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Resumo

O uso de estruturas 3-D como auxiliares a regenerac@o de lesdes no sistema nervoso
central tem sido encarado com um cada vez maior entusiasmo pela comunidade cientifica.
Essas estruturas deverdo ser capazes de orientar e suportar o crescimento regenerativo das
células nervosas e, em simultaneo, suportar € modular a aplicacdo de campos eléctricos, os
quais auxiliam a promover o crescimento dos tecidos nervosos. Condutividade e propriedades
elastoméricas sdo duas das propriedades mais relevantes que deverdo coexistir no material
que constituird a estrutura 3-D.

Foram preparados materiais compdsitos consistindo em nanoparticulas condutoras de
polipirrole (PPy) sintetizadas num sistema de microemulsdo inversa e dispersas em matrizes
isolantes de policaprolactona (PCL) e de poli(carbonato de trimetileno-co-g-caprolactona)
(P(TMC-CL)). Para tal foi utilizada preferencialmente a técnica da evaporagdo do solvente.

Foram sintetizados dois diferentes tipos de PPy: PPy-DBSA e PPy-FeCls, designagdes
indicativas da fonte do contra-ido. O PPy foi caracterizado por andlise FTIR, tendo sido
identificados os seus principais picos caracteristicos. As imagens obtidas por microscopia
electronica de varrimento (SEM) mostraram que a estrutura do PPy-DBSA consistia em
particulas individualizadas de tamanho inferior a 200nm que mostravam tendéncia para a
agregacao em clusters. O PPy-FeCls apresentava uma estrutura mista de particulas esféricas e
tubulares, com estes a apresentarem didmetros varidveis mas que na maioria dos casos
rondavam os 400nm. Maiores tempos de envelhecimento e, sobretudo, o processo de
liofilizagdo do PPy contribuiam para o aumento do teor de nanotubos na estrutura. A
condutividade méaxima obtida para o PPy-DBSA foi de cerca de 2 S/cm para uma relacdo
molar surfactante/mondémero de 2:1, uma concentracdo de oxidante de 1M e para uma
temperatura de polimerizagdo de 5°C. O PPy-FeCls atingiu condutividades superiores a 4
S/cm para temperaturas de polimerizacdo de 5°C. O potencial-zeta do PPy-FeCl; apresentou-
se negativo para diferentes tempos de envelhecimento e temperaturas de polimerizagao.

Quanto aos compositos, apenas foram estudados aqueles em que foi usado PPy-FeCl;.
As imagens SEM mostraram os nanotubos de PPy-FeCl; bem dispersos e embebidos na
matriz polimérica (23%PPy). Em termos de condutividade, foram obtidos valores acima de 1
mS/cm para compdsitos com 20% de PPy, tanto com matrizes de PCL como de P(TMC-CL).
Este valor deverd ser suficiente para promover o crescimento regenerativo dos axonios sob

efeito de um campo eléctrico.
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Um método alternativo de preparacdo de filmes compositos foi testado, tendo
consistido no revestimento de microesferas de PCL com PPy (5%) e na sua prensagem a
quente em molde fechado. Resultados preliminares permitiram obter filmes lisos com

razoaveis propriedades mecéanicas, mas com resisténcias eléctricas ainda muito altas

(20Kohms).

Palavras-chave: polipirrole, microemulsao, compdsitos condutores, policaprolactona,

poli(carbonato de trimetileno-co-e-caprolactona)
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Abstract

The utilization of 3-D scaffolds to help in the central nervous system regeneration has
been looked with great enthusiasm by the scientific community. These scaffolds should be
able to guide and support the regenerative growth of the nervous cells and, simultaneously, to
support and modulate the application of electric fields, which will help the promotion of the
growth of nervous tissues. The conductivity and the elastomeric properties are two of the
most relevant properties to be present in the 3-D scaffolds constituent material.

Composite membranes were prepared by dispersing polypyrrole (PPy) conductive
nanoparticles synthesized in a reverse microemulsion system in insulating matrices of
polycaprolactone (PCL) and poly(trimethylene carbonate-co-g-caprolactone) (P(TMC-CL)).
The evaporation solvent technique was the most used way to prepare them.

Concerning the PPy, two different types of PPy were synthesized: PPy-DBSA e PPy-
FeCls, whose names indicate the counter-ion source. PPy was characterized by FTIR and the
main characteristic peaks of PPy were identified. SEM pictures showed that PPy-DBSA
structure was based on spherical and individualized particles with no more than 200nm of
diameter, but with some tendency for aggregation in clusters. PPy-FeCl; had a mixed
structure with both spherical and tubular particles. Nanotubes diameter was around 400nm,
but the size range was high. Longer aging times and, mainly, the liofilization as the drying
method for PPy, contributed for an higher amount of nanotubes in PPy-FeCls structure.
PPy-DBSA higher conductivity was around 2 S/cm for a surfactant/monomer molar ratio of
2:1, an oxidant concentration of 1M and a polymerization temperature of 5°C. PPy-FeCl;
highest conductivity was also obtained for a polymerization temperature of 5°C. PPy-FeCl;
zeta-potential was negative for the different aging times and polymerization temperatures
tested.

Concerning the composites, only the ones prepared with PPy-FeCl; were used. SEM
pictures showed PPy-FeCl; nanotubes well dispersed and embedded in the polymeric matrix
(23% PPy). The conductivity of these composites was above 1 mS/cm for membranes with
20% of PPy both with PCL and P(TMC-CL), a value that is theoretically enough to allow
axonal growth under an electric field.

Another option for the preparation of composite membranes was tested. It was based

on coated PCL microspheres coated with PPy (5%) and in the pressing at high temperature in
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a closed mould. Some preliminary results allowed us to get relatively smooth surfaces with

quite reasonable mechanical properties, but still with high electrical resistance (20Kohms)

Keywords: polypyrrole, microemulsion, conductive composites, polycaprolactone,

poly(trimethylene carbonate-co-g-caprolactone)

I) () RT() INSTITUTO DE ENGENHARIA BIOMEDICA

FAOULDADE DE ENCENHARIA
rEL"IP UNNVERSIDADE DO FORTO



Sintese e Caracterizacio de Bio-Compdsitos Condutores a Partir de Nanoparticulas de Polipirrole e P(TMC-CL)

Indice

1 Enquadramento do trabalho no ambito do projecto

NERBIOS ...t s s s s s s e e e e 1
1.1 O projecto NERBIOS........coi e, 1
1.2 ObJECHIVOS. . e 2

P28 1311 Yo L1 7o Lo TR 3
2.1 O sistema nervoso — nogdes basicas............coeevevvivnennnnn.. 3

2.2 O sistema nervoso central — da lesédo a incapacidade de
regeneracao funcional.............oooiiiii i 4

2.3 Dispositivo sintético auxiliar a regeneracao nervosa............ 5

2.3.1 A escolha do material - sua determinancia nas propriedades

IS . e 6
2.4 Composito PPY-P(TMC-CL)......ooiiiiiiiiis e, 8
2.5 O polipirrrole como biomaterial..............cooiiiiiiiiii. . 9

2.5.1 08 PrOS. ettt 9
2.5.2 08 CONIIAS. .. et e 9
2.6 O polipirrole — outras generalidades..............cccccvivienen.. 10
2.6.1 O PPy como polimero condutor...........ccoviiiiiiiiiiiiiieieen 10
2.6.2 A polimerizagao do PPy — um processo oxidativo.................... 10

2.6.3 A polimerizacdo do PPy — Importdncia do dopante e do

[0 ({o F= T 1 (= 12
2.6.4 Principais aplicagées do PPy........cooiiiii 13
[BAPORT(

FEUP FAOULDADE DE ENCENHARIA -
UNVERSIDADE DO FORTO INSTITUTO DE ENGENHARLA BIOMEDICA



Sintese e Caracterizacido de Bio-Compdsitos Condutores a Partir de Nanoparticulas de PPy e P(TMC-CL)

2.7 OP(TMGC-CL) e, 13
2.8 Nanoestruturas — o porqué da sua importancia................ 14
2.9 Sistemas de emulS80.........ocviiiiiiii s 15
2.9.10qUE € UMA EMUISAD....cuiueieiiiiee e e 15
2.9.20 surfactante........cooiiiiii 15
2.9.3 FOrmacgao da emMuUISA0........couiuiiiiiiii e 16
2.9.4 O que é Uma MICrOEMUISAO. ... .cuiuieiiiiii i 17
2.9.5 Sintese de nanotubos em sistemas de microemulséo............. 18

3 Materiais € Métodos.........ccvuiiimirririnicr s raeeaes 20
3.1 Sintese de PPY.....o 20
3.1.1 Sintese de PPY-DBSA ... 20
3.1.2 Sintese de PPy-FeCls.......oouiii 23
3.2 Preparacao de membranas compositas.........cccoovvevennenes 25
3.2.1 Método da evaporagao do solvente..........ccecvveiiiiiiiiinennnnn. 25

3.2.2 Método do revestimento de microesferas & prensagem a quente
em mMOlde fEChAdO. ... 27

3.3 Técnicas de caracterizaCao........ccvvvieiiieiii i eieaeeeenn, 29

3.3.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR) et 29

3.3.2 Microscopia electrénica de varrimento (SEM)..................... ... 29

3.3.3 Método das 4 pontas para medicao de condutividade......... ..... 30

3.3.4 Medicao de potencial-zeta.........ccooviiiiiiii e, 31

4.Resultados e diSCUSSA0.........cccvrmimriirinireririnire e 33
[APORTO %

FAOULDADE DE ENCENHARIA
FEL"IP UNNVERSIDADE DO FORTO



Sintese e Caracterizacido de Bio-Compdsitos Condutores a Partir de Nanoparticulas de PPy e P(TMC-CL)

4.1 Polipirrole. .. ..o 33
4.1.1 andlise macroscdpica e outras generalidades......................... 33

4.1.2 Andlise FTIR — identificagdo do polipirrole..........c.cooeeeieiianint, 33

4.1.3 PPy-DBSA. .. 36
4.1.3.1 Andlise SEM/EDS - determinacdo do tamanho de particula,
estrutura e composicao elementar quimica do PPy..........ccoooiiiiiiiiiii, 36
4.1.3.2 Medigao da condutividade do PPy-DBSA............ccooviiviiiiiinnn. 38

4.1.4 PPY-FECla. i 40
4.1.41 Andlise SEM/EDS - determinacdo do tamanho de particula,

estrutura e composicao elementar quimica do PPy-FeCls............ccccooviiiiiiiii, 40
4.1.4.2 Determinacao da condutividade eléctrica do PPy-FeCls................. 43

4.1.4.3 Determinacao do potencial-zeta..............ccoooiiiiiiiiiiii 44

4.2 Membranas compdsitas PPy-PCL & PPy-P(TMC-CL)........ 45

4.2.1 Analise SEM/EDS — determinacao da estrutura, homogeneidade e
composicao elementar quimica das membranas compdésitas..................... 45

4.2.2 Determinagdo da condutividade eléctrica das membranas

(o700 ] o 0T 1 = 1= 47
4.3 Microesferas de PCL revestidas com PPy....................... 48
5.Conclusoes /Apreciacao global............ccccevveiinncnnen. 52
6.Bibliografia........cccoviniiiiiii 54
[APORTO %

FAOULDADE DE ENCENHARIA
FEL"IP UNNVERSIDADE DO FORTO



Sintese e Caracterizacido de Bio-Compdsitos Condutores a Partir de Nanoparticulas de PPy e P(TMC-CL)

1.Enquadramento do trabalho no
ambito do projecto NERBIOS

1.1 O projecto NERBIOS

O trabalho referente a presente Tese de Mestrado foi levado a cabo no INEB —
Instituto de Engenharia Biomédica, e ainda no DEMM - Departamento de Engenharia
Metaldrgica e de Materiais da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto, entre
Setembro de 2007 e Julho de 2008.

As actividades experimentais foram todas elas realizadas no ambito do projecto
NERBIOS (A Bio-electrochemical Device for CNS Repair), um projecto europeu envolvendo
parceiros de varios pontos da Europa e que tem como objectivo dltimo conceber e produzir
um dispositivo electroquimico capaz de induzir a regeneracdo de lesdes ao nivel do sistema
nervoso central (SNC); este dispositivo assenta em alguns pontos-chave, nomeadamente o uso
de materiais electroactivos, a promog¢ao do crescimento dos axénios da regido lesionada e a
aplicacdo de campos eléctricos, que devera ser capaz de estimular o referido crescimento dos
axénios. !

De uma forma muito genérica, pode-se dizer que a actividade da equipa de trabalho do
INEB envolvida no projecto NERBIOS se dd em 3 frentes distintas, embora directamente
relacionadas: A concepgdo, caracterizagdo e optimizacdo de materiais candidatos a aplicagao
no supracitado dispositivo electroquimico; a concepg¢do, caracterizacdo e optimizacdo de
eléctrodos a serem implementados na regido lesionada do corddo espinal; e, por fim, a
realizacdo de ensaios de biocompatibilidade sobre os materiais concebidos. O presente
trabalho foi todo ele realizado no ambito da concepg¢ao, caracterizacdo e optimizacdo dos

materiais.
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1.2 Objectivos

Fazendo uma simula dos principais objectivos que este trabalho deveria permitir
alcangar, verificamos que os mesmos se subdividem em 2 aspectos essenciais:

1) Sintese e caracteriza¢do de nanoparticulas condutoras de polipirrole (PPy)

2) Preparacdo e caracterizagdo de compositos condutores a base de PPy e de
poli(carbonato de trimetileno-co-g-caprolactona) (P(TMC-CL)) e, numa primeira fase, a base
de PPy e policaprolactona (PCL).

Relativamente ao primeiro objectivo, a optimizacdo do processo de polimerizacao
seria um dos pontos a abordar, optimizacdo essa que seria naturalmente direccionada de
acordo com a caracterizacdo do material que entretanto iria sendo feita, nomeadamente ao
nivel da condutividade eléctrica e da microestrutura. A polimerizacio em sistema de
microemulsdo seria, a partida, a técnica a explorar.

O sucesso do segundo objectivo estaria directamente relacionado com o sucesso do
primeiro: Assim, usando as nanoparticulas condutoras de PPy, preparar-se-iam compdsitos de
PPy-P(TMC-CL) e PPy-PCL condutores, algo que poderia ser feito com recurso a diferentes
técnicas.

Embora os objectivos inicialmente definidos primassem sobretudo por uma defini¢ao
mais qualitativa que quantitativa, a condutividade minima que era crivel ser suficiente para
que fosse possivel promover a regeneragdo das células nervosas sob accdo de um campo
eléctrico era de 0,001 S/em ™ (o que implicava, desde logo, uma condutividade bem maior

para o PPy sintetizado).
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2.Introducao

2.1 O sistema nervoso — nogoes basicas

O sistema nervoso desempenha um papel de extrema importancia no corpo humano. A
sua funcdo assenta basicamente em 3 etapas sequenciais: na primeira delas, o sistema nervoso
recolhe informagdes de indole diversa sobre o estado do organismo, as quais sao provenientes
tanto do exterior como do seu interior; seguidamente, as informagdes colectadas sdao
conduzidas e transmitidas ao cérebro, Dendritas

onde serdo analisadas e processadas; &\ , Axon terminals
" 4 Mucleus

por fim, do cérebro partem impulsos
nervosos que providenciardo uma

resposta  motora  adequada  as
(2]

!

necessidades do organismo. Cell body

O sistema  nervoso €

constituido por um tipo de células Figura 1 - Representacio esquematica de um neurénio
com um alto grau de especializacdo, os neurdénios (Figura 1). Estas células podem ser
divididas em 3 partes distintas: o corpo celular, o ax6nio e as dendrites. As dendrites,
estruturas que circundam o corpo celular, estd confinada a fung¢do de transmitir sinais
provenientes de outras células para o respectivo neurénio. Os axoénios t€ém por funcgdo
transmitir os sinais produzidos pelo respectivo neurdnio para as células com que contacta. [2]

O ponto de contacto entre o axénio de um dado neurénio e uma dendrite de um outro

neurénio € designado por sinapse.

Cérebro

Serd ainda oportuno notar que as

mensagens que viajam de e para o

Sistema nervoso central

cérebro tomam a forma de impulsos

Cordio espinal

eléctricos, ou potenciais de acgdo,

produzidos por uma reac¢ao quimica
[2]

Sistema nervoso periférico

que ocorre ao longo do axonio.
E ainda possivel agrupar os

nervos do organismo em dois

grandes  grupos: o sistema  Figura 2 - Representacdo esquematica do SNC e do SNP P!

nervoso central (SNC), do qual fazem parte o cordao espinal e o cérebro, e 0 sistema nervoso
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periférico (SNP) no qual esté incluida toda a rede de nervos espinais e cranianos que ligam o

[2]

corddo espinal e o cérebro ao resto do organismo. Na Figura 2 encontram-se

esquematizados estes dois sistemas.

2.2 O sistema nervoso central — da lesao a
incapacidade de regeneracao funcional

Tal como qualquer outro componente do organismo, o sistema nervoso esta sujeito a
sofrer lesdes mais ou menos graves. Essas lesdes podem ficar a dever-se a diversos factores,
tais como infecgdes, doencgas degenerativas, tumores ou traumas, entre outros. a8
E, contudo, ao nivel do SNC que as lesdes apresentam consequéncias de maior

gravidade. Tal facto estd directamente associado

. . c4
com a incapacidade por parte do SNC de regenerar injury Cervical
_ . .., [(quadriplegt) (neck)
as lesdes nele ocorridas, algo que no SNP ja ¢é
passivel de se verificar. ok
~ . kir Thoracic
Quando no cordao espinal (que, como Ty (upper
(quadriphegia) back)
supracitado foi, € parte integrante do SNC) ¢é
infligida uma lesdo, existe a possibilidade de se T8
injury
verificar a morte de células neuronais e a ruptura de  (paraplegia) L_;mbur
(levwer
axoénios; tal facto ird criar uma barreira que back)
L1
interromperd a cadeia de transmissao dos impulsos injury
(paraplegia) Sacral
eléctricos de neurénio para neurénio. Como
occygeal

consequéncia ldgica, o cérebro deixard de

. 5 . Figura 3 - Influéncia da localizacdo de
permutar informacdo com uma determinada g g

. lesdes no cordao espinal ao nivel do tipo de
percentagem do organismo, percentagem essa 4
sequelas causadas
que dependerd em grande parte da regidao do
corddo espinal em que a lesdo se deu. A Figura 3 mostra-nos que uma maior proximidade das
lesdes ao cérebro isolam-no de uma maior por¢do do organismo, fazendo com que a nivel
motor e sensitivo as consequéncias sejam mais graves.

Sabendo-se que esta lacuna regenerativa € um fenémeno muito préprio das lesdes
verificadas especificamente no SNC, importa tentar perceber o porqué de tal acontecimento.
Embora muito esteja ainda por explicar, a formagdo de uma cicatriz colagenosa que impede a
“auto-estrada sensorial” de ser restabelecida é uma das causas apontadas. ' A Figura 4 ilustra

esta situacao.
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Outro factor conotado com a auséncia de regeneracdo funcional de lesdes ocorridas

no SNC ¢ a proliferacdo anormal de células de

Intact Nerve Cells

Schwann - as quais, ao invés de estarem
associadas a qualquer mecanismo de regeneracdo
funcional, promoverdo um crescimento e

regeneracdo nervosos que poderdo provocar dor

no paciente, sem que a nivel funcional se y s
verifique uma evolugdo positiva. ! il ot g

Os esforcos em resolver os problemas 1
associados a regeneracao do SNC e do SNP (que, ¢ %
apesar de se regenerar com maior facilidade, tem R . o

ainda muitos pontos de interrogacdo em torno

. . Figura 4 - Representacao esquematica do
do modo mais eficaz de promover essa

processo de cicatrizacdo colagenosa, passivel de

regeneragdo), t€m-se centrado em transplantes o . , ,
inibir a regeneracao das células nervosas apos

celulares, factores neurotréficos, enzimas ou uma lesio no SNC !

anticorpos que neutralizem os inibidores de

. o 1
crescimento dos neurénios (i

, implante de enxertos nervosos do préprio paciente 151 entre
outros. O sucesso destas abordagens é muito relativo e, em certos casos, tem a si associadas

diversas desvantagens, tais como uma perda sensorial no local dador, no caso do autoexcerto.

2.3 Dispositivo sintético auxiliar a regeneragao
nervosa

Uma das estratégias com vista a colmatar este défice regenerativo do SNC passa pela
insercao no local da lesdo de um dispositivo sintético como aquele que esquematicamente se

apresenta na Figura 5, sendo a concepcao de um dispositivo desta estirpe o objectivo ultimo

do projecto NERBIOS.

1 mm

2 mm

- -
- -

Figura 5 - Representacao esquematica de um dispositivo sintético auxiliar a regeneracao nervosa
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Esta estrutura 3-D (3-D scaffold) devera ser capaz de ligar fisicamente as duas
extremidades nervosas rompidas pela lesdo, funcionando como uma ponte orientadora que
guiard o crescimento regenerativo dos tecidos nervosos. Ao mesmo tempo, interditard a zona
em regeneracdo a invasdo por células de Schwann e outros factores impeditivos da

regeneracdo. As Figuras 6 e 7 ilustram esta situagao.

Dispositivo auxiliar a

Lesdo no corddo espinal regeneragio nervosa

Figura 6 - Representacao de uma Figura 7 - Representacao da

lesao no cordao espinal implantacao de um dispositivo

auxiliar a regeneracao nervosa

Simultaneamente, o dispositivo deverd ser capaz de suportar e modular a regenera¢do
das células nervosas através da aplicagdo de campos eléctricos, uma vez que estudos
realizados demonstraram que a sua aplicagdo promove uma mais rdpida e orientada

regeneracio das células nervosas que se encontrem sob o seu efeito. [

2.3.1 A escolha do material - sua determinancia nas

propriedades finais

Como € natural, existem determinadas propriedades que a estrutura 3-D deverd
apresentar para que a sua funcionalidade vd de encontro ao esperado. E neste ponto que os
materiais desempenham um papel fulcral: uma escolha e aplicacdo adequadas dos materiais
que constituem o dispositivo sdo fundamentais para que as propriedades finais sejam as mais
indicadas. Assim, a estrutura 3-D (e, consequentemente, o material que a constitui) deverd

Ser.
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¢ Biocompativel: o material deverd ser, obviamente, biocompativel, de modo a
ndo provocar efeitos nefastos ao sistema bioldgico que € o corpo humano, tais
como reacgdes alérgicas, toxicidade local ou sistémica, necrose dos tecidos,

etc. 7

¢ Elastomérico: o material deverd conferir propriedades mecanicas apropriadas
ao dispositivo, as quais, neste caso, se referem a um caricter elastomérico que
permitird ao dispositivo 3-D readaptar a sua forma consoante as condi¢Oes
impostas pelos tecidos circundantes. Assim, a rigidez ¢ uma propriedade a
evitar, devendo-se procurar ajustar as propriedades mecanicas do material de

modo a que estas se assemelhem tanto quanto possivel as da medula espinal.

¢ Facilmente processavel: o material devera ser passivel de ser processado em
formas que nio produzam efeitos indesejados sobre os tecidos, nomeadamente

aqueles que foram supracitados aquando da abordagem da biocompatibilidade.

¢ Condutor eléctrico: o material deverd apresentar uma condutividade eléctrica
elevada, na medida em que o dispositivo auxiliar deverad suportar e modular o
crescimento das células nervosas por accdo da aplicacio de um campo
eléctrico. No caso especifico do projecto NERBIOS, a condutividade minima
exigivel seria de 0,001 S/cm [1], a qual deveria, a partida, ser suficiente para
promover o crescimento orientado das células neuronais.

e Poroso: ¢ ainda requerido que o dispositivo apresente porosidade, tanto
longitudinal (de modo a permitir o avango regenerativo das células neuronais
na direc¢do correcta) como radial, a qual dard azo ao necessario intercambio de
nutrientes e produtos metabdlicos entre os novos tecidos localizados no interior

da estrutura 3-D e o exterior.
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2.4 Composito PPy-P(TMC-CL)

Para responder convenientemente as propriedades anteriormente mencionadas, uma
das solugdes equacionadas passa por um bio-composito de polipirrole (PPy) disperso numa
matriz copolimérica de poli(carbonato de trimetileno-co-g-caprolactona) (P(TMC-CL)).
Vejamos alguns dos fundamentos que nos levaram a tal escolha.

Ambos os polimeros sao, desde logo, biocompativeis; a condutividade eléctrica sera
assegurada pelas nanoparticulas de PPy, um polimero condutor que, contudo, é extremamente
fragil do ponto de vista mecanico. Uma das hipéteses para que essa fragilidade ndao se
verificasse passava pela modificacdo quimica do PPy, através da inser¢cdo de grupos
pendentes na cadeia polimérica principal capazes de dar ao polimero maior flexibilidade. '*!
No entanto, tal facto faria com que as liga¢des m-conjugadas se perdessem, as quais sdo, como
veremos mais a frente, as grandes responséveis pela elevada condutividade do PPy. Para além
disso, ndo € passivel de ser fundido (dado que se degrada antes de fundir) nem solubilizado
pela maioria dos solventes, pelo que se trata de um polimero com uma processabilidade
bastante limitada.

Para compensar este défice de processabilidade, o PPy serd disperso na forma de
nanoparticulas numa matriz de P(TMC-CL), a qual conferird ao compdsito propriedades
mecanicas aceitdveis (devera tornd-lo, como foi ja dito, elastomérico) e permitird processar o
polimero. O P(TMC-CL), como veremos mais a frente, apresenta ainda a possibilidade de
ajustar as suas propriedades mecanicas e a sua taxa de degradacdo de forma relativamente
expedita, bastando para isso “jogar” com os teores dos homopolimeros que o constituem. Em

tracos gerais, pretende-se uma situagdo como a representada na Figura 8:

Processabilidade

Condutividade

Figura 8 - Processabilidade vs Condutividade
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Em termos de biodegradabilidade, o PPy ndo goza de tal propriedade. Quanto a matriz
de P(TMC-CL), essa sim, é biodegradavel, podendo o seu tempo de vida 1til ser ajustado em
funcdo da evolugdo do processo regenerativo. Contudo, e por ndo estar plenamente clarificado
qual o destino que as nanoparticulas de PPy terdo apds a degradacdo da matriz, serd preferivel
ajustar a biodegradabilidade para valores tdo baixos quanto possivel, de modo a que a difusao
das nanoparticulas de PPy pelo organismo ndo se processe ou que, pelo menos, tal seja

retardado.

2.5 O polipirrrole como biomaterial

2.5.1 Os pros

O PPy, um polimero com uma boa condutividade eléctrica, tem sido amidde escolhido
como candidato a material constituinte de dispositivos auxiliares a regenera¢ao nervosa, assim
como para outras aplicacdes biomédicas. Tal escolha, obviamente, ndo ocorre por mero acaso:
para além das referidas condutividade eléctrica e facilidade de sintese, o PPy pode ter as
caracteristicas da sua superficie (molhabilidade, densidade de cargas por aplica¢do de campos
eléctricos, etc.) moduladas, € biocompativel e apresenta ainda uma boa estabilidade quimica

mediante diferentes ambientes, assim como uma boa estabilidade térmica.

2.5.2 Os contras

Contudo, e apesar destas vantagens, o PPy acarreta alguns problemas que urge
contornar, tais como o facto de ndo ser biodegraddvel, a sua pouca flexibilidade e a sua
dificuldade em ser processado no formato desejado, dado que € insolivel nos solventes mais
comuns e nao pode ser fundido (decompde-se antes de fundir); como tal, os métodos
tradicionais de processamento de polimeros (que incluem o processamento do polimero em
estado fundido ou o seu vazamento em solucdo) ndo podem ser executados. B0 PPy ¢ ainda

extremamente fragil. ]
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2.6 O polipirrole — outras generalidades

2.6.1 O PPy como polimero condutor

O PPy € um material polimérico conotado com o grupo dos materiais poliméricos

condutores, um grupo de materiais a que tem sido entregue uma cada vez maior atencdo.!'"!

\

Sabendo-se que a  prépria

definicdo de polimero estd implicita a

5

.

A

@
|

ideia de um material isolante, importa N o o] o
notar o que faz com que existam
.

materiais poliméricos bons condutores ﬂ
eléctricos: tal se deve, basicamente, as =\ = —\ = 8

\ I I"-. / I".,I f ,
ligacdes m-conjugadas estendidas que /)—\ e

N ; N

formam a cadeia polimérica, isto é, a
alternancia entre ligacdes duplas e

simples ao longo da citada cadeia. Figura 9 - Alternancia entre os estados oxidado
Nessas ligacdes duplas, os e reduzido do PPy
electrdes m podem facilmente deslocar-se ao longo da cadeia, bem como ser removidos ou
adicionados, pelo que hd uma enorme facilidade para o polimero em alternar entre o estado
oxidado e reduzido, como se pode ver na figura 9.
No fundo, haverd uma grande facilidade em deslocalizar os electrdes ao longo da

estrutura, sendo essa mobilidade de cargas que concederd ao polimero uma boa

condutividade. Quanto maior for a cadeia de liga¢des n-conjugadas, maior a condutividade.

2.6.2 A polimerizacdao do PPy — um processo oxidativo

Os mondémeros constituintes do PPy (mondmeros de pirrole, Py) apresentam como

féormula quimica C4HsN (Figura 10). Na Tabela 1 estao algumas das propriedades fisicas do

mondmero:
Tabela 1 - Propriedades fisicas do Py r\l.‘l
Massa molecular E7.09 g/mol \ /
Densidade 0.967 gicr®
Fonto de fusdo -23°C
Faonto de ebulicio 125-131 *C Figura 10 — Monémero de pirrole
L ]
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O PPy pode ser facilmente obtido por polimerizagdo quimica ou por intermédio de
uma polimeriza¢do electroquimica. Contudo, esta ultima peca pela parca quantidade de
polimero obtida, na medida em que essa quantidade estd limitada a drea do eléctrodo em que o
PPy se deposita, deposicao essa que disponibilizard o PPy na forma de filme. Para além disso,
sO € possivel depositar filmes com, no maximo, alguns microns de espessura. Por esse motivo,
a obtencdo de PPy em maiores quantidades aconselha a polimerizagdo quimica oxidativa
catiénica. "%

Como o préprio nome indica, este processo envolve processos de oxidacdo (tal como,
de resto, a polimerizacdo electroquimica). Desse modo, ha desde logo a realcar que na
polimerizacdo do PPy € necessdria a intervencao de um oxidante, o qual oxidard o Py e torna-
lo-4 positivamente carregado. O desemparelhamento de electrdes que se verifica ao nivel dos
mondmeros fard com que eles se liguem quimicamente:

H H
I I,

M oxidacao M. polimerizacao
S ——— —_—e
\ f? ./

Figura 11 - processo de polimerizacao oxidativa do PPy

Uma vez formada a cadeia polimérica, o processo oxidativo prosseguird, desta feita
sobre as proprias cadeias poliméricas ja formadas. Estas ficardo, obviamente, positivamente
carregadas. Desse modo, do processo de polimerizacdo do PPy consta também a incorporacao
de um anido, o qual funcionard como contra-ido, neutralizando as cargas. Esse contra-ido
funcionard ainda como dopante, como veremos de seguida. O estado final das cadeias
poliméricas de PPy serd aquele que é representado esquematicamente na Figura 12, onde

geralmente se conta um anido por cada trés monémeros de Py.

Contra-ides

Figura 12 - Cadeia polimérica de PPy oxidada e com contra-ides
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2.6.3 A polimerizacdo do PPy — Importancia do dopante e
do oxidante

O anido dopante podera provir de diferentes fontes: do proprio oxidante, do
surfactante (de que falaremos mais a frente) ou mesmo da adi¢do deliberada desse mesmo
dopante a solu¢@o de polimerizacao. [12]

O dopante ndo serve apenas e sO para neutralizar as cadeias poliméricas de PPy: a sua
influéncia sobre diversas propriedades deste polimero é vastas vezes aproveitada para
“moldar” as caracteristicas do PPy da melhor forma possivel, tendo em conta a aplicagdo para
a qual o PPy é destinado. 3]

Como se disse, o oxidante adicionado fornece ele préprio o dopante ao polimero em
diversos sistemas de polimerizacdo. De entre os oxidantes mais usualmente utilizados na
oxidagdo quimica destacam-se o H,O,, o (NH4),S,0s € muitos tipos de sais contendo ides
metélicos de transicdo, como Fe**, Cu**, Cr®, Ce* Ru®* Mn’*. "¥ De entre estes tltimos, o

FeCl; serd o oxidante mais citado pela bibliografia. A Figura 13 mostra-nos a reac¢io global

de polimerizacdo quimica do PPy com este oxidante:

- Cl-
3 Q + & Fell, —=—— | || | . + 7 FeCl, +6 HCI
b . ; | i
L | |
H H

H

Figura 13 - Polimerizacdo do PPy com o FeCl; como oxidante [

Como se pode constatar, o anido dopante é o Cl’, o qual provém do oxidante utilizado.
Note-se que existe também a possibilidade de o anido dopante (ou contra-ido) conter ferro, na
forma de FeCly .

O oxidante utilizado influenciara, sobretudo, a condutividade € o rendimento da
reaccdo, factores também influenciados pelo contra-ido dopante utilizado. Este tltimo afecta
também a morfologia, a estabilidade quimica e a processabilidade. A Tabela 2 realca 0 modo
como diferentes oxidantes e anides dopantes utilizados na polimerizacdo quimica conduzem a

rendimentos e condutividades substancialmente diferentes:

12
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Tabela 2 - Influéncia do oxidante e do contra-ido no rendimento e na condutividade do PPy ["*!

Crxidant (mol dm™ ) Additive {mel dm™3) Yield (g) Conduetivity (8 em™")
(PMHL 15520 (017 138 442

(NH, 15,0, (0.1} MaDBS (0.0225) 201 0570

(NH, 350, (0.1) NaANS (0.024) 151 0221

Fe( 80, (0.13 1.28 131

Feo [ §0,3, (0.05) NaDBS (00225) 245 0.4

{MNH:1.5:05 (0.05)

Fa, (80,1, (0.17 NaDBS {0.0225) 2.44 26.1

Fea (50,15 (0.1) MWANS (0,024 .63 157

Fe,(80.), (0.1) MaAS [0.022) 2.24 40,7

2.6.4 Principais aplicagdes do PPy

Em termos de aplicacdes, o PPy encontra uso como biomaterial sob diversas
perspectivas, nomeadamente como polimero condutor em estruturas compdsitas poliméricas
para regeneracdo nervosa. Para além disso, pode também ser usado para carregar e libertar
biomoléculas ou certas substancias no organismo, num processo comummente designado por
“drug delivery”. Os biosensores sdo outra das aplicacdes em que o PPy é usualmente
utilizado, sendo possivel identificar a presenga de determinadas moléculas através da medi¢cao
da variacdo de condutividade do PPy. '

Fora do ambito dos biomateriais, o PPy pode ser usado em revestimentos de proteccao

anti-corrosao, assim como em revestimentos anti-estaticos. 1

2.7 O P(TMC-CL)

O P(TMC-CL) é um copolimero composto por blocos de TMC (trimetilcarbonato) e
de CL (caprolactona). A Figura 14 mostra-nos a representacdo da estrutura do referido
copolimero.

O P(TMC) € um polimero amorfo de elevado peso molecular, sendo bastante flexivel e
apresentando um comportamento

elastico em termos mecanicos.

Quando in vivo, a sua taxa de
degradacdo ¢ relativamente alta. ' ) ) )
Figura 14 - Esquema representativo de uma cadeia

A inclusdao de mondmeros polimérica de P(TMC-CL) [

de CL nas cadeias de P(TMC) (e
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consequente formagcdo de um copolimero) permitird ajustar a taxa de degradacdo do
compdsito, através da inclusdo de um maior ou menor teor do referido monémero. O P(CL)
apresenta uma taxa de degradacao muito lenta, sendo ainda bastante resistente.

Jogar com os teores de CL e TMC no copolimero permitird, pois, ajustar as suas
propriedades térmicas € mecanicas, assim como a taxa de degradagdo. Para efeitos de um
dispositivo sintético auxiliar a regeneragdo nervosa, um copolimero com um teor de CL
elevado serd o mais indicado, pois proporcionard um material com melhores propriedades

N ey g 14
mecAnicas e que possibilitam preparar estruturas porosas !'*.

2.8 Nanoestruturas — o porqué da sua importancia

Por norma, diz-se que uma determinada particula se encontra na escala nanométrica se
pelo menos uma das suas dimensdes ndo exceder os 100nm. Contudo, o conceito de
nanoparticula ndo é unanime entre os varios autores, sendo por vezes considerada como
estando na escala nanométrica particulas com mais de 100nm.

No ambito deste trabalho, o interesse em que as particulas de PPy dispersas na matriz
de P(TMC-CL) se encontrem nessa escala (ou, pelo menos, ndo muito afastadas dela) reside
sobretudo na elevada area superficial e boa dispersao que se obtém, isto comparativamente a
particulas de maiores dimensdes. Essa maior drea superficial, combinada com a elevada
tendéncia das nanoparticulas para se agregarem, fard com que o limite de percolacio seja mais
baixo do que aquele que teriamos no caso de estarmos perante particulas de maiores
dimensodes. Por outras palavras, teremos um bio-compésito condutor com um teor de PPy
menor do que aquele que necessitariamos se as particulas dispersas fossem maiores.

Numa situacdo ideal teriamos, pois, caminhos para a conducao eléctrica formados por
nanoparticulas de PPy agregadas (percolacdo). Embora a agregacdo das particulas seja, como
facilmente se subentende, um factor importante para que os ditos caminhos se formem,
convém frisar que essa agregacdo devera ser, por assim dizer, controlada. De outro modo, o
nivel de heterogeneidade seria tal que as nanoparticulas de PPy ndo formariam caminhos
continuos ao longo da matriz, havendo interrup¢des desse caminho que sacrificariam a
condutividade eléctrica. As Figuras 15.1 e 15.2 acabam por ilustrar aquilo que acabdamos de

descrever.
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Figura 15.1 - Particula ndao nanométrica Figura 15.2 - Particulas nanométricas

A sintese das nanoparticulas de PPy foi feita a partir de sistemas de polimerizacdo em

microemulsdo, sendo deste assunto que falaremos a seguir.

2.9 Sistemas de emulsao

Porque a polimerizacio do PPy veio a ser realizada no seio de um sistema de
microemulsdo, convird conhecer os fundamentos tedricos essenciais sobre estas e, numa

perspectiva mais geral, sobre as emulsdes.

2.9.1 O que € uma emulsao

De uma forma geral, uma emulsdo pode ser definida como uma suspensdo coloidal
instavel consistindo numa dispersdao de um liquido num outro, sendo estes imisciveis. Essa
dispersdo é promovida por uma substincia designada por emulsionante ou surfactante .

Os liquidos imisciveis sdo, geralmente, a d4gua e um Oleo, sendo que a dispersdo
podera ser de 6leo em dgua ou de dgua em O6leo. Esta ultima, tendo como fase continua um

6leo, é designada por emulsdo inversa.

2.9.2 O surfactante

Numa emulsao, o surfactante desempenha um papel preponderante, promovendo uma
“miscibilidade macroscépica” entre as fases aquosa e organica. Tal é conseguido através da
reducdo da tensdo interfacial entre as duas fases e permite, em certa medida, controlar o
tamanho das gotas da fase dispersa. O tipo de surfactante e a propor¢do entre as fases organica
e aquosa ajudam ainda a definir o tipo de emulsdo formada (inversa ou normal) .

As moléculas de surfactante caracterizam-se por possuir duas extremidades com

diferentes comportamentos face as fases em presenga, tal como demonstra a Figura 16.
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@
/\/\<\/

“cabeca” polar

“cauda” nao-polar

Figura 16 - Molécula de surfactante

A “‘cauda” ndo-polar consiste num longo hidrocarboneto, sendo solivel em compostos
organicos e insolivel em dgua. A “cabeca” polar é precisamente o oposto, sendo solivel em
dgua e insolivel em compostos organicos. Trata-se normalmente de um sal de s6dio ou de

potéassio =

2.9.3 Formacdo da emulsao

A emulsdo formar-se-4 através de um mecanismo de fragmentacdo como aquele que é

esquematicamente representado na Figura 17:

e /W

Figura 17 - Mecanismo de formacao de uma emulsao por fragmentacao [16]

O mecanismo € complexo na medida em que € influenciado por diversos factores:
velocidade e duracdo do processo de fragmentacdo (relacionada com a agitacdo do sistema),
viscosidade de ambas as fases, tensdo interfacial e degradacao do sistema apds o processo de

fragmentacao parar.
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A nivel macroscépico, a emulsdo apresenta um aspecto tirbido e opaco, devido a
dispersdo da luz pelas goticulas em presenca. A nivel microscopico, aquilo que acontece, em

tracos gerais, estd exemplificado na Figura 18:

agua

oleo

surfactante

Figura 18 - representacao esquematica de uma micela num sistema de emulsdo

A esquerda: microemulsdo inversa

Dado o caricter anfipdtico das moléculas de surfactante (isto é, a diferenca de
polaridades das duas extremidades e, por conseguinte, diferenca de solubilidades em 4gua e
substancias organicas), elas tenderdo a formar casulos, designados por micelas, aprisionando
no seu interior a fase dispersa. A concentracdo micelar critica € a concentragdo minima de

surfactante necessdria para que se formem as micelas.

2.9.4 O que € uma microemulsdo

Embora a base tedrica seja fundamentalmente a mesma, as microemulsdes diferem das
emulsdes em alguns aspectos. O gréifico da Figura 19 enfatiza dois deles:

Thermodynamic

100 stability
oIS Unstable  Meastable  Stable
e |
R 11t 9
@ Y,
2 *'Onsgl.
§ o1t r
Myje:
U:"s iong Ay;
fcroemﬂll foas
S ¢ t t t t t
Seconds Minutes Hours Days Months Years o0

Stability

Figura 19 - Variacao da estabilidade termodinamica e do tamanho de

gota de uma emulsdo ao longo do tempo ['®!
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Sintese e Caracterizacido de Bio-Compdsitos Condutores a Partir de Nanoparticulas de PPy e P(TMC-CL)

Como se pdde constatar, um sistema de microemulsdo goza de estabilidade
termodindmica a partir do momento em que se forma, algo que ndo acontece com as
emulsdes. Essa estabilidade termodindmica implica uma muito
baixa tensdo interfacial, a qual estd relacionada com o modo
como as micelas se predispdem, algo visivel na Figura 20.

No fundo, numa microemulsdo ndo existe propriamente

uma fase dispersa e uma fase continua — temos, isso sim,

particulas de O6leo envolvidas num processo dindmico de

Figura 20 - Representacao
coalescéncia/separagdo umas com as outras e particulas de esquematica da estrutura de
[16]

agua também elas em coalescéncia/separacgao micelas em coalescéncia numa

O tamanho das particulas serd menor nos sistemas de microemulso "'
microemulsdo: embora seja algo varidvel e ndo totalmente consensual, um sistema de
microemulsdo terd particulas da ordem dos 10nm, ao passo que os sistemas de emulsao se
ficam pela escala micrométrica (entre 1 e 10 micrémetros). As miniemulsdes, uma espécie de
estado intermédio entre as emulsdes e as microemulsdes, apresentam tamanhos de particula
que rondam os 100nm. Contudo, e como foi dito, ndo ha uma base clara de entendimento
quanto aos limites em termos de tamanho de cada uma das classes, pelo que uma particula de
100nm ou mais, por exemplo, pode ser considerada uma nanoparticula.

Um sistema de microemulsdo requer uma quantidade de surfactante substancialmente
maior, sendo também comum adicionar-se um co-surfactante que auxiliard na estabilizacdo do
sistema. Esse co-surfactante é habitualmente um 4lcool de cadeia curta.

Em termos de aspecto macroscépico, uma microemulsdo € transparente, devendo ser

teoricamente indiferencidvel da 4gua ao olho humano. !'%

2.9.5 Sintese de nanotubos em sistemas de microemulsao

Por vezes, a geometria que concede maior estabilidade ao sistema nao obedece a um
formato esférico. Jang et al ' reportam a sintese de nanotubos de PPy num sistema de
microemulsdo inversa (técnica para a qual o trabalho realizado direccionou grande atencdo e
razdo pela qual aqui a descrevemos). Esta geometria sé foi possivel de ser obtida devido a
interac¢do entre as moléculas de surfactante, bis-2-etilhexil sulfocinato de sédio (AOT) e
catides Fe®* provenientes da ionizacdo do oxidante, o cloreto férrico. A Figura 21 facilita a

compreensdo do fendmeno:
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Micelas inversas de AOT Catibes Fe aprisionados nas extremidades anidnicas do AOT
Pirrole
v
4 A ettt P
s R .‘.;E“ mr)
) Remocdo AOT ’ e
2 R
|~ =
Nanotubos de PPy Pirrole polimerizado externamente ao longo dos nanotubos

Figura 20 - Representacao esquematica da formacao de nanotubos de PPy em sistema

de microemulsao inversa ['”!

Apés a formagdo das habituais micelas de surfactante, a adi¢do do cloreto férrico
aumentard a forca i6nica do solvente, a0 mesmo tempo que diminui o valor da II concentracao
micelar critica (concentragdo acima da qual sdo formadas as estruturas tubulares). O PPy
formar-se-4 em torno de uma estrutura tubular (onde as extremidades anidnicas do AOT

captaram os catides Fe’* provenientes do oxidante), formando-se por fim nanotubos de PPy.
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3.Materiais e Métodos

3.1 Sintese de PPy

Ap6s um periodo inicial em que uma vasta pandplia de técnicas foi tentada e que, por
uma razao ou por outra, foram descartadas antes mesmo de serem levadas suficientemente
avante no seu estudo para aqui serem mencionadas, a sintese de PPy acabou por ser cingida a

2 métodos, os quais descreveremos de seguida.

3.1.1 Sintese de PPy-DBSA

Passemos entdo a descri¢do desta técnica, comecando por fornecer os dados essenciais

da mesma:

e Artigo base: técnica adaptada do trabalho de Han et al '™

e Tipo de microemulsiio pretendida: Agua em 6leo (microemulsio inversa)

e Oxidante: Persulfato de aménio (APS), (NHy4),S,0s) (3 mL de solu¢do a 2M, 6 mL a
IMe 12 mL a 0,5M))

e Surfactante: Acido dodecilbenzenesulfénico (DBSA), C1,H,sCsH4SOsH (volume
correspondente a 0,00596 mol para uma relacdo molar surfactante/mondmero de 1:1 e
ajustado proporcionalmente para relagdes molares 2:1 e 3:1)

¢ (Co-surfactante: Isopropanol, C3HgO (4mL)

e Monémero: Pirrole (Py), C4HsN (0,414mL)

e Fase continua: Cloroférmio, CHCl; (30mL)

e Fase dispersa: Agua (na forma de solugdo de APS)

¢ Tempo de polimerizacao: 12 horas

e Temperatura de polimerizacdo: 5°C e temperatura ambiente

¢ Tempo / temperatura de secagem: 72 horas a 70°C

Refira-se que todos os reagentes utilizados eram de grau analitico.

Antes do inicio de qualquer sistema de polimerizacdo, o mondmero requeria um
processo de purificacdo que o libertasse de impurezas de indole diversa, nomeadamente
oligémeros de PPy entretanto formados ou outras impurezas de elevado ponto de ebuli¢do,

assim como alguma dgua que pudesse estar presente. Para tal, o pirrole era alvo de um
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processo de destilagdo simples realizado num sistema de montagem como aquele que estd

representado na Figura 21:

Tubos do
, sistema de
Termometro
refrigeracao
Balao de
I Condensador
destilacao
Manta de
aquecimento Gobelé de
recolha

Figura 21 - Esquema de montagem para destilacao simples do Py

Ap6s o processo de destilacdo, o mondmero era conservado em recipiente fechado a
-20°C, de modo a retardar o processo de oxidacdo do Py. A cor do mondémero permitia
aquilatar o seu maior ou menor grau de oxidacdo, permitindo também apurar o sucesso do

processo de destilacdo (Figura 22):

Figura 22 - diferenca de aspecto entre Py destilado (a direita) e

nao destilado (a esquerda)

Seguia-se o vertimento para um frasco de volumes de DBSA correspondentes a

0,00596 mol (relagao surfactante/monémero 1:1), 0,01192mol (relagdo surfactante/mondmero
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2:1) ou 0,01788 mol (relagdo surfactante/mondémero 3:1), segundo célculos efectuados a partir
da quantidade de Py que se iria adicionar.

Eram adicionados 30 mL de cloroférmio e, seguidamente, o oxidante: 3 mL de
solucdo de APS 2M, 6 mL de solucdo de APS 1M ou 12 mL de solu¢do de APS 0,5M.

Ap0s cerca de 1 hora com agitagdo vigorosa, adicionava-se lentamente uma mistura de
0,414 mL de Py e de isopropanol. O volume de isopropanol incorporado na solu¢cdo com o Py
era o necessdrio para perfazer 4 mL de isopropanol, contando com o que havia sido
adicionado juntamente com o DBSA, cujo reagente continha 30% deste édlcool. A adicao era

feita gota a gota de forma muito lenta (ao longo de cerca de 20 minutos) (Figura 23).

Figura 23 - Aspecto sequencial de um sistema de polimerizacao ao longo da adicao gota a gota de Py

Ap6s agitagdo forte por 12 horas (tempo de polimerizagdo), o sistema era vertido para
400 mL de etanol para término do processo de polimerizagao.

O sistema era mantido em repouso durante cerca de 12 horas para
precipitacao/decantacgao.

Seguiu-se uma sequéncia de filtragens/lavagens do precipitado, sendo que cada
lavagem durava 1 hora. Um total de 3 lavagens (dgua destilada metanol e acetona) era
realizado. Se o pH da dgua de lavagem fosse idéntico ao da dgua destilada, a lavagem era

dada por terminada.
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O p6 de PPy era posto a secar por 72 horas a 70°C, seguindo-se a moagem do pé e

sua armazenagem.
Passaremos a designar o PPy proveniente de sistemas de polimerizacdo assim
realizados por PPy-DBSA. Esta designacdo estd relacionada com o dador do contra-ido (o

DBSA). A Figura 24 esquematiza as varidveis estudadas mais relevantes.

Variaveis estudadas

— T

Temperatura Rela¢do molar Concentracao APS
surfactante/mondmero
Temperatura
ambiente Th
oz 0,5M

Figura 24 - Variaveis estudadas no ambito da sintese do PPy-DBSA

3.1.2 Sintese de PPy-FeCl;

Repetindo o resumo do processo ja realizado para o PPy-DBSA, teremos:

e Artigo base: técnica adaptada do trabalho de Han et al "

e Tipo de microemulsiio pretendida: Agua em 6leo (microemulsio inversa)
e Oxidante: Cloreto férrico hexahidratado, FeCls.6H,O

¢ Surfactante: Bis-2-etilhexil sulfocinato de sédio, AOT (9g)

e Monémero: Pirrole (Py), C4HsN (0,5mL)

¢ Fase continua: Hexano, CH3(CH;),CH; (40mL)

e Fase dispersa: Agua (na forma de solugdo de FeCls)

e Tempo de envelhecimento (aging time): 2 horas e 5 dias

¢ Tempo de polimerizacao: 3 horas

e Temperatura de polimerizacao: 5°C e temperatura ambiente

e Tempo de secagem: 24 horas a temperatura ambiente, ao ar, seguido de secagem em

vacuo por cerca de 24 horas

23
I) () RT() INSTITUTO DE ENGENHARIA BIOMEDICA

FAOULDADE DE ENCENHARIA
FEL"IP UNNVERSIDADE DO FORTO



Sintese e Caracterizacido de Bio-Compdsitos Condutores a Partir de Nanoparticulas de PPy e P(TMC-CL)

Inicialmente, 0 mondmero era destilado do modo ja descrito anteriormente.

9g de AOT eram entdo pesadas para um frasco, seguindo-se o vertimento de 40 mL de
hexano para o frasco onde a polimerizacgdo iria ocorrer.

O sistema era agitado por aproximadamente 1 hora (tempo suficiente para garantir a
total dissolu¢dao do AOT).

Era entao adicionada uma massa de FeCl;.6H,O correspondente a uma relacdo molar
oxidante/mondémero de 1:1 e, numa segunda abordagem, 2,4:1 O oxidante era aquecido até
que formasse uma solucdo com a prépria dgua de hidratagdo, sendo entdo adicionado ao
sistema de polimerizagdo. O sistema tornava-se rapidamente alaranjado até ficar amarelo
opaco e com uma viscosidade elevada.

O sistema era vigorosamente agitado por 2 horas ou 5 dias (tempo de envelhecimento
ou aging time)

Terminado o periodo de envelhecimento da microemulsdo, 0,5 mL de mondémero Py
eram lentamente adicionados. A temperatura ambiente ou a 5°C, a polimerizacio dava-se por
3 horas.

Findo o processo de polimerizagcdo, o sistema era vertido para 500mL de etanol,
ficando a precipitar durante a noite.

Seguiam-se filtragens/lavagens em etanol em ciclos de 5 minutos até que a solucao de
lavagem se apresentasse transparente.

O p6 de PPy era seco ao ar por 24 horas, seguindo-se secagem em véacuo por mais 24
horas (no caso de se pretender usar o pé para fins de caracterizacdo do proprio material e ndo
para preparar compdsitos) ou disperso em CHCI; imediatamente apds lavagem, sem que o
polimero fosse seco, de modo a que posteriormente a dispersdo fosse usada na preparagao de
membranas compdsitas.

Ao PPy obtido por este processo passaremos a chamar PPy-FeCls, aludindo ao
fornecedor do contra-ido.

A figura 25 esquematiza as principais varidveis estudadas no ambito da sintese do

PPy-FeCls.
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Variaveis estudadas

-— T

Temperatura Relacao molar Aging time
oxidante/monoémero P — .
i Temperatura @ . 1. Zhoras i
H ambiente ‘ 1 11 g
i::::::::_’::::; H 5 d“aS :

P ogo P24

Figura 25 - Variaveis estudadas no ambito da sintese do PPy-FeCl;

3.2 Preparacdo de membranas compositas

As membranas compdsitas foram preparadas recorrendo a diferentes métodos. O
método da evaporagdo do solvente foi o primeiro a ser ensaiado e foi aquele que, por fim,
melhores resultados proporcionou. Este método serd ja de seguida descrito em maior detalhe.

Foi ainda estudado o método da co-precipitacdo por adicdo a um ndo-solvente, em
que se procedia a precipitacdo simultdnea de PPy e PCL por adi¢do a um ndo-solvente
seguida de prensagem a quente das fibras obtidas. Contudo, este método viria a ser
descartado, pelo facto de ndo ter sido possivel obter membranas simultaneamente condutoras,
homogéneas e minimamente lisas (caracteristica essencial para que, em etapas posteriores, se
pudesse proceder a um eficaz revestimento com polilisina ou laminina, assim como para que
pudesse ocorrer adesdo celular as membranas). Por isso, daqui por diante, ndo mais
mencionaremos este método.

O método das microesferas de PCL revestidas com PPy serd igualmente descrito,
apesar dos resultados provenientes deste método serem ainda preliminares (ainda que

promissores).

3.2.1 Método da evaporacdo do solvente

Genericamente, este método consiste em preparar uma dispersdo formada entre o
polimero-matriz € o polimero a dispersar, dispersdo essa realizada num solvente para o
polimero-matriz (que, assim, se encontrard em soluc@o) e que € nao-solvente para o polimero

a dispersar, o qual deverd estar tdo homogeneamente distribuido quanto possivel. Esta
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dispersdo serd vertida para uma superficie lisa onde se dard a evaporacdo do solvente,
obtendo-se assim o filme compdsito final.

A escolha desta técnica como 1* opcdo para a preparacdo de membranas compodsitas
condutoras teve sobretudo a ver com a facilidade de execucdo inerente ao processo, podendo
obter-se membranas compdsitas de forma relativamente expedita.

O PPy foi incorporado nas membranas compdsitas através de uma dispersao de PPy
em CHCIl; preparada imediatamente apds o término da lavagem de PPy, sem que o p6 de PPy
tivesse alguma vez sido seco. Evitava-se assim a aglomeragdo do p6 de PPy.

Ap6s garantir que o PPy se encontrava convenientemente disperso no solvente, era
adicionado o PCL ou o P(TMC-CL), de forma lenta e faseada. A percentagem
(massa/volume) de PCL ou P(TMC-CL) em CHClI; foi fixado em 2,5% apds optimizacdo do
processo.

A mistura era deixada durante a noite com agitacdo, sendo por fim vertida para uma
caixa de Petri, onde se tinha lugar a evaporag¢do do solvente. Esquematizando as principais

etapas do processo, teremos:

| |
Adi¢ao de PCL/
P(TMC-CL) a dispersao
de PPy em CHCl;

Vazamento da mistura

para caixa de Petri

Evaporagao do solvente

Membrana

compdosita

Figura 26 - Esquematizacao do processo de preparacao de membranas compositas através do

método da evaporacao do solvente
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Foram preparadas membranas com teores de PPy em relacdo ao PCL / P(TMC-CL)

entre 0% e 23% (massa/massa).

3.2.2 Método do revestimento de microesferas &
prensagem a quente em molde fechado

Embora numa fase ainda precoce do seu estudo, iremos também referir esta
metodologia, a qual se subdivide em 3 fases distintas: na primeira delas, foram preparadas

microesferas de PCL segundo um processo esquematizado na figura 27 e descrito por Chen et

al ")

PCL em solucao de cloroférmio (1g/20mL)
Tween-60 (aq) 0,05% (w/w) Gelatina de bovino Type B

\ 4

Agitacdo

E 5
Emulsificacao vaporacao do

cloroformio

Figura 27 - Sintese de microesferas de PCL

Uma vez evaporado o cloroférmio, as microesferas eram lavadas com dgua destilada
num processo ciclico de centrifugacdo/decantacdo/dispersdo em dgua com agitacdo, processo
este repetido até que a solugcdo de lavagem se apresentasse transparente. As microesferas de
PCL eram entdo dispersas em dgua e liofilizadas, sendo obtidas sob a forma de um p6 branco.

Seguidamente, realizava-se o revestimento das microesferas com PPy segundo o

processo esquematizado na Figura 28:
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Pirrole
Metanol

FeCl;.6H.0

- O

Tempo de

Microesferas de PCL

Agitagao  nolimerizagao:

Sistema de
' 3 horas

polimerizacao

Figura 28 - Revestimento de microesferas de PCL com PPy

O teor tedrico de PPy em relacdo ao PCL era de 5% (pressupondo um rendimento
idéntico ao obtido no processo de sintese do PPy-FeCls.)

Ao cabo das 3 horas de polimerizacdo, as microesferas revestidas eram alvo de um
processo de filtracdo e lavagem andlogo aquele que era levado a cabo com o PPy. As
microesferas eram secas em vacuo por ndo menos que 24 horas.

Na ultima etapa, as microesferas de PCL revestidas com PPy eram sujeitas a um
tratamento de melt pressing, no qual eram sujeitas a moldacdo por compressio em molde
fechado com uma temperatura de 100°C (acima da temperatura de fusdo do PCL), obtendo-se

assim uma fina membrana:

Microesferas de PCL

revestidas com PPy

Figura 29 - Representacao esquematica da prensagem a quente das

microesferas revestidas com PPy
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3.3 Técnicas de caracterizacao

Nesta seccdo iremos falar de algumas das técnicas de caracterizacdo utilizadas,
nomeadamente a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), a
microscopia electrénica de varrimento (SEM) a medicao de condutividade pelo método de 4

pontas e a medicao de potencial-zeta.

3.3.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

O PPy foi caracterizado por FTIR, utilizando-se para tal o sistema Perkin Elmer 2000

FTIR/RAMAN representado na Figura 30:

Figura 30 - Sistema Perkin Elmer 2000 FTIR/RAMAN

Para andlise do PPy, foi preparado um pequeno disco a partir de 200mg de brometo de
potassio (KBr) e 2mg de PPy-DBSA. O p6 de PPy foi homogeneamente misturado no KBr,
seguindo-se a prensagem do pé em molde de didmetro adequado e em prensa uniaxial. O
disco assim obtido era sujeito a analise FTIR, obtendo-se espectros apds realizacdo de 100

varrimentos.

3.3.2 Microscopia electronica de varrimento (SEM)

As amostras de PPy (tanto de PPy-DBSA como de PPy-FeCl3 foram observadas em
SEM num microscépio electrénico de varrimento de alto vidcuo com como aquele que a

Figura 31 nos mostra:
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Figura 31 - Microscdpio electronico de varrimento de alto vacuo

Os p6s de PPy foram observados, na maioria das vezes, sem qualquer tipo de
tratamento adicional. Em algumas ocasides, porém, foi realizado um revestimento de ouro
para melhoria da qualidade das imagens obtidas. No PPy, a observacao foi feita em baixo
vacuo.

As superficies dos filmes compdsitos foram igualmente observadas com e sem
revestimento de ouro. Na maioria das vezes, foi necessario recorrer ao modo de alto vacuo.
Quanto a secgdo transversal dos filmes compdsitos, estas foram preparadas cortando as

amostras em azoto liquido, para que o corte das amostras nao modificasse a estrutura.

3.3.3 Método das 4 pontas para medi¢ao de condutividade

Esta técnica foi utilizada para medir a condutividade do PPy e dos compésitos obtidos.

No caso do PPy, foram produzidos discos de 14 mm de didmetro a partir de cerca de
100mg do respectivo p6 de PPy, em prensa uniaxial. A pressdo era aplicada por cerca de 30
segundos, sendo essa pressdo de aproximadamente 200Kg/cm®. Os discos eram sujeitos a
secagem em vacuo imediatamente antes das medigdes.

Os filmes compdsitos eram ensaiados igualmente sob a forma de discos de 14 mm,
sendo obtidos através do corte com ferramenta apropriada de porcdes circulares das
membranas com o referido diametro.

As medi¢des eram entdo levadas a cabo através do método das 4 pontas. Na Figura 32

podemos observar o esquema de montagem utilizado:
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] Fonte de corrente
Nanovoltimetro

Célula de 4 pontas

Figura 32 - Equipamento para medicao de condutividade por método das 4 pontas

Genericamente, o método assenta na monitorizacio de conjuntos de valores de
diferenga de potencial (entre os 2 eléctrodos internos) e de intensidade de corrente (entre os
eléctrodos externos) e na aplicacdo desses valores numa equacdo adequada a determinacdo da

1 [20]

condutividade. A equacdo por nds usada é proposta por Girotto et a e € a seguinte:

p = (V/T).w.F2

[IP%2)

Em que “p” representa a resistividade do material, “V” representa a diferenca de
potencial, “I” a intensidade de corrente, “w” a espessura da amostra e “F2” um factor de
correc¢do dependente da distancia entre eléctrodos e do didmetro da amostra. A condutividade

¢é facilmente obtida através do inverso da resistividade assim calculada.

3.3.4 Medig¢do de potencial-zeta

O potencial-zeta do PPy foi medido num equipamento Anton Paar Eka Electro Kinetic

Analyzer, como aquele que a Figura 33 apresenta:
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Figura 33 - Equipamento para medicao de potencial-zeta

As medi¢des foram feitas numa célula de pds adequada a amostras com tamanho de

particula ndo superior a 25 pm.
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4.Resultados e discussao

Uma vez descritos os principais métodos e técnicas levadas a cabo no decurso deste
trabalho, passemos a apresentacdo dos resultados mais relevantes que foram obtidos.

Procederemos a discussdo dos mesmos a medida que forem sendo apresentados.

4.1 Polipirrole

4.1.1 andlise macroscopica e outras generalidades

Em termos macroscépicos, tanto o PPy-DBSA como o PPy-FeCl; apresentam um
aspecto semelhante.

O PPy € tido como um polimero duro e fragil, apresentando uma cor preta.

Sera de notar que, de entre as inimeras sinteses de PPy realizadas, alguns sistemas de
polimerizacdo deram origem a pds de PPy mais ou menos frageis (maior ou menor resisténcia
a moagem). Por norma, o PPy-DBSA apresentava-se menos fragil, permitindo obter um p6
mais fino, solto e menos denso. O PPy-FeCls, por seu turno, era normalmente mais duro e
fragil, originando pds mais densos e de granulometria mais elevada. Tal corresponde a uma
menor agregacao por parte do primeiro PPy-DBSA. Contudo, entre sistemas de polimerizacao
de um mesmo tipo de PPy, verificaram-se algumas diferencas em termos de densidade as

quais ndo foi possivel associar qualquer varidvel experimental.
4.1.2 Analise FTIR — identificagcdo do polipirrole

O propésito quase exclusivo da realizac@o da andlise FTIR foi o de confirmar estarmos
de facto perante polipirrole. Para tal, iremos confrontar os espectros FTIR obtidos com os
consultados bibliograficamente, procurando identificar os picos caracteristicos de PPy
comuns a ambos 0s espectros.

Estd longe de existir uma total unanimidade no que toca aos picos caracteristicos do
PPy, bem assim como ao significado de picos com igual nimero de onda em diferentes fontes
bibliograficas. Assim sendo, vamos tomar como espectros FTIR de referéncia aqueles que sao
apresentados na bibliografia em que as sinteses de PPy foram baseadas.

Comecemos por apresentar os espectros FTIR referentes ao PPy-DBSA e ao PPy-

FeClj; sintetizado, representados nas figuras 34 e 35, respectivamente:
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Transmitancia

1553

4000 3500 3000 2400 2000 1400 1000 a00
Nimero de omda {cm-1)

Figura 34 - Espectro FTIR relativo ao PPy-DBSA

Absorvancia

24800 2000 1400 1000 a00
Niamero de onda (cm-1)

Figura 35 - Espectro FTIR relativo ao PPy-FeCl;

Embora ambos os espectros sejam referentes a amostras de PPy, ndo seria de esperar
que fossem obtidos espectros sobreponiveis, uma vez que o processo de polimerizacdo foi
diferente em cada um deles e o contra-ido incorporado também o foi, modificando
comprimentos de ligacdo e originando diferentes picos.

Nas Figuras 36 e 37 apresentamos, respectivamente, o espectro FTIR referente ao
método descrito por Han et al [18], correspondente ao PPy-DBSA, e o espectro FTIR relativo

ao método de polimerizagao descrito por Jang et al [17],correspondente ao PPy-FeCls:
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Figura 36 - Espectro FTIR relativo a PPy-DBSA Figura 37 - Espectro FTIR relativo a PPy-FeCls
sintetizado por método similar ao por nos usado sintetizado por método similar ao por nos usado

Comecando pelo PPy-DBSA, e apesar de o espectro de referéncia nio ser de facil
leitura, uma andlise visual cuidada permite-nos constatar que os picos caracteristicos referidos
por Han et al 8] estao presentes no espectro FTIR por ndés obtido. Facamos a respectiva

correspondéncia:

10 — 1045 cm™ -> vibracées planares =C-H

9-1197 cm™ -> estiramento das ligacoes C-N

8 - 1301 cm™ -> vibracdes planares =C-H

7 — 1456 cm™ -> estiramento das ligacoes C-N dos anéis da cadeia de PPy

6 —1540 cm™ -> estiramento das ligacoes C-C dos anéis da cadeia de PPy

E possivel notar que as relagdes de intensidade entre alguns dos picos ndo sio
exactamente as mesmas em ambos os espectros, mas o nimero de onda dos referidos picos
varia muito pouco, pelo que foi possivel identificar os picos caracteristicos do PPy-DBSA.

De um modo anélogo, verificamos também que o espectro FTIR por nds obtido para o PPy-

1 17

FeCls apresenta os picos caracteristicos apontados por Jang et a e passiveis de serem

observados na Figura 33. Assim:
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5—881 cm™ -> vibracdes =C-H

4-1160 cm™ -> vibracées planares =C-H

3-1283 cm™ -> vibracées planares =C-H

2 — 1475 cm™ -> estiramento das ligacoes C-N dos anéis da cadeia de PPy

1-1558 cm™ -> estiramento das ligacdes C-C dos anéis da cadeia de PPy

Apesar desta correspondéncia entre os picos caracteristicos presentes nos espectros do
PPy obtido e da bibliografia, existem, como foi ja dito, diferencas ao nivel das relagcdes de
intensidade de alguns picos, assim como ligeiros deslocamentos de alguns picos
caracteristicos. Tal pode ficar-se a dever, por exemplo, a diferencas na preparacdo das
amostras ou no método analitico usado, uma vez que a propria técnica FTIR admite a andlise
por Reflectancia Total Atenuada (ATR), Espectroscopia de Absor¢cdo/Reflexdao no
Infravermelho, etc. No caso especifico do PPy-DBSA, o método de sintese original foi
modificado (para possibilitar a técnica da co-precipitacdo, a metodologia adoptada
contemplava o cloroférmio como fase organica da microemulsdo e ndo o isooctano, como
indicava a bibliografia), pelo que as diferencgas entre os espectros podem também passar por
ai.

Contudo, e em suma, podemos afirmar que os picos caracteristicos do PPy foram
identificados nos espectros FTIR obtidos, confirmando-se o material polimerizado como

sendo PPy.

4.1.3 PPy-DBSA

A partir deste ponto, por questdes de mais facil associagdo de resultados, iremos
primeiramente agrupar os resultados de acordo com o tipo de PPy e ndo com o tipo de andlise

efectuada.

4.1.3.1 Analise SEM/EDS — determinacdo do tamanho de particula,
estrutura e composi¢ao elementar quimica do PPy

Em termos de estrutura, o PPy-DBSA nao registou altera¢des significativas quando
determinados paradmetros do processo de polimerizacdo eram modificados. Assim, e salvo um

maior ou menor grau de agregacdo, a estrutura do PPy-DBSA era como aquela que se
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apresenta na Figura 38. Na Figura 39, apresentamos a estrutura do PPy-DBSA sintetizado por

Han et al [18].

1994 nm

mag de| WD | 2um -
60 000 x S WOOmm‘ CEMUP E

Figura 38 - Imagem SEM de nanoparticulas de Figura 39 - Imagem SEM de nanoparticulas de
PPy-DBSA PPy-DBSA ['®]
Embora ndo nos tenha sido possivel obter imagens de idéntica ampliacdo, € possivel
verificar que o tipo de estrutura por nds obtida € similar a que a bibliografia apresenta, com

particulas de geometria arredondada formando clusters e de tamanho individual que ndo

ultrapassa os 200nm.

Na figura 40 podemos observar um espectro EDS de PPy-DBSA.

Comnts

o S
Au o

Au .

0.40 0.80 1.20 160 2.00 240

Figura 40 - Espectro EDS de PPy-DBSA

Nele, podemos identificar os picos correspondentes ao carbono e ao azoto (que

integram a cadeia polimérica principal de PPy) e ainda picos de enxofre e de oxigénio, os
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quais deverdo ser referentes ao contra-ido incorporado (proveniente da dissociacdo do

DBSA).

4.1.3.2 Medicao da condutividade do PPy-DBSA

A condutividade do PPy-DBSA foi optimizada de acordo com 3 pardmetros: Relacao
molar surfactante/mondémero, temperatura de polimerizacdo e grau de diluicdo do oxidante
(persulfato de amoénio). As Figuras 41, 42 e 43 mostram a influéncia de cada um destes

factores:

0.250

0.200

0.150

0.100 -

0.050 -

Condutividade (S/cm)

0.000

(1:1) (2:1) (3:1)

Relacao molar surfactante/monémero

Figura 41 - Influéncia da relacdo molar surfactante/monémero na condutividade

Segundo Han et al "® com uma relacdo 3:1, a quantidade de DBSA é demasiada e
formar-se-a algo semelhante a um envelope protector em torno das cadeias poliméricas que
diminuird a condutividade eléctrica (uma vez que a ligacdo entre as diferentes cadeias é
cortada). Assim sendo, uma relacdo molar entre surfactante € monémero de 2:1 optimizard a
condutividade neste aspecto, a qual nao ultrapassava os 0,25 S/cm. A partir desta altura, todos

os sistemas de polimerizacao de PPy-DBSA foram realizados com este racio.
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Condutividade (S/cm)

5°C Temp. ambiente
Temperatura

Figura 42 - Influéncia da temperatura na condutividade

Uma polimeriza¢do a baixa temperatura permite atingir condutividades da ordem de
1,3 S/cm. Ainda de acordo com Han et al !'®, uma das razdes para este facto prende-se com a
influéncia da baixa temperatura de polimerizacdo na velocidade da reaccdo, a qual €
diminuida e permite que as cadeias poliméricas se ajustem e alinhem mais facilmente,

aumentando a condutividade.
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Figura 43 - Influéncia da concentracao de APS na condutividade

Por fim, ajustando a concentracdo de oxidante de 2M para 1M, a condutividade atinge
valores de 2S/cm. Apesar de a concentracdo ser menor, a quantidade de APS que entra no
sistema mantém-se, dado que a diminui¢do da concentragado foi feita por dilui¢do. Por isso, e

levando em linha de conta que a precipitagdo de APS foi sempre um dos grandes problemas
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deste processo, € possivel que uma maior quantidade de dgua diminua a quantidade de
precipitado e disponibilize mais oxidante para que a polimerizac¢io ocorra.

Contudo, este sistema de polimerizacdo apresentava grandes pechas ao nivel da
reprodutibilidade de resultados, ndo s6 em termos de condutividade como em termos de
rendimento. Para além disso, os valores de condutividade das membranas em que o PPy-
DBSA era usado, ndo eram satisfatérios. Enveredou-se, por isso, para a sintese do PPy por

uma outra via.

4.1.4 PPy-FeCl,

4.1.4.1 Anélise SEM/EDS - determina¢do do tamanho de particula,
estrutura e composicao elementar quimica do PPy-FeCl;

U7 condutividades até 30S/cm seriam

De acordo com a bibliografia de referéncia,
passiveis de ser obtidas com a sintese de nanotubos de PPy. Para além disso, e dado que a
aplicacdo de PPy-DBSA na preparacdo de membranas compdsitas estava a redundar na
maioria das vezes em enormes perdas de condutividade relativamente a inicial, apostou-se
numa estrutura tubular como forma de mais facilmente estabelecer os caminhos de condugdo
da corrente eléctrica (percolagdo).

Contudo, como se veio a verificar, obter uma estrutura 100% tubular revelou-se uma
tarefa praticamente impossivel. Na maioria dos sistemas de polimerizacdo, a estrutura
apresentava-se como uma mescla de particulas tubulares com outras esféricas, sendo que estas
ultimas surgiam invariavelmente em maior nimero.

Considerando que a formagao das estruturas tubulares tem o seu inicio imediatamente
apos a adicdo do oxidante (Ver Figura 21), aumentar o periodo de tempo mediado entre essa
adi¢do e a adicdo de pirrole (tempo de envelhecimento ou aging time) promoveria, a partida, a
formacdo de estruturas tubulares em maior escala. Assim, e apds alguns testes preliminares,
realizaram-se sistemas de polimeriza¢do com tempos de envelhecimento extremos: 2 horas e
5 dias. As imagens SEM patentes na figura 44 mostram bem as diferencas estruturais entre

ambos os pos de PPy provenientes destes sistemas:
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Figura 44 - Influéncia do tempo de envelhecimento no tipo de estrutura do PPy-FeCl3

Como se pode constatar, apds 2 horas de envelhecimento, ndo terd havido tempo
suficiente para que as micelas se alongassem, o que fez com que a polimerizacdo se desse em
estruturas de formato aproximadamente esférico.

Ap6s 5 dias, é possivel observar a presenca de um misto de particulas tubulares com
particulas esféricas. Ambas as imagens sdo representativas daquilo que era possivel observar
em toda a amostra.

No entanto, apesar do aumento do tempo de envelhecimento jogar a favor do aumento
do teor de nanotubos, outros factores existem que podem ter estado na origem da inibi¢do da
formacdo de nanotubos: sabendo-se que a quantidade de FeCl; € determinante para que seja
atingida a segunda concentragdo micelar critica, ensaiou-se um aumento da quantidade de
oxidante, passando de uma relacdo molar oxidante/mondémero de 1 (a indicada pela
bibliografia de referéncia no caso da sintese do PPy-FeCls) para 2,4 (uma relacio molar
oxidante/mondmero indicada amidde na bibliografia para sistemas de polimerizacido de PPy).
No entanto, tal ajuste ndo promoveu quaisquer tipo de melhorias no que a quantidade de
nanotubos na estrutura diz respeito.

Por fim, e equacionando a possibilidade de o processo de secagem estar de algum

modo a promover uma forte agregacdo das particulas de PPy, optou-se por liofilizar uma
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dispersdo de PPy em 4gua logo apds a sua lavagem, sem deixar que o po secasse. A estrutura

obtida foi aquela que a Figura 45 evidencia:

it
mag HV det | mode
10 000 x|10.00 kV|ETD| SE |1

Figura 45 - Estrutura de PPy-FeCls liofilizado

A estrutura obtida foi, pois, quase toda ela formada por nanotubos, provando-se que o
método de secagem € realmente importante no que toca a estrutura formada. Mais relevo este
facto ganha se atendermos a que o PPy apresentado na Figura 45 teve um tempo de
envelhecimento de 2 horas, parecendo ficar demonstrado que o método de secagem é mesmo
mais relevante que o préprio tempo de envelhecimento. Provavelmente, com a liofilizag¢do, o
solvente/dgua é removido de forma a ndo dar tempo a que os nanotubos se agreguem — dai a
estrutura aberta e com um alto teor de nanotubos apresentado na Figura 45. Num processo de
secagem “convencional” (ao ar ou com temperatura), os nanotubos tém tempo suficiente para
se agregarem fortemente, fundindo-se numa massa como aquela que a Figura 44 documenta.

De qualquer forma, este resultado foi obtido numa fase adiantada do trabalho, pelo que
existem ainda alguma optimizacdo a ser feita no que ao processo de secagem do PPy diz

respeito.
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4.1.4.2 Determinacao da condutividade eléctrica do PPy-FeCl;

Contrariamente ao que acontecia com o PPy-DBSA, a condutividade do PPyFeCl; era
extremamente reprodutivel, rondando 1S/cm para praticamente todos os sistemas de
polimerizacdo executados a temperatura ambiente (salvo algumas excepgdes). O teor de
nanotubos na estrutura ndo aparentou ter qualquer efeito sobre a condutividade. De resto, de
entre as alteracdes promovidas, apenas a temperatura teve um efeito positivo na

condutividade, como atesta a Figura 46:

5.00 ~
4.50 ~
4.00 -
3.50 -
3.00 ~
2.50 ~
2.00
1.50 ~
1.00 -
0.50 ~
0.00 -

Condutividade (S/cm)

5°C Room Temperature

PPy temperatura polimerizacao

Figura 46 - Influéncia da temperatura na condutividade do PPy-FeCl;

Desta feita, uma polimerizagdo a baixa temperatura promoveu um aumento de
condutividade da ordem dos 300%, aumentando de pouco mais de 1 S/cm para mais de 4
S/cm.

Apesar de mais satisfatorio, este valor estd bastante longe daquele que € indicado por
Han et al " que apontava para condutividades da ordem dos 30 S/cm em condicdes
optimizadas. Serd a altura ideal para fazer notar que o processo de medicao/cdlculo de
condutividades estd ainda longe de ser consensual, ndo havendo ainda uma opinido unanime
quanto as equagdes de calculo de condutividade a usar, os factores de correc¢do a serem
empregues, etc. No nosso caso concreto, os cdlculos de condutividade foram feitos de acordo
com Girotto, et al (201,

Claro estd que o processo de sintese apresenta ainda alguns aspectos nao totalmente

optimizados, nomeadamente o tempo de envelhecimento, o processo de secagem mais

adequado, a possibilidade de haver um aumento ainda maior na condutividade com uma
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temperatura de polimerizacdo ainda mais baixa (serd ensaiada a breve trecho a polimerizagdo

a -20°C), etc.

4.1.4.3 Determinagao do potencial-zeta

Foi determinado o potencial-zeta de PPy-FeCl;. A saber:

Tabela 3 - Potencial-Zeta de PPy-FeCl; para diferentes condicées de polimerizacao

Temp. Polimerizagéo Tempo de Envelhecimento Potencial-zeta (mV)
5C 3 horas -10,0
5C 5 dias -4,7
ambiente 3 horas -12,5

Todos os valores de potencial-zeta sdo negativos, embora a escalas diferentes. Como
mostra a Tabela 3, um tempo de envelhecimento muito elevado parece tornar o potencial-zeta
bastante menos negativo,

Contudo, qualquer um destes valores € substancialmente diferente daqueles que sdo

indicados por Zhang et al 1],
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Figura 47 - Potencial-Zeta de PPyCl. O D-PPy corresponde a PPyCl desprotonado com
tratamento em solucdo fortemente basica e o R-PPy corresponde a PPyCl reprotonado por

tratamento com solucdo fortemente acida 1"

Na Figura 47 podemos ver que o potencial-zeta do PPyCl que ndo foi sujeito a
qualquer tipo de tratamento é positivo para valores de pH inferiores a 10 (ponto isoeléctrico),
tornando-se negativo para valores superiores a 10. Os valores de potencial-zeta obtidos
corresponderiam, por isso, a valores de pH superiores a 10.

Para um pH 7, o potencial-zeta do PPyCl € de cerca de 40mV.
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Nestes polimeros, a carga tem muito a ver com a adsor¢do i6nica, pelo que o processo
de lavagem acabard por ter grande influéncia na carga superficial do polimero. Assim, uma
lavagem menos conseguida pode levar a que certos ides sejam adsorvidos na superficie do
PPy, contribuindo posteriormente para a alteracdo do pH e conduzindo a valores de potencial-
zeta suspeitos.

E de notar que a carga dos materiais é um factor preponderante na eficiéncia com que

a adesdo celular ocorrerd, pelo que € relevante conhecé-la e estuda-la com mais pormenor.

4.2 Membranas compoésitas PPy-PCL & PPy-
P(TMC-CL)

Antes de mais, importa real¢car um factor importante: a optimizac¢ao dos protocolos de
sintese de PPy e de preparacio das membranas compdsitas ocorreu em paralelo, o que
dificultou bastante a elaborag@o de protocolos que permitissem correlacionar adequadamente
o PPy utilizado (e as suas caracteristicas) com as membranas produzidas. Assim sendo, € no
momento em que este documento € elaborado, nao existem ainda resultados sobre membranas
compoOsitas preparadas com PPy sintetizado a baixa temperatura (com uma condutividade da

ordem dos 4S/cm, conforme referido).

4.2.1 Analise SEM/EDS — determinacdo da estrutura,
homogeneidade e composi¢ao elementar quimica das
membranas compositas

O processo de optimizacdo da metodologia de preparagdo das membranas foi moroso e
iterativo, pelo que ndo nos imiscuiremos na descricdo e andlise detalhada desse processo.
Iremos antes apresentar uma estrutura representativa daquilo que € pretendido e que foi
alcangado com um teor de PPy-FeCl; de 23%.

Em termos macroscépicos, o aspecto geral das membranas compdsitas preparadas era

aquele que a Figura 48 documenta:

Figura 48 - Membrana composita PPy-PCL
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O aspecto dos compdsitos obtidos por este método ndo variava com os teores de PPy
ensaiados (cujo valor maximo foi de 23%), sendo aparentemente homogéneos e bastante
pouco rugosos (desejdvel no que concerne a uma eficaz adesdo celular). Em termos de
propriedades mecanicas, os compdsitos apresentavam-se bastante maledveis, mesmo com
23% de PPY.

A Figura 49 mostra-nos entdo a superficie de uma membrana compdsita com 23% de

PPy:

8 | b
D =)

mag HV det de ——A V1| R—
60 000 x| 15.00kV|ETD| SE |9.8 CEMUP B1

Figura 49 -Superficie de membrana PPy-FeCl; - PCL

E possivel vislumbrar estruturas tubulares de PPy embebidas na matriz de PCL,
parecendo haver uma dispersdo aceitdvel do PPy. As zonas Z1, Z2 e Z3 aparentavam
corresponder a zonas com PPy, tendo sido analisadas via EDS. Os espectros obtidos foram

todos eles similares, sendo a Figura 50 exemplo de um deles:

60 o C
48 -

36 —

KCnt

0 [u]
S

00 - ¥ T j I f
042 0.90 1.38 1.86 234 28
Energy - keV

Figura 50 -Espectro EDS de membrana PPy-FeCl; - PCL
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Os picos de cloro e azoto indiciam a presenga de PPy, ao passo que o pico de enxofre
deverd ser referente ao contra-ido proveniente do surfactante AOT. Tal como ja havia
acontecido com o PPy-FeCls, ndo foi detectado ferro.

Na figura 51 podemos observar a sec¢do transversal de uma membrana compdsita

contendo 23% de PPy:

mag HV | det | mode| WD [ — VT
50 000 x|10.00 kV|ETD| SE |9.1 mm CEMUP_Bi cs

Figura 51 -Seccao transversal de membrana PPy-FeCl; - PCL

Mais uma vez, os nanotubos de PPy sdo perfeitamente discerniveis, mostrando que o
PPy se encontra disperso de forma aceitavelmente homogénea ndo s6 em superficie mas
também em profundidade. Tendo em conta que a técnica de medicdo de condutividade
utilizada mede a condutividade em superficie, é relevante saber que o polipirrole se encontra

também no seio das proprias membranas.

4.2.2 Determinacdo da condutividade eléctrica das
membranas compaositas

A Figura 52 sumaria os valores de condutividade das membranas de PCL-PPy e de P(TMC-
CL)-PPy. Como referido anteriormente, o PPy utilizado ndo foi ainda o mais condutor

(4S/cm), sendo esse um dos passos seguintes.

47
P O R T O INSTITUTO DE ENGENHARIA BIOMEDICA

FAOULDADE DE ENCENHARIA
rEUP UNIVERSIDADE DO FORTO



Sintese e Caracterizacido de Bio-Compdsitos Condutores a Partir de Nanoparticulas de PPy e P(TMC-CL)
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Figura 52 -Valores de condutividade de membranas compdsitas com diferentes teores de PPy

Analisando o pretérito grafico, € notdrio que o limiar de percolagdo se situa entre 15%
e 20%, um valor que estd acima da média habitual para membranas compdsitas similares

(Guixin et al 221 1B

e Ying et al ', por exemplo, reportam teores de PPy entre 2 e 3% para obter
condutividades de aproximadamente 1 mS/cm, embora sejam usadas matrizes poliméricas
diferentes). De qualquer modo, € inequivoco que se obtiveram membranas compdsitas com
uma condutividade com mais de 1 mS/cm, cumprindo-se o objectivo inicialmente estipulado.
Aparentemente, o tipo de matriz isolante utilizada (PCL ou P(TMC-CL)) ndo revelou
influéncia nos valores de condutividade.

Importa fazer notar que o erro associado a condutividade do compdésito PCI-PPy com
20% deste dltimo é bastante grande, pelo que o valor devera ser olhado com cautela e apenas

homologado apds a realizagao de mais ensaios que facam diminuir o erro.

4.3 Microesferas de PCL revestidas com PPy

Embora se trate de uma via alternativa para obter membranas compdsitas condutoras,
optdimos por tratar os resultados provenientes deste método numa seccdo a parte. Os
resultados apresentados sdo ainda bastante preliminares.

Comecando com as microesferas de PCL propriamente ditas, podemos constatar que

as mesmas foram preparadas com sucesso, como demonstram as Figuras 53 e 54:
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HV | det |mode| V 5 mag| HV | det
)00 KV| LFD| SE |10.0 mm v 500 x| 10.00 kKV|LFD| S

Figura 53 - Microesferas de PCL . )
Figura 54 - Microesferas de PCL -

perspectiva geral

O revestimento das microesferas de PCL com PPy-FeCl; revelou-se também ele pleno

de sucesso:

g HV det | mode "W‘D ] — il
1000x[10.00kV|ETD| SE [13.0 mm CEMUP 8

Figura 55 - Microesferas de PCL revestidas com PPy
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A\

det | mode| \
SE

032 0.64 096 128 160 192 224 256 288 320 352 384 032 064 096 128 160 192 224 256 288 320 352 384
Enerqy - keV Energy - keV

Figura 56 - Exemplo de microesfera de PCL revestida com PPy

A Figura 56 mostra-nos uma microesfera cujo revestimento de PPy foi parcialmente
arrancado. Nada melhor que uma situagcdo como esta para poder aferir do sucesso do
revestimento, uma vez que nos foi possivel confrontar andlises quimicas na por¢do de
revestimento arrancado e na microesfera propriamente dita. Através dessa andlise, foi possivel
verificar que a zona do revestimento (Z2) apresenta um teor de cloro superior ao da zona 71,
para além de ter sido detectada a presenca de azoto (que integra os mondmeros de pirrole).

Determinar a condutividade ou a resisténcia eléctrica das microesferas revestidas niao
foi uma tarefa fécil, devido a dificuldade em produzir uma pastilha de superficie
minimamente consistente para que nela pudessem ser aplicados 2 eléctrodos sem que a
amostra se desintegrasse. De qualquer modo, utilizando um multimetro, verificou-se que a
resisténcia quando os eléctrodos distavam cerca de 1 cm era de aproximadamente 1Kohm.

Nesta altura, as microesferas estavam ainda em pd. Seria necessdrio coloca-las na
forma de um filme, o qual deveria ser condutor.

Ap6s realizar pressdo a quente (temperatura de 100°C, superior a de fusdo do PCL),
formou-se um filme de superficie relativamente lisa e com propriedades mecanicas aceitdveis
(era perfeitamente continuo e “dobravel” sem ocorrer quebra ou fissuracio macroscopica do

material), mas com uma resisténcia maior do que a inicial (cerca de 20Kohms).
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Como anteriormente referido, este processo estd ainda numa fase embriondria do seu
estudo, pelo que muito hd ainda a fazer no seu ambito. A preparacdo dos scaffolds 3-D (nao
abrangidos pelo corrente trabalho) pode encontrar nesta técnica uma interessante via de

processamento.
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S.Conclusoes /Apreciacao global

Olhando para os objectivos a que inicialmente nos propusemos e confrontando-os com
os resultados obtidos, € legitimo afirmar-se que esses mesmos objectivos foram cumpridos.
Com efeito, foi possivel sintetizar PPy condutor (condutividades acima de 4 S/cm), assim
como preparar membranas compdsitas com uma condutividade superior a 1 mS/cm. Embora
este valor seja considerado suficiente para determinadas aplicacdes, ele deverd ainda ser
melhorado de modo a poder pdr em pratica todo o potencial dos compdsitos condutores ao
servico da regeneracao nervosa.

Quanto aos objectivos que entretanto se foram colocando a medida que o trabalho
avangava, vdrias questoes ficaram pendentes e a aguardar investigacdo mais aprofundada e
rigorosa.

Em termos de caracterizagao do PPy, deverdo ser realizados estudos ao nivel da sua
estabilidade quimica, através de ensaios XPS e electroquimicos.

Os compdsitos deverdo também ser caracterizados do ponto de vista das suas
propriedades mecénicas, sendo a tensdo de ruptura um bom indicador dessas mesmas
propriedades. A estabilidade quimica, nomeadamente em meio aquoso, deverd igualmente ser
alvo de caracterizacdo. A ligacdo do PPy ao polimero-matriz podera ser avaliada por DMA

Para além disso, nao ficou provada a influéncia positiva de uma estrutura tubular do
PPy na condutividade final dos filmes. Serd preciso, antes de mais, optimizar o processo de
sintese ao nivel da secagem do PPy, do tempo de envelhecimento e concentragdo de oxidante,
de modo a que se obtenha uma verdadeira estrutura constituida por nanotubos; nessa altura,
poder-se-a isolar estar varidvel e averiguar com rigor se, de facto, a condutividade das
membranas € optimizada com uma estrutura destas.

O processo de revestimento das microesferas com PPy tem ainda muitos parametros
por explorar: teor de PPy, pressao aplicada aquando do melt-pressing, temperatura, tempo de
aplicacdo da pressao, etc. Esta técnica poderd constituir uma alternativa valida ao método da
evaporacao para obter os compdsitos, permitindo em particular obter compdsitos com uma
condutividade superior. Permitird, finalmente, variar facilmente o tipo de contra-ido presente
no PPy, algo que se afigura muito mais complicado a partir da técnica que temos vindo a
optimizar.

Os filmes compdsitos obtidos, embora acima de 1 mS/cm, necessitam de teores de PPy

muito altos para tal, algo que pode ser prejudicial do ponto de vista das propriedades

52
I) () RT() INSTITUTO DE ENGENHARIA BIOMEDICA

FAOULDADE DE ENCENHARIA
FEL"IP UNNVERSIDADE DO FORTO



Sintese e Caracterizacido de Bio-Compdsitos Condutores a Partir de Nanoparticulas de PPy e P(TMC-CL)

mecanicas. Urge, portanto, optimizar processos para que se possam obter condutividades
aceitdveis com teores de PPy mais baixos.

Apesar das dividas remanescentes e do trabalho que hd para fazer, pode-se dizer que
os resultados obtidos foram positivos, tendo sido alcangadas as metas a que inicialmente nos
haviamos proposto e deixando abertos varios caminhos para que, no futuro préximo, se

encontrem respostas e solugdes que no momento nao existem.
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