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SYNTHESIS OF COPOLYMERS BASED ON 2-VINYLPYRIDINE WITH ANTIBACTERIAL PROPERTIES. We report the
development of two copolymers based on 2-vinylpyridine, styrene and divinylbenzene (2Vpy-Sty-DVB) with different porosity
degrees. The copolymers were subsequently quaternized with methyl iodide. To prepare charge transfer complexes, the unmodified
copolymers and their derivatives quaternized with methyl iodine were impregnated with iodine. The antibacterial properties of the
polymers were evaluated in dilutions ranging from 10? to 107 cells/mL of the auxotrophic OHd5-K12 Escherichia coli strain. It was
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possible to obtain materials with complete antibacterial activity even in the highest cell concentrations tested.

Keywords: biocidal polymers; 2-vinylpyridine-styrene-divinylbenzene copolymers; iodine.

INTRODUCAO

O processo mais comumente empregado para desinfeccio de dgua
contaminada com bactérias e virus nocivos, especialmente aqueles que
se originam de matéria fecal, € o tratamento com agentes oxidantes
fortes, mais especificamente o tratamento com cloro e substancias que
o contém. Apesar do método de cloragdo da dgua ndo ser oneroso, a
formacéo de compostos organicos clorados, tais como trialometanos
(THM), representa um risco grande para a saide da populacio, visto
que diversos estudos apontam que esses compostos sao carcinogéni-
cos. Além disso, esses compostos nao sofrem degradagdo bioldgica
facilmente, possibilitando bioacumulacdo na cadeia alimentar.'?

Em razdo da importincia que a dgua representa para melhoria
da qualidade de vida e a manuten¢do da saide humana € essencial
o desenvolvimento de novas tecnologias, que propiciem alternativas
ao tratamento convencional de dguas. Dentre os processos alterna-
tivos de desinfeccdo da dgua, em que a geragdo de trialometanos €
evitada, € possivel destacar o uso de ozdnio, didxido de cloro, além
da radiac@o ultravioleta.*?®

A a¢do germicida do 0zonio pode ser atribuida aos radicais livres,
hidroxila e hidroperéxido, produzidos pela reacdo com a dgua. Devido
a sua instabilidade, o transporte e o armazenamento de 0zonio sao
dificultados, e ele deve ser gerado in situ. A geracdo de ozonio in situ
€ um processo dispendioso, que envolve descargas elétricas de 20000
volts em ar seco. Além disso, em fung¢do desse tempo de vida curto
das moléculas de 0zonio, a d4gua purificada ndo possui uma protecio
residual que evite uma contaminagdo futura. Assim como o 0zonio,
o diéxido de cloro ndo pode ser estocado, ja que € explosivo em
elevadas concentracdes. A geracdo de dioxido de cloro in situ acon-
tece pela oxidac@o da sua forma reduzida, ClO,", encontrada no sal
clorito de sédio. Neste processo sdo gerados como subprodutos fons

*e-mail: monicamarques @uerj.br

clorito e clorato, além de outras espécies anidnicas. A presenga destas
espécies na dgua final também tem causado problemas de saide. A
desinfec¢do por radiagdo ultravioleta € dificultada por problemas
operacionais como, por exemplo, pequena profundidade do leito a
ser desinfetado, além do custo elevado com energia e manutencao.
Por esse motivo, este método de desinfecgdo € recomendado apenas
para pequenas instalacGes de tratamento de dgua.>>

Copolimeros a base de divinilbenzeno (DVB), mais especifi-
camente copolimeros de estireno-divinilbenzeno (Sty-DVB), vém
sendo extensamente avaliados como suportes para catalisadores e
complexantes de metais pesados.® Porém, a avaliacdo desses mate-
riais como suportes para agentes biocidas € relativamente recente.”'*

O uso de resinas biocidas no tratamento de dgua oferece grande
vantagem em relagdo aos agentes antimicrobianos habitualmente
utilizados para esse fim. A principal vantagem estd relacionada a
inativagdo ou destrui¢@o de micro-organismos, sem deixar na solu¢ao
a ser descontaminada uma quantidade apreciavel de residuos. Por
se tratar de materiais infusiveis e insoliveis podem ser utilizados
em um processo em colunas e esta ser reutilizada apés uma simples
regeneragdo. Desta forma, o elevado custo inicial do material € re-
cuperado em curto prazo, fazendo com que a rela¢@o custo/beneficio
deste processo de tratamento de dguas seja economicamente vidvel.®

A sintese de resinas biocidas usualmente consiste na incorporagao
de um grupo bactericida em um suporte polimérico preparado pre-
viamente. Dois métodos podem ser usados para incorporar o grupo
biocida na resina polimérica: adsor¢ao fisica (impregnacdo) desse
grupo no suporte ou incorporacdo de tal ligante através de ligacdo
covalente na matriz.>*>%12 Alternativamente, os mondmeros contendo
o grupo bactericida podem ser polimerizados e reticulados para a
obtengdo do polimero biocida.'*!* Embora esta rota de sintese de
polimeros biocidas seja mais direta, os mondmeros funcionalizados
sdo dispendiosos e € um processo dificil obter pérolas esféricas com
morfologia controlada.®
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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 solugio
contaminada. O grau de funcionaliza¢do desses polimeros e o acesso
aos grupos introduzidos estdo estritamente relacionados as caracte-
risticas morfoldgicas 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.®

Polimeros contendo grupo amonio quaterndrio em suas redes
macromoleculares apresentam a capacidade de capturar, isolar e
inativar bactérias e virus por meio de interagdes eletrostaticas.>® Esses
materiais sdo comumente preparados através de clorometilagdo de
copolimeros Sty-DVB, seguida de reacdo com diferentes aminas,
ou fazendo-se a reagdo de copolimeros Sty-DVB-clorometilestireno
com aminas.

Copolimeros 2-vinilpiridina-estireno-divinilbenzeno (2Vpy-Sty-
DVB) podem ter as unidades piridina quaternizadas com haletos de
alquila (Sy2) ou com acrilonitrila (adi¢do de Michael).’ No entanto,
a capacidade biocida desses materiais ndo tem sido suficientemente
estudada. A introdug@o de grupos quaterndrios em copolimeros
2Vpy-Sty-DVB também pode ser feita fisicamente, por meio de
impregnacdo com iodo. Jandrey demonstrou em seus trabalhos que
copolimeros 2Vpy-Sty-DVB impregnados com iodo (complexos
de transferéncia de carga) apresentam agdo bactericida através de
células E. coli.*'"12

Este trabalho teve como objetivos: avaliar a capacidade bacte-
ricida de copolimeros 2Vpy-Sty-DVB quaternizados com iodeto de
metila contra suspensdes de Escherichia coli, avaliar se a quaterni-
zacao quimica das unidades piridina altera a capacidade biocida dos
copolimeros 2Vpy-Sty-DVB impregnados com iodo e estabelecer
uma correlag@o entre as caracteristicas morfoldgicas dos suportes
poliméricos, o grau de funcionalizagdo e a capacidade biocida dos
produtos.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

Os mondmeros divinilbenzeno (DVB) e 2-Vinilpiridina (2Vpy)
foram doados pela Nitriflex Ind. e Com. S.A. (Rio de Janeiro/Brasil),
ja o estireno (Sty) foi fornecido pela Petroflex Ind. e Com. S.A. (Rio
de Janeiro/Brasil). 2-Hidroxietilcelulose foi doada pela Union Carbide
(New Jersey, USA). Todos os outros reagentes e solventes foram ad-
quiridos da Vetec Quimica Fina Ltda. (Rio de Janeiro/Brasil). Tanto
0s mondmeros quanto os reagentes foram usados como recebidos.

Para os ensaios microbiolégicos foram utilizados os meios de
cultura LB (Luria Bertani) liquido e sélido. Os reagentes para o
preparo desses meios foram obtidos da Himedia Laboratories PVT
Limited (Mumbai/India). Todos os meios foram autoclavados por
20 min a 120 °C.

A bacteria Escherichia coli OHd5-K12 foi obtida de P. Howard-
Flanders (Yale University, New Haven, CT).

Sintese dos copolimeros de estireno-divinilbenzeno-2-
vinilpiridina (2Vpy-Sty-DVB)

Os copolimeros 2Vpy-Sty-DVB foram sintetizados por meio de
polimerizagdo em suspensao aquosa, em baldo de fundo redondo tri-
tubulado equipado com agitador mecanico, termdmetro e condensador
de refluxo acoplado a um selo de silicone.

A fase aquosa foi preparada dissolvendo-se 2-hidroxietilcelulose,
gelatina e fosfato de sédio (todos a uma concentragdo de 0,5% m/v)
em dgua. Preparou-se a fase orgénica pela adi¢do de 5 x 107 mol do
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iniciador (AIBN) a uma solug¢@o constituida dos mondmeros 2-Vpy
(0,35 mol), Sty (0,05 mol) e DVB (0,1 mol) e de uma mistura di-
luente composta por tolueno e n-heptano em duas propor¢des, 70/30
e 50/50 respectivamente (1:1 v/v em relag@o a quantidade total de
mondmeros). A relacdo volumétrica entre as fases aquosa e organica
foi 5:1 (v/v).

Transferiu-se a fase aquosa para o baldo reacional sob agitacio
mecanica a uma velocidade de 300 rpm. Adicionou-se também a
fase organica, de forma lenta e continua. Apés 15 min de contato,
o sistema reacional foi aquecido a 70 °C em banho termostatizado,
sob agita¢@o por 24 h. As pérolas de copolimeros produzidas foram
separadas por filtracdo e lavadas com dgua a temperatura de 60 °C e,
posteriormente, com acetona em extrator de Soxhlet. Os copolimeros
foram secos em estufa a 60 °C por 24 h.*>

Reacdo de quaternizacio dos copolimeros 2Vpy-Sty-DVB com
iodeto de metila

A reagdo de modificagdo quimica dos copolimeros com iodeto
de metila foi conduzida utilizando a razdo molar entre 2VP e iodeto
de metila de 1:10. Em um sistema constituido por um baldo tritu-
bulado de 500 mL, equipado com agitador mecanico, termdémetro e
um condensador de refluxo acoplado a um selo de silicone, foram
adicionados 6 g de pérolas do copolimero a ser modificado e 40
mL de metanol. Apds 24 h de contato, foi adicionada ao recipiente
determinada quantidade de iodeto de metila. A mistura reacional foi
mantida sob refluxo e agitacdo mecéanica por 24 h. Os copolimeros
modificados foram separados por filtragdo a vdcuo e purificados
através de lavagem com dgua aquecida a 60 °C e acetona. Por fim,
os materiais foram secos em estufa a 60 °C por 24 h.?

Impregnacio de iodo nos copolimeros 2Vpy-Sty-DVB e de seus
derivados quaternizados

A metodologia de impregnacao dos copolimeros 2Vpy-Sty-DVB
e seus derivados quaternizados com iodeto de metila foi baseada no
trabalho de Jandrey e colaboradores.* Os copolimeros foram impreg-
nados com iodo através de duas metodologias distintas:

Metodologia I — Impregnacdo na presenca de solvente: foi
preparada uma solu¢do metandlica de iodo a 2%. Um volume de
50 mL desta solucdo foi deixado em contato com 1 g de pérolas de
copolimero durante 72 h sob agitagdo em shaker. Apds este tempo,
o copolimero impregnado foi lavado com 3000 mL de dgua a 60
°C. Ap6s lavagem as pérolas foram mantidas em estufa a 100 °C até
peso constante.

Metodologia II — Impregnacdo em fase vapor: o sistema de
impregnacado 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, 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 solugio de tiossulfato de
so6dio a 1%. Ao tubo de vidro foi adicionado o iodo (3 g) e a coluna,
os copolimeros (1 g). O fluxo de nitrogénio teve como objetivo forgar
apassagem dos vapores de iodo do tubo até a coluna. Este sistema foi
mantido em aquecimento por aproximadamente 4 h. Posteriormente,
as pérolas foram purificadas com 3000 mL de dgua aquecida e secas
em estufa a 100 °C até peso constante.

Caracterizacio dos copolimeros 2Vpy-Sty-DVB e de seus
derivados quaternizados

A caracterizacdo da estrutura porosa dos copolimeros foi realizada
através de medidas de densidade aparente, usando o método do cilin-
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dro graduado.' Area especifica, volume e didmetro médio de poros
por adsor¢do de nitrogénio aplicando as Equagdes de BET e BJH,
respectivamente (Micromeritcs, ASAP 2010 apparatus). Determina-
¢do da capacidade de inchamento em metanol, andlise morfoldgica
através de microscopia 6tica (Olympus Bx60) e eletronica de varredu-
ra (Philips XL-30). Além disso, os copolimeros foram caracterizados
por espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) (Spectrum One), aplicando o método de pastilhamento com
KBr, andlise elementar (PerkinElmer CHNS/O Analyser 2400 Serie
II) e andlise termogravimétrica (TG) (TA Instruments - modelo Q50
V6.4 Build 193) com uma taxa de aquecimento de 20 °C/min, faixa
de temperatura de 30-700 °C.

As reacoes de modificacio dos copolimeros foram acompanhadas
qualitativamente por meio das técnicas de FTIR e TG. O teor de iodo
incorporado aos materiais foi quantificado por gravimetria.

Avaliacao da capacidade bactericida dos materiais produzidos

Em ambiente estéril, foram pipetados 100 pL de cultura pré-
preparada de Escherichia coli e transferida para um Erlenmeyer
contendo 10 mL de meio LB liquido. A mistura foi deixada sob
agitacdo a 120 rpm a 37 °C, até a fase exponencial de crescimento de
cerca de 1-2 x 10° células/mL. Foram transferidos 100 uL da cultura
de pernoite em solucdo salina estéril (0,9% p/v). A partir desta nova
suspensao foram feitas dilui¢cGes para obter concentragdes de 10°-107
células/mL. Através de colunas recheadas com cerca de 200 mg de
copolimero foram eluidas aliquotas de 500 UL de solug@o salina 0,9%
e, posteriormente, as aliquotas das suspensdes de c€lulas. Os eluidos
foram recolhidos em tubos de ensaio, diluidos até a concentracio de
10? células/mL e plaqueados em meio nutritivo sélido. O processo
de incubag@o foi realizado em estufa a 37 °C por 24 h. Apés esse
periodo as unidades formadoras de colonia (UFC) foram contadas
manualmente.

A fim de determinar o mecanismo de acdo biocida dos polimeros
produzidos, foram também realizados testes de estabilidade: através
das colunas preenchidas foram eluidos 450 UL de solucdo salina
estéril. Ao eluido foram adicionados 50 UL de suspensdo bacteriana
com concentragdo de 10* células/mL. Apds o tempo de contato de 3
min, uma aliquota de 100 uL dessa suspensio foi plaqueada.

A agdo bactericida dos copolimeros foi estimada pelo decréscimo
de unidades formadoras de colonia (UFC). Os resultados obtidos fo-
ram tratados por andlise estatistica usando o teste t-Student e analise
de variancia (ANOVA).*>

Agiio = 100 x (UFC, — UFC,) / UFC,

onde: Ag¢do = reducdo do nimero de células vidveis (%); UFC, =
unidades formadoras de colonias antes da eluigdo pelos copolime-
ros; UFC, = unidades formadoras de colonias apds a elui¢do pelos
copolimeros.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sintese e caracterizacido dos copolimeros 2Vpy-Sty-DVB

A rota mais comum de produgdo de polimeros biocidas consiste
na inser¢@o do grupo biocida na matriz polimérica preparada previa-
mente (suporte).>*>812 A capacidade bactericida desses polimeros
estd estritamente relacionada com as caracteristicas morfoldgicas
do suporte. Os suportes poliméricos mais usados sdo os copolimeros
de estireno-divinilbenzeno (Sty-DVB) preparados por polimerizacgio
em suspensdo aquosa, na presenga de um diluente e um iniciador.
Os diluentes sdo fundamentais na formacao da estrutura porosa dos
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polimeros. Diluentes solvatantes apresentam afinidade pelas cadeias
poliméricas em formacdo e produzem uma rede gel expandida, que
acaba por resultar em um material com baixo grau de porosidade (do
tipo gel). Diluentes ndo solvatantes ndo apresentam afinidade pelo
polimero e produzem estruturas com elevada porosidade.®

Neste trabalho foram sintetizados dois copolimeros 2Vpy-Sty-
DVB através da técnica de polimerizagdo em suspensdo aquosa
usando a razao molar 70/10/20 entre os mondmeros, grau de diluicdo
igual a 100% e variando-se a composi¢do da mistura diluente. Essa
variacdo teve como objetivo avaliar a influéncia do grau de porosidade
dos materiais poliméricos sobre sua capacidade bactericida. A mistura
diluente foi constituida de tolueno e n-heptano, solventes solvatante
e ndo solvatante, respectivamente, para as cadeias poliméricas em
formagdo.'® A incorporagdo dos mondmeros, sobretudo da 2Vpy, a
estrutura polimérica foi confirmada qualitativamente por espectros-
copia de infravermelho — FTIR (Figura 1).
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Figura 1. Espectro de FTIR dos copolimeros Cl e C2

Os espectros dos copolimeros de partida (Figura 1) apresentam
bandas de absor¢@o de deformacio angular fora do plano, em 747
cm’, referente as unidades de piridina substituida na posigao orto,
bem como bandas de deformacio axial na regido entre 1600 e 1430
cm’!, caracteristicas de C=C e C=N de anel aromdtico, indicando a
incorporagdo da 2Vpy aos copolimeros sintetizados.’

Os graus de incorporagdo do mondmero 2Vpy aos copolime-
ros 2Vpy-Sty-DVB foram obtidos quantitativamente por andlise
elementar. A Tabela 1 apresenta os teores de nitrogénio tedrico e
experimental desses copolimeros, o rendimento percentual das re-
acdes de polimerizac¢do, bem como as caracteristicas morfoldgicas
desses dois materiais.

E possivel constatar, analisando a Tabela 1, que os teores de nitro-
génio tedrico e experimental sdo similares, indicando elevado grau de
incorporagdo do mondmero 2Vpy aos copolimeros 2Vpy-Sty-DVB.
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Tabela 1. Caracterizacdo fisica dos copolimeros 2Vpy-Sty-DVB

Quim. Nova

Copolimero Tol/Hep* d,” (g/em’) S¢ (m%g) V¢ (em¥/g) 1.2 (%) NT' (mmol/g)  NE¢ (mmol/g) Rendimento" (%)
Cl 70/30 0,66 0,14 0,007 120 6,67 6,32 90
Cc2 50/50 0,35 40,41 0,304 33 6,67 6,32 96

a) Razao tolueno/heptano na mistura diluente; b) densidade aparente; c) drea superficial especifica; d) volume poros fixos; e) grau de inchamento em metanol;

f) teor de nitrogénio tedrico; g) teor de nitrogénio experimental determinado por anélise elementar; h) rendimento da polimerizacao

As reacdes de polimerizagdo ocorreram com elevados rendimentos,
o que evidencia uma escolha adequada dos agentes de suspensao.

A redugdo do poder solvatante da mistura diluente conduziu a
formagdo de copolimeros mais porosos (Tabela 1). O copolimero
C1, sintetizado com a mistura diluente tolueno/heptano na propor¢ao
70/30, apresentou drea superficial da ordem de 0,1 m%*g e volume
ndo mensurdvel de poros fixos, o que indica que esse material ndo
apresenta poros no estado seco. Em contrapartida, o copolimero C2,
sintetizado com a mistura diluente tolueno/heptano na proporcao
50/50, apresentou uma area bem maior e um volume de poros fixos
mensuravel. As micrografias de microscopia otica (Figura 2) e ele-
tronica de varredura (Figura 1S, material suplementar) revelam a di-
mensao do acréscimo de porosidade provocado pelo aumento do teor
de n-heptano na mistura diluente. O aspecto Stico dos copolimeros
mudou de transparente com leve opacidade para totalmente opaco,
sem brilho, confirmando que o copolimero C2 contém uma estrutura
mais porosa, capaz de causar refracdo da luz. Comparando-se as
micrografias de microscopia eletronica de varredura da superficie
desses dois materiais (Figura 1S), € possivel perceber que o aumento
do teor de n-heptano favoreceu a formagdo de uma estrutura mais
heterogénea, caracterizando a presenca de poros.

Figura 2. Micrografias de microscopia dtica dos copolimeros C1 e C2

De acordo com a teoria do pardmetro de solubilidade de Hilde-
brand,'® metanol ndo é um bom solvente para copolimeros de Sty-
DVB. Entretanto, os copolimeros de 2Vpy-Sty-DVB apresentaram ca-
pacidade de inchamento em metanol (Tabela 1). Este comportamento
pode ser explicado considerando que os copolimeros 2Vpy-Sty-DVB
apresentam 70% de 2Vpy. Os parametros de solubilidade do metanol
e da polivinilpiridina sdo similares. Provavelmente os pardmetros de
solubilidade do metanol e dos copolimeros 2Vpy-Sty-DVB também
sdo parecidos.

O copolimero C1 apresentou uma capacidade de inchamento em
metanol superior ao copolimero C2. A capacidade de inchamento
de copolimeros reticulados € atribuida, sobretudo, a expansdo da
fase colapsada (fase gel), que promove variagdo de volume."® O
copolimero C2 possui maior grau de porosidade e, por isso, menor
teor de massa colapsada, o que explica a sua menor capacidade de
inchamento em metanol.

Quaternizacio dos copolimeros 2Vpy-Sty-DVB com iodeto de
metila

Com objetivo de quaternizar o nitrogénio das unidades piridina,
os copolimeros 2Vpy-Sty-DVB C1 e C2 foram reagidos com iodeto

de metila. A reagdo de quaternizacdo das unidades de piridina foi
acompanhada por espectrometria na regiao do infravermelho - FTIR
(Figura 3).
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Figura 3. Espectro de FTIR dos copolimeros CIQIM e C2QIM (C1 e C2
quaternizados com iodeto de metila)

Os espectros de FTIR dos copolimeros modificados indicam a
ocorréncia da reacdo de quaternizagio do nitrogénio presente nas uni-
dades de piridina. Percebe-se uma alteracio na posicao e intensidade
da banda de deformag@o angular fora do plano referente a vibragao
C-H do anel de piridina, em 747 cm’, que pode ser explicada em
funcdo da maximizacdo do efeito indutivo nessa ligacio provocada
pela reducdo da carga eletronica no dtomo de nitrogénio. Além dis-
s0, a formagdo do fon piridinio € evidenciada pelo aparecimento da
banda de absor¢do de deformagéo axial em 1628 cm™. O aumento
da intensidade da banda de deformacio axial caracteristica de O-H
indica que o copolimero quaternizado absorve maior umidade do
que o copolimero de partida.'” Essa alteracao reflete a introdugio de
cargas positivas na matriz polimérica do copolimero quaternizado.

Os copolimeros C1 e C2 quaternizados foram submetidos a
andlise termogravimétrica (TGA) ndo s6 para verificar sua estabili-
dade térmica, mas também para confirmar a ocorréncia da rea¢ao de
quaternizacdo (Figura 2S, material suplementar). As curvas de TGA
e DTG dos copolimeros quaternizados (C1QIM e C2QIM) apresen-
taram diferentes perfis em rela¢@o aos copolimeros ndo modificados
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(matriz). Os copolimeros matriz possuem apenas um patamar de
degradacido, enquanto os copolimeros quaternizados possuem dois
estagios de decomposic¢do. O primeiro estdgio de decomposi¢do pode
ser relacionado a degradacdo dos grupos metilénicos e o segundo, a
queima da cadeia carbonica.®!”

Sintese dos complexos de transferéncia de carga com iodo

Os copolimeros 2Vpy-Sty-DVB ndo modificados e os copolime-
ros quaternizados com iodeto de metila foram impregnados com iodo,
seguindo duas metodologias distintas: impregnacao na presenga de
solvente (Metodologia I) e impregnagdo em fase vapor (Metodolo-
gia IT).* Para verificar quais copolimeros tiveram maior teor de iodo
incorporado foi realizada a andlise gravimétrica. Os resultados do
teor de incorporacgdo de iodo nos copolimeros de partida e em seus
derivados quaternizados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Grau de impregnagao de iodo e inchamento em dgua dos copolimeros
2Vpy-Sty-DVB e de seus derivados quaternizados

Copolimeros Teor de iodo incorporado (%) Grau de
Metodologia I Metodologia IT inchamento (%)
(solugdo) (vapor)
Cl 54 49 10
C2 48 57 0
CI1QMI* 95 94 30
c2QMI° 82 84 15

a) Copolimero C1 quaternizado com iodeto de metila; b) copolimero C2
quaternizado

Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram que todos
os copolimeros foram capazes de impregnar iodo e a porcentagem de
iodo incorporado nao variou de acordo com o tipo de metodologia de
impregnacdo adotada. Esse resultado € um pouco diferente do verifi-
cado por Jandrey e colaboradores.'” No trabalho de Jandrey foi repor-
tado que o método de impregnagdo em fase vapor foi mais eficiente
que o método de impregnacdo em fase liquida, e o copolimero com
maior grau de porosidade foi impregnado em maior extensdo. Neste
trabalho a impregnagdo dos copolimeros com iodo em fase liquida
foi feita em metanol. Como comentado anteriormente, o copolimero
C1, com baixo grau de porosidade, apresentou uma capacidade de
inchamento em metanol superior ao copolimero C2 (Tabela 1). Assim,
esperava-se que esse copolimero também apresentasse um grau de
incorporagdo de iodo maior em fase liquida, por conta da capacidade
de inchamento em metanol. No entanto, essa variacdo foi apenas
discreta. Esperava-se também que o copolimero C2 apresentasse
maior grau de incorporagio de iodo que o copolimero C1 em fase
vapor, em funcdo desse material conter poros fixos, que favoreceriam
a difusdo do iodo através da matriz polimérica. Todavia, para esses
dois copolimeros, C1 e C2, a variag@o do teor de iodo incorporado
também foi pequena.

Os copolimeros quaternizados com iodeto de metila (C1QIM e
C2QIM) apresentam maior grau incorporacdo do que seus respectivos
copolimeros de partida (C1 e C2). Provavelmente, a introducéo de
cargas positivas na matriz dos copolimeros modificados favoreceu
a interacdo desses materiais com o iodo. Analisando a Tabela 2, é
possivel verificar que entre os copolimeros C1QIM e C2QIM nio
é possivel tragar uma tendéncia de comportamento, com relagdo a
variagdo do teor de iodo e morfologia do copolimero.

Piridina reage com iodo para formar complexos moleculares
estdveis do tipo n-o, denominados complexos de transferéncia de
carga (CTC).*» A taxa de formagdo desses complexos de transferéncia
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de carga € resultado de trés contribui¢des: difusdo dos reagentes e
produtos através de um filme que circunda a particula polimérica (di-
fusdo de camada de Nernst); difusio dos reagentes e solventes através
da massa do polimero e, rea¢do quimica entre o iodo e a piridina.”!
Provavelmente para o copolimero C1, do tipo gel, a taxa de formag@o
do complexo em fase vapor foi controlada pela difusdo do filme, que
limitou a reagdo a superficie da particula. Ja para o copolimero C2,
a difusdo de vapor de iodo no interior da matriz polimérica deve ter
sido mais lenta que a reacdo com piridina, provavelmente porque esse
copolimero contém poros estreitos e o iodo possui elevado volume.
Dessa forma, a formag@o dos complexos pode ter ocorrido antes que
as moléculas de iodo tenham conseguido acessar a estrutura interna
do polimero e tenha se limitado, também, a uma fina camada na
superficie deste material. Em funcéo disso, ndo foi possivel perce-
ber uma variaco significativa entre os teores de iodo incorporados
aos dois copolimeros em fase vapor. J4 em fase liquida, € provavel
que a taxa de formagdo do complexo também tenha sido controlada
pela difusdo intraparticula, uma vez que a acessibilidade do iodo é
prejudicada pelo efeito de solvatacido. Como consequéncia, a reagdo
de impregnacdo, assim como em fase vapor, deve ter se limitado a
superficie externa dos copolimeros.

Avaliacio da capacidade bactericida dos polimeros

Inicialmente fez-se a avaliagdo de capacidade bactericida dos
copolimeros 2Vpy-Sty-DVB ndo modificados e dos copolimeros
quaternizados contra suspensdes de E. coli. Os ensaios microbio-
l16gicos 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.

O acesso das bactérias aos grupos biocidas ou a difusdo do agente
biocida no meio s@o controlados pelas caracteristicas de porosidade
dos suportes poliméricos, aliadas a capacidade de inchamento desses
materiais em dgua, pois as suspensdes bacterianas sdo preparadas
em meio aquoso.” Dessa forma, antes da avaliacdo biocida os co-
polimeros nao modificados e os copolimeros quaternizados foram
submetidos ao teste de inchamento em dgua, a fim de se avaliar o
comportamento das pérolas de copolimero nesse solvente (Tabela 2).

Como ja comentado, copolimeros Sty-DVB apresentam uma
restrita capacidade de inchamento em solventes termodinamicamente
ruins para as cadeias poliméricas como, por exemplo, a dgua. A
presencga de uma grande proporcao de piridina, um monomero polar,
torna os copolimeros 2Vpy-Sty-DVB mais polares como um todo
e favorece a expansdo das cadeias poliméricas por solventes desse
tipo.!® Analisando os dados de grau de inchamento em dgua (Tabela
2) é possivel observar que os copolimeros quaternizados com iodeto
de metila apresentaram maior grau de inchamento que os copolimeros
ndo funcionalizados. Esse comportamento pode estar relacionado
a presenca de cargas positivas na rede polimérica dos copolimeros
modificados, que resulta no aumento da capacidade de interacéo
desses materiais com a dgua. O copolimero C1 (tipo gel) e seu deri-
vado quaternizado C1QIM apresentaram maior capacidade de inchar
em dgua que o copolimero C2 e seu derivado quaternizado C2QIM.
Isso pode ser explicado considerando que copolimeros do tipo gel
apresentam uma grande proporcio de massa colapsada. E essa fragdo
amaior responsavel pela capacidade de inchamento desses materiais.

A acio bactericida dos copolimeros C1 e C2 e de seus derivados
quaternizados com iodeto de metila foi avaliada através do ensaio
de eluicdo em coluna. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3.

Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstraram que os
copolimeros de origem (C1 e C2) néio apresentaram atividade bac-
tericida para nenhuma das concentragdes avaliadas. Entretanto, seus
derivados quaternizados com iodeto de metila (C1QIM e C2QIM)
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Tabela 3. A¢do bactericida dos copolimeros C1 e C2 e de seus derivados
quaternizados com iodeto de metila contra suspensdo de E. coli

Concentragdo Acaio bactericida (%)*

1n1§1211 JmL) Copolimero  Copolimero  Copolimero  Copolimero
(células/m Cl 2 C1QIM® C2QIM®
2,5 x10° 0 0 47 29
2,3x10* 0 0 44 17
2,9 x10° 0 0 29 6

2,1 x10° 0 0 20 2
2,3 x107 0 0 19 3
Teste de 0 0 0 0
estabilidade?

Reducao (%)

Desvio padrio relativo = 5% UFC; acao bactericida significativa > 14%; a)
média de triplicatas; b) copolimero C1 quaternizado; ¢) copolimero C2 qua-
ternizado; d) concentragao inicial da suspensdo de E.coli =2 x 10? células/mL

apresentaram atividade. O copolimero C1QIM apresentou agdo
bactericida significativa para todas as concentragdes de células, en-
quanto que o copolimero C2QIM se mostrou eficiente apenas para
baixas concentragdes de células (até 10*células/mL). Esse resultado
pode estar associado ao maior grau de inchamento do copolimero
C1QIM, quando em contato com a suspensio bacteriana (Tabela 2).
Era esperado que o copolimero C2QIM apresentasse maior agdo
bactericida, em fung¢do da presenca de poros fixos, porque o acesso
da suspensdo bacteriana aos sitios ativos mais internos seria favore-
cido para esse material. Entretanto, apesar do copolimero C2QIM
possuir porosidade verdadeira e o copolimero C1QIM (tipo gel) ndo
apresentar drea mensuravel no estado seco, no estado inchado muito
provavelmente C1QIM apresentou maior drea de contato que C2QIM,
devido a expansdo da rede polimérica quando em contato com o
meio aquoso (Tabela 1). O aumento da drea de contato favoreceu o
acesso da suspensao bacteriana aos sitios ativos mais internos da rede
macromolecular, resultando em uma agio bactericida mais eficiente.

Em adigdo, os dados de estabilidade demonstraram que os dois
copolimeros quaternizados sdo desinfetantes de contato: ndo foi
observada reducdo do nimero de células de E. coli adicionadas a
solugdes salinas eluidas através das colunas contendo os copolimeros,
o0 que estd de acordo com a literatura.>®

Na Tabela 4 sdo apresentados os dados de agdo bactericida dos
complexos de transferéncia de carga (CTC) obtidos a partir da im-
pregnagdo dos copolimeros C1 e C2 e seus derivados quaternizados
com iodo.

A impregnac¢do com iodo acarretou em um aumento considerdvel
da atividade biocida de todos os materiais. Analisando os dados de
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atividade bactericida para os complexos de transferéncia de carga
C1-I, C1-1I, C2-I e C2-II (Tabela 4) € possivel observar que, de forma
geral, os complexos de transferéncia de carga oriundos do mesmo
copolimero apresentaram perfis de ac¢@o bactericida semelhantes.
Esses materiais mostraram eficiéncia bactericida médxima para a
concentracdo de até 10° células/mL e eficiéncia intermedidria para a
concentracdo de 10° células/mL. A a¢fo equivalente, possivelmen-
te, estd relacionada com a semelhanca no teor de iodo incorporado
(Tabela 2).

Os complexos de transferéncia de carga obtidos a partir dos
copolimeros quaternizados (C1QIM-I, C1QIM-II, C2QIM-I e
C2QIM-II) apresentaram excelente atividade bactericida (Tabela 4),
tendo um desempenho melhor que os complexos de transferéncia de
carga obtidos a partir dos copolimeros ndo modificados e impreg-
nados com iodo. Esse comportamento pode ser atribuido ao maior
teor de iodo incorporado por esses materiais quaternizados (Tabela
2), indicando que a reacdo de quaternizagdo com iodeto de metila
acarreta em um aumento da eficiéncia bactericida dos complexos de
transferéncia de carga.

Comparando o desempenho dos complexos de transferéncia
de carga obtidos a partir dos copolimeros quaternizados, € possivel
inferir que, de forma geral, os produtos derivados do copolimero C1
apresentaram melhor acdo bactericida. A maior acdo desses materiais
pode estar associada a maior capacidade de inchamento em dgua, o
que favoreceu a difusio de iodo ou o acesso das bactérias aos centros
ativos, tornando esses materiais mais eficientes.

De forma contréria ao observado por Jandrey,*'*! os testes de
estabilidade demonstraram que os complexos de transferéncia de
carga com iodo sdo agentes de liberacdo de demanda, a maior parte
dos complexos liberou iodo no meio capaz de matar as células E.
coli. Contudo, esse fato ndo pode ser encarado como prejudicial a
proposta do material sintetizado, uma vez que a concentragio de
iodo no meio € infima e ocorre de forma gradativa. O teor de iodo
liberado € insuficiente para formagado dos subprodutos da desinfec¢ao,
entretanto suficiente para matar as células patogénicas adicionadas.’

CONCLUSAO

Copolimeros 2Vpy-Sty-DVB foram quaternizados com iodeto
de metila e impregnados com iodo para obtengdo de complexos de
transferéncia de carga. Os copolimeros ndo modificados ndo apre-
sentaram a¢do bactericida significativa contra E. coli. Entretanto, a
quaternizacdo desses materiais com iodeto de metila acarretou em
acdo bactericida da ordem de 30-50% para baixas concentracdes de
E. coli. A impregnacdo com iodo causou um aumento considerdvel
da atividade biocida de todos os copolimeros. Os complexos de
transferéncia de carga derivados dos copolimeros quaternizados

Tabela 4. A¢do bactericida dos complexos de transferéncia de carga (CTC) contra suspensao de E. coli

Concentragio inicial Aciao bactericida (%)*

(células/mL) Cl-I° Cl1-Ir c2-r C2-IF° CIQIM-I’ C1QIM-II¢ C2QIM-I’ C2QIM-II¢
2,6 x 10° 100 100 100 100 100 100 100 100
2,1 x 10* 100 100 100 100 100 100 100 100
2,5% 10° 98 100 100 72 100 100 100 100
2.4 x 106 19 61 60 33 100 100 100 100
2,1 x 107 18 20 0 0 100 100 16 28
Teste de Estabildade® 95 92 100 40 100 100 100 80

Reducio (%)

Desvio padrio relativo = 5% UFC; aca@o bactericida significativa > 14%; a) média de triplicatas; b) impregnagdo na presenca de solvente; ¢) impregnagdo em

fase vapor; d) concentragdo inicial da suspensdo de E. coli =2 x 10° células/mL
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mostraram-se mais eficientes que os complexos obtidos a partir dos
copolimeros ndao modificados. O fator morfolégico que contribuiu
mais significativamente para aumento da atividade biocida foi a capa-
cidade de inchamento em meio aquoso. De forma geral, os complexos
de transferéncia de carga oriundos do copolimero C1 (tipo gel), com
maior capacidade inchamento em 4dgua, apresentaram maior eficiéncia
bactericida do que aqueles originados do copolimero C2 (poroso). Os
complexos de transferéncia de carga com iodo mostraram-se agentes
de liberag@o de demanda.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo
PDF, com acesso livre.
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Figura 1S. Micrografias de microscopia eletronica de varredura dos copolimeros C1 e C2
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Figura 2S. Curvas de TG e DTG dos copolimeros Cl e C2 e de seus derivados quaternizados com iodeto de metila (C1QIM e C2QIM)




