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FRANCA, Eliana. Producéo de Filmes Automontados Constituidos por
Polianilina Associados ao Exopolissacarideo Fungico Botriosferana. 2007.
56f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2007.

RESUMO

O campo de tecidos modificados esbarra nos biomateriais que fisicamente suportam
o crescimento de tecidos e estimular fungdes especificas de células. O objetivo deste
estudo é criar um biomaterial que combine propriedades bioldgicas inerentes que
podem especificamente estimular determinadas respostas celulares (p.e.,
angiogeneses) com propriedades elétricas que tem sido provada que auxilia na
recuperagcao de diversos tecidos incluindo nervos e ossos. Com esse intuido,
compositos do polissacarideo biologicamente ativo, botriosferana (EPS), secretado
pelo ascomiceto fungico Botryosphaeria Rhodina e o polimero condutor polianilina
(PANI, base esmeraldina) foi sintetizada e caracterizada. Filmes automontados de
PANI/EPS foram obtidos usando HCI pH 2,0. Foi utilizado uma solugao de base
poliesmeraldina de concentragdo igual a 0.21 mg/mL e uma solugdo contendo o
botriosferana na concentragdao de 0,45 mg/mL. O pH da solucéo foi corrigido para
2.0 com HCI concentrado. Os depodsitos de 30 bicamadas numa superficie de FTO
(“Fluor Doped Tin Oxide”) foram acompanhados pela espectroscopia UV-vis,
notando-se que a absorbancia aumenta gradualmente com a adi¢ado das bicamadas,
demonstrando a uniformidade na deposi¢dao. Bandas caracteristicas da PANI e do
EPS foram observadas nos espectros de FTIR do filme. As bandas em 1715 e 1590
cm-1 foram atribuidas a ligagdo C=N no anel aromatico (quindide) da base
esmeraldina. Uma acentuada banda observada em 1325 cm-1 pode ser atribuida a
combinagao de diversas vibragdes provenientes das ligagdes C=N. A banca em
875cm -l foi assimilada a vibragdo C-H da base esmeraldina. O Comportamento
eletroquimica dos filmes de PANI/EPS, em HCI 0.5 mol L-1, mostrou dois picos
redox nos voltamogramas ciclicos, caracteristicos para os filmes de PANI.
Entretanto, o fiime de PANI/EPS apresentou um aumento na corrente de pico
quando comparado com os filmes de PANI sem EPS, e ainda o primeiro pico de
oxidacdo desloca-se para valores menos positivos de potencial. Tais evidéncias
confirmam a interagao do polimero condutor com o polissacarideo.

Palavras-chave: Polyaniline. Sacarideo. Composito.



FRANCA, Eliana. Layer-by-layer films of polyaniline and the fungic
polysaccharide Botryosphaeran. 2007. 56p. Dissertation (Master degree in
Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

ABSTRACT

New tissue engineering technologies will rely on biomaterials that physically support
tissue growth and stimulate specific cell functions. The goal of this study was to
create a biomaterial that combines inherent biological properties which can
specifically trigger desired cellular responses (e.g., angiogenesis) with electrical
properties which have been shown to improve the regeneration of several tissues
including bone and nerve. With this aim, composites of the biologically active
polysaccharide botryosphaeran (EPS) secreted by the ascomyceteous fungus
Botryosphaeria rhodina and the electrically conducting polymer polyaniline (PANI,
polyemeraldine base) was synthesized and characterized. Layer-by-layer films of
PANI/EPS were obtained using HCI pH 2.0. It was utilized solution of polyemeraldine
base in concentration of 0.21 mg/mL and solution of the polysaccharide
botryospheran in concentration of 0.45 mg/mL. The pH of the solutions was corrected
to 2.0 with HCI concentrated. The deposit of 30 bilayers in ITO surface was
accompanied by the UV-vis spectroscopy, regarding that the absorbance increased
gradually with the addition of the number of layers revealing the uniformity in the
deposition. Characteristics bands of the PANI and of the EPS were observed us
spectra of FTIR of the film. The 1715 and 1590 cm-1 peaks have been attributed to
the aromatic C=N bond (quinoid) of the polyemeraldine base. The strong band seen
at 1325 cm-1 can be assigned to the combination of several stretching and bending
vibrations emanating from the C=N bonds. The peak at 875 cm -l can be understood
to arise from the C=H stretching of emeraldine base [2]. The electrochemistry
behavior for to the PANI/EPS film, in HCI pH 2.0, showed two redox peaks in the
cyclic voltammograms, characteristics for the PANI fiims. The film of PANI/EPS
apresents an increase in current peaks when compared with the film PANI without
the EPS, in the first peak oxidation, and still verifies a displacement for less positive
potentials. Such evidences confirm to the interaction of the conducting polymer with
the polysaccharide.

Keywords: Polyaniline. Saccharides. Composite.
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1 INTRODUCAO

O campo de tecidos modificados tem se desenvolvido rapidamente
desde a década passada, e muitos esforcos em pesquisas paralelas estdo
atualmente sob caminhos para criar uma vasta variedade de tecidos vivos de
substituicdo para aplicagdes terapéuticas. O surgimento de novas tecnologias para
engenharia de tecidos devera requerer o desenvolvimento de novos biomateriais
direcionados para sustentar crescimento fisico de tecidos bem como para provocar
respostas especificas desejaveis das espécies celulares. Um caminho para alcancar
isto, € incorporar moléculas biolégicas em matrizes sintéticas. Especificidade pode
ser ganha através da escolha de um material de matriz eletroativo para estimular
eletricamente respostas em espécies de células como 0ssos e nervos.

A sintese de compdsitos baseados na associagdo de polimeros
condutores e exopolissacarideos unem a habilidade de estimulagdo eletricamente
dos polimeros condutores com atividades especificas biologicas de alguns
exopolissacarideos. Um biomaterial que possui propriedades elétricas e bioldgicas
devera ter muitas caracteristicas benéficas in vivo, incluindo o aumento da
angiogénese (desenvolvimento de vasos sanguineos) nos tecidos como 0Ssos e
nervos, qual é conhecido ser beneficiado por estimulagao elétrica.

Na presente dissertagdo foi estudada as propriedades oticas e
eletroquimicas de compdsitos envolvendo o polimero condutor polianilina e o
exopolissacarideo botriosferana. Numa primeira etapa, foi desenvolvida a sintese via
eletroquimica, da polianilina dopada com o botriosferana e suas propriedades éticas
e eletroquimicas investigadas, delineado no item 5.1 dessa dissertagéo.
Posteriormente, um outro método para a produgdao do compésito foi investigado,
baseado nas camadas automontadas onde houve a alternancia de camadas do
exopolissacarideo e o polimero condutor, pela técnica de “layer by layer” (LBL),
descrito no item 5.2 dessa dissertacao.

Nao obstante que a literatura apresente variadas aplicagbes para
polimeros condutores e exopolissacarideos, ndo ha registro de estudo do compdsito
constituido por Polianilina/Exopolissacarideo. Assim espera-se que este trabalho
contribua para o estudo da sintese e caracterizagdo de membranas biocompativeis

produzidas a partir de polianilina e botriosferana, por suas caracteristicas condutoras



e possiveis aplicagbes terapéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A dissertacdo teve como objetivo estudar as propriedades oticas e
eletroquimicas de compdsitos envolvendo o polimero condutor polianilina e o
exopolissacarideo botriosferana, através de dois métodos diferentes: pela
eletrossintese do polimero na presencga do polissacarideo e também pelo arranjo de

camadas de polianilina e botriosferana, fazendo uso da técnica de “layer by layer”.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

Destacam-se como objetivos especificos da primeira etapa da

dissertagao a:

-Sintese eletroquimica de polianilina/botriosferana em meio
acidificado com HCI;
-Caracterizagao eletroquimica dos filmes formados; e,

-Caracterizagao espectroscopica (UV-vis, IV).

Numa segunda etapa os objetivos especificos se basearam em:

-Montagem pela técnica de layer by layer de filmes compdsitos de
polianilina e botriosferana;

-Caracterizacao eletroquimica dos filmes formados; e,

-Caracterizagao espectroscopica (UV-vis, IV).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 POLIMEROS CONDUTORES

Um historico sobre a tecnologia de polimeros evidenciaria, sem
duvida alguma, que uma das propriedades mais importantes destes materiais
sintéticos é a capacidade de comportar-se como excelentes isolantes elétricos, tanto
para altas frequéncias quanto para voltagens. No entanto, nos ultimos anos uma
nova classe de polimeros organicos tem sido desenvolvida, cuja importancia esta
relacionada a possibilidade de conduzir eletricidade (MAIA et al., 2000). Os
polimeros condutores sao geralmente chamados de “metais sintéticos” por
possuirem propriedades elétricas, magnéticas e opticas de metais e semicondutores
(MaCDIARMID; EPSTEIN, 1991). O mais adequado seria chama-los de “polimeros
conjugados” porque sao formados por cadeias contendo duplas ligagdes C=C
conjugadas. Esta conjugagao permite que seja criado um fluxo de elétrons em
condigdes especificas. Os elétrons © da dupla ligagdo podem ser facilmente
removidos ou adicionados para formar um ion, neste caso polimérico (FAEZ et al.,
2000). Portanto é de grande interesse combinar em um mesmo material as
propriedades elétricas de um semicondutor ou metal com as vantagens de um
polimero (MAIA et al., 2000).

Desde a década de 60, ficou conhecido que moléculas orgéanicas
que apresentam duplas ligacbes conjugadas podem exibir propriedades
semicondutoras. O desenvolvimento inicial foi inibido pelo fato que as cadeias
rigidas, em uma estrutura conjugada, também produzem uma intratabilidade
extrema, tal que a maioria dos primeiros exemplos de polimeros condutores eram
infusiveis, insoluveis e, portanto, de pouco valor tecnoldgico. A descoberta dos
polimeros condutores teve inicio no comego dos anos 70 (SHIRAKAWA,; IKEDA,
1971, 1974). O primeiro polimero condutor foi obtido em 1977, pela exposigdo do
poliacetileno na forma isolante a agentes dopantes, oxidantes ou redutores,
tornando-o condutor elétrico intrinseco. O poliacetileno tratado com acido ou base de
Lewis teve aumento da condutividade em até 13 ordens de grandeza (CHIANG et
al., 1977; SHIRAKAWA et al. 1977).
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A oxidagao/reducao da cadeia polimérica é efetuada por agentes de
transferéncia de carga (aceptores/doadores de elétrons), convertendo o polimero de
isolante em condutor ou semicondutor. Esses agentes sdo chamados de “dopantes”
em analogia com a dopagem dos semicondutores, porém sao adicionados em
quantidades muito superiores, pois a massa do dopante pode chegar a até 50% da
massa total do composto. Nos semicondutores inorganicos, a condutividade so6 é
alcangada pela insercdo de elementos (dopantes) que possam doar ou receber
elétrons a fim de proporcionar um fluxo de elétrons e assim gerar portadores de
corrente elétrica (FAEZ et al., 2000).

A reacao de dopagem envolve um processo de transporte de carga
no qual sitios do mondémero (unidade que se repete na estrutura do polimero) no
estado oxidado e contra-ions compensadores de carga se difundem através do filme
polimérico. A reagéo de oxidagao pode ser efetuada tanto por aplicagdo de potencial
apropriado como também usando um agente quimico oxidante, porém, neste caso &
0 agente oxidante que se difunde pelo polimero (MURRAY, 1992).

Segundo Rover, Oliveira e Kubota (1997) em alguns processos a
dopagem € simultaneamente protdnica e oxidativa, como no caso de alguns
polimeros como a polianilina. Essas reagdes redox proporcionam aumento da
mobilidade dos elétrons e também da condutividade.

Na maioria dos polimeros condutores, como polipirrol e politiofeno, o
processo de dopagem ocorre simultaneamente com a oxidagao da cadeia. Elétrons
sao retirados da cadeia durante oxidacdo e ha inser¢cao de contra-ions (dopantes)
para balancear a carga. Os mais conhecidos aceptores e doadores de elétrons sao:
AsFs, |, BF;, HF, Li, Na e K. O processo de dopagem pode ser realizado por
métodos quimicos ou apenas pela exposi¢ao dos polimeros condutores aos vapores
dos agentes de transferéncia de carga (FAEZ et al., 2000).

Os polimeros intrinsecamente condutores (PIC) tém atraido a
atencdo de inumeros grupos de pesquisa, desde a sua descoberta, tanto pela
importancia cientifica em se entender este novo fenbmeno como pelo seu potencial

em aplicagdes tecnologicas (MATTOSO, 1996).
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3.2 POLIANILINA

A polianilina e polimeros derivados da anilina (figura 1) tém recebido
grande atencdo nos ultimos anos pela sua estabilidade quimica em condi¢des
ambientais, processabilidade, facilidade de polimerizagdo e dopagem, baixo custo
além de suas propriedades unicas (MATTOSO, 1996).

5 OO

POLIANILINA

AMILINA

Figura 1 — Estrutura da anilina e polianilina.

A polianilina forma uma nova classe de polimeros condutores porque
pode ser dopada por protonagao, isto €, sem que ocorra alteragdo no numero de
elétrons (oxidagdo ou redugdo) associados a cadeia polimérica. O grau de
protonacdo da base depende do grau de oxidagcdo que o polimero foi sintetizado, e
do pH da solug¢ao dopante (MATTOSO, 1996).

A polianilina pode ocorrer em diferentes estados de oxidagao, dos
quais a forma esmeraldina, 50% oxidada, € a mais estavel, a forma base
esmeraldina (isolante) do polimero pode reagir com acidos (HCI) resultando na
forma sal esmeraldina (condutora) (Tabela 1). A reagdo de protonagdao ocorre
principalmente nos nitrogénios iminicos da polianilina (-N=).Este estado contém duas
unidades repetitivas, a amina-fenileno e a iminaquinona. Além da elevada
condutividade elétrica, que chega & ordem de 10°S cm™, outra propriedade
interessante da polianilina é exibir diferentes coloragdes em variadas condi¢cdes de
pH ou potencial elétrico (FAEZ et al., 2000).
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Tabela 1 — Os trés estados de oxidagcdo mais importantes da polianilina:
leucoesmeraldina, esmeraldina (isolante e condutora) e
permigranilina.

Estado de Estrutura Cor* Caracteristica
Oidacido
Leucoesmeraldina H H H H Amarela isolante
‘[@— L@"“@"‘ ‘@' ﬁ‘]‘h 310 com plldeta_r;ente
reduzida
Sal de H H H H Verde Condutora
esmeraldina ‘E@‘é'@'é—@‘ '!'—@‘ 'E'ﬁ‘n 320, completamente
420,800 oxidada
Base esmeraldina i i H H Azul isolante
'E@-*'O""—@' ""@' '!‘—]' 320,620 parcialmente
" oxidada
Permigranilina H H H H Plrpura isolante
{@-ﬁ-@-ﬁ-@- ’E—O"!“]‘ 320,530  completamente
" oxidada

* O valores numéricos referem-se ao comprimento de onda { em nandmetros) onde a absorgio & maxima.
Fonte: FAEZ ot al. (2000, p. 14).

3.3 SINTESE DE POLIMEROS CONDUTORES

Os polimeros condutores podem ser sintetizados por trés métodos
de polimerizagao: quimico, eletroquimico e fotoeletroquimico. Dentre estes métodos,
a sintese quimica € a mais utilizada e industrialmente € a mais vantajosa por
possibilitar a produgdo de grandes quantidades de material. Algumas rotas de
sintese sdo muito simples e podem ser adaptadas para escala piloto ou industrial
(poli (p-fenilvinileno), polipirrol e polianilina). Outras requerem ambientes isentos de
umidade (polifenilenos e politiofenos). O produto da oxidacdo da anilina foi
primeiramente preparado em 1862, porém suas propriedades foram reconhecidas
somente cerca de 100 anos depois despertando um interesse particular devido ao

baixo custo de producéo, facilidade de sintese e alto rendimento (FAEZ et al., 2000).

3.3.1 Sintese Quimica

A sintese quimica da polianilina pode ser realizada utilizando-se uma
variedade de agentes oxidantes, neste caso, o agente oxidante é introduzido no

meio reacional provocando a formacdo do cation radical. A principio, o requisito
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basico para a espécie ser utilizada como oxidante € possuir um potencial de reducao
suficiente para a oxidagcdo do mondmero (MAIA et al., 2000). Alguns agente
oxidantes utilizados sao: ((NHj) 2S;0g), MnO,, Cr204, H,0,, K,Cr,0;, KCIO;), e
meios acidos (inorgéanicos: HCI, H,SO4, H,PO4 HCIO4, HPFg, poliacidos como,
polivinil sulfénico (PVS) e poliestireno sulfénico (PSS) e acidos funcionalizados
como, canforssulfonico CSA e dodecilbenzeno sulféonico DBSA) sendo o sistema
mais comum o peroxidissulfato de aménio em solugdes aquosas de HCI com pH
entre 0 e 2 (MATTOSO, 1996).

3.3.2 Sintese Eletroquimica

Os polimeros condutores também podem ser depositados
eletroquimicamente, Figura 2, na forma de filmes sobre eletrodos metalicos ou
semicondutores. A célula eletroquimica consiste de um eletrodo de trabalho, o
eletrodo onde o filme do polimero vai ser depositado, um contra-eletrodo e um
eletrodo de referéncia. Estes sdo imersos em uma solugdo que contenha o
mondmero e o eletrélito (os anions dopantes). No caso da anilina é necessario
acidificar o meio. O meio reacional pode ser aquoso ou organico, dependendo da
solubilidade do precursor polimérico e da estabilidade do produto. As dimensdes do
filme formado séo limitadas pela area geométrica do eletrodo e pela densidade de
carga utilizada na sintese. Industrialmente esta técnica é utilizada na preparagao de
filmes poliméricos para a producao de baterias recarregaveis ou para polimerizagao
In situ, utilizando-se outros materiais como matrizes (FAEZ et al., 2000).

A sintese eletroquimica possui vantagens sob a sintese quimica da
polianilina de nao necessitar de agente oxidante e catalisador; tem facilidade de
caracterizagcado "in situ" por técnicas espectroscopicas; € o polimero é obtido
diretamente na forma de filmes finos (MATTOSO, 1996).
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Figura 2 — Esquema da sintese da polianilina, partindo da oxidagdo do
mondmero de anilina formando um cation e seguindo duas
rotas especificas: (a) ataque a um outro cation formando
dimero de polianilina; (b) ataque a um polimero de polianilina.

Devido a facilidade e versatilidade dos métodos de sintese da
polianilina e seus derivados, esta pode ser preparada para apresentar caracteristicas
especificas dependendo do dopante e/ou das condi¢des utilizadas (MATTOSO,
1996).

3.4 APLICACOES Dos POLIMEROS CONDUTORES

Uma das grandes vantagens dos polimeros € a sua facilidade de
processamento em artefatos de diferentes formas e tamanhos, caracteristica esta
essencial para viabilizar aplicagdes tecnoldgicas. Isto requer polimeros que sejam
soluveis ou fusiveis e termicamente estaveis. Nesse aspecto, a polianilina tem se
destacado entre os polimeros condutores, devido a sua solubilidade e a
possibilidade de processamento a quente. Com isso ela pode ser processada por
uma variedade de técnicas, dentre as quais se destacam: filmes por solugéo
(ANGELOPOULOS et al., 1987, 1988); filme-gel (MATTOSO et al., 1994b); filmes
depositados por via eletroquimica (MATTOSO et al.,, 1994a); fiagdo por solugéo
(ANDREATTA; HEEGER; SMITH, 1990); polimerizacdo quimica in situ (GREGORY;
KIMBRELL; KUHN, 1989); blendas poliméricas com polimeros convencionais
(HEEGER, 1993) ; técnica de Langmuir-Blodgett (FARIA et al.,1992); técnica de
automontagem (MATTOSO et al., 2001).

Os polimeros intrinsecamente condutores desde que foram
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descobertos em 1977 (CHIANG et al., 1977), tém inumeras aplicagdes, sobretudo
em quimica analitica, voltadas a construgcdo de novos sensores. Entre alguns
exemplos de aplicagbes destes polimeros condutores, estdo na fabricacdo de
baterias recarregaveis, dispositivos eletrocrémicos onde a reagao direta de oxidagao
€ responsavel pela mudanca na coloragdo das espécies em solucdo, diodos
emissores de luz, protecdo contra corrosao, recobrimento de materiais além da
construcdo de sensores quimicos e térmicos voltados a monitoracdo analitica
(ROVER; OLIVEIRA; KUBOTA, 1997).

Aplicagbes biomédicas para polimeros condutores estdo atualmente
sendo consideradas, incluindo o desenvolvimento de musculos artificiais (KANETO
et al., 1995), biossensores (ALOCILJA; TAHIR; GROOMS, 2005) controle para
liberagdo de farmacos (KILMARTIN et al., 2004) e estimulagéo para regeneracao de
nervos (COLLIER et al, 2000). Baixa citotoxicidade e boa biocompatibilidade sao
evidéncias para o crescimento de células em polimeros condutores e o baixo grau
de inflamagéo visto em testes com animais em periodos de varias semanas. O
potencial de interacdo entre polimeros com meio biolégico necessita ser
cuidadosamente considerado (KILMARTIN et al., 2004).

3.5 EXOPOLISSACARIDEOS

Polissacarideos, também chamados glicanas, sdo macromoléculas
naturais encontradas em todos os organismos vivos, constituindo um grupo de
compostos dos mais abundantes e importantes da biosfera, como por exemplo,
celulose e amido nas plantas (GLAZER; NIKAIDO, 1995) e glicogénio nos animais.
Os exopolissacarideos (EPS) sédo definidos como polissacarideos extracelulares,
produzidos por alguns fungos e bactérias, os quais sdo encontrados ligados a
superficie das células ou sao excretados para o meio extracelular, na forma de limo
(SUTHERLAND, 1998).

Muitas bactérias sdo exploradas para producdo comercial de
polissacarideos, o qual encontra aplicacbes em produtos alimenticios, cosméticos e
farmacéuticos (BARBOSA et. al., 2004).

Nos fungos os EPS constituem uma importante percentagem da
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biomassa, participando com mais de 75% dos polissacarideos constituintes da
parede da hifa (GUTIERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996). EPS que sdo gomas
soluveis em agua, produzidos por uma ampla variedade de microrganismos,
possuem propriedades fisicas peculiares, que favorecem o emprego nas industrias
alimenticias, farmacéuticas, petroliferas, entre outras (GIESE et al., 2003).

A maioria dos EPS fungicos € B-glucanas. As propriedades fisicas e
fisioldgicas dos polissacarideos sdo determinadas pelas diferengcas quimicas tais
como: tipo de ligagdo glicosidica, grau de ramificagdo e composigédo
monossacaridica (GUTERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996).

Um dos mecanismos principais das propriedades dos EPS, tanto
para aplicacdo na area médica como na industrial, esta na capacidade de formar
redes entrelagadas hidratadas de cadeias poliméricas, com associagdes nao-
covalentes de ligagdo entre os anéis de polissacarideos, a fim de se obter uma
estrutura tanto na forma sodlida quanto na de gel. Estas redes de juncéo
conformacional entre as estruturas estao voltadas para a sintese e incorporacéo de
outras matrizes organicas poliméricas em redes de jungdo com aplicagdo em
desenvolvimento de biomateriais (MORRIS et al., 1986).

3.5.1 Botriosferana

O fungo ascomiceto Botryosphaeria sp. tem sido estudado como
produtor de lacase desde 1995 (BARBOSA; DEKKER; HARDY, 1996; BARBOSA et
al., 1995; DEKKER et al., 2001), e foi somente recentemente classificado como uma
espécie: Botryosphaeria rhodina (GARCIA et al., 2004) usando técnicas de biologia
molecular. No entanto, quando este fungo ligninolitico foi crescido com glucose como
unica fonte de carbono, um EPS de tipo p-glucana foi secretado no meio de cultura
(DEKKER; BARBOSA; 2001). A estrutura desta glucana foi caracterizada
(BARBOSA et al., 2003) recentemente como (1—3;1—6)-p-D- glucana (figura 3) com
aproximadamente 22% de ramificagdes em C-6. As ramificagées sao constituidas de
residuos P -(1—6) ligadas ao glicosil e § -(1—6) ligadas ao di-glicosil (gentiobiose).

Este tipo de B -glucana foi subsequentemente nomeado como botriosferana de
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acordo com o fungo que produz este EPS.

Figura 3 — Esquema de estrutura da botriosferana.

3.5.2 Sintese de Exopolissacarideos

Para a sintese de exopolissacarideos sao importantes a composigao
do meio de cultivo do microrganismo as condi¢gdes de cultivo que interferem
diretamente na producdo dos EPS microbianos. Os microrganismos devem ser
adaptados ao meio ambiente natural onde vivem, pois nele existem fatores limitantes
como fontes de carbono e nitrogénio, aeragao, agitacdo, microelementos entre
outros, e isso confere a eles um estado de homeostase. Na producédo de EPS por
fungos, deve ser considerada a cepa fungica escolhida como também o seu meio
ambiente natural para adequar, em laboratério, o meio de cultivo em termos de
caracteristicas nutricionais (BARBOSA et al., 2004).

Uma comparagao da produgao de botriosferana por B. rhodina em
meio de cultivo com varios carboidratos como fonte de carbono foi recentemente
descrito (STELUTI et al., 2004). Com a excegédo de manitol, o fungo produziu EPS
em todas as fontes de carbono examinadas, com um alto rendimento ocorrendo com
sacarose seguida por glucose e frutose. De acordo com Jiu et al. (2003) e Zhang et
al.(19995), diferentes fontes de carbono geram polimeros de bioatividade similar com
diferentes graus de ramificacdo e polimerizagdo distintas, podendo ser mais ou
menos soluveis em agua, e como consequéncia, podendo possuir maior ou menor

atividade biolégica. A producao de B-glucana por B. rhodina foi considerada como
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um processo aerobio, sendo 0 oxigénio essencial para sustentar a taxa de
crescimento da biomassa (CROGNALE at al., 2007).

3.5.3 Aplicacbes de Exopolissacarideo Fungico

As aplicagdes biotecnoldgicas dos exopolissacarideos séo limitadas
devido aos problemas relacionados as suas propriedades reoldgicas como, por
exemplo, a viscosidade que dificulta o preparo de solugdes concentradas mais
homogéneas. A viscosidade destas solugbes varia de acordo com alguns fatores
fisico-quimicos como: pH, temperatura, concentracdo do EPS, massa molecular,
solubilidade, além das caracteristicas morfologicas dos fungos produtores (CUNHA,
2002).

Diferentes processos fermentativos e biotecnologia tém sido
desenvolvidos com o objetivo de sintetizar e modificar carboidratos, sendo baseados
essencialmente no uso de polissacarideos. No entanto, ha dificuldades em tornar
alguns processos economicamente viaveis e também de se obter enzimas
especificas para a converséo de determinados substratos (GIESE et al., 2003).

Véarios EPS produzidos por microrganismos ainda nao foram
adequadamente explorados e somente poucos tém sido produzidos em larga escala.
Muitos polissacarideos produzidos por bactérias e fungos possuem propriedades
semelhantes a do Agar. Outros possuem propriedades reolégicas que sao valiosas
para o emprego industrial. Entre os polissacarideos microbianos com usos
comerciais podem ser citados a xantana, dextrana, alginato, curdlana e gelana,
produzidos por bactérias e a escleroglucana e pululana, produzidos por fungos
(GLAZER; NIKAIDO, 1995).

Os EPS microbianos sao bastante conhecidos por suas
propriedades espessantes, estabilizantes, emulsificantes, geleificantes entre outras
(ROBERTS; KIMMEL; ZIEGLER, 1998). Porém outra possibilidade de aplicagao
destes biopolimeros é na saude humana. Varias pesquisas sobre polissacarideos
fungicos tém se concentrado em aplica-los como agentes anti- tumorais (MAZIERO
et al., 1999). Os polissacarideos que apresentam esta atividade sao todos glucanas

intimamente relacionados a estrutura do escleroglucana (YANG; LIAU, 1998).
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EPS produzidos por fungos, especialmente os basidiomicetos, ja
eram usados na medicina tradicional chinesa e japonesa para tratar determinadas
doengas incluindo cancer. EPS de varios fungos tem demonstrado possuir
interessantes atividades biolégicas como agao anti-tumoral, anti-inflamatéria e de
imunomodulagdo (BARBOSA et al., 2003) ou seja, poder de estimular a produgéo de
anticorpos a fins de controlar inflamagdes causadas pelas doengas crbnicas.

As aplicacbes terapéuticas dos exopolissacarideos dependem das
diferencas nos parametros fisico-quimicos das [-glucanas como solubilidade,
estrutura primaria, peso molecular, extensdo da ramificagdo, e a carga do polimero,
pois influenciam em sua atividade biolégica (VETVICKA, YVIN, 2004).

Embora muitas B(1—3) glucanas fungicas estdo descritas, somente
algumas tem sido rigorosamente caracterizadas. Consequentemente, sua
diversidade quimica e propriedades funcionais potencialmente uteis sdo ainda mal
compreendidas (SCHMID et al., 2001). Desde a ocorréncia natural destes EPS como
mistura de componentes celulares heterogéneos ou de secregao, é primeiramente
necessario isolar, purificar e caracterizar estruturalmente estes polissacarideos antes
de prosseguir com investigagdes detalhadas de suas propriedades e aplicagcdes
(KIM et al., 2003; SUTHERLAND, 1998).

3.6 FILMES AUTOMONTADOS: TECNICA LBL

Métodos de fabricagdo de filmes finos de diferentes materiais, que
permitem controle de espessura e de propriedades em nivel molecular, tém recebido
enorme atencgao e importancia entre as tecnologias modernas (DECHER, 1997).

Entre as diferentes técnicas desenvolvidas recentemente para
fabricacdo de filmes finos esta a técnica de automontagem (do inglés Self-
Assembly), também conhecida como camada por camada - LBL (do inglés Layer-by-
layer) esta técnica tem se mostrado extremamente promissora, capaz de produzir
filmes ultrafinos organizados em nivel nanométrico de diferentes tipos de materiais
de interesse, de maneira simples e barata (MATTOSO; MEDEIROS; PATERNO,
2006).

A técnica de automontagem LBL foi proposta pela primeira vez no
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inicio da década de 1980, no trabalho pioneiro de Sagiv (1980) e, anos mais tarde,
reformulada por Decher e Hong (1991). Esta técnica recebe este nome, pois
consiste da adsorgado espontanea, quimica ou fisica, de camadas ultrafinas (10 —
100 A) de materiais sobre a superficie de um suporte soélido, a partir de suas
solugdes. O tipo de adsorcao depende da afinidade entre o suporte e o material, o
que esta diretamente relacionado com a estrutura quimica dos materiais
empregados (MATTOSO; MEDEIROS; PATERNO, 2006).
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Figura 4 — llustracdo esquematica do método de automontagem
via adsorgao eletrostatica, indicando as etapas de: 1)
deposicdo do polication, 2) lavagem e secagem do
suporte contendo uma camada de polication, 3)
deposicdo do polidnion e 4) contendo camadas
alternadas de polication e polidnion (MATTOSO;
PATERNO; OLIVEIRA JR, 2001).

O meétodo de automontagem proposto por Decher e Hong (1991),
baseia-se na interagéo eletrostatica entre moléculas contendo grupos iénicos. Este
método ilustrado pela figura 4 consiste basicamente na imersdo de um substrato
solido, previamente tratado, por um breve periodo de tempo numa solugédo aquosa
contendo, por exemplo, um sal da substancia a ser depositada. A carga desta
substancia deve ser contraria a do substrato para que ocorra adsorgao por atragao
eletrostatica. Posteriormente, o conjunto é lavado, a fim de eliminar o excesso de
material, seco e entdo imerso numa solugao contendo um outro sal, agora de carga
contraria a do sal inicialmente depositado, de maneira a resultar numa espécie de
“sanduiche” formado por camadas moleculares catidbnicas e anibdnicas,
alternadamente adsorvidas. A repeticdo deste processo leva a formacao de filmes
ultrafinos com multicamadas. Uma das vantagens oferecidas por este método refere-

se ao solvente, comumente utilizado, agua, embora esta caracteristica também limite
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a gama de polimeros empregados. (MATTOSO; PATERNO; OLIVEIRA JR, 2001).

Decher e Hong (1991) verificaram que este método permite controle
da espessura do filme através de medidas de espectroscopia de UV- visivel.
Constataram um aumento linear da absorvancia do filme formado, a medida que
cada camada era depositada, uma vez que, sendo a absorvancia proporcional a
quantidade de material absorvente, cada camada depositada contribuiu com
aproximadamente uma mesma quantidade de material.

Contudo, o processo de automontagem ndo depende sO da
presenca de cargas nas moléculas adsorventes.. Alguns trabalhos (STOCKON;
RUBNER, 1997; LVOV et al., 1996) revelam que outros tipos de interagao, diferentes
da atragédo eletrostatica, podem predominar no processo de automontagem, a
proximidade das moléculas envolvidas contribui com outros tipos de forcas de
interagdo, como forgas de Van der Waals, ligagdes de hidrogénio, forgas dispersivas
ou de London, cujas intensidades tornam as monocamadas compactas e fortemente
adsorvidas (ULMAN, 1991). Polimeros condutores como a polianilina e seus
derivados encontram-se no estado carregado (dopados) quando em solugbes de
baixo pH (MaCDIARMID et al., 1987). Verificou-se, entretanto, que estes polimeros
podem ser automontados a partir de solugdes em pHs elevados, ou seja, como se
fossem polimeros neutros (STOCKON; RUBNER, 1997, PONTES et al., 1999).
Neste caso, o0 processo de automontagem é governado por interagdes nao iénicas,
como ligagbes de hidrogénio. Foi verificado que a quantidade de polianilina
adsorvida num filme automontado € maior quando camadas desta sao alternadas
com camadas de polimeros que tém facilidade de fazer ligacbes de hidrogénio
(STOCKON; RUBNER, 1997). Isto se deve ao fato de as cadeias de polianilina nao
dopada assumirem uma conformagdo mais enovelada, até mesmo formando
agregados na solugao (ZHENG et al., 1997), ocupando menos espago no substrato
e facilitando a aproximagédo e acomodagédo de mais polimero. Portanto o método de
automontagem LBL proposto por Decher, pode ser depositado por uma grande
variedade de materiais, baixo custo de produgcdo e um grande potencial tecnolégico.
(MATTOSO; PATERNO; OLIVEIRA JR, 2001).
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3.7 COMPOSITOS BASEADOS NA ASSOCIACAO DE POLIMERO CONDUTOR /

EXOPOLISSACARIDEO E SUAS APLICACOES

Compdsitos sao materiais constituidos por uma mistura de dois ou
mais componentes ou fases distintas, usualmente combinadas em escala
macroscépica 0os quais devem estar presentes em proporgdes razoaveis (JOSE;
PRADO, 2005). Pouco se tem estudado sobre a utilizacdo de compésitos baseados
em polimeros condutores e EPS, porém suas aplicagdes de formas separadas séo
bem investigadas e comprovadamente eficientes.

Dentre os polimeros condutores, o polipirrol € o mais empregado em
pesquisas de biomateriais. Collier et al. (2000) sintetizaram e caracterizaram o
composito de polipirrol-acido hialurénico (PP/HA) para aplicagdes em engenharia de
tecidos e constataram que este biomaterial € um candidato promissor para
aplicagdes de tecidos modificados e em cicatrizacdo de ferimentos, pois pode
beneficiar a estimulacao elétrica e o aumento de vascularizagao.

Outros biomateriais contendo polimeros condutores e outros
compositos também estdo sendo estudados. Filmes de variadas formas da
polianilina co-polimerizada com &cido acrilico e imobilizada com colageno foi
implantado em ratos por periodo de 19 a 50 semanas e avaliada a resposta de
tecido in vivo para teste de biocompatibilidade, apds o periodo de investigagao, o
filme de esmeraldina-imobilizada com colageno, ndo apresentou caracteristicas de
incompatibilidade dos tecidos proximos ao implante (WANG et. al., 1999). A anilina e
a polianilina também foram avaliadas como agentes antioxidantes, e mostraram-se
bons agentes redutores e eliminaram radicais livres similarmente aos antioxidantes
fendlicos presentes em varias frutas e bebidas (KILMARTIN et al., 2004; GIZDAVIC-
NIKOLAIDIS et. al., 2004).

Outros estudos de biomateriais contendo polianilina envolvem a
sintese de compostos polianilina polimerizada separadamente com alguns diferentes
acidos como acido cloridrico, sulfénico e fenilfosfénico incorporada a um biosensor
condutométrico, usado na detecgdo do virus da diarréia viral bovina (BVDV) onde os
resultados promissores na deteccdao do BVDV demonstraram que o biosensor
condutométrico foi permutavel para deteccdo de diferentes moléculas alvo.

Sugerindo que modificacbes podem ser realizadas para implementar a avaliagdo do
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biosensor como um dispositivo rapido de detecg¢ao de outras doencgas infecciosas na
populagcao de animais domésticos. (ALOCILJA; TAHIR; GROOMS, 2005).
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4 MATERIAIS METODOS

4.1 REAGENTES

« Acido Cloridrico procedente da CHEMCO com pureza de 37%, d= 1,18g.mL""
(PM = 36,46 g.mol™);

« Agua deionizada;

e EPS liofilizado produzido no Lab. de Bioquimica pelo grupo de pesquisa da
Professora Dra. Aneli de Melo Barbosa.

¢ Anilina destilada sob presséao reduzida procedente da MERCK®

4.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

¢ Baldes volumétricos de volumes variados (50 a 500 mL);
e Erlenmeyers de 125 mL;

e Béqueres de 5mL e 250 mL de capacidade;

¢ Pipetas volumétricas de 5 e 10 mL;

¢ Pipeta graduada de 10 mL;

e Proveta de 20 mL;

¢ Placas de Petri;

¢ Funil de vidro;

e Funil de Buchner;

¢ Papel filtro pregueado;

¢ Parafiim® “M” laboratory film procedente da American National Can™;
¢ Barra de agitagdo magnética;

e Pistilo;

¢ Pingca metalica;

¢ Eletrodos de platina;
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¢ Eletrodos de Ag/AgCil,;

e Cubetas de quartzo;

e Estufa retilinea FANEM;

¢ Balancga analitica AND modelo H-200;

e pHmetro Tecnal modelo TEC-2;

¢ Mesa de agitagdo magnética com aquecimento FISATOM modelo 752-A;
¢ Incubadora orbital (Shaker) Tecnal;

¢ Ultra-som THORNTON modelo T7;

« Potenciostato MICROQUIMICA MQPG modelo 01;

¢ Espectrofotdbmetro FTIR SHIMADZU modelo 8400

¢ Espectrofotdbmetro UV-Visivel SHIMADZU modelo MultiSpec 150;1

¢ Micro pipeta de precis&o LabMate LM10/10 -100uL

e Eletrodo FTO 102-020 (FLUORINE-DOPED TIN OXIDE) 11< Ro <20 Q/[

4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 Sintese Eletroquimica do Compoésito de Polianilina/EPS

A polianilina foi sintetizada eletroquimicamente utilizando como
eletrodo de trabalho uma placa de FTO (Fluor doped Tin Oxide, Flexitec, 11< R.
<20Q/ , previamente limpos com uma solugéo diluida de HNO3 (1:1)), a partir de
uma solugdo contendo HCI 0,5 mol.L™ e anilina 0,1 mol.L™", polarizando o eletrodo a
+ 0,7 V até atingir uma carga de deposicdo igual a 250 mC cm™. Para os filmes
compositos de PANI/EPS & solugdo contendo HCI 0,5 mol.L™ e anilina 0,1 mol.L™ foi
adicionado o EPS numa concentracdo de 0.5 g L™ e polarizando o eletrodo a + 0,7 V

até atingir uma carga de deposicao igual a 250 mC cm™. No segundo caso o tempo
devido para completar a mesma quantidade de carga foi aproximadamente 5 vezes

maior do que o primeiro caso.
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4.3.2 Sintese Quimica de Polianilina

A polianilina na forma base esmeraldina foi obtida de acordo com o
método descrito em Rujiravanit et al. (2006). Onde o polimero sintetizado foi imerso
em uma solugédo de NaOH 0,1 0,5 mol.L™' e mantido sob agitacdo por 12 horas,
quando entdo o precipitado de cor azul intensa foi separado do sobrenadante por

filtracdo a vacuo e seco em estufa a 40°C, até peso constante.

4.3.3 Solucéo de Polianilina

Foram diluidas 0,47g de Polianilina (base esmeraldina) em 25 mL de
dimetil acetamida, a mistura foi agitada por 12 horas até completa dissolugéo.

A solucgao foi filtrada em papel filtro, este foi pesado antes e depois
da filtragcao (seco), para calcular a concentragao da polianilina. Do filtrado obtido, foi
pipetado 1mL e adicionado em 25 mL de solugédo de HCI (pH 2-3) sob agitagéo para
nao precipitar. Apés preparo da solugao, foi novamente verificado pH que foi
mantido entre 2-3. A concentragao final da Polianilina foi verificada através do peso

do papel seco, antes e depois sendo de 0,21 mg/mL.

4.4 EXOPOLISSACARIDEO BOTRIOSFERANA

O Exopolissacarideo  produzido pelo fungo ascomiceto
Botryosphaeria rhodina foi gentiimente cedido pelo laboratério de pesquisa de
Bioquimica de microrganismos do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da
Universidade Estadual de Londrina, pela profa. Dra. Aneli de Melo Barbosa.

A sintese do EPS botriosferana foi preparada de acordo com o
método descrito por Barbosa et. al. (2003).

O fungo Brotyosphaeria rhodina foi mantido em meio de cultivo BDA

(batata-dextrose-agar) inclinado, a 4°C e repicado (semeadura do microorganismo
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numa placa) para permanéncia no mesmo meio. Contudo, o preparo do pré-indculo
(cultivo em pequena escala que visa multiplicagdo das células) envolveu a
transferéncia do microrganismo deste meio para uma placa de Petri contendo meio
sélido de Vogel, a placa foi mantida a aproximadamente 28°C até o ponto em que
hifas (tubos formados de células multinucleadas (cendcitos), um conjunto de hifas
recebe o nome de micélio), do fungo cobriram toda a extenséo da placa (cerca de 5
dias).

Em seguida, com o auxilio de uma ping¢a de platina, foram transfedas
uma pequena quantidade de hifas para 25 mL de um meio minimo de Vogel
contendo 0,5% (p/v) de glucose, contidos em um frasco de Erlenmeyer de 125 mL;
deixando-os sob agitacdo constante, durante 48 horas a uma temperatura de
aproximadamente 28°C.

Apds estes procedimentos, foram interrompidos os cultivos
dializando as amostras contra agua destilada durante 48 horas. As amostras foram
armazenadas em congelador a 4°C a fim de obter apenas o material ndo
solubilizado cuja denominagéo se deu por ser o polissacarideo em sua forma de gel
(figura 5). Ao encaminhar este material para o liofilizador, foram obtidos como

produto, o exopolissacarideo em sua forma liofilizada (figura 6).

Figura 5 — Botriosferana geleificado
produzido pelo fungo.
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Figura 6 — Botriosferana liofilizado
produzido pelo fungo
Botryosphaeria rhodina.

4.4.1 Solucao de Botriosferana

Foram diluidos 0,011g de EPS em 25 mL de agua destilada, sob
aquecimento (100°C) com agitagdo continua por 2 horas. Apds a solubilizagdo do
EPS, em temperatura ambiente o pH foi corrigido para a faixa de 2-3 com HCI. A

concentracao final do EPS foi de 0,45 mg/mL.

4.5 SINTESE DOS FILMES AUTOMONTADOS DO COMPOSITO PANI/BOTRIOSFERANA

Filmes automontados foram obtidos utilizando PAni/Botriosferana
baseado na técnica de automontagem layer-by-layer (LBL), Os filmes foram
depositados em laminas de FTO (Oxido de Titanio dopado com Fluoreto) utilizados
como substrato. Os substratos de FTO foram lavados com cloroférmio a quente e
secos. Foi utilizada solugéo de polianilina em concentragao de 0,21 mg/mL e solugéo
do exopolissacarideo botriosferana em concentracdo de 0,45mg/mL. O pH das
solugdes foram corrigidos para 2,0 com HCI concentrado. Cada bicamada foi obtida
a partir da imersdo, por 5 minutos do substrato de FTO em solugao de PAni e
posterior lavagem em agua destilada acidificada (pH 2,0), logo em seguida o

substrato foi imerso em solugdo de EPS por 15 minutos e apés lavado com agua
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destilada em pH 2 foi seco com jatos de ar. Filmes foram obtidos de 1, 5, 7, 10, 15,
20, 30 bicamadas (figura 7).

(A)
Fokanilnag pH 2.0 H,O pH20 EPSpH 20 H, pH20
(B) i i i
Polianiina pH 2.0 H.O pHZO

Figura 7 — Esquema descrevendo os Filmes automontados
de: (A) PAni/EPS e (B) PANI com com 1
bicamada e 1 camada, respectivamente; para
novas bicamadas ou camadas o processo foi
repetido pelo numero de vezes desejado.

4.6 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

4.6.1 Voltametria Ciclica

Esta técnica consiste na aplicagdo de uma onda triangular de
potencial entre dois valores limites pré-estabelecidos, a uma determinada taxa de
variagdo. Como resposta a esta aplicagao, obtém-se uma corrente eletrbnica gerada
nos processos eletroquimicos que ocorrem na cela, ou avaliagao de potenciais de

oxidagao e reducdo a uma taxa de velocidade de varredura de 50 mV/s e escala de
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500 mA em um potenciostato MPQO1 (Microquimica). A partir de certo potencial de
repouso E1 (0,0 V), aplicou-se uma velocidade de varredura até o alcance de um
valor de potencial negativo E3 (-0,2 V), revertendo a um valor de potencial positivo
E2 (+1,0 V), que por sua vez, retorna ao potencial inicial. Os valores de densidade
de corrente (j) foram obtidos a partir da divisdo dos valores dos sinais de corrente
pela respectiva area do eletrodo utilizado para realizagao da experiéncia.

Este processo foi verificado apds a deposicdo do filme PAnI/EPS
sobre a superficie do eletrodo de trabalho, num sistema de trés eletrodos, com
eletrodo de platina sendo o contra-eletrodo e Ag/AgCl como eletrodo de referéncia
em eletrdlito suporte de HCI 0,5 mol.L”". Foram registrados 2 ciclos para cada
amostra analisada e os dados foram salvos em formato ASCIlI pelo software
desenvolvido pela empresa Microquimica, o qual acompanha a potenciostato

utilizado.

4.7 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA

4.7.1 Espectroscopia Uv/Vis

O estudo da absorgao otica foi realizado usando espectrofotometro
UV-visivel SHIMADZU MultiSpec - 1501 para o acompanhamento do crescimento
das bicamadas. Primeiro foi realizado UV-Vis imediatamente apds o crescimento de
cada bicamada, para realizar a leitura foram utilizados suporte para o filme, o qual
certificava a passagem do feixe de luz sempre pela mesma area, foram crescidos
filmes com 1, 5, 10, 15, 20, 30 bicamadas, e constituidos graficos comparativos para

a verificacado do crescimento das camadas.
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4.7.2 Espectroscopia Infravermelho

O Infravermelho consiste no estudo do efeito da vibracdo de
grupamentos funcionais caracteristicos da composi¢cao de estruturas moleculares
pela absorcao de radiagao.

Para a realizagdo das leituras no espectro na regido do
infravermelho, SHIMADZU FTIR — 8400, o filme de PANnI/EPS, filme de PAni, e filme
de EPS foram crescidos em lamina de silicio, e a fins comparatérios também foi
realizado infravermelho da PAni base esmeraldina e infravermelho de EPS
liofilizado, estes agregados com maceragao para formagéo de pastilhas de KBr que
permaneceram por um periodo de 24 horas na estufa a uma temperatura de 100°C
para evitar a presenca da umidade, contribuindo para a diminuicdo do erro
experimental no estudo da andlise com concentracdo de analito 1% para a
verificacdo nas diferentes bandas observaveis do compadsito.

O estudo de absorcédo pelo infravermelho foi realizado utilizando

uma varredura na regiéo entre 400 e 4000 cm™.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FILMES ELETROPOLIMERIZADOS

@) composito polianilina/botriosferana foi sintetizado
eletroquimicamente através da utilizacdo das solugdes aquosas preparadas
contendo EPS na forma liofilizada, em conjunto com o anilina presente em uma
solucédo de HCI. Foi utilizada uma célula eletroquimica composta de um eletrodo de
trabalho (no caso o FTO, uma camada condutora de oxido de estanho dopado com
fluor), uma malha de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de referéncia do
tipo Ag/AgCI. Aplicou-se um potencial de 0,7 V a célula em um periodo de tempo de
aproximadamente 1200 segundos fazendo com que a reag¢ao de formacgao de radical
anilina fosse iniciada induzindo a oxidagdo e ligagdo dos monémeros entre si,
resultando em dimeros que, sucessivelmente, sofreram oxidagao e repeticbes das
reacdes de acoplamento descritos na figura 2, consequentemente o EPS foi
absorvido no filme de polimero compensando as cargas geradas durante o processo
de polimerizagao, resultando na formagao de filmes do compésito depositados sobre
a superficie do eletrodo de trabalho.

A primeira evidencia da formagao da polianilina foi a mudanga de
coloragdo da membrana durante a sintese. Partindo de um eletrodo transparente,
que gradativamente, adquiriu uma tonalidade esverdeada tornado-se azul escuro no
final da sintese. Essa coloracdo observada durante a sintese é caracteristica da
formagao da polianilina (sal esmeraldina) em meio acido (MACDIARMID, A G 1987).
Os voltamogramas ciclicos da polianilina na forma de sal esmeraldina em HCI 0,5

mol L™ esta representado na Figura 8.
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204 —— PANI
1 —=— PANVEPS

jf Ao

Figura 8 — Voltamograma ciclico do composito PAnI/EPS e somente PAni
em HCI 0,5 mol L, v =50 mV s-1.

Com relagdo aos processos redox MacDiarmid et al. (1987)
propuseram um mecanismo que considera também o efeito eletrocrémico em funcéao
do estado de oxidagao e protonagdo da macromolécula. O primeiro par de picos
redox, na Figura 8 se refere a interconversédo entre os estados de oxidagao
leucoesmeraldina (amarelo) e esmeraldina (verde), ver Tabela 1. A primeira etapa de
oxidacdo resulta, portanto, no polimero na forma parcialmente oxidada
correspondente ao cation radical polisemiquindnico, que consiste de estados
condutores moéveis, os polarons. Nessa situacdo, ha insercdo dos anions presentes
na solugdo no filme para balancear as cargas positivas criadas pela perda de
elétrons. O outro par redox no potencial mais positivo estda associado a
interconversao entres os estados esmeraldina e pernigranilina (azul escuro). A
polianilina se torna completamente oxidada, com grupos amina substituidos por
grupos imina, ao mesmo tempo em que anions e protons sao expelidos do filme.
Estas reagbes redox fazem com que exista uma variagdo continua do grau de
oxidagao, entre as formas completamente reduzida e oxidada da polianilina.

Uma vez que a absorgdo de energia luminosa por compostos

organicos, na regiao do visivel e ultravioleta, envolve a promog¢ao de elétrons dos
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orbitais o, © € n do estado fundamental a estados de maior energia. Estes estados
de maior energia sao descritos como orbitais moleculares que estdao vazios no
estado fundamental ou ndo excitado, e sdo normalmente chamados de orbitais ndo-
ligantes. Os orbitais anti-ligantes associados as ligagdes o (simples) e © (dupla) sao
respectivamente, os orbitais ¢* e n*. Como os elétrons n ndo formam ligagdes, nao
ha orbitais anti-ligantes associados a eles. As transi¢des envolvidas nas regides UV-
Vis sdao do seguinte tipo: 6 » ¢, n > ¢*, n - ©*, € n—>n*, porém a energia
necessaria para a transicéo ¢ — ¢* € muito alta.

Compostos que contenham elétrons nao ligantes em atomos de O,
N, X ou halogénios podem mostrar absor¢des devido as transigcbes n — c*. Essas
transi¢cdes envolvem menor energia do que as transigbes ¢ — . As transi¢cbes para
orbitais antiligantes n* sdo associadas apenas a centros insaturados na molécula;
requerem energias ainda menores e, ocorrem em comprimentos de onda maiores,
localizados na regido espectral do UV. As transicbes n—n* sdo de energia
intermediaria geralmente localizada entre as transigbes n—n* e n— c*.

As varias formas estruturais que a PAni pode assumir (base
leucoesmeraldina, esmeraldina e pernigranilina) produzem diferentes configuragbes
dos estados eletrdnicos, devido as diferencas de acoplamento elétron-fébnon e os
angulos de torcdo dos anéis aromaticos e quindnicos em relagdo ao plano dos
atomos de nitrogénio.

Os espectros de absor¢éo dos filmes de PAni (Figura 9) e PAni/EPS
(Figura 10) foram obtidos ex-situ com os filmes polarizados em diferentes potenciais

variando do estado reduzido ao estado oxidado.
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Figura 9 — Espectros de absor¢do no UV/visivel para o filme de PAni
sintetizado eletroquimicamente e, polarizado em diferentes
potenciais.
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Figura 10 — Espectros de absor¢édo no UV/visivel para o filme de PAni/EPS
sintetizado eletroquimicamente e, polarizado em diferentes
potenciais.
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Os dois filmes apresentaram um comportamento semelhante em
quase todo o intervalo de comprimento de onda e potencial investigados, diferindo
na intensidade de absorgdo e na regido do UV entre 550 e 750 nm quando o

eletrodo foi polarizado em 0,37 V, como representado na Figura 11.

—+— PANVEPS
07 —— PANIHCI

Abs/ua.

T T T T T T T T T
300 400 500 00 700 800 a00

Figura 11 — Espectros de absor¢céo no UV/visivel para os filmes de PAni e
PAnNI/EPS sintetizados eletroquimicamente e, polarizados em
0,37 V.

Embora a absorcao da PAni seja mais intensa na regiao entre 620 e
900 nm (Figura 11), comparando os espectros, verifica-se nitidamente que o filme de
PANI/EPS apresenta uma absor¢do mais intensa na regi&do do band- gap da PAni
(300 a 330). Segundo a Lei de Beer, definida pela equagdo 1, a intensidade de
absorcdo depende da quantidade de material presente na amostra, onde A é a a
absorvancia, ¢ € a absortividade, b € o caminho 6tico percorrido pela irradiacido no

meio absorvente e ¢ € a concentragao analitica.

A = ghc (1)

Uma vez que, os filmes de PAni e PAnIi/EPS foram preparados
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exatamente nas mesmas condigdes, utilizando-se a mesma carga de deposi¢éo, os
seus espectros deveriam ter a mesma absorvancia. No entanto, a absorgao do filme
de PAni foi inferior ao do compdsito PANI/EPS, entre 300 e 350 nm, indicando uma
perda de irradiagcdo por reflexdo. A estrutura do polissacarideo permite que a luz
penetre mais no filme permitindo que esta seja absorvida por uma concentragao
maior da polianilina, em relacdo ao filme de PAni sintetizado diretamente sobre o
eletrodo de trabalho.

A intensa banda de absorcao localizada em ambos os espectros em
350 nm (4,13 eV) esta associada a transigado n — n* de orbitais ligantes localizados
no topo da banda de valéncia para orbitais anti-ligantes localizados no topo da
banda de condugao. Essa energia de transicao corresponde, portanto, ao band-gap
da PAni.

No estado reduzido (-0,2 V) observa-se uma banda em 450 nm (2,82
eV) e uma banda de baixa intensidade na regiao de 850 nm (1,46 eV). A medida que
a amostra é oxidada observa-se um aumento da absor¢do em 440 nm, diminuindo a
partir desse potencial. Essa absor¢cdo € atribuida a presenca de cations radicais
(polarons), provenientes da oxidagdo da PAni (GENIES, 1987).

Parte desses cations radicais oxida-se a dicéations (bipolarons). A
absorvancia nesse comprimento de onda pode ser atribuida, principalmente, a
transigédo do cation radical (HN-NH"), entre o nivel ligante do polaron para a banda
de condugdo. A banda larga na regiao de 800 nm aumenta de intensidade e se
desloca para regides de mais alta energia, com o aumento do potencial. Segundo
Geniés et al., (GENIES, 1987) nesse comprimento de onda ocorre a promogao de

um elétron da banda de valéncia para o nivel ligante polaron- bipolaron.

5.2 FILMES AUTOMONTADOS

Um dos primeiros parametros experimentais a serem obtidos € o
tempo ideal de imersao do eletrodo nas solugbes de montagem, para tanto, varios
eletrodos foram modificados com uma bicamada, de acordo com um similar
procedimento ao descrito no item 4.5 (Figura 07), onde o tempo de imerséo na

solugéo contendo polianilina foi mantido constante e igual a 5 minutos, em seguida
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foi utilizado diferentes tempos de imersao na solugao contendo o EPS, em 5, 10 e 15
minutos. Na sequéncia o filme era lavado e reintroduzido na solugao contendo PANI
e deixado por diferentes tempos, entre 0,5 e 15 minutos. Para cada filme obtido foi
obtido o espectro de absorgédo no visivel, cujos resultados s&do mostrados na Figura
12.
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Figura 12 — Valores para a absorbancia em 880 nm referentes aos
espectros “ex-situ” dos eletrodos modificados com PANI e
EPS variando-se o tempo de imersdao em EPS e na segunda
camada de PANI.

A partir da Figura 12 pode ser observado que para os filmes imersos
atingem um valor maximo de absorbancia apds 4 minutos de imersao em solugao
contendo PANI, porém os filmes que apresentaram maior valor na absor¢céo foram
aqueles imersos por 15 minutos em solugdo contendo o EPS, assim como foi
determinado que os filmes seriam realizados por diversas bicamadas pela imersao
em solugdo contendo PANI por 5 minutos e na solugdo contendo o EPS por 15
minutos.

Os filmes de polianilina e o polissacarideo botriosferana foram
crescidos pela técnica de automontagem, como especificado anteriormente, e
acompanhados por espectroscopia UV vis, para verificar a quantidade depositada.
De acordo com os resultados obtidos para os espectros de UV-Vis e conforme

mostrado na figura 13 (A) observa-se o crescimento sequencial de 30 bicamadas de
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PAnNI/EPS depositadas sobre o substrato de FTO. Um aumento da absorvancia em
comprimentos de onda proximos a 300, 420 e 780 nm é observado conforme o
aumento do numero de bicamadas depositadas no substrato. A banda préxima a
300 nm pode ser atribuida a uma transicdo n—n* centrada no anel benzdico
(transigdo interbanda) e a banda observada proxima a 800 nm é devido a
incorporacao de dopante, uma vez que no pH 2,0 a PAni encontra-se parcialmente
dopada (BIDEZ et. al., 2006). A banda observada em 420 nm pode ser atribuida a
formacgédo de pdlarons (RAM et. al., 1999). A absorvancia aumenta gradualmente
com o acréscimo do numero de camadas. A Figura 13 B, indica aumento na
absorbancia em 420 nm linear com o numero de bicamadas depositadas, revelando
a uniformidade na deposi¢ao e indicando que nao ha um limite para a deposicédo nas
camadas investigadas. Um filme de 15 monocamadas de PAni foi sintetizado para
comparagcao com crescimento do filme PAnI/EPS também crescido com 15
bicamadas, Figura 13 (C), pode-se observar que o crescimento das bicamadas do
filme PANI/EPS é mais significativo. O aumento da absorvancia na regido préxima ao
comprimento de onda de 720nm se deve a adsor¢cdo do EPS ao filme, conforme

mostrado na figura 13 (C).

[Ad L1 .

Aledmal
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Figura 13 — Espectros na regiao do UV-vis para diferentes filmes
crescidos por LBL: (A) Bicamadas (BiC) de PAni/EPS (B)
Absorvancia na regido de 420 nm indicando a deposigéo do
filme de PAni e, (C) Monocamadas de Pani em comparagao
a um filme de PANI/EPS crescido com 15 bicamadas.
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Os resultados dos voltamogramas ciclicos de resposta dos filmes
LBL PANI/EPS, para variagao das bicamadas ( 1, 5, 10, 15, 20, 30) em HCI 0,5 mol
L' a 50 mV s, Figura 14 (A), mostram os dois processos redox caracteristicos da
PAni (MATTOSO, 1996). E possivel observar que conforme aumento de bicamadas
depositadas no filme ha um aumento da corrente dos picos de oxidagéo e reducéo.
Observa-se ainda, um deslocamento no potencial de pico de oxidagdo quando
aumenta-se o numero de bicamadas. Este deslocamento pode estar associado ao
aumento de estados podlaron/bipdlarons, com o acréscimo no numero de bicamadas
(RAM et. al., 1999). Um voltamograma ciclico comparativo do filme LBL de PAni/EPS
e um filme de PAni, ambos crescidos com 15 bicamadas e 15 monocamadas
respectivamente, € mostrado na Figura 14 (B), através destes voltamogramas é
possivel verificar a diferenga no potencial redox dos picos. O filme de PAnI/EPS
apresenta um aumento de corrente maior que o filme PAni sem o EPS, no primeiro
pico oxidagdo, porém o mesmo efeito ndo € notado no segundo pico de oxidagao,
apenas um deslocamento para potenciais menos positivos. Tais observagdes estao

associadas a interagéo do polimero condutor com o polissacarideo.
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Figura 14 — Voltamogramas ciclicos em eletrélito de HCI 0,5M
para diferentes filmes crescidos por LBL: (A)
Bicamadas (BiC) de PAni/EPS ; e, (B) 15
Monocamadas de PAni em comparagao a um filme
de PANI/EPS crescido com 15 bicamadas.

A figura 15 apresenta o espectro de infravermelho de pastilhas de
PAni em KBr e EPS em KBr. Para o espectro obtido para a PAni em KBr, os picos
em 1715 e 1590 cm™ podem ser atribuidos a ligacdo C=N aromaética (quinoidico) da
base esmeraldina da polianilina. A forte banda observada a 1325 cm™ pode ser
conferida a combinacdo de estiramentos e bendings presentes nas ligacbes C=N. A
banda em 874 cm™ pode ser devida ao estiramento C-H da base esmeraldina (RAM;
MALHOTRA, 1996). Para o espectro do EPS em pastilha de KBr observa-se as
bandas em 912 e 1370 cm™ caracteristica de glucanas com ligagdes B-glicosidicas e
aquelas em 1160, 1090 e 1040 cm™ devido a presenca de (1,3)-di-O-substituido de
residuos de glicose (BARBOSA et. al., 2003).
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Figura 15 — Espectros de FTIR de PAni em KBr e EPS em KBr.

A Figura 16 apresenta espectroscopia de infravermelho do filme de
PANI/EPS com 30 bicamadas, filme de EPS com 30 camadas e filme de PAni com

30 camadas.
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Figura 16 — Espectros de FTIR: filme PANI/EPS 30 bicamadas,
PAni 30camadas e EPS 30 camadas.
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Através do espectro figura 16, visualizamos as bandas
caracteristicas PAni base esmeraldina com proposto por Louarn e colaboradores
(LOUARN et. al., 1996): em 1592 cm™ pode ser conferida ao estiramento C-C do
anel benzenico; em 1501 cm™ denota o estiramento C=C do anel quinona; uma
deformacdo do anel pode ser notada em 1320 cm™; Em 1165 pode ser percebido
bending referente a C-H do anel benzenico e em 827 cm™ é atribuido a deformacéo
da amina.

Através deste espectro também é possivel visualizar bandas
caracteristicas do EPS: em 890 cm™ é atribuido a uma banda de absorgao tipica de
estiramento e dobramento de ligacdo do tipo (1—3) — B - glucanas, e em 1370 cm™
banda de estiramento e vibragédo de ligagdo do tipo B-glucanas em polissacarideos
de cadeias longas contendo carbonos anoméricos (BARBOSA et al., 2003). Através
do espectro de infravermelho do filme de PANI/EPS é possivel a visualizacdo de
bandas caracteristicas tanto do EPS quanto da PAni, revelando que no filme ha a

incorporacao de EPS na matriz polimérica de PAni.
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CONCLUSAO

A eletrossintese da polianilina em meio contendo o polissacarideo
botriosferana, promove a incorporagao do mesmo na matriz polimérica modificando
as propriedades eletrénicas e 6ticas de tais filmes formados.

O depodsito das diferentes bicamadas foi acompanhado pela
espectroscopia UV-vis, sendo que a absorvancia aumenta gradualmente com o
acréscimo do numero de camadas revelando a uniformidade na deposi¢cdo. Os
resultados dos voltamogramas ciclicos de resposta dos filmes PANI/EPS mostraram
dois processos redox caracteristicos da PANI. Observa-se ainda, um deslocamento
no potencial de pico de oxidagdo quando se aumenta o numero de bicamadas. Este
deslocamento pode estar associado ao aumento de estados pdlaron/bipdlarons, com
0 acréscimo no numero de bicamadas. O filme de PANI/EPS apresenta um aumento
de corrente maior que o filme PANI sem o EPS, no primeiro pico oxidagado, e ainda
verifica-se um deslocamento para potenciais menos positivos. Tais evidéncias
confirmam a interagéo do polimero condutor com o polissacarideo. Em comparagéao
com os filmes eletrossintezados, o0 comportamento voltamétrico € bastante diferente
indicando que os filmes de polianilina/EPS automontados diferem daqueles
eletrossintetizados.

Com base nos experimentos discutidos no trabalho, podemos
perceber que é possivel a sintese do filme de compdsito de PAni/ EPS através da
técnica de layer-by-layer. Com o estudo de sua caracterizagao ficou constatado seu
bom crescimento, bem como a associacdo do polimero ao exopolissacarideo.
Podemos observar através das voltametrias ciclicas uma acentuada eletroatividade
caracterizada pela injecdo e ejecdo de elétrons e ions no interior da matriz
polimérica muito caracteristica da PAni cujo no estudo n&o perdeu sua propriedade

quando foi crescida com o EPS.
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