composto N,N-dimetilbenzilamina (Figura 18).
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Figura 18 — Sintese do N-benzil-N,N-dimetiloctano-1-brometo de amdnio (Kuca et al.; 2004)

4.2.1.1. Modificagdo do copolimero poroso b

A reagdo de quaternizacdo com iodeto de metila (Figura 19) foi realizada em pequena
escala. Esta medida teve como objetivo verificar os parametros ideais para a reagdo de
quaternizagdo em escala maior. Tendo em vista que o copolimero B apresenta propriedades
morfologicas que permitem melhor acesso do reagente aos sitios ativos da estrutura
polimérica, este foi escolhido para iniciar a reacdo de quaternizagdo. Inicialmente, as pérolas
do copolimero B foram inchadas em metanol para facilitar o acesso do reagente aos centros
reacionais da matriz polimérica. A relagdo molar entre o reagente iodeto de metila e a piridina
foi escolhida como primeiro parametro a ser estudado para otimizar a reagdo. A reagdo foi
feita a razdo molar de 1:10 entre 2Vpy e iodeto de metila, considerando o valor teérico do
mondmero 2Vpy, sob refluxo (50°C) durante 24h. O novo material quaternizado foi chamado
de copolimero 1B (B: copolimero de partida, 1B: copolimero B quaternizado com iodeto de

metila).
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Figura 19 — Reacao de quaternizagdo do nitrogénio das unidades de piridina dos copolimeros

Sty-DVB-2Vpy com iodeto de metila
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A reagdo de quaternizagdo das unidades de piridina foi acompanhada por
espectrometria na regido do infravermelho. A Figura 20 mostra as diferentes bandas de

absorcao entre os espectros do copolimero de partida B e de seu derivado quaternizado 1B.
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Figura 20 — Espectro de infravermelho do copolimero B e seu derivado quaternizado 1B (em

pequena escala)

E possivel observar, através da analise da Figura 20, a ocorréncia da reacdo de
quaternizagdo do copolimero 1B com iodeto de metila. Percebe-se uma alteragdo na posi¢ao e
intensidade da banda de deformag¢ao angular fora do plano referente a vibragdo C-H do anel
de piridina, em 747 cm™, que pode ser explicada em fungdo da maximizagdo do efeito
indutivo nessa ligacdo provocada pela redugdo da carga eletronica no dtomo de nitrogénio
(Jandrey, 2007). Além disso, a formagao do ion piridinio é evidenciada pelo aparecimento da
banda de absorcdo de deformacdo axial em 1628 cm™(Yang et al., 2005). O aumento da
intensidade da banda de deformagdo axial caracteristica de O-H indica que o copolimero
quaternizado absorve maior umidade do que o copolimero de partida. Esse resultado sugere a
introdugdo de cargas positivas na matriz polimérica do copolimero quaternizado, devido ao

aumento da hidrofilicidade desse material.
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A quaternizagdo do nitrogénio da piridina com o reagente iodeto de metila ¢ uma
reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2). Os parametros empregados nesta
rea¢do em pequena escala, como tempo (24h), temperatura (50 °C) e razdo molar entre os
reagentes (2Vpy/CHsl = 1/10), foram usados na reagdo em larga escala. O espectro das
pérolas do copolimero quaternizadas em grande escala (Figura 21) é condizente com o
espectro do copolimero que foi modificado em pequena escala, indicando que a quaternizagao

ocorreu.
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Figura 21 — Espectro de infravermelho do copolimero B quaternizado com iodeto de metila

em grande escala (1B)

O copolimero B quaternizado foi submetido a andlise termogravimétrica ndo so para
verificar sua estabilidade térmica, mas também para confirmar sua modificagdo quimica. A
Figura 22 mostra que, as curvas de TGA e DTG do copolimero quaternizado apresentam
diferentes perfis em relagdo ao copolimero matriz. O copolimero matriz possui apenas um
patamar de degradag¢do, enquanto o copolimero quaternizado possui dois estagios de
decomposi¢do, o primeiro relacionado a degradagdo dos grupos metilénicos ¢ o segundo

relativo a queima da cadeia carbdnica.
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Figura 22 — Curvas de TGA (a) e DTG (b) do copolimero B e de seu derivado quaternizado

com iodeto de metila (1B)
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4.2.1.2. Modificac¢ao do copolimero gel a

Para obter o copolimero A quaternizado foram empregados os mesmos parametros de
reacdo adotados na modificagdo do copolimero B, ja que os resultados indicaram que a reacao
ocorreu. Este novo material quaternizado foi chamado de copolimero 1A (A: copolimero de
partida; 1A: copolimero A quaternizado com iodeto de metila).

A quaternizagdo das pérolas do copolimero também foi verificada por espectroscopia
na regido do infravermelho e por andlise termogravimétrica (Figuras 23 e 24,
respectivamente). Os resultados apresentados no espectro ¢ nas curvas de TGA e DTG

sugerem que a quaternizacao do anel de piridina ocorreu.
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Figura 23 — Espectro de infravermelho do copolimero A quaternizado com iodeto de metila

(1A)
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4.2.2. Modificacdo dos copolimeros com acrilonitrila

Além da modifica¢do com iodeto de metila, os copolimeros de partida (A e B) foram
submetidos a uma reacdo de quaterniza¢do com acrilonitrila (Figura 25). Este procedimento
teve como objetivo estabelecer uma nova metodologia de quaternizagao das unidades de
piridina e avaliar a influéncia do tamanho da cadeia carbodnica dos grupos usados na reagdo de
quaternizagdo sobre a capacidade bactericida dos materiais produzidos.

A metodologia de quaternizacdo dos copolimeros com acrilonitrila, desenvolvida nesta
dissertacdo, foi baseada no trabalho de Rodrigues e colaboradores (2007). Nesse trabalho,
foram sintetizados uma série de copolimeros Sty-DVB-2Vpy e copolimeros Sty-DVB-4Vpy
com diferentes razdes molares entre os monOmeros e variadas composi¢des diluentes
(misturas de tolueno e n-heptano). Esses suportes foram posteriormente inchados em metanol
e reagidos com acrilonitrila em meio acido, a razao molar entre 2Vpy e acrilonitrila foi 1:16 e

a razao molar entre 4cido e acrilonitrila foi de 1:4 (Rodrigues et al., 2007).

o P P
H,C——CH——CN

N CN . CN
1 = |N/\_/ HCI = |N/\/ . or
Z~ N: XX A
“ |

Figura 25 — Reagdo de quaternizagdo do nitrogénio das unidades de piridina dos copolimeros

Sty-DVB-2Vpy com acrilonitrila
4.2.2.1. Modificag@o do copolimero poroso b

A reagdo de quaternizagdo com acrilonitrila ¢ catalisada por um acido proético e ocorre
através do mecanismo de adi¢do de Michael (Figura 25). Embora o 4cido catalise a reacdo, o
seu excesso pode impedi-la de acontecer devido a protonacdo do nitrogénio nucleofilico da
2VPy, tornando-o inativo. Dessa forma, faz-se necessario o estudo da concentracdo de

hidrogénio para que a reagao ocorra.
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Inicialmente, a reacdo de quaternizagdo com acrilonitrila foi realizada com o

copolimero B em pequena escala, também com a finalidade de estudar as condigdes ideais de

quaternizagdo. Previamente a reacdo, as pérolas do copolimero B foram deixadas em contato

com metanol por 24h para facilitar o acesso do reagente aos sitios ativos. Os parametros

adotados para a rea¢ao de modificagdao foram os seguintes:

Razao molar entre 2Vpy e acrilonitrila: 1/17;

Razao molar entre acido cloridrico (em solu¢do aquosa) e acrilonitrila: 1/4;
Tempo de reagdo: 24h;

Temperatura: 70 °C.

Para verificar a ocorréncia da quaternizagdo, os copolimeros modificados foram

analisados por espectroscopia na regido do infravermelho. A Figura 26 mostra o espectro de

infravermelho com transformada de Fourier do copolimero B submetido a quaternizagao com

acrilonitrila.
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Figura 26 — Espectro de infravermelho do copolimero B submetido a quaternizagdo com

acrilonitrila
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A ocorréncia da reagao de quaternizagdo do copolimero B seria confirmada pelo
aparecimento da banda de absor¢do de deformacdo axial em 2240 cm™ caracteristica do grupo
nitrila (C=N) presente na acrilonitrila. No entanto, ndo foi observado o aparecimento desta
banda. Este resultado pode estar associado a insolubilidade da acrilonitrila na solu¢do aquosa
de acido cloridrico, que dificulta o contato do reagente (acrilonitrila) com as pérolas do
copolimero. Assim, uma nova reagao foi realizada adotando-se os mesmos parametros da
reacdo anterior, entretanto, a solu¢do aquosa acida foi substituida por uma solugdo etandlica
acida. A Figura 27 mostra o espectro de infravermelho do copolimero B submetido a segunda

tentativa de quaternizacao.
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Figura 27 — Espectro de infravermelho do copolimero B submetido a segunda tentativa de

reagao de quaternizagdo com acrilonitrila por 24h

Analisando o espectro da Figura 27 pode ser constatado o aparecimento da banda em
2243 cm™ (v (C=N) da acrilonitrila), indicando a ocorréncia da reagdo de quaternizagio com
acrilonitrila. Provavelmente, a mudanga de solvente no preparo da solugdo acida favoreceu o

contato entre a acrilonitrila € o copolimero. Apesar de o espectro indicar a modificacdo do
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copolimero B, a banda de absor¢do apresenta baixa intensidade. Yang e colaboradores (2005)

observaram que o aumento do tempo de contato favorecia a extensdo da reagdo de

quaternizag¢do de um copolimero 4Vpy com metacrilato de butila. Era verificado um aumento

na intensidade da banda referente a formagdo do ion piridinio em fun¢do do acréscimo do

tempo reacional. Com base nesse trabalho foi decidido verificar a influéncia do tempo na

reacdo de quaternizagdao. Assim, novas reagdes foram realizadas empregando os mesmos

parametros reacionais anteriores por um tempo de 48h e posteriormente 72h (Figuras 28 e 29).
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Figura 29 — Espectro de infravermelho do copolimero B submetido 4 reacdo de quaternizagao

com acrilonitrila por 72h

As Figuras 28 ¢ 29 mostram que a intensidade da banda em 2243 cm™, referente ao
grupo nitrila, aumentou gradativamente quando a reagdo foi feita em tempos maiores. Este
resultado confirma que a extensdo da quaternizagao ¢ influenciada pelo tempo de reagao.

ApOs esse estudo foram padronizadas as condigdes de quaternizacao do copolimero B
com acrilonitrila para reproducdo em grande escala:

e Razdo molar entre 2Vpy e acrilonitrila: 1/17;
e Razdo molar entre acido cloridrico (em solugdo etandlica) e acrilonitrila: 1/4;
e Tempo de reagdo: 72h;

e Temperatura: 70 °C.
O novo material quaternizado em grande escala foi chamado de copolimero 2B (B:

copolimero de partida; 2B: copolimero B quaternizado com acrilonitrila). O espectro de FTIR

referente a esse novo material é apresentado na Figura 30.
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Figura 30 — Espectro de infravermelho do copolimero B quaternizado com acrilonitrila em

grande escala (2B)

E possivel observar que os espectros das Figuras 29 e 30 apresentam um perfil
semelhante, ambos confirmam a ocorréncia da reagdo de quaternizagdo com acrilonitrila
através do surgimento da banda de deformacdo axial em 2243 cm™ caracteristica do grupo
nitrila.

A reagdo de quaternizacdo também ¢ confirmada por andlise termogravimétrica. O
aparecimento de um outro estdgio de degradagdo, anterior ao estdgio referente a
decomposicdo das cadeias carbonicas dos copolimeros, indica que a matriz polimérica foi

modificada (Figura 31).
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4.2.2.2. Modificac¢ao do copolimero gel a

Os parametros de reacdo que resultaram na quaternizacdo do copolimero B foram

inicialmente empregados na reacdo de modificacdo do copolimero A em pequena escala:

e Razdo molar entre 2Vpy e acrilonitrila: 1/17;

e Razdo molar entre acido cloridrico (em solugdo etanolica) e acrilonitrila: 1/4;
e Tempo de reacdo: 24h;

e Temperatura: 70 °C.

Na Figura 32 ¢ apresentado o espectro de FTIR referente a reacdo do copolimero A

com acrilonitrila.
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Figura 32 — Espectro de infravermelho do copolimero A submetido a reacdo de quaternizagdo

com acrilonitrila

82



%T

Analisando o espectro de FTIR da Figura 32 ¢ possivel observar que o copolimero A
ndo foi quaternizado com acrilonitrila (auséncia da absor¢do de deformacdo axial em 2240
cm” referente ao grupo C=N) empregando as mesmas condigdes reacionais usadas para
modificacdo do copolimero B. A explicagdo para a inocorréncia dessa reacdo de
quaternizagdo pode estar relacionada a forma como a acrilonitrila acessa esses dois tipos de
estrutura. O copolimero B, que possui poros verdadeiros, permite um rapido acesso da
acrilonitrila a sua estrutura interna, o excesso dos protons adicionados subsequentemente, a
fim de catalisar essa reagdo, ndo protonam as unidades de piridina j4 em contato com a
acrilonitrila. Ja a difusdo da acrilonitrila pelas pérolas copolimero A, do tipo gel, ¢ limitada
em funcao do volume desse reagente, mesmo estando esse material inchado por metanol. Com
isso € provavel que os protons, com menor tamanho, consigam alcangar as unidades piridina
antes do contato dessas unidades com o reagente, o que acaba por prejudicar a reacdo de
quaternizagao.

Dessa forma, foram feitas novas reacdes reduzindo a concentracdo hidrogenionica a
fim de evitar a protonacdo da piridina. As novas razdes molares entre o acido e a acrilonitrila
usadas nas reagdes foram de 1/4,5; 1/5 e 1/6. As Figuras 33, 34 e 35 mostram respectivamente

os espectros de FTIR das reagdes realizadas com essas proporgdes de acido.
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reacdo de quaternizagcdo com acrilonitrila
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Figura 34 — Espectro de infravermelho do copolimero A submetido a terceira tentativa de

reacdo de quaternizagdo com acrilonitrila
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reacdo de quaternizagdo com acrilonitrila
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De acordo com os resultados observados nos espectros de FTIR (Figuras 33, 34 e 35),
¢ possivel verificar que a banda de absorcao referente ao grupo nitrila apareceu apenas no
espectro da Figura 35, indicando que a quaternizacdo do copolimero A ocorreu somente
quando a razdo molar entre o HCl e a acrilonitrila foi de 1/6.

Os parametros reacionais pré-determinados nas reacdes de modificagdo do copolimero
A em pequena escala (parametros abaixo especificados) foram utilizados na reacao de
quaternizagdo desse material em grande escala. Considerando o estudo sobre a influéncia que
o tempo exerce no grau de quaternizagdo, realizado para o copolimero B, o tempo de reagao
adotado nesta reagdo foi o mesmo empregado na reacdo em grande escala do copolimero B.

e Razdo molar entre 2Vpy e acrilonitrila: 1/17;

e Razdo molar entre acido cloridrico (em solugdo etanodlica) e acrilonitrila: 1/6;
e Tempo de reacdo: 72h;

e Temperatura: 70 °C.

O novo material quaternizado em grande escala foi chamado de copolimero 2A (A:
copolimero de partida, 2A: copolimero A quaternizado com acrilonitrila). O espectro de FTIR

referente a esse novo material ¢ apresentado na Figura 36.
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Figura 36 — Espectro de infravermelho do copolimero A quaternizado com acrilonitrila em

grande escala (2A)
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Novamente os espectros de FTIR apresentados para as reacdes de modificacdo do
copolimero A em pequena e grande escala sdo semelhantes (Figuras 35 e 36). Entretanto,
pode-se verificar qualitativamente que a intensidade da banda de absorcao caracteristica do
grupo nitrila, em 2242 cm™, parece ser mais intensa no espectro do copolimero quaternizado
em grande escala (reagido por 72 horas). Este resultado pode confirmar a influéncia que o
tempo exerce sobre o grau de quaternizagao.

Da mesma forma que o copolimero 2B, o copolimero 2A foi submetido a analise
termogravimétrica para confirmar a modificagdo quimica, que pode ser observada pelo
surgimento de um estagio de degradacdo que antecede a degradacdo da cadeia polimérica

(Figura 37)
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Grau de inchamento (%)

4.3. Avaliacdo da atividade bactericida

Todos os copolimeros Sty-DVB-2Vpy quaternizados (1A e 1B: copolimeros
quaternizados com iodeto de metila, 2A e 2B: copolimeros quaternizados com acrilonitrila)
foram submetidos a avaliagdo de sua capacidade bactericida. Os ensaios microbiologicos
foram realizados em triplicata. Os dados obtidos passaram por tratamento estatistico, foi feita
a andlise de variancia (ANOVA) e teste t-Student ao nivel de 5% de significancia.

Considerando que as suspensdes bacterianas sdo preparadas em meio aquoso, 0s
copolimeros de partida e seus derivados quaternizados foram submetidos ao teste de
inchamento em agua a fim de avaliar o comportamento das pérolas de copolimero nesse

solvente. Os resultados sdo mostrados em forma de graficos e apresentados na Figura 38.
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Figura 38 — Grau de inchamento dos copolimeros de partida (A e B) e de seus derivados

quaternizados (1A e 1B: iodeto de metila; 2A e 2B: acrilonitrila) em dgua

De uma forma geral, copolimeros a base de estireno e divinilbenzeno apresentam uma
restrita capacidade de inchamento em solventes termodinamicamente ruins para as cadeias
poliméricas como, por exemplo, a 4gua. A presen¢a de uma grande proporcao de piridina, um
mondmero polar, torna os copolimeros Sty-DVB-Vpy mais polares como um todo e favorece
a expansdo das cadeias poliméricas por solventes desse tipo. Analisando a Figura 38, ¢
possivel observar que o copolimero A (tipo gel) e seus derivados quaternizados 1A e 2A
apresentaram capacidade de inchar em d4gua. Este comportamento pode ser explicado
considerando que esse copolimero apresenta uma grande propor¢ao de fase gel. Como ja

comentado, ¢ essa fracdo a maior responsavel pela capacidade de inchamento desses
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materiais. Pode-se verificar que os copolimeros quaternizados com iodeto de metila (1A e 1B)
apresentaram maior grau de inchamento que os copolimeros nao funcionalizados (A e B).
Este comportamento pode estar relacionado a presenca de cargas positivas na rede polimérica
dos copolimeros modificados que resulta no aumento da capacidade de interacdo desses
materiais com a agua. Os copolimeros funcionalizados com acrilonitrila (2A e 2B)
apresentaram capacidade de inchar em agua semelhante aos seus copolimeros de origem, o
que pode estar relacionado ao baixo grau de quaterniza¢do desses suportes, confirmada
também pelos espectros de FTIR desses materiais modificados (Figuras 30 e 36).

A agdo bactericida dos copolimeros A e B e de seus derivados quaternizados com
iodeto de metila (1A e 1B) foi avaliada através do ensaio de elui¢ao em coluna. Os resultados

sdo apresentados nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11 — Agéo bactericida dos copolimeros de partida contra suspensdo de E.coli

Concentragdo A¢do Bactericida (%)*
( '1in1iCi?1 L Copolimero A°  Copolimero B°
células/m

3,8x10° 0 0
3,5x10* 0 0
3,2x10° 0 0
3,5x10° 0 0
3,5 x10’ 0 0

Desvio padrdo relativo = 5% UFC; A¢ao bactericida significativa > 14%; a) média de triplicatas; b)
copolimero de origem (30% de n-heptano); c) copolimero de origem (50% de n-heptano)

Tabela 12 — A¢ao bactericida dos copolimeros A e B quaternizados com iodeto de metila

contra suspensao de E.coli

Concentragao Acdo Bactericida (%)*
( 'lmlm?l L Copolimero 1A°  Copolimero 1B°
celulas/m

2,5x10° 47 29
2,3 x10* 44 17
2,9x10° 29 6
2,1 x10° 20 2
2,3x107 19 3

Desvio padrdo relativo = 5% UFC; A¢ao bactericida significativa > 14%; a) média de triplicatas; b)
copolimero A quaternizado; ¢) copolimero B quaternizado
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Os resultados apresentados nas Tabelas 11 e 12 demonstram que os copolimeros de
origem (A e B) ndo apresentaram atividade bactericida. Entretanto, seus derivados
quaternizados com iodeto de metila (1A e 1B) apresentaram atividade.

Como mostrado na Tabela 12, o copolimero 1A apresenta acdo bactericida
significativa para todas as concentragdes de células, enquanto que o copolimero 1B mostrou-
se eficiente apenas para baixas concentra¢des de células (até 10* células/mL). Este resultado
pode estar associado ao maior grau de inchamento do copolimero 1A quando em contato com
a suspensdo bacteriana (Figura 38). Era esperado que o copolimero 1B apresentasse maior
atividade bactericida em funcdo da presenca de poros fixos. O acesso da suspensio bacteriana
aos sitios ativos mais internos seria facilitado em fun¢ao dos poros permanentes. Entretanto,
apesar de o copolimero 1B possuir porosidade verdadeira e o copolimero 1A (tipo gel) ndo
apresentar area mensuravel no estado seco, no estado inchado ¢ provavel que o copolimero
1A possua maior area de contato que o copolimero 1B, devido a expansdo da rede polimérica
quando solvatada pelo solvente (agua). O aumento da area de contato favorece o acesso da
suspensdo bacteriana aos sitios ativos mais internos da rede macromolecular, resultando em
uma acao bactericida mais eficiente.

O resultado do ensaio para avaliar a capacidade bactericida dos copolimeros

quaternizados com acrilonitrila sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13 — A¢do bactericida dos copolimeros A e B quaternizados com acrilonitrila contra

suspensao de E.coli

Concentragao Acdo Bactericida (%)*
( ,linliCi?l L) Copolimero 2A°  Copolimero 2B°
células/m

2,2 x10° 24 8
2,1x10* 13 5
2,3x10° 13 6
2,3 x10° 5 6
2,1x10’ 1 2

Desvio padrdo relativo = 5% UFC; A¢ao bactericida significativa > 14%; a) média de triplicatas; b)
copolimero A quaternizado ¢) copolimero B quaternizado

De forma geral, assim como na funcionalizacdo com iodeto de metila, o derivado do

copolimero A quaternizado com acrilonitrila (2A) apresenta maior acdo bactericida do que o
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copolimero 2B. Este resultado também pode ser explicado pela maior capacidade de
inchamento do copolimero 2A quando em contato com a suspensdo bacteriana (Figura 38), o
que favorece a interacdo das bactérias com os grupos ativos, aumentando a atividade do
material.

Analisando os dados das Tabelas 12 e 13 ¢é possivel observar que os copolimeros
funcionalizados com iodeto de metila (1A e 1B) apresentam maior agdo bactericida do que
aqueles funcionalizados com acrilonitrila (2A e 2B). Esse resultado ¢ mais um indicativo de
que a reac¢do de funcionalizagdo com iodeto de metila se deu em maior propor¢do do que a
reacdo com acrilonitrila. Apesar dos dados de andlise espectrofotométrica indicarem que
houve a quaternizacdo dos nitrogénios das unidades de 2Vpy com a acrilonitrila, a agao
encontrada para o copolimero 2A foi muito baixa e para o copolimero 2B ndo foi encontrado
valor significativo para todas as concentracdes de células, indicando que o grau de

quaternizagdo desses materiais ndo foi suficiente para torna-lo um bom agente bactericida.

4.4. Impregnacao de iodo nos copolimeros quaternizados e ndo quaternizados

O iodo ¢ conhecido como agente antimicrobiano, apresenta facilidade em penetrar a
parede celular dos microrganismos, inibindo a sua sintese vital. Possui acdo bactericida,
fungicida e viricida. Os produtos contendo iodo tém sido largamente utilizados nos processos
de desinfec¢do tanto na area da medicina quanto para o tratamento de 4gua. Normalmente, sao
encontrados na forma liquida, que se torna mais suscetivel ao desperdicio e a contaminagao
ambiental. A impregna¢do de suportes poliméricos com iodo ¢ benéfica tanto do ponto de
vista econdmico quanto ambiental, isso porque nao ha desperdicio do agente bactericida e nao
ha contaminacao da dgua por subprodutos.

Considerando a agdo antimicrobiana dos materiais tratados com iodo, os copolimeros
Sty-DVB-2Vpy quaternizados foram impregnados com esse agente a fim de potencializar a
eficiéncia bactericida desses materiais. Esse tratamento foi feito seguindo duas metodologias
distintas (objetivando avaliar a melhor metodologia de incorporacao de iodo): impregnacao na
presenca de solvente (Metodologia I) e impregnagdo em fase vapor (Metodologia II) (Jandrey,
2007). Para verificar quais os copolimeros tiveram maior teor de iodo incorporado foi
realizada a andlise gravimétrica. Os resultados do teor de incorporacdo de iodo nos

copolimeros de partida e em seus derivados quaternizados sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Grau de impregnacao de iodo nos copolimeros quaternizados e ndo quaternizados

Copolimero de Teor de iodo incorporado (%)
origem Metodologia I Metodologia I1
A? 54 49
BP 48 57
1AC 95 94
1B¢ 82 84
2A° 60 52
2B' 53 65

I — metodologia de impregnacdo na presenca de solvente; Il — metodologia de impregnacdo em fase
vapor; a) 30% de n-heptano; b) 50% de n-heptano; c) copolimero A quaternizado com iodeto de
metila; d) copolimero B quaternizado com iodeto de metila; e) copolimero A quaternizado com

acrilonitrila; f) copolimero B quaternizado com acrilonitrila

Os resultados apresentados na Tabela 14 demonstram que todos os copolimeros sdo
capazes de impregnar iodo, independente da metodologia usada (impregnagdo na presenga de
solvente ou em fase vapor). Além disso, pode ser observado, que o teor de iodo incorporado ¢
semelhante quando o mesmo material ¢ impregnado pelas diferentes metodologias, ou seja,
ambos os métodos de impregnacdo fornecem graus de incorporacdo de iodo parecidos. Em
varias situagdes, a impregnacdo em fase vapor (metodologia II) se torna mais adequada pelo
menor tempo de contato (3 horas em comparagdo com 24 horas para a metodologia I)
empregado além da ndo utilizagdo de solventes, ndo gerando residuos.

De forma geral, era esperado que o copolimero A apresentasse maior grau de
incorporagao de iodo do que o copolimero B na presenga de solvente. Isso devido a
capacidade de inchamento do copolimero A em metanol (120%) ser bem maior do que a
capacidade de inchamento do copolimero B (33%) no mesmo solvente. Da mesma forma, era
esperado que o copolimero B apresentasse maior teor de iodo pela metodologia de
impregnacdo em fase vapor, devido a presenca de poros fixos, que facilitaria o processo de

difusdo desse composto entre as cadeias poliméricas. Entretanto, verifica-se que as diferencas
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encontradas para o teor de impregnagao entre esses materiais foram discretas, indicando que a
morfologia ndo interferiu no processo de impregnagao com iodo.

Os copolimeros quaternizados com iodeto de metila (1A e 1B) apresentam maior grau
incorporacdo do que seus respectivos copolimeros de partida (A e B). Provavelmente, a
introdug@o de cargas positivas na matriz dos copolimeros modificados favorece a interagao
desses materiais com o iodo. Analisando a Tabela 14, ¢ possivel verificar que entre os
copolimeros 1A e 1B ndo hé diferenga significativa no teor de iodo incorporado. Como ja
comentado, este resultado confirma que a morfologia dos copolimeros (do tipo gel ou poroso)
ndo influencia no grau de incorporagao de iodo.

Os copolimeros 2A e 2B (quaternizados com acrilonitrila) ndo apresentam o mesmo
comportamento dos copolimeros 1A e 1B em relagdo aos seus copolimeros de partida (A e B).
O valor de incorporacdo de iodo nesses materiais foi semelhante ao valor de incorporagdo dos
respectivos copolimeros de origem, o que pode estar relacionado ao baixo grau de
quaternizagdo desses materiais, corroborando o que foi comentado anteriormente sobre a

extensao dessa rea¢ao de modificacao.

4.5. Avaliacao da atividade bactericida dos copolimeros imprenados com iodo

A Tabela 15 mostra a a¢do bactericida dos copolimeros A ¢ B e seus derivados
quaternizados impregnados com iodo através das duas metodologias de impregnagao, via
umida e em fase vapor. De uma forma geral, a impregnacao ¢ uma forma répida e simples de
modificacdo, contudo, a possibilidade de lixiviagdo do grupo adicionado estd sempre
associada a esse tipo de material. Assim, objetivando avaliar a estabilidade dos copolimeros
impregnados com iodo, ou seja, a possibilidade de desprendimento desse composto, foram

feitos também testes de estabilidade desses materiais.
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Tabela 15 — Agéo bactericida dos copolimeros impregnados com iodo contra suspenséo de E.coli

Concentragao Agio Bactericida (%)*
inicial

(células/mL) AT A-II° B-I’ B-II° 1A-I° IA-IE 2A-1°  2AIrF 1B-I° 1B-1I° 2B-I°  2B-II°
2,6x 10° 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
2,1x10* 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
2,5x10° 98 100 100 72 100 100 100 100 100 100 100 80
2,4x10° 19 61 60 33 100 100 100 100 100 100 33 24
2,1 x10’ 18 20 0 0 100 100 74 52 16 28 15 0
Teste de

estabilidade’ 95 92 100 40 100 100 100 20 100 80 0 0

Reducdo (%)

Desvio padrio relativo = 5% UFC; Ac¢do bactericida significativa > 14%; a) média de triplicatas; b) impregnagdo na presenga de solvente; ¢) impregnagao em

fase vapor d) concentragio inicial da suspensio de E.coli = 2x10° células/mL
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Analisando os dados de atividade bactericida para os copolimeros A e B impregnados
com iodo (Tabela 15) é possivel observar que, de uma forma geral, quando o mesmo
copolimero foi impregnado pelas diferentes metodologias (via iimida e em fase vapor), seus
derivados com iodo apresentaram perfis de acdo bactericida semelhantes. Esse resultado pode
estar relacionado ao fato de o teor de iodo incorporado, por ambos os métodos de
impregnacao ser similar quando se trata do mesmo material. Os copolimeros A ¢ B
impregnados com iodo apresentaram eficiéncia bactericida maxima para a concentragdo de até
10° células/mL e eficiéncia intermediaria para a concentragio de 10° células/mL. Embora os
copolimeros A e B apresentem estruturas morfolégicas distintas, a atividade bactericida
encontrada para esses materiais foi semelhante. A a¢do equivalente dos copolimeros A ¢ B,
possivelmente, estd relacionada com a semelhanga no teor de iodo incorporado nesses
materiais (Tabela 14).

Os copolimeros quaternizados com iodeto de metila, que foram impregnados com iodo
apresentaram excelente atividade bactericida (Tabela 15), tendo um desempenho melhor do
que seus copolimeros de origem ndo modificados e impregnados com iodo. Esta atividade
pode ser atribuida ao maior teor de iodo incorporado por esses materiais quaternizados
(Tabela 14), e confirma que a modificacdo dos copolimeros (quaternizagdo com iodeto de
metila) acarreta no aumento da eficiéncia bactericida.

Os materiais derivados do copolimero A quaternizados com acrilonitrila e
impregnados com iodo (Tabela 15) também apresentaram melhora na agdo bactericida em
relagdo aos copolimeros que ndo foram modificados. Entretanto, o mesmo comportamento
ndo ¢ observado para os derivados do copolimero B (os copolimeros 2B-I e 2B-II
apresentaram acdo bactericida equivalente aos copolimeros B-I e B-II). Esse resultado
corrobora o baixo grau de quaternizagdo alcangado por este material como ja visto pelo
espectro de FTIR (surgimento da banda de acrilonitrila com baixa intensidade) e pelo grau de
impregnacao com iodo.

Comparando o desempenho dos copolimeros A e B quaternizados com iodeto de
metila e acrilonitrila e impregnados com iodo € possivel observar que, de uma forma geral, os
produtos derivados do copolimero A apresentaram melhor agao bactericida. A maior acdo dos
copolimeros A pode estar associada a morfologia destes materiais (Figura 38), que
apresentaram maior capacidade de inchamento em 4gua (solvente usado no preparo das
suspensdes bacterianas), o que favorece o acesso das bactérias aos centros ativos, tornando
esses materiais mais eficientes. E possivel constatar que a a¢do bactericida desses polimeros

biocidas ¢ dependente do grau de funcionalizacdo (quaternizagdo e impregnacao) e das suas
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caracteristicas morfologicas. De uma forma geral, era esperado que os copolimeros
quaternizados com iodeto de metila apresentassem maior acao bactericida que os copolimeros
funcionalizados com acrilonitrila, em funcao dessa rota de funcionalizagdo ter proporcionado
maior grau de incorporacdo de iodo (Tabela 14). Entretanto, comparando, por exemplo, os
copolimeros 1B e 2A ¢ possivel observar que o copolimero 1B apresentou menor capacidade
bactericida (Tabela 15), muito provavelmente por possuir menor grau de inchamento em
agua. Esses resultados, como um todo, mostram que a capacidade bactericida dos materiais
preparados neste trabalho ¢ funcdo da associacdo entre as caracteristicas morfologicas dos
suportes de origem, o grau de quaternizagdo e o teor de impregnacao de iodo.

Fazendo uma analise dos dados de estabilidade de todos os copolimeros tratados com
iodo ¢ possivel perceber uma auséncia de comportamento. Nao foi possivel estabelecer uma
relagdo entre as caracteristicas estruturais ou o grau de funcionalizacdo desses materiais € 0
grau de desprendimento de iodo. Apesar dos testes de estabilidade indicarem desprendimento
de iodo, em alguns casos suficiente para matar concentra¢des de até 10° células/mL, esse
desprendimento ndo pode ser encarado como prejudicial a proposta do material sintetizado,
uma vez que a concentracdo de iodo no meio ¢ infima e ocorre de forma gradativa. O teor de
iodo liberado ¢ insuficiente para formacdo dos subprodutos da desinfec¢do, entretanto

suficiente para matar as células patogénicas adicionadas.

4.6. Avaliacdo da atividade bactericida da resina comercial vp oc 1950

Existem diversas resinas comerciais a base de Sty-DVB com grupos trialquilaménio.
Com o objetivo de estabelecer uma comparacao entre a capacidade bactericida de um produto
comercial e os materiais sintetizados neste trabalho, foi feita a avaliacdo da capacidade
bactericida de uma dessas resinas comerciais, VP OC 1950, na forma de cloreto. A Tabela 16
mostra os resultados da atividade bactericida desta resina comercial, assim como a atividade

de seus derivados impregnados com iodo.
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Tabela 16 — A¢ao bactericida da resina comercial (VP OC 1950) e de seus derivados

impregnados com iodo contra suspenséo de E.coli

Concentragao inicial Acdo Bactericida (%)*
(células/mL) VP OC 1950 VP OC 1950-I° VP OC 1950-I1°
60%° 65%°
x 10° 0 100 100
x 10* 0 100 100
x 10° 0 100 100
x 10° 0 100 100
x 10 0 49 100

Teste de estabilidade®
Reducio (%) 0 100 100

VP OC 1950 = resina comercial; desvio padrio relativo = 5% UFC; Agdo bactericida significativa >
14%,; a) média de triplicatas; b) impregnacdo na presenca de solvente; ¢) impregnagdo em fase vapor
d) concentragio inicial da suspensio de E.coli = 2x10° células/mL; ) teor de iodo impregnado

A resina comercial VP OC 1950 foram impregnados teores de iodo em torno de 60%
pelas duas metodologias de impregnacdo (via umida e fase vapor). Quando sdo feitas
comparagdes entre os teores de iodo alcancados na impregnagdo da resina industrial e dos
copolimeros quaternizados preparados neste trabalho (Tabelas 15 e 16), ¢ possivel constatar
que, de uma forma geral, os maiores graus de incorporacdo de iodo foram alcangados para os
copolimeros quaternizados com iodeto de metila.

Os resultados apresentados na Tabela 16 mostram que a resina comercial ndo possui
atividade bactericida. Analisando os dados apresentados na secdao 4.3, Tabelas 12 e 13, ¢
possivel perceber que o derivado do copolimero B quaternizado com acrilonitrila gerou um
material com atividade bactericida muito pequena, abaixo do valor significativo,
comportamento similar ao da resina comercial. De uma forma geral, os trabalhos da literatura
que envolvem o uso de resinas desse tipo (com grupo amonio quaterndrio) mostram que esses
materiais apresentam acao bactericida significativa, o que nao condiz com o resultado obtido.
Nao foram encontrados trabalhos que avaliassem especificamente a acdo da resina VP OC
1950. E possivel que o grupo trialquilaménio desconhecido (porque a resina é comercial)
presente nesse material ndo possua propriedade biocida, o que leva a conclusdo de que nem
toda resina com nitrogénio quaternario ¢ bactericida, a atividade desses materiais estd

intimamente relacionada a natureza do grupo usado na quaternizagao.
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O copolimero A sintetizado neste trabalho tratado com iodeto de metila apresentou
capacidade bactericida para a concentracio de até 10* células/mL, melhor que a resina
comercial. Esse resultado pode ser explicado considerando dois fatores: o grau de
quaternizagdo desse material e a sua capacidade de inchamento em 4gua. Os grupos metil
amonio se mostram bons grupos bactericidas, como esse material apresenta elevado grau de
inchamento em agua o acesso a esses grupos foi favorecido. A resina comercial também
apresenta elevada capacidade de inchamento em agua, o que reitera a ineficiéncia do grupo
alquilamonio presente nessa resina como bactericida.

Os derivados da resina comercial impregnados com iodo (metodologias I e II)
apresentaram elevada agdo bactericida, embora o teor de iodo incorporado nesses materiais
ndo tenha sido muito elevado. A associacdo entre um bom agente bactericida como o iodo e
uma estrutura morfoldgica adequada, capaz de inchar em agua, gerou um material com
excelente agdo biocida. Isso confirma que para que um material seja um bom agente
bactericida € necessario que ele possua um bom grupo bactericida e uma estrutura capaz de

permitir um acesso amplo a esses grupos.
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5. CONCLUSAO

e Os parametros de sintese empregados foram adequados para obtencdo de pérolas
esféricas de copolimeros a base de Sty-DVB-2Vpy com morfologia e estrutura
porosa controlada;

e Foram obtidos copolimeros com diferentes graus de porosidades por meio da
variagao da composicao da mistura diluente usada na sintese desses materiais;

e Foi possivel modificar os copolimeros obtidos através de reacdo de quaternizagdo
do nitrogénio presente nas unidades de vinilpiridina com os reagentes: iodeto de
metila e acrilonitrila;

e Foi possivel obter materiais com atividade bactericida (1A e 1B) através da
quaternizagdo dos copolimeros A e B com iodeto de metila;

e Embora a reacdo com acrilonitrila tenha ocorrido, acredita-se que o grau de
quaternizagdo alcancado tenha sido pequeno, produzindo materiais com baixa
atividade bactericida (copolimeros 2A e 2B);

e Foi possivel observar que apenas apds as reagdes de quaternizagdo os copolimeros
passaram a apresentar capacidade bactericida, os suportes nao funcionalizados nao
apresentam ac¢ao biocida;

e Dentre os materiais produzidos contendo o grupo quaternario de piridina, o
copolimero 1A (quaternizado com iodeto de metila) derivado do copolimero do
tipo gel (A) apresentou a maior atividade bactericida;

e Os copolimeros nao modificados e modificados tiveram a capacidade de
incorporar iodo através das metodologias de impregnacdo em solucdo e em fase
vapor;

¢ A metodologia de impregnacdo ndo influenciou no teor de iodo incorporado pelos
copolimeros, ambos os métodos de impregnacdo geraram materiais com teores de
iodo similares.

e Os copolimeros quaternizados tanto com iodeto de metila quanto com acrilonitrila,
que foram impregnados com iodo, apresentaram maior a¢do bactericida do que
seus copolimeros de origem também impregnados com iodo;

e De uma forma geral, os materiais derivados do copolimero A (tipo gel) e

impregnados com iodo, apresentaram maior eficiéncia bactericida do que os
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materiais que foram impregnados com iodo derivados do copolimero B
(mesoporoso);

O copolimero A quaternizado com iodeto de metila e impregnado com iodo
produziu os materiais com melhor atividade bactericida;

Foi possivel observar ao longo deste trabalho que a capacidade bactericida dos
materiais preparados ¢ fruto da associacdo entre as caracteristicas morfologicas
dos suportes de origem, o grau de quaternizagdo alcancado e o teor de

impregnacao de iodo.
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6. SUGESTOES

e [Estabelecer uma metodologia de sintese que propicie a rea¢do de quaternizagcdo dos
copolimeros Sty-DVB-2Vpy com acrilonitrila em maior extensdo que a alcancada
neste trabalho;

e [Estabelecer um método para quantificar o grau de quaternizagdo dos copolimeros
tratados com iodeto de metila;

e [Estabelecer uma metodologia de avaliacdo dos materiais produzidos neste trabalho por
espectrometria de ressonancia magnética nuclear;

e Modificar os copolimeros obtidos, por meio de reagdo de quaternizagdo, usando outros
reagentes, para estabelecer uma relagdao entre a atividade bactericida e os diferentes

grupos inseridos na cadeia polimérica.
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ANEXO 1 — ESPECTROS DE INFRAVERMELHO
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ANEXO 2 - CURVAS DE TGA E DTG
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Figura 2.1 — Curvas de TGA e DTG do copolimero A

Derivada do Peso (%/°C)
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Figura 2.2 — Curvas de TGA e DTG do copolimero A quaternizado com iodeto de metila
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Figura 2.3 — Curvas de TGA e DTG do copolimero A quaternizado com acrilonitrila
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Figura 2.4 — Curvas de TGA e DTG do copolimero B
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Figura 2.5 — Curvas de TGA e DTG do copolimero B quaternizado com iodeto de metila
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Figura 2.6 — Curvas de TGA e DTG do copolimero B quaternizado com acrilonitrila

Derivada do Peso (%/°C)
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