UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

MICROGEIS TERMO-RESPONSIVOS PREPARADOS A PARTIR DOS
POLIMEROS DO AMIDO

Tese de Doutorado

DAIANI CANABARRO LEITE

Porto Alegre
2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DAIANI CANABARRO LEITE

MICROGEIS TERMO-RESPONSIVOS PREPARADOS A PARTIR DOS
POLIMEROS DO AMIDO

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduacao
em Quimica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial para a

obtencdo do grau de Doutora em Quimica.

Profa. Dra. Nadya Pesce da Silveira

Orientadora

Porto Alegre, outubro de 2017.



A presente tese foi realizada inteiramente pelo autor, exceto as colaboracgdes as quais seréo
devidamente citadas nos agradecimentos, no periodo entre agosto de 2013 e setembro de
2017, no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob Orientacéo
da Professora Doutora Nadya Pesce da Silveira. No periodo de abril de 2014 a julho de 2014 e
no periodo de julho de 2015 a fevereiro de 2016, parte do trabalho foi desenvolvido na
Universitat Bielefeld, em Bielefeld, Alemanha, sob a supervisdo do professor Dr. Thomas
Hellweg. A tese foi julgada adequada para a obtencédo do titulo de Doutor em Quimica pela

seguinte banca examinadora:

Comissdo Examinadora:

Profa. Dra. 1zabel Cristina Riegel Vidotti (UFPR)

Prof. Dr. Cristiano Giacomelli (UFSM)

Prof. Dr. Paulo Augusto Netz (UFRGS)

Profa. Dra. Rosane Michele Duarte Soares (UFRGS)

Daiani Canabarro Leite



"Don't panic."
Douglas Adams, The Hitchhiker's Guide to the Galaxy


https://www.goodreads.com/author/show/4.Douglas_Adams
https://www.goodreads.com/work/quotes/1877624

AGRADECIMENTOS

A Deus, por absolutamente tudo.

Ao0s meus pais, que ndo entendem o que faco, mas que me apoiam sem adicionar uma
virgula. Obrigada pelo incentivo e orgulho. Vocés sdo exemplo de educacéo, honestidade e
humildade. Desculpa pela auséncia durante meu periodo fora do pais, sei quédo dificil foi

ficarmos longe. Amo vocés!

A minha orientadora, professora Nadya, por ter me recebido no grupo e ter repassado
um pouco do seu conhecimento. Es um exemplo, te admiro muito. Ja disse uma vez, tu és
minha mé&e cientifica e ja me acho parecida contigo em muitos aspectos. Cresci muito como

pessoa e como profissional contigo. Espero ter deixado um pouco de mim em ti, também.

To professor Thomas Hellweg, my supervisor during my research stay in Bielefeld:
thank you very much! I couldn't think a better place to be at that time. | have learned so much.
Vielen Dank! Highway to Hellweg!

To Dr. Yvonne Hertle, a super woman who runs the lab and put order in a bunch of
graduate students. Thank you for your time, mainly with the 3D-PCCS. Wish you all the best

in your career.

Aos demais professores que deixaram um pouco de si durante meu caminho na pos-
graduacdo, principalmente ao professor Paulo Gongalves, grande incentivador desde a

graduacéo.
Aos professores da banca examinadora que gentilmente aceitaram o convite.
Aos professores presentes no exame de qualificacdo, pelas sugestdes e contribuicdes.

To all research and staff members of the Physikalische Chemie I1I: my time in
Bielefeld was easier with the everyday life shared with you. Thanks for let me in, in your way.
I won't forget. You shared with me your office, lab parties, time, jokes, culture and

knowledge. Hope see you soon.

To my best international friend ever! Mariya, Russia is closer now. We have shared
more than a flat. No words can phrase what you have done for me. You are a sweet and

clever girl, wish our friendship never ends! Love and miss you, honey!

Ao grupo de almocgos portugueses da Universitat Bielefeld: um grupo de alemaes e
brasileiros unidos pela lingua portuguesa e pelo amor ao Brasil, que fizeram as minhas

quintas-feiras mais alegres.



A todos que passaram pelo lab E-116, amigos e conhecidos, ndo vou nomear: obrigada
pela amizade e companheirismo de bancada.

As atuais bolsistas que trabalham no lab E-116: Roberta, Andrielle e Gabriela. Vocés
sdo queridas demais, obrigada pela amizade e companheirismo. Vocés séo as melhores IC's.
Desejo sucesso na vida de vocés. Espero ter deixado um pouco de mim. Aprendi muito com

vocés!

Aos alunos da professora Carla: Elizabeth, Leo, Bruna e demais. Obrigada pela

amizade, os ultimos meses foram muito divertidos! Sentirei saudades.

A Bibi, minha companheira internacional. Sou muito grata & tua amizade. Pelo
whatsapp de todos os dias. Sou tua fa. Obrigada pelo suporte, pela visita, pelas viagens...!

Vou virar internacional de novo e podemos planejar de dormir em locais com mais dignidade.

A Gisele, pela amizade, conselhos e parceria durante todos esses anos. Obrigada pelas

contribuigdes na tese, foram muito importantes. Te admiro muito!

A Andresa, principalmente pela amizade. Obrigada pelo suporte sempre! Obrigada por
ler tudo que eu escrevo e por ouvir tudo que eu tenho pra dizer. Por me acalmar, também.

Nossas conversas sd0 muito especiais. Es muito especial, amiga! O Moi também, um querido!
A Yasmine, pela amizade e parceria de lab.
A Joice, pela amizade e pelas analises de FTIR.

Aos meus amigos fora da UFRGS, principalmente ao G7. A vida é muito mais leve

com voces!
Aos meus irmaos, Marco e Mauro, pelo incentivo e presenca. Nossa familia é demais!
A Central Analitica da UFRGS, pelas analises de RMN.
Ao CNANO, pelas imagens de MEV.
Ao LNLS, pelo beam time de SAXS fornecido.

Ao professor Plinho Hertz, que gentilmente cedeu o liofilizador e a ultracentrifuga
para alguns experimentos.
Ao professor Cristiano Giacomelli, que gentilmente cedeu o DLS para algumas

medidas.

Ao professor Marcos Villetti, que gentilmente cedeu o UV-Vis com controle de

temperatura para algumas medidas.



Ao meu melhor amigo e esposo Julio, por ser quem €. Obrigada por sempre me apoiar
em todos os sentidos. A maturidade que tivemos enquanto longe um do outro s6 afirma a
cumplicidade da nossa relacdo. Foi facil escrever uma tese tendo tu e a Arya do meu lado. Te

amo muito! Amo muito a Arya também!

A UFRGS, ao Instituto de Quimica e ao PPGQ, pela oportunidade de cursar a pos-

graduacdo e pela exceléncia no ensino.

To Universitat Bielefeld, in particular the International Office, for the opportunity and

help in all bureaucratic matters.
Ao DAAD, pela bolsa de curta duracdo em Bielefeld.
A Capes, pela bolsa de doutorado sanduiche.
Ao CNPq, pela bolsa de doutorado no pais.

A todas as pessoas ndo citadas que contribuiram de alguma forma para que essa tese

tomasse forma. Nada nessa vida se faz sozinho. Obrigada!



LISTA DE TRABALHOS GERADOS A PARTIR DOS RESULTADOS
DESCRITOS NA TESE

Publicacoes:

Peres, G. L.; Leite, D. C.; da Silveira, N. P. Ultrasound effect on molecular weight reduction
of amylopectin. Starch-Starke 2015, 67 (5-6), 407-414.

Leite, D. C.; Hertle, Y.; Kakorin, S.; Hellweg, T.; Silveira, N. P. Smart Starch-Poly(N-
isopropylacrylamide) hybrid microgels: synthesis, structure and swelling behavior. (em

submisséo).

Leite, D. C.; Hertle, Y.; Hellweg, T.; Silveira, N. P. Acryloyl-starch polymers as crosslinker
for p(NIPAM) microgels. (em preparagéo).

PublicacGes néo relacionadas ao plano da tese:

Lacerda, L.; Leite, D. C.; Soares, R. M. D.; Silveira, N. P. Effects of reaction time and a-
amylase, amyloglucosidase and their mixture on hydrolysis of rice starch granules. (em

submissao).

Peres, G. L.; Leite, D. C.; da Silveira, N. P. Study of complexes formation between transition
metal ions and amylopectin in DMSO/H,0O solution. Starch-Starke 2016, 68 (11-12), 1129-
1138.

Ribeiro, A. C.; Leite, D. C.; Soares, R. M. D.; Silveira, N. P. Recent Advances and
Development of Gliadin-Based Drug Delivery System. In: James C. Taylor. (Org.). Advances
in Chemistry Research. led., Hauppauge: Nova Science Publishers Inc., 2016, v. 35, p. 1-6.



Peres, G. L.; Leite, D. C.; Silveira, N. P. Biopolymer-metal complexes: recent advances and
applications. In: A. Méndez-Vilas; A. Solano-Martin. (Org.). Polymer science: research
advances, practical applications and educational aspects. led.: Formatex Research Center,
2016, v. 1, p. 99-107.

Trabalhos apresentados em eventos:

Leite, D. C.; Hellweg, T.; Silveira, N. P. Starch nanoparticles-co-p(NIPAM) hybrid
microgels. 2017. Apresentagdo de poster em 46™ World Chemistry Congress/40? Reunido

Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Sdo Paulo.

Leite, D. C.; Hellweg, T.; Silveira, N. P. Starch nanoparticles-co-p(NIPAM) hybrid
microgels. 2016. Apresentagdo de poster em Autoorg - 5th Meeting on self-assembly

structures in solutions and at interfaces, Floriandpolis.

Leite, D. C.; Hellweg, T.; Silveira, N. P.. Microgéis termo-sensitivos preparados a partir de
amido modificado como agente de reticulacdo. 2016. Apresentacdo oral em | Encontro
Multidisciplinar em Ciéncia dos Materiais do Rio Grande do Sul, Porto Alegre.

Leite, D. C.; Peres, G. L.; Silveira, N. P. Ultrasound effect on molecular weight reduction of
amylopectin. 2015. Apresentagdo de poOster em 11th Conference on Polysaccharides-

Glycoscience, Praga.

Leite, D. C.; Brokmann, L.; Hertle, Y.; Hellweg, T.; Silveira, N. P. Synthesis and
characterization of a potential ATRP initiator based on native cassava starch granules. 2014.
Apresentacdo de poster em Latin American Symposium on Polymers - Ibero American
Congress on Polymers (XIV SLAP - XII CIP), Porto de Galinhas.


http://lattes.cnpq.br/5215843889810187
http://lattes.cnpq.br/5215843889810187
http://lattes.cnpq.br/5215843889810187
http://lattes.cnpq.br/5215843889810187
http://lattes.cnpq.br/5215843889810187

SUMARIO

LISTADE FIGURAS ...t X1V
LISTADE TABELAS . ...t XVIII
LISTADE ABREVIATURASE SIGLAS.........cc e, XIX
RESUMO ... e XXII
ABSTRACT oo XXIV
ORGANIZAC}AO DA TESE ... XXV
CAPITULO 1 - INTRODUQAO E OBJIETIVOS ...t 26
1.1 INTRODUGAOD ........coiieiieeeeteeeetee e tes e es st st s st ss s s st enae st s s snseseneas 27
1.2 OBUIETIVOS ..ottt sttt sttt r et neen s 30
I R T - | PSSR 30
1.2.2 ESPECITICOS ...ttt sttt sttt 30

1.3 REFERENCIAS ...ttt es sttt 31
CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cooovrieieesise s 34
2.1 POLIMEROS ESTIMULO-RESPONSIVOS .....coviiieeieiieeieeeesessessessss s s 35
2.1.1 Polimeros termo-reSPONSIVOS.........ccuiiieiieeieiiesteerteseesteeste s e ste e raesreesae e sreeneeanes 36
2.1.2 Aspectos termodindmicos da transicao de fase.........c.covveiiiiiiienc e, 39

2.2 HIDROGEIS......cooiriiiiiieie ettt 43
2.3 MICROGEIS ..ottt 45
2.3.1 MICrOgeEis termO-TESPONSIVOS........eeiveerieireeieiiesteesteeeesteeste s e sreere s e e s e e saesneesreeneeenes 46
2.3.2 Rotas sintéticas e mecanismos de formagdo de miCrogéis..........ocevvrerervrvrerenene. 48
2.3.2.1 Polimerizagdo em emulSE0 (EP) .....ccoveiiiiiiiiiieiee e 49
2.3.2.2 Polimerizacdo em emulsao livre de surfactante (SFEP) ..........ccccooveviiiciiieneen, 51

2.3.3 Estrutura interna dos MICIOGEIS .........cueieeiiiiieiieie et 52
2.3.4 Fatores que influenciam as propriedades fisico-quimicas dos microgéis................ 54
2.3.5 Principais técnicas de caracterizagido de MiCrogeis ..........cceveverererenesesiseeieeen, 54
2.3.5.1 Espalhamento de luz dindmico (DLS) .....c.ccoeiiiiiiieieccceee e 55
2.3.5.2 Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)......ccccevvviieiieveccie e, 57

F N AV | L RSOSSN 59
2.5 REFERENCIAS ..ottt sttt 61



CAPITULO 3 - PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE

AMIDO (SNPS) ...ttt 71
3L INTRODUGAOD. ...ttt s sttt s st 72
3.2 MATERIAIS E METODOS........coeiiteieieeeseeiessisse s sesteses s sssssssssssssensssss s s 75

KT Y 1T -SSR PR 75
3.2.2 PreparaGao das SNPS..........couiiiiiieiiise e 75
3.3 CARACTERIZACAD.......ooooeeeeeeetiee e e e sttt s st 76
3.3.1 Espalhamento de Luz DIinAMICO (DLS) ......cccoviieiiiieieece e 76
3.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)......cooviiiiiiiiiiece e 76
3.3.3 Espalhamento de Raios-X a Altos Angulos (WAXS) ........cceeevereroerenrenrererennnen. 77
3.4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coeeeeieieesieeeeserissssesessesissssssssss s sesssss s 77
3.4.1 Tamanho € fOrma das SNPS........cccoiiiiiiii e 77
3.4.2 Estrutura semi-cristalind das SNPS ..........ccooiiiiiieiiie e 81
3.5 CONSIDERAQ@ES FINALIS Lo 82
B8 REFERENCIAS ...ttt sns st 83

CAPITULO 4 - SINTESE E CARACTERIZACAO DE MICROGEIS HIBRIDOS SNP-

(oo R o (AN T AN 1Y USSR 88
4.1 INTRODUGAOD.......oooiieeieieeeseeteee et es s siss sttt sns st 89
4.2 MATERIAIS E METODOS........eoeeeeeeeeeeeeeee ettt 91

O Y 1T -SSP 91
4.2.2 Sintese dos microg€is SNP-CO-P(NIPAM) .......ooviiiiiiiieceeeceee e 92
4.3 CARACTERIZACAD.......coooeeeeeeeteeeseeese s sse st s st 93
4.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN *H)........ccooovvevvvvievsrennsenenn, 93
4.3.2 Espalhamento de Luz DINAmICO (DLS) ......ccoiiiiieieiiieiieeeeee e 93
4.3.2.1 Descricdo do comportamento de intumescimento/colapso através da teoria
FIOTY-RENNEIZ ...ttt ettt 93
4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).........cccooiiiiiiiiiiine e 96
4.3.4 POENCIAl ZETA (ZP) ..o.viiviiiieieee e 96
4.3.5 Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos (SAXS) ......cvveeveoeereeeeseeesereneean. 96
4.4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cocoeiieireesiieeserisssiessses s sessessenessnseneesnens 98
4.4.1 Caracterizagdo dos microgéis via RMN TH .........ccccovvvivieierieceeeeceees s 100
4.4.2 Efeito das SNPs no tamanho e transi¢do de fase dos microgeis hibridos.............. 101

Xl



4.4.2.1 Descrigdo do comportamento de intumescimento/colapso através da teoria de

FIONY-RENNET ... e e nre s 103
4.4.3 Morfologia dos microg€is hibridos..........cccccveveiieiiecie e 109
4.4.4 Estabilidade coloidal e estrutura interna dos microgéis hibridos.............c.cccocee.... 112

4.5 CONSIDERAQOES FINALIS Lo 117
4.6 REFERENCIAS .....oooeviiiiieeicie sttt 118

CAPITULO 5 - POLIMEROS DO AMIDO FUNCIONALIZADOS PARA

UTILIZACAO COMO AGENTE DE RETICULAGCAO. ..o, 123
5.1 INTRODUGAD.......c.oueieieeeeteeteee e ses s esae st sttt nas sttt 124
5.1.1 Modificag8o quimica do amMid0 .........cccceerirririereieese e 126
5.2 MATERIAIS E METODOS........coooiiieeeeeeeeee ettt 127
5. 2.1 IMTBEEITAIS .veuvveveeriete ittt sttt bbbttt sttt ettt bbb e b e ne et et 127
5.2.2 FUNCIONaliZaga0 das SNPS .......cc.coiiiieiesie et 127
5.2.3 Sintese de microgeis de p(NIPAM) utilizando ASNPs como agente de reticulacdo
......................................................................................................................................... 128
5.3 CARACTERIZACAO ...t es s 129
5.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN *H)..........cocoovveeeeirereseene. 129
5.3.2 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR-ATR).....ccccovviiiiiiiiceceeceee e 129
5.3.3 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Espalhamento de Correlacdo Cruzada de
FOLONS (BD-PCCS) ...ttt ettt ettt et se s ene s 130
5.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).......cccooiieiiiiiiiiiecc e 131
5.3.5 Determinacdo da VPTT (via andlise turbidimétrica por UV-VIS) ........cccccevvvennn. 131
5.4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ. .......eieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e ee e eee e, 132
5.4.1 Sintese e caracterizagdo das ASNPS ........cccooiiiireiieree e 132
5.4.2 Sintese e caracterizacdo de microgeéis de p(NIPAM) utilizando ASNPs como agente

(o LN = (TN - Vo Lo USROS 138
5.4.2.1 Morfologia doS MICIOGAIS .......cceeiiieieierieiie sttt 139
5.4.2.2 VPTT d0OS MICIOGAIS. ...c.viviviiteiiisieeiieieie ettt sttt 141
5.4.2.3 Aspectos dindmicos A0S MICIOGEIS .......ccveeveiieiieeieieesie et 144

5.5 CONSIDERACGCOES FINAIS ...ttt 152
5.6 REFERENCIAS ..ottt 153
CAPITULO 6 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS.......c.oiieieeseeeeeeieeseeeeesesisnensnes 157
8.1 CONCLUSOES ...ttt sttt 158



6.2 PERSPECTIVAS ... 159

X1



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1. Numero de publicacGes a partir do ano 2000 contendo a combinacdo de termos
N-isopropylacrylamide + microgel (azul) e N-isopropylacrylamide + starch (vermelho) de

acordo com o Web of Science (pesquisa realizada no dia 01/07/2017)........ccccccevvvevveveinennnn, 28

Figura 2.1. Temperatura (T) versus fracdo volumétrica (¢). llustracdo esquemaética de um
diagrama de fases para uma solucdo polimérica com comportamento LCST (a) e UCST (b)
(adaptado de GaNANT €1 A1) 2% ...ttt 36

Figura 2.2. Comportamento de um polimero linear termo-responsivo abaixo e acima da
temperatura critica com transicdo de fase LCST, conhecido como coil-to-globule transition
(adaptado de GIDSON). ......ciieieiiccie ettt reereanes 37

Figura 2.3. Estrutura quimica do NIPAM. ... 38

Figura 2.4. Sequéncia de moléculas de dgua que cooperam através de ligagdes de hidrogénio,
enquanto os grupos isopropil enovelam-se formando gloébulos. Essa conformacdo, acima da

LCST, é conhecida como pearl-necklace conformation (adaptado de Kojima & Tanaka). .... 39

Figura 2.5. Critério de miscibilidade em uma solucdo polimérica parcialmente miscivel. Em
(A), AGy em funcdo da fracdo volumétrica do polimero; em (B), o respectivo diagrama de

fases (adaptado de SChUNMACNEN). ™ .............iveiieeeeeeceeeee s 42

Figura 2.6. Diferentes estimulos externos que podem modificar o volume de um hidrogel
(adaptado de GUPTA BLAL).5% . ... et 44

Figura 2.7. Microgel termo-responsivo com comportamento LCST. Em baixas temperaturas,
as ligacbes de hidrogénio polimero-agua sdo dominantes, enquanto em temperaturas mais
altas (a exata T depende de diversos fatores) o microgel colapsa devido as interacoes
hidrofobicas (adaptado de YUNKEF).B2 ... eeee e s e 46

Figura 2.8. Representacdo esquematica das etapas da polimerizagdo em emulsdo,

considerando um mecanismo de nucleagdo homogénea. (adaptado de Chern). ...........cc........ 50

Figura 2.9. Mecanismo de formacdo de microgéis via SFEP. As etapas sdo decomposicéo
térmica do iniciador (a), iniciacdo (M representa 0 mondémero) (b), propagacéo (c), nucleacéo
da particula por precipitacdo (d), agregacgéo (e), crescimento da particula acima da LCST (f) e
intumescimento da particula abaixo da LCST (g). As cargas nas etapas (f) e (g) foram
omitidas para melhor visualizagdo (retirado de Saunders & Vincent).** ..........ccccovvoevvererennne. 52

XV



Figura 2.10. Duas possibilidades de estrutura para microgéis sintetizados via SFEP (adaptado
0E SAUNGEIS BL AL). weiiiiieiee ettt ettt sre e ste e reene e 53

Figura 2.11. Estrutura molecular da amilose (esquerda) e da amilopectina (direita). ®, ¥ e Q
representam 0s angulos torsionais das HQAaGOES .........c.eivererieriieneeie et 59

Figura 3.1. Representacdo tridimensional das estruturas cristalinas em amidos do tipo A (as
esferas laranjas representam as moléculas de &gua) e do tipo B (as esferas azuis representam

as moléculas de 4gua) (retirado de Buléon et al.).®% ..o, 74

Figura 3.2. Imagens de MEV das SNPs. Em (A), imagem das SNPs em suspensdo diluida
(escala = 2 um); Em (B), anélise de distribuicdo de tamanho das particulas utilizando ImageJ

(total de 90 objetos). Em (C), imagem das SNPs no estado solido (escala =1 um)................ 79

Figura 3.3. Funcdo de correlacdo temporal (circulos pretos abertos), funcdo ajustada (linha
preta) e distribuicdo dos tempos de relaxacdo (circulos pretos preenchidos) obtidos através do
tratamento matematico das func¢des utilizando o algoritmo REPES para as SNPs em solucgéo
(BLANON). et b bbbt bbbt 80

Figura 3.4. Padrdes de WAXS para o amido nativo (esquerda) e as SNPs (direita). Uma clara
mudanca na organizacao da estrutura cristalina das cadeias poliméricas que compde o amido

ap0os a NANOPrecCipitaGao € ODSEIVAAA. .........cccveiieeieiieie et 81

Figura 4.1. Efeito da copolimerizacdo na LCST do p(NIPAM) com a adicdo de um
comondmero hidrofilico (AAm) ou hidrofébico (N-tBAAm) (adaptado de Hoffman et al.).* 89

Figura 4.2. Mecanismo proposto para a copolimerizacdo dos polimeros do amido com
NIPAM em meio aquoso através de um iniciador persulfato, onde R ¢ o radical livre (OHe ou
SO4 ¢). O agente de reticulagdo, o surfactante e as reagOes radicalares que formam os

homopolimeros correspondentes foram omitidos para melhor visualizagao. .............cc.cce..... 99

Figura 4.3. Espectros de RMN *H das nanoparticulas de amido (SNPs), do microgel
sintetizado SNP-co-p(NIPAM) e do p(NIPAM) PUIO........ccveiieiieeiiece e 100

Figura 4.4. R, (determinado através de DLS) vs. temperatura (aquecimento) para oS
microgéis sintetizados via SFEP (A) e EP (B). As curvas foram plotadas separadamente
(SFEP e EP) para melhor visualizacio das diferencas em diferentes escalas de Ry.. A direita de
cada grafico Ry, vs. T, 0s respectivos pontos de inflexdo de cada curva. ..........cccccvvevervennnne. 102

Figura 4.5. Fracdo volumétrica do polimero (¢) versus temperatura. Os quadrados
preenchidos referem-se aos valores experimentais, enquanto as curvas continuas referem-se
ao ajuste teorico de acordo com a Equacdo 4.2 e 4.3. Em (A), NIPAM(1):SNP(0,5), (B)

XV



NIPAM(1):SNP(1), (C) NIPAM(1):SNP(2), (D) NIPAM(1):SNP(0,5)SDS, (E)
NIPAM(1):SNP(1)SDS € (F) NIPAM(L1):SNP(2)SDS. .....ooivereereereeereeeeesessesesseeseeeesnnas 105
Figura 4.6. Parametro de interacdo y versus temperatura. A funcdo x(T) foi modelada de
acordo com a equacdo 4.3. Em (a), microgéis na auséncia de SDS; em (b) microgéis na
presenca de SDS. A razdo NIPAM:SNP ¢é de 1:0,5 nas curvas em preto; 1:1 nas curvas em

vermelho; @ 1:2 Nas CUIVAS €M QZUL ..ot eee e 106

Figura 4.7. Fracdo volumétrica do polimero (¢) versus temperatura. Os quadrados
preenchidos referem-se aos valores experimentais, enquanto as curvas continuas referem-se
ao ajuste teodrico de acordo com a Equacdo 4.2 e 4.4. Em (A), NIPAM(1):SNP(0,5), (B)
NIPAM(1):SNP(1), (C) NIPAM(1):SNP(2), (D) NIPAM(1):SNP(0,5)SDS, (E)
NIPAM(1):SNP(1)SDS e (F) NIPAM(L1):SNP(2)SDS. ......coviiieiierieiie e, 107
Figura 4.8. Parametro de interacdo y versus temperatura. A funcdo x(T) foi modelada de
acordo com a equacdo 4.4. Em (a), microgéis na auséncia de SDS; em (b) microgéis na
presenca de SDS. A razdo NIPAM:SNP € de 1:0,5 nas curvas em preto; 1:1 nas curvas em
vermelho; € 1:2 Nas CUrvas €M azZUL. .........ccoouoiiiiiiieiece s 108
Figura 4.9. Imagens de MEV dos microgéis hibridos (escala = 1 um). Em (A),
NIPAM(1):SNP(0,5)SDS, (B) NIPAM(1):SNP(0,5), (C) NIPAM(1):SNP(1)SDS, (D)
NIPAM(1):SNP(1), (E) NIPAM(1):SNP(2)SDS e (F) NIPAM(1):SNP(2). No detalhe de cada
imagem, a distribuicdo quantitativa calculada através do ImageJ. .......cccccecvvevvinnecieciene, 111
Figura 4.10. Potencial zeta dos microgéis hibridos sintetizados. A identificacdo das amostras
segue a desCriGa0 da TaEIA 4.1, ..c..ooeeiiee et 112
Figura 4.11. Curvas obtidas através do experimento de SAXS para dois dos microgéis
hibridos aCimMa da VPTT (45 C) ..ttt 114
Figura 4.12. Estrutura proposta do microgel hibrido SNP-co-p(NIPAM). Acima da VPTT, a
estrutura se apresenta do tIPO CArOGO-CASCA. ........cruerrerreererereesreesteereesseesseeseesseesseaseessessseenseases 115
Figura 4.13. Curvas obtidas através do experimento de SAXS para 0os microgéis hibridos.
Em (A), com razdo NIPAM(1):SNP(1) acima da VPTT (45 °C); em (B), com razéo
NIPAM(1):SNP(2) acima da VPTT (45 °C). As curvas ndo foram ajustadas devido a falta de

(000 L1 =) (TR 117

Figura 5.1. Estrutura quimica do N,N'-metilenobisacrilamida (MBA)...........cccccceevverreenenn. 124

XVI



Figura 5.2. Ry, (determinado por DLS) versus temperatura para diferentes sistemas caroco de
poli(N-iso-propilmetacrilamida) (p(NIPMAM)) contendo diferentes concentracdes de MBA

(FEtirado e ZEISE BLAL).7 .. ..ottt 125
Figura 5.3. Geometria do equipamento 3D-PCCS (LS InStruments)..........cc.ccocvrvrenvrnnnnn. 130
Figura 5.4. Esquema de reagédo de funcionalizagdo das SNPS. .........ccccceceviniiininieiieee, 132

Figura 5.5. Mecanismo da substituicdo nucleofilica que ocorre durante a reacdo entre oS

polimeros do amido e o cloreto de acriloila. A cadeia polimérica foi omitida para melhor

visualizagdo, mostrando apenas o grupo reativo de interesse (-OH). .......c.ccocvvviniiiiciieinenn 133
Figura 5.6. Espectro de RMN TH das SNPS. .........cc.coovrvevemieereneeisessiossesssssesssssessssessennses 135
Figura 5.7. Espectros de RMN *H das ASNPS.........c.oeieieoieeeeeeesseeeesseeeeeeseees e 135
Figura 5.8. Espectros na regido do infravermelho para a SNP, ASNP12 e ASNP24. .......... 137

Figura 5.9. Esquema da sintese polimérica no qual ASNP12 ou ASNP24 foram utilizados

€OmMO agente de retICUIACAD. .......ccveiveiie ettt e e e anes 139

Figura 5.10. Imagens de MEV para 0s microgeis sintetizados com agente reticulante
ASNP12 ou ASNP24. Em (A), ASNP12-5-p(NIPAM), (B) ASNP12-10-p(NIPAM), (C)
ASNP24-5-p(NIPAM) e (D) ASNP24-10-p(NIPAM). ..ottt 140

Figura 5.11. Determinacdo da VPTT para 0s microgéis sintetizados utilizando (A) ASNP12 e
(B) ASNP24 como agente de retiCUlaCa0. .........ccveiieiueeie e 143

Figura 5.12. FuncGes de correlacdo temporal em 6= 90° a 15°C (curvas em vermelho) e a
45°C (curvas em preto) para 0s microgéis sintetizados utilizando ASNP12 como agente de
reticulagdo. Em (A), amostra ASNP12-5-p(NIPAM); em (B), amostra ASNP12-10-
DINIPAMY. ..ot enes 145

Figura 5.13. T vs. g° para 0s microgéis sintetizados com ASNP12 como agente de reticulacio
a 15 °C (quadrados) e a 45 °C (circulos). Em (A), amostra ASNP12-5-p(NIPAM); em (B),
amostra ASNPL2-10-P(NIPAM). ...c.ooiiiiieiee et 146
Figura 5.14. Fungdes de correlacdo temporal (A e C) e distribuicdes de tempos de relaxagédo
(B e D) para o microgel ASNP24-5-p(NIPAM) a15°C (AeB)e45°C (CeD). .....c........ 149

Figura 5.15. Fungdes de correlacdo temporal (A e C) e distribuicdes de tempos de relaxagédo
(B e D) para o microgel ASNP24-10-p(NIPAM) a15°C (AeB)e45°C (CeD).............. 150

Figura 5.16. llustracdo da rede reticulada dos microgéis preparados com os diferentes agentes
de reticulacéo e o efeito causado No Ry das particulas. ..........c.ccocevvriiieieneicncceee 152

XVII



LISTA DE TABELAS

Tabela 4.1. Concentragdo dos reagentes utilizados na sintese dos microgeéis...........c.ccccee..... 92

Tabela 4.2. Parametros utilizados para o ajuste das curvas mostradas na Figura 4.5 e valores
de qui-quadrado. O parametro de interacdo y foi modelado para uma expansdo em serie da
fracdo volumétrica até a terceira poténcia de acordo com a EQUacao 4.3.........ccccceeevevvvenenne. 104
Tabela 4.3. Parametros utilizados para o ajuste das curvas mostradas na Figura 4.7 e valores

de qui-quadrado. O parametro de interacdo y foi modelado de acordo com o modelo de Hill

(=0T Lo To T OSSR 107
Tabela 4.4. Parametros extraidos do ajuste das curvas de SAXS. ......ccccevevieevieeveieesn e 115
Tabela 5.1. Identificacdo e quantidades correspondentes de cada sintese realizada. ............ 129
Tabela 5.2. Grau de substituiao (GS) das ASNPS ........cccoeiieieeieieece e 136

Tabela 5.3. Coeficiente de difusdo (D) e raio hidrodinamico (Rp) para oS microgéis

sintetizados com o agente de reticulacdo ASNPL2. ........ccocoeiieiieieciece e 147

XVII



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

o — Razfo de intumescimento

[ — Parametro instrumental optico

¢ — Constante dielétrica

¢, f, — Fracdo volumétrica

A — Comprimento de onda

n — Viscosidade

T — tempo de relaxagdo ou tempo de intumescimento/colapso
' — Taxa/frequéncia de relaxacdo

6 — Temperatura theta

6 — Angulo de espalhamento

o — Polidisperséo

x — Pardmetro de interacdo polimero-solvente

{ — Potencial zeta

AGy — Energia livre de Gibbs de mistura

AHym — Entalpia de mistura

ASwm — Entropia de mistura

An — Contraste relativo a matriz da casca

pAn — Contraste relativo a matriz do nacleo

uz — Segundo cumulante

3D-PCCS - Espectroscopia de Correlacdo Cruzada de Fétons
A - Amplitude

Acin — Area do préton ligado ao carbono anomérico do anel glicosidico
Alig aupla — Area dos protons relativos a ligagdo dupla

APS — Persulfato de aménio

ASNPs — Polimeros do amido funcionalizados

CMC — Concentragdo micelar critica

co — copolimero

XIX



CP — Cloud point

D — coeficiente de difusdo

D,0 — Oxido de deutério

DLS — Espalhamento de luz dindmico
DMF — Dimetilformamida

DMSO - dimetilsulfoxido

EP — Polimerizacdo em emulsédo

f(ka) — Fungéo de Henry

FRT — Teoria Flory-Rehner

FTIR-ATR — Espectroscopia na Regido do Infravermelho no modo Refletdncia Total

Atenuada

g - graft

01(t) — Funcéo de correlacdo do campo elétrico

02(t) — Funcéo de correlacéo temporal da intensidade
GS — Grau de substituicdo

Ha — altura do pico amorfo

Hc — altura do pico cristalino

Icre - Indice de cristalizagio

I(q) - Intensidade

kg — Constante de Boltzmann

LCST — Low critical solution temperature

L, — Caminho livre de um foton

Ls — Tamanho da amostra

MBA — N,N'-metilenobisacrilamida

MEV — Microscopia eletronica de varredura

M, — Massa molecular aritmética media

M., — Massa molecular ponderal média

n — Indice de refracéo

N — Densidade numérica de particulas

NgeL — Grau de polimerizacdo médio entre dois pontos de reticulagédo

XX



NIPAM — N-isopropilacrilamida

PCS — Espectroscopia de correlacdo de fotons

PD.I — indice de polidispersao

P(q) — Fator forma

q — Vetor de espalhamento

QELS - Espalhamento de luz quasi-elastico

R — Raio da esfera

R1 — Raio da casca

R, — Raio do nucleo

Rn — Raio hidrodindmico

Rnho — Raio hidrodinamico no estado colapsado de referéncia
Rn (T) — Raio hidrodindmico na temperatura T

Rus — Raio de repulséo

RMN *H — Ressonancia magnética nuclear de préton
SAXS — Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo
SDS — Dodecil sulfato de sddio

SET-LRP — Single eletron transfer living radical polymerization

SFEP — Polimerizacdo em emulsao livre de surfactante
SLS — Espalhamento de Luz Estatico

SNPs — Nanoparticulas de amido

S(q) — Fator estrutura

T, — Temperatura critica

TEA — Trietilamina

UCST — Upper critical solution temperature

Ue — Mobilidade eletroforética

UV-Vis — Espectroscopia na Regido Ultravioleta-Visivel
VPT — Transigéo de volume de fase

VPTT — Temperatura de transi¢do de volume de fase

Vo — Volume do microgel no estado colapsado de referéncia

XXI



V(T) — Volume do microgel na temperatura T
WAXS — Espalhamento de Raios-X a Altos Angulos

ZP — Potencial zeta

XXII



RESUMO

Esta tese apresenta os estudos realizados quanto & sintese e caracterizagcdo de microgeéis
termo-responsivos de N-isopropilacrilamida (NIPAM) e macromoléculas de origem amilacea
em sua composicdo, sistemas ainda pouco explorados na literatura. Inicialmente,
nanoparticulas de amido (SNP) foram preparadas por nanoprecipitacdo para incorporagdo nos
microgeéis de interesse, atraves da dissolucdo dos granulos do amido em DMSO/H,0,
aplicacdo de ultrassom e precipitagdo em ndo-solvente. As SNPs preparadas foram utilizadas
como copolimero para formacdo de microgeéis hibridos do tipo SNP-co-p(NIPAM) através de
polimerizacdo em emulsdo na presenca e na auséncia de surfactante. A influéncia das SNPs
nas propriedades dos microgéis foi estudada por MEV, DLS, PZ e SAXS, onde foram
observadas mudancas no comportamento fisico-quimico e estrutura supramolecular dos
microgéis. No geral, observaram-se deslocamentos da temperatura de transi¢do de fase para
valores maiores (até 35 °C, cerca de 3 °C acima do valor determinado para sistemas contendo
p(NIPAM) puro), aumento da estabilidade coloidal e organizagdo dos polimeros presentes no
microgel em uma arquitetura carogo-casca. As propriedades de inchamento dos microgéis
também foram estudadas atraves da teoria de Flory-Rehner, onde a temperatura theta e o grau
de polimerizacdo entre dois pontos de reticulacdo foram determinados através do ajuste
apropriado do parametro de interacdo (). Paralelamente, visando um sistema diferente do
descrito acima, foi estudado um novo agente de reticulacdo baseado nos polimeros do amido,
a amilose e a amilopectina. Para isso, os polimeros do amido que compdem as nanoparticulas
foram modificados para a utilizagdo como agente de reticulacdo na sintese de microgéis de
p(NIPAM). Nesta etapa, uma reacdo de substituicdo dos grupos hidroxila dos polimeros do
amido foi realizada com o cloreto de acriloila de forma a inserir insaturacdes na estrutura dos
polimeros, para que estes fossem aplicados como reticulante. O sucesso da reacdo de
modificacdo foi verificado através de RMN *'H e FTIR, no qual um maior grau de
substituicdo foi obtido quando um tempo maior de reacdo foi empregado. Microgeis de
p(NIPAM) foram entdo preparados através de polimerizacdo em emulsdo utilizando os
reticulantes sintetizados. Observou-se a influéncia do grau de substituicdo e da concentracao
do reticulante nos microgéis, analisados por MEV, DLS e UV-Vis com controle de
temperatura. As principais mudangas foram relativas & temperatura de transicdo de fase e
tamanho dos microgéis. Utilizando o agente de reticulagdo com maior grau de substituicdo,
foi possivel deslocar a temperatura de transicdo de fase dos microgéis preparados para valores
maiores (35 °C, cerca de 3 °C acima do valor determinado para sistemas contendo p(NIPAM)
puro). Observou-se também uma resposta mecanica da rede do microgel, que refletiu no
tamanho das particulas, influenciada pela concentragdo dos agentes de reticulacdo e do grau
de substituicdo. Quanto maior a concentracdo e 0 grau de substituicdo do agente de
reticulagdo, maior a resisténcia ao intumescimento observado no microgel.

Palavras-chave: polimeros do amido; amilose; amilopectina; nanoparticulas de amido;
polimero termo-responsivo; N-isopropilacrilamida; microgel; temperatura de transicdo de
fase.
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ABSTRACT

This thesis presents the studies regarding the synthesis and characterization of thermo-
responsive microgels of N-isopropylacrylamide (NIPAM) and amylaceous-based
macromolecules, which are systems still little explored in the literature. At first, starch
nanoparticles (SNP) were prepared by nanoprecipitation, through dissolution of starch
granules in DMSO/H,0, ultrasound application and non-solvent precipitation. SNPs were
then used as copolymer in SNP-co-p(NIPAM) hybrid microgels synthesized by emulsion
polymerization in the presence and absence of surfactant. The influence of SNPs in microgel
properties were studied by SEM, DLS, ZP, and SAXS, where changes in the physical-
chemical behavior and supramolecular structure were observed. Summing up, shifts in the
phase transition temperature up to 35 °C, increased colloidal stability, and microgel polymers
organization into a core-shell structure were observed. Microgels swelling behaviour were
also studied by the Flory-Rehner theory, where the theta-temperature and the degree of
polymerization between two crosslinker points were determined through interaction
parameter () fitting. In parallel, a new starch-based crosslinker was studied. For this purpose,
starch polymers (amylose and amylopectin within the SNPs) were modified in order to use
them as crosslinker in p(NIPAM) microgel synthesis. In this step, a substitution reaction in
hydroxyl groups of SNP was carried out with acryloyl chloride, where double bonds were
attached in polymers structure, making it suitable as a crosslinker. Reaction performances
were evaluated through *H NMR and FTIR. Then, p(NIPAM) microgels were prepared by
emulsion polymerization using the crosslinker synthesized. The degree of substitution and the
crosslinker concentration influence were verified and analyzed by SEM, DLS and UV-Vis
with temperature control. The main observed changes were related to the phase transition
temperature e microgels size. Using the crosslinker with higher substitution degree, it was
possible the shift of the phase transition temperature to higher values (~35 °C). A mechanical
response, observed trough microgels size, was found, driven by the crosslinker concentration
and substitution degree. As higher the concentration and substitution degree of the
crosslinker, higher was the swelling resistance observed in microgel structure.

Keywords: starch polymers; amylose; amylopectin; starch nanoparticles; thermo-responsive

polymer; N-isopropylacrylamide; microgel; phase transition temperature.
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ORGANIZACAO DA TESE

Para facilitar a leitura e a compreensdo da linha do tempo dos experimentos e dos

resultados, esta tese foi dividida em 6 capitulos, conforme descricdo abaixo. As referéncias

bibliogréficas utilizadas foram inseridas ao final de cada capitulo, proporcionando maior

organizagao e acessibilidade.

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

Capitulo 1: referente a introducéo e objetivos, esse capitulo aborda de maneira geral o
que sera descrito ao longo de toda a tese, trazendo certa abordagem temporal,
atualidade do tema e importancia do trabalho desenvolvido. Ainda, descreve o0s

objetivos tragados no projeto.

Capitulo 2: trata da revisdo bibliografica, onde conceitos, teorias e equacles
importantes sdo descritos, e que sdo considerados primordiais para o entendimento dos
experimentos realizados e dos resultados obtidos.

Capitulo 3: este capitulo inicia com uma breve introducdo sobre os métodos de
formacdo de nanoparticulas de amido (SNPs) e a relacdo estrutura-propriedade das
mesmas. Ainda, sdo descritos os primeiros resultados, referentes a preparacdo e

caracterizacdo das SNPs para posterior utilizacdo nos sistemas de interesse desta tese.

Capitulo 4: referente a preparacdo de microgéis hibridos SNP-co-p(NIPAM), este
capitulo traz resultados quanto a influéncia das SNPs nas caracteristicas dos

microgéis, tais como tamanho, temperatura de transicao de fase, forma e estrutura.

Capitulo 5: neste capitulo sdo abordados os experimentos realizados para modificacdo
quimica das SNPs e a utilizacdo das mesmas como agente de reticulagdo em microgéis
de p(NIPAM), explorando a influéncia da concentracdo e do grau de substituicdo nas

propriedades dindamicas dos microgéis sintetizados.

Capitulo 6: é o ultimo capitulo da tese onde sumariza-se os resultados obtidos, as

conclusdes de acordo com os objetivos tragados e perspectivas futuras.
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Capitulo 1. Introducéo e Objetivos

1.1 INTRODUCAO

Materiais inteligentes ou materiais estimulo-responsivos, isto €, materiais que possuem
a habilidade de responder a um estimulo externo de forma reversivel, representam uma das
classes de materiais mais estudada dos ultimos anos.”® A Administracdo Nacional da
Aeronautica e Espaco (NASA — National Aeronautics and Space Administration) mantém em
sua pagina da internet uma sessdo exclusiva dedicada aos materiais inteligentes e suas
aplicacdes, como em ligas metalicas com memoria de forma, protecOes inteligentes para
corrosdo, polimeros que previnem a formagdo de gelo em aeronaves e polimeros eletroativos,

entre outros.*

Um dos principais grupos de materiais inteligentes é baseado em polimeros, porque
s30 mais baratos e de manipulacdo mais simples que metais ou ceramicas, por exemplo.> A
forma que esses polimeros inteligentes se apresenta varia bastante, podendo possuir diferentes
arquiteturas e composicdo. Nesta tese, serdo apresentadas estruturas baseadas em polimeros
inteligentes na forma de microgéis em fase aquosa, uma subclasse dos conhecidos hidrogéis.
A grande vantagem dos microgeis reside na sua habilidade de resposta rapida ao estimulo

externo aplicado.’

Os microgéis estimulo-responsivos sdo particulas coloidais e tém sido assunto de um
namero elevado de publicacdes e revisdes cientificas, devido as diversas vantagens que eles
apresentam frente a outras arquiteturas, tais como baixa polidispersdo e funcionalidade.”*® O
estimulo externo mais estudado € a temperatura, e tem como carro chefe o polimero poli(N-
isopropilacrilamida) (p(NIPAM)). A responsividade a temperatura é extremamente Gtil em

diversos segmentos, como no aprisionamento e liberagdo de farmacos e outras moléculas,*****

14-15

na fabricacdo de sensores, em superficies inteligentes®® e em engenharia de tecidos.!” A

termo-responsividade possui origem termodindmica, dependentes entdo das contribuicGes

18-19

entalpicas e entropicas do sistema de estudo, a qual sera aprofundada ao longo desta tese

de doutorado.

Quando o estudo com microgéis termo-responsivos iniciou, as particulas eram
compostas basicamente de um mondmero (geralmente, NIPAM) e um agente de reticulacéo
(geralmente, N,N'-metilenobisacrilamida (MBA)).?> De acordo com o crescimento das
pesquisas cientificas na area, diversos outros mondmeros comecaram a ser utilizados como

mondmero principal e/ou como comondmero, tais como acido acrilico e metacrilato de
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metila,?*** bem como iniciaram as variacdes do agente de reticulagdo, tanto na concentracio

como na composicdo quimica.*** Ainda, cargas e nanoparticulas inorganicas,?2°

2128 & piomacromoléculas®* foram e tém sido

mondmeros com dupla responsividade
incorporados aos microgéis, geralmente de p(NIPAM), para adigdo de propriedades e para
aplicacdes especificas. Além disso, a arquitetura de microgéis, geralmente homogéneos,

também tem sido alterada.®*>?

Uma pesquisa recente na base de dados Web of Science revelou que o tema microgéis,
especificamente de p(NIPAM), teve seu apice de publicacBes entre os anos de 2013 e 2015
(Figura 1.1). Apesar de nos dias atuais esse numero ainda ser elevado, muitos outros
monomeros termo-responsivos foram descobertos e tém sido utilizados, como o N-n-
propilacrilamida (NNPAM, com temperatura de transicdo de fase em 21 °C), o N-iso-
propilmetacrilamida (NIPMAM, com temperatura de transi¢cdo de fase em 44 °C) e muitos

32-33

outros derivados de N-alquilacrilamidas, reduzindo parcialmente o nimero de publicacbes

envolvendo NIPAM em microgéis, especificamente.

110
[l N-isopropylacrylamide + starch (= 43)
100 - [ N-isopropylacrylamide + microgel (=1007)

90 +
80 4
70 +
60
50 +

registros

40 -
30 -

20
10

0
'L°°° 'PQ\ m@m > ¥ m§ m@b '\55? '»é;\ m@% m@o’ @\Q f&\\ m°\q' @0 @\b 'P\b ¢°\6 @\ﬂ
Ano de publicacao
Figura 1.1. Numero de publicagdes a partir do ano 2000 contendo a combinacdo de
termos N-isopropylacrylamide + microgel (azul) e N-isopropylacrylamide + starch

(vermelho) de acordo com o Web of Science (pesquisa realizada no dia 01/07/2017).
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Durante a concepgéo deste projeto de tese de doutorado foi observado que, apesar dos
avangos na area, poucos trabalhos envolviam o uso de biomacromoléculas, em especial os
polimeros do amido, na preparacdo de microgéis estimulo-responsivos. As dificuldades estéo
relacionadas com a incorporagdo deste tipo de material na matriz do microgel, bem como
pelas caracteristicas de boa parte das macromoléculas de origem natural, como polidisperséo
elevada e variacdo da composicdo quimica e estrutural de acordo com a origem.
Nanoparticulas de amido (SNPs) demonstram uma forma de superar as dificuldades
atualmente encontradas, pois apresentam maior area superficial e difusividade, além de

possivel mudanca de padréo cristalino que apresenta inlimeras vantagens.

De forma ilustrativa, uma pesquisa contendo algumas das palavras-chave deste projeto
foi realizada na base de dados Web of Science, j& apresentada na Figura 1.1. Vale lembrar que
esta pesquisa foi restrita, incluindo termos bastante especificos. De acordo com o observado
na Figura 1.1 (em vermelho), nota-se o volume pouco expressivo de publicacdes envolvendo
amido e NIPAM. Se a palavra "microgel” é incluida na pesquisa "NIPAM" e "starch",
nenhum resultado é encontrado. Assim, as poucas publicacBes que envolvem amido e NIPAM
referem-se basicamente a outros tipos de arquiteturas como copolimeros do tipo graft e

estruturas do tipo gel, como hidrogéis viscoelasticos.

Até o momento, ndo foi encontrado na literatura o uso do amido em microgéis de
p(NIPAM). Desta forma, esta tese contempla a utilizacdo dos polimeros que compéem o
amido, na forma de uma mistura de amilose e amilopectina, para a preparacdo de microgéis
termo-responsivos. Neste trabalho, o amido serd explorado de duas formas: como copolimero
hidrofilico e como agente de reticulagcdo. Os proximos capitulos serdo dedicados a uma
revisao da literatura, seguido dos experimentos referentes a preparacdo e modificacdo dos
polimeros do amido, na sintese dos diferentes microgéis preparados e nas propriedades

estruturais, morfoldgicas e de inchamento desses novos materiais.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

O objetivo geral desta tese € a sintese, caracterizacdo e avaliacdo das propriedades de
microgeéis termo-responsivos que possuam polimeros do amido em sua composicao, atuando

como copolimero e/ou agente de reticulacéo.

1.2.2 Especificos

e Preparar nanoparticulas de polimeros do amido (SNPs) que possuam tamanho e forma

adequados para modificacdo e incorporacdo em microgéis termo-responsivos;

e Sintetizar microgéis hibridos quem contenham SNPs e NIPAM em diferentes raz0es,
avaliando a influéncia da rota sintética e das SNPs nas principais propriedades que microgéis

termo-responsivos exibem;

e Inferir uma possivel estrutura para os microgéis hibridos a partir dos resultados de
SAXS (Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo) e descrevé-los de acordo com o
comportamento de intumescimento/colapso utilizando os resultados de DLS (Espalhamento

de Luz Dindmico);

e Funcionalizar as SNPs através da insercdo de terminacdes insaturadas e utiliza-las

como agente de reticulacdo na preparacdo de microgéis hibridos de p(NIPAM);

e Avaliar de que forma os agentes de reticulacdo sintetizados agem na estrutura,

intumescimento e temperatura de transicdo de fase dos microgéis preparados.
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2.1 POLIMEROS ESTIMULO-RESPONSIVOS

Polimeros estimulo-responsivos, também conhecidos como polimeros inteligentes,

representam uma emergente e interessante classe de materiais com aplicagdes em diversas

1-2

areas de interesse cientifico, com destaque para o design de sensores, “ carreadores de

farmacos®> e engenharia de tecidos.®® Esses polimeros possuem a habilidade de responder a

9-11 12-15

um ou mais estimulos externos,” " podendo o estimulo ser de origem fisica (temperatura,

18-19

campo elétrico'® e magnético,’” 1uz'®*®), quimica (pH,*> %*# forca idnica,?* agentes

23-24 25-26

quimicos®®*?*) ou bioquimica (enzimas®?°). Recentemente, Hunter & Moghimi®’ publicaram
uma revisdo sob uma perspectiva biologica de polimeros inteligentes utilizados em sistemas

biomédicos, reforcando a relevancia cientifica deste tipo de material.

A resposta desses polimeros inteligentes ao receber o estimulo é dada de diferentes
maneiras, tais como mudancas na solubilidade, cor, condutividade elétrica, estado fisico e
caracteristicas superficiais,’ tendo sua origem na formagao ou remocéo de forcas secundérias
como ligacBes de hidrogénio, efeitos hidrofébicos, pressdo osmoética e interacOes

eletrostaticas, entre outros.?®

Uma caracteristica importante destes polimeros inteligentes é que estas alteracbes sdo
reversiveis, ou seja, estes sistemas tem a capacidade de retomar ao seu estado inicial quando o
estimulo cessa ou é retirado. O grau de resposta do polimero pode ser avaliado e controlado
pela intensidade do estimulo aplicado,” e a velocidade de resposta depende da forma e do

arranjo estrutural que o polimero se encontra (polimero linear ou reticulado, por exemplo).'*
11

Considerando a grande area de matéria mole, os polimeros responsivos e em especial

aqueles termo-responsivos pertencem a um dos maiores grupos de materiais estudados nos

9, 13, 29-30

ultimos anos e sdo objeto de estudo neste trabalho devido a facil aplicacdo do

estimulo e do monitoramento externo, além das inimeras aplicagdes que este tipo de material

proporciona.® 3%
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2.1.1 Polimeros termo-responsivos

A sensibilidade de polimeros a temperatura é uma das caracteristicas mais
interessantes e a propriedade mais estudada em materiais responsivos. Polimeros termo-
responsivos exibem uma transicdo de volume de fase (VPT) em uma determinada
temperatura, causando uma rapida mudanca no estado de solvatacdo do polimero em

determinado solvente.?®

Quando um polimero é dissolvido em um solvente adequado, ele pode tornar-se
insolivel com o aumento ou a diminuicdo da temperatura, precipitando da solucdo. Quando a
separacdo de fases ocorre com 0 aumento da temperatura, O sistema apresenta uma
temperatura critica inferior (LCST — lower critical solution temperature); quando a separagdo
de fases ocorre com a diminuicdo da temperatura, o sistema apresenta uma temperatura critica

superior (UCST — upper critical solution temperature) (Figura 2.1).

a A b A

T duas fases T uma fase (miscivel)
UCST
LCST

uma fase (miscivel)
duas fases

¢ ¢

Figura 2.1. Temperatura (T) versus fracdo volumeétrica (¢). llustracdo esquematica de um

diagrama de fases para uma solucdo polimérica com comportamento LCST (a) e UCST
(b) (adaptado de Gandhi et al.).?

A LCST, um dos fenbmenos de interesse deste trabalho, pode ser definida como a
temperatura na qual a solucéo polimérica sofre uma transicdo de fase, passando de um estado
em que as cadeias do polimero sdo sollveis no meio para um estado no qual as cadeias

poliméricas sdo parcialmente sol(veis no solvente, sendo essa transicao reversivel.®
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Em temperaturas abaixo da temperatura critica 0s polimeros termo-responsivos com
comportamento LCST apresentam apenas uma fase. Nesse momento, as interaces polimero-
solvente sdo intensas e regidas por ligacdes intermoleculares e/ou interaces eletrostaticas
atrativas. Com o aumento da temperatura acima da temperatura critica, as interacoes
polimero-polimero passam a ser mais intensas e o solvente é expulso da estrutura polimérica,

tornando o sistema bifasico.*

E observada também uma mudanca conformacional da estrutura polimérica. Em
polimeros termo-responsivos lineares com comportamento LCST, por exemplo, as cadeias
adquirem uma conformacao relaxada abaixo da temperatura critica, devido a boa solubilidade
no solvente. Acima da temperatura critica, essa solubilidade é reduzida e a cadeia enovela-se
empacotando em forma de glébulos, precipitando da solugdo (Figura 2.2). Esses globulos
apresentam baixa polaridade e as interacdes hidrofobicas causam certa agregacao das cadeias
poliméricas. Estes agregados sdo grandes suficientes para dispersar a luz e, geralmente, a

precipitacdo do polimero é visualmente observada através da turbidez da solucéo.

Temperatura

Composicio

Figura 2.2. Comportamento de um polimero linear termo-responsivo abaixo e acima da
temperatura critica com transicao de fase LCST, conhecido como coil-to-globule

transition (adaptado de Gibson).*

O polimero termo-responsivo mais estudado é o poli(N-isopropilacrilamida)
(p(NIPAM)), formado pelo mondmero N-isopropilacrilamida (NIPAM), com estrutura
quimica mostrada na Figura 2.3, possuindo LCST, em média, de 31 °C em 4gua.***° Estudos
recentes mostram que a LCST do p(NIPAM) é dependente da estereoquimica da cadeia
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polimérica (taticidade).**! O interesse em sistemas contendo p(NIPAM) deve-se ao fato de
sua LCST estar proxima da temperatura do corpo humano, favorecendo sua aplicacdo no

desenvolvimento de sistemas com interacao biolégica.**®

o=

HN

N-isopropilacrilamida (NIPAM)

Figura 2.3. Estrutura quimica do NIPAM.

A &gua se comporta como um bom solvente em baixas temperaturas através de
ligacGes de hidrogénio com os grupos amida do p(NIPAM). Essa interacdo é desfavorecida
com o aumento da temperatura, e as interacdes polimero-polimero (segmentos hidrofobicos)
passam a ser mais fortes que a interacdo polimero-agua, levando ao colapso gradual das

cadeias.*

A transicdo conformacional das cadeias poliméricas de p(NIPAM) antes e apds a
separacdo de fases tem sido estudada de forma intensa. Deshmukh et al.,* através de
simulacdes de dinamica molecular, estudaram o papel da solvatacdo e da organizacdo local da
agua na inducdo da transi¢cdo conformacional de oligbmeros de p(NIPAM). Os autores
relataram que a agua forma uma estrutura em forma de gaiola ao redor do polimero, e que esta
estrutura esta presente tanto abaixo quanto acima da LCST, porém sdo significativamente
diferentes uma da outra. Para uma cadeia contendo 30 mondmeros, abaixo da LCST, as
moléculas de 4gua organizam-se de maneira ordenada ao redor do polimero pela formacéo de
ligagbes de hidrogénio; acima da LCST, esse arranjo ordenado ndo € mais estavel e as

interacdes hidrofobicas tornam-se dominantes, contribuindo para o colapso do polimero.

No entanto, o real comportamento das cadeias de p(NIPAM) durante a separacdo de
fases possui divergéncias e ndo é totalmente elucidado, bem como sua alta sensibilidade e

consequente rapidez no colapso. Kojima & Tanaka*®*

propuseram o conceito de hidratagéo
cooperativa, causada pela interacdo da primeira molécula de agua com um grupo amida do

polimero, facilitando a ligacdo das moléculas de agua subsequentes, deslocando os grupos

38



Capitulo 2. Revisao Bibliografica

isopropil (que interagem através de interages intramoleculares) e criando um acesso para a
molécula seguinte. Acima da LCST, as cadeias poliméricas sdo facilmente desidratadas e uma
rapida transicdo de fase € observada. Essa conformacdo, representada na Figura 2.4, é

semelhante a um colar de pérolas (pearl-necklace conformation).

o
[+ = "
a ° g
o
° o ) ° =
° o 3
° o
- (¢ f ligagdes de H
; X/
©
a
0 o e \ o ° o &
& ° glébulo colapsado  ° :
o ° ° °

Figura 2.4. Sequéncia de moléculas de dgua que cooperam através de ligacbes de
hidrogénio, enquanto os grupos isopropil enovelam-se formando globulos. Essa
conformacéo, acima da LCST, é conhecida como pearl-necklace conformation (adaptado
de Kojima & Tanaka).

2.1.2 Aspectos termodinamicos da transicéo de fase

O fendmeno da LCST foi inicialmente observado em solucBes aquosas de polimeros
polares*®* e tem sido atribuida a um termo entrépico que afeta a energia livre da solucéo.*
Dependendo do sistema polimérico, diferentes causas podem ser atribuidas a transi¢cdo LCST.
Em polimeros inteligentes, a transi¢do de fase é basicamente devida a fortes interagdes como
a ligacdo de hidrogénio, abaixo da LCST, e interagdes hidrofdbicas, acima da LCST. Abaixo
da temperatura critica, a diminuicdo da entropia surge da reducdo do numero de graus de
liberdade com a formac&o das ligacfes de hidrogénio. Acima de determinada temperatura, 0

aumento da entropia esta relacionado ao numero elevado de configuragdes disponiveis devido
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ao rompimento das liga¢cdes de hidrogénio, tornando energeticamente favoravel para o

sistema a separacéo de fases.*®

A miscibilidade de uma mistura polimero/solvente € determinada pela energia livre de
Gibbs de mistura (AGy), que relaciona a componente entropica (ASy) e entalpica (AHy) de

mistura de acordo com a Equacéo 2.1.

AGmM = AHw —TASwm (2.1)

onde T é a temperatura absoluta (K).

A transicdo de fase ocorre quando variacfes de entalpia e entropia da mistura resultam
em valores positivos de AGy. O termo entélpico (AHy) esta relacionado com as interacdes
entre o polimero e o solvente, possuindo carater exotérmico durante a dissolugdo do polimero,
enquanto o termo entropico (ASy) se relaciona com as interacdes hidrofobicas polimero-

polimero, levando & precipitagdo do mesmo.***°

Considerando um sistema com transicao de fase LCST, o processo de solubilizagéo de
um polimero em determinado solvente a baixas temperaturas (T < LCST) é favorecido pela
formacdo de ligacdes de hidrogénio, levando a uma entalpia negativa de dissolucdo do
polimero no solvente. Alem disso, em sistemas contendo p(NIPAM), o grupo isopropil causa
estruturacdo da agua (conhecido como efeito hidrofébico).”* Ainda, ha um pequeno ganho de
entropia durante o processo de solubilizagdo, e AGy torna-se negativo (a entalpia é o termo
dominante). Com o aumento da temperatura da mistura, as interacdes polimero-polimero séo
favorecidas e, como resultado, as moléculas de agua sdo "expulsas" da estrutura polimérica

em resposta ao colapso do polimero.

No entanto, a miscibilidade de uma mistura polimero/solvente é melhor compreendida
através da andlise do par@metro de interacdo polimero-solvente () do sistema, incorporado ao
termo energético (AHm) na teoria desenvolvida por Flory-Huggins (Equacdo 2.2).°*>* O
tratamento desenvolvido por Flory e Huggins esta baseado em um modelo de reticulo rigido e
tem se mostrado versatil para descrever equilibrios de fase em solucGes poliméricas. Nesta
teoria, 0s componentes sdo misturados a volume constante e a energia de mistura pode ser

negativa (favorecendo a mistura) ou positiva (se opondo a mistura).
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AGy = N |n¢+(N¢) In(1—¢) + yp(1— ¢)} (2.2)

B

onde ga=¢ e gg= (1 -9).
Os subscritos A e B referem-se a especie A e B (neste caso, as espécies solvente e
polimero); Na € Ng s@o 0 nimero de sitios ocupados na rede por cada molécula; ¢ € a fracéo

volumétrica e k é a constante de Boltzmann.

Os primeiros dois termos do lado direito da equacédo refere-se a contribuicao entropica,
enquanto o Ultimo termo do lado direito da equacdo refere-se a contribuicdo entélpica. A
entropia sempre sera positiva em misturas, no entanto a energia de interagcdo entre 0s

componentes da mistura (entalpia) pode favorecer ou ndo a mistura.

O parametro adimensional ¥ ¢ dependente da temperatura e representa a medida das
diferencas na forca da energia da interacdo dos pares entre 0S componentes da mistura
(interacBes AA, BB e AB), comparado com as mesmas espécies no seu estado puro.>* Quando
x < 0, a interagdo entre as espécies ¢ maior que a interagdo entre elas proprias e a mistura é

favoravel. Quando y > 0, a atra¢do entre espécies iguais ¢ maior e a mistura nao ¢ favoravel.

Ainda do ponto de vista termodindmico, sabe-se que a condigdo AGyu < 0 é necessaria,
mas ndo suficiente para a ocorréncia da miscibilidade em sistemas parcialmente misciveis. O
grafico de AGy em fungdo da fracdo volumétrica do polimero (¢) mostra dois pontos de
inflexdo, limitando a miscibilidade a uma determinada regido (Figura 2.5). Desta forma, uma

segunda condicdo € necessaria para descrever a regido de miscibilidade (Equacéo 2.3):

0°G,,
[ o JT P >0 (2.3)
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Figura 2.5. Critério de miscibilidade em uma solucdo polimérica parcialmente miscivel.
Em (A), AGy em funcdo da fracdo volumétrica do polimero; em (B), o respectivo
diagrama de fases (adaptado de Schuhmacher).>®

A Figura 2.5 ilustra de forma genérica a relacdo entre AGy, e a composi¢do do sistema
em termos da fracdo volumétrica do polimero e o respectivo diagrama de fases. Sobre a curva

da Figura 2.5 — A, dois pontos de inflexdo sdo observados (¢sp' € ¢s,"), definindo o inicio da

i : . . : ’G
regido instavel do sistema (regido espinodal), nos quais (aa¢ M J =0.

Para temperaturas abaixo da temperatura critica (T;) as condi¢des de miscibilidade séo
satisfeitas para toda a faixa de composicdo. Acima da T., 0s componentes da mistura
separam-se em duas fases (composicdo entre ¢' e ¢"). A T, corresponde ao ponto critico, que é

(nico para cada sistema polimero/solvente.*

A curva binodal (curva solida na Figura 2.5 — B) separa a regido homogénea da regido

metaestavel, enquanto a curva espinodal separa a regido metaestavel da regido instavel. Em
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ambas as regides delimitadas pelas curvas binodal e espinodal (regido metaestavel e instavel)
ocorre a transicdo de fases. No entanto, uma transicdo de fases entre as curvas binodal e
espinodal € cineticamente lenta. No ponto critico (T, e ¢c) as curvas binodal e espinodal
coexistem. Experimentalmente, y varia de acordo com a variacdo de temperatura e o diagrama

de fases é construido em termos da temperatura e da composicéo.>* *®

2.2 HIDROGEIS

Um gel é uma rede polimérica ou coloidal tridimensional reticulada,®® que

intumesce com um solvente adequado (liogel) ou com um gas (aerogel), podendo ser vistos
como intermediarios entre sélido e liquido ou liquido e gas. Neste trabalho o foco é o liogel

polimérico, e 0 componente solvente é a 4gua, caracterizando o sistema chamado hidrogel.

Devido as diferentes propriedades, que combinam aquelas da contribuicdo do liquido e
solido, uma definicdo precisa do estado gel ndo é uma tarefa facil visto que diferentes
propriedades do sistema podem ser usadas para essa definicdo.”® No entanto, a forma
principal de determinacdo do estado gel é feita através de ensaios reoldgicos. As propriedades
fisicas combinam a natureza tanto do polimero quando do solvente, enquanto as ligacdes
cruzadas da rede inibem que as cadeias poliméricas explorem espaco de fase

conformacional.®®

Um hidrogel é uma rede fisicamente ou quimicamente reticulada, intumescida por
dgua.”” % Logo, essa estrutura polimérica pode envolver ligagdes covalentes (reticulacéo
quimica), ligacGes intermoleculares como van der Waals ou ligacBes de hidrogénio,
interacdes hidrofobicas e/ou interacBes fisicas cruzadas oriundas do emaranhamento das
cadeias (reticulagdo fisica).** Hidrogéis podem ser encontrados em qualquer lugar da
natureza. Um exemplo é o citoplasma da maioria das células vivas que exibem as

propriedades tipicas de um hidrogel.*®

Podem-se citar também diversos produtos utilizados no
dia a dia dos mais diversos segmentos industriais, como cosméticos, medicamentos de uso

topico e ingredientes alimenticios.

Uma classe fascinante dos hidrogéis sdo aqueles responsivos ou inteligentes,
compostos por polimeros responsivos ja revisados anteriormente, no qual reagem a estimulos

externos através da mudanca do seu tamanho conforme representado na Figura 2.6.%°
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Figura 2.6. Diferentes estimulos externos que podem modificar o volume de um hidrogel
(adaptado de Gupta et al.).*®

Dependendo do tamanho fisico, essas redes tridimensionais podem ser classificadas
como nanogéis, microgéis ou macrogéis.> > Nanogéis e microgéis séo hidrogéis confinados
em dimensdes nano e microscopicas, respectivamente.® Tais dimensdes sdo alcancadas de
acordo com a rota sintética utilizada na preparacdo dos mesmos, o qual serd melhor explicado
nos itens a seguir. Embora possuam muitas vezes as mesmas composi¢des quimicas e
propriedades termodinamicas que sdo inerentes a estrutura do polimero formado, nano-,
micro- e macrogéis mostram muitas diferencas notaveis. Dispersdes de particulas em escala
nanométrica e micrométrica possuem baixa viscosidade, enquanto macrogéis sao solidos
viscoelasticos. Microgéis possuem dimensdes coloidais, podendo responder quase
espontaneamente a estimulos externos devido ao seu tamanho mesoscopico, desencadeando
mudancas frente ao poder de absor¢do de &gua (intumescimento), possibilitando a sua

utilizacdo controlada em diversas aplicacdes.”

O processo de colapso de hidrogéis estimulo-responsivos é controlado pela difuséo,
onde a taxa de colapso estéa diretamente relacionada com a dimenséo fisica do gel.”* Tanaka &
Fillmore’® desenvolveram uma teoria para descrever a cinética de intumescimento/colapso de

géis, baseado no conceito de difuséo e de acordo com a equagdo 2.4:

r=R/ (2.4)
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onde t € 0 tempo de intumescimento ou colapso do gel, R é o tamanho do gel e D é o

coeficiente de difusio.

De acordo com essa relacdo, a forma mais ébvia de alcancar uma taxa de resposta
rapida é diminuindo o tamanho do gel. Assim, devido ao seu tamanho reduzido, os microgeis
colapsam muito mais rapidamente que géis macroscopicos. Geralmente, a taxa de colapso de
microgéis estd na escala de microssegundos.”® Os proximos itens dessa revisio serdo

dedicados a formac&o, estrutura e propriedades desses microgéis.

2.3 MICROGEIS

O termo 'microgel' foi introduzido pela primeira vez por Baker.” Entretanto,
Staudinger & Husemann™ foram pioneiros na preparacdo dos mesmos. De acordo com a
definicdo da IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), um microgel é
uma particula de gel de qualquer formato com didmetro equivalente variando entre 0,1 e 100
um.>” No entanto, essa definicdo é proposta para a distincdo de géis de diferentes tamanhos,
ndo contemplando a definicdo mais abrangente e utilizada pela comunidade cientifica

abordada em diferentes publicacées ao longo dos ltimos anos.® 3 44 666770, 76-78

Nesta definicdo mais abrangente, microgéis sdo particulas poliméricas reticuladas
dispersas na forma coloidal que intumescem em um meio solvente adequado, geralmente
agua. Ainda, sdo particulas deformaveis que possuem uma estrutura interna porosa, capazes
entdo de absorver considerdvel quantidade de solvente dentro de sua rede polimérica

reticulada.”’

Microgéis também possuem as propriedades tipicas de coloides, como a habilidade de
formar cristais coloidais.”®® Entretanto, diferente dos coloides do tipo esfera rigida, os
microgéis podem fundir devido as mudancas que ocorrem na fragdo volumeétrica (¢) devido a

qualidade do solvente de acordo com o estimulo recebido.®

Devido a presenga de grupos funcionais especificos e do tipo de solvente utilizado
durante a sintese, os microgéis podem ser responsivos, também chamados de microgéis
inteligentes, intumescendo e colapsando de acordo com o estimulo externo aplicado. Apesar
da existéncia de outras formas de particulas responsivas, 0s microgéis atraem grande interesse

devido ao seu tamanho mesoscépico e baixa viscosidade.”® Além disso, também sdo capazes

45



Capitulo 2. Revisao Bibliografica

de responder de forma répida ao estimulo quando o mesmo é aplicado ou retirado,®® "

habilitando seu uso em aplicag@es controladas.®*" %!

2.3.1 Microgéis termo-responsivos

O interesse em microgeis expandiu de forma consideravel no inicio dos anos 90, ap6s
a descoberta de Pelton & Chibante,*® em 1986, de que era possivel a preparagdo de microgéis
de p(NIPAM). O comportamento macroscopico de um microgel termo-responsivo €
demonstrado na Figura 2.7.

pontos de reticulagdo

Figura 2.7. Microgel termo-responsivo com comportamento LCST. Em baixas
temperaturas, as ligac@es de hidrogénio polimero-agua sdo dominantes, enquanto em
temperaturas mais altas (a exata T depende de diversos fatores) o microgel colapsa

devido as interacdes hidrofébicas (adaptado de Yunker).??

No estudo de microgéis, a temperatura critica de transi¢do de fase (LCST ou UCST) €
comumente referida como a temperatura de transicdo de volume de fase (VPTT, volume
phase transition temperature), ja que o colapso ou intumescimento do microgel na
temperatura de transicdo de fase ocorre de forma isotropica e € facilmente detectado pela

mudanca do volume do microgel.®

Abaixo da VPTT em microgéis com comportamento
LCST, as moléculas de agua comportam-se como um bom solvente e 0s microgéis estdo
altamente intumescidos. Elevando-se a temperatura acima da VPTT, o comportamento dos
microgeis muda completamente, colapsando rapidamente e diminuindo de tamanho visto que

as moléculas de agua séo expulsas do interior da rede tridimensional do microgel.”® "
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Curiosamente, a temperatura de transicdo de fase tipica de microgeis poliméricos € um
pouco diferente daquela de seus respectivos polimeros. Wu et al., em estudo com microgeis
de p(NIPAM), sugeriram que esse deslocamento na temperatura de transicao € causado pela
larga distribuicdo nos comprimentos das sub cadeias no interior do microgel.*® Para uma
amostra polidispersa, as cadeias poliméricas com diferentes comprimentos terdo transi¢oes
em diferentes temperaturas, o que leva a amostra a ter uma transi¢do de fase menos precisa.
Dessa forma, a VPTT de um microgel esta diretamente relacionada com o comprimento das
sub cadeias entre dois pontos de reticulagdo vizinhos. Acima da VPTT, as regides com sub
cadeias mais longas iréo colapsar primeiro que as regides com sub cadeias mais curtas, devido

a maior intensidade das forcas hidrofdbicas entre os segmentos.

A capacidade de intumescimento de microgéis termo-responsivos € tipicamente

descrita em termos da razéo de intumescimento («):

Ve :( Rio J (2.5)
V(™) (R(T)

onde V(T) e Vo sdo os volumes do microgel na temperatura T e no estado totalmente
colapsado, respectivamente. Devido a forma esférica dos microgéis e do
intumescimento/colapso isotrépico da rede polimérica,®® o raio hidrodinamico (R,) pode ser

utilizado no lugar de V na determinacéo de o.

O comportamento durante a transicdo de fases de géis homogéneos, por sua vez, pode

87-88

ser descrita pela teoria de Flory-Rehner, que prové informacgdes sobre a fracdo

volumétrica do polimero (¢), o pardmetro de interacdo polimero-solvente (y, também

conhecido como pardmetro de interacdo de Flory-Huggins)>*>®

, 0 grau de polimerizacéo
médio (NgeL) e a temperatura theta (6). Em alguns casos, esta teoria foi utilizada para
descrever o comportamento de intumescimento e colapso de microgéis com sucesso.® % As
equacOes e a aplicacdo da teoria nos sistemas estudados neste trabalho serdo apresentados nos

capitulos seguintes.
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2.3.2 Rotas sintéticas e mecanismos de formacao de microgéis

Microgeis formam dispersfes coloidais muito estaveis, além de ser relativamente
simples de preparar. O tamanho das particulas obtidas pode ser facilmente controlado, e o

indice de polidisperséo é usualmente mantido em niveis muito baixos.”

A técnica mais utilizada para a sintese de microgeéis é a polimerizagdo em emulséo
(EP), que consiste em uma polimerizacgdo radicalar livre heterogénea usualmente empregada
na formacdo de particulas coloidais.*® ®" Técnicas de polimerizacdo em emulsdo livre de
surfactante (SFEP) também séo bastante utilizadas, porém requerem uma fase continua com
alta constante dielétrica e iniciador idnico.** Outras técnicas, como aquelas baseadas em

polimerizagdo "viva", também tém sido exploradas na sintese e formago de microgéis.* ***°

O mecanismo de polimerizacdo por radicais livres em meio continuo apresenta trés
etapas: iniciacdo,”® propagacdo® e terminacio.®® Basicamente, um composto iniciador gera
radicais livres contendo um unico elétron desemparelhado que reage com uma molécula do
mondmero, iniciando a polimerizacdo. Esse iniciador pode ser termo, redox ou foto iniciado.
O monbmero iniciado possui um grupo ativo que é capaz de reagir com outra molécula de
mondémero ndo iniciado, permitindo a propagacdo da cadeia polimérica. Por fim, as cadeias
poliméricas ativas reagem entre si finalizando a polimerizacdo. A terminagdo também pode
acontecer por desproporcionamento ou transferéncia de cadeia. As etapas detalhadas que
ocorrem durante a polimerizacdo radicalar podem ser encontradas em literatura

especializada. %

Tipicamente, para a sintese de microgéis, os monémeros sdo dispersos na fase
continua, geralmente agua, seguido da adi¢do do surfactante e do iniciador solivel no meio. A
presenca de um agente quimico de reticulagdo (crosslinker) ndo é essencial para a
polimerizacdo em emulsdo, mas é indispensavel para a formagdo de microgéis porque previne
a dissolucdo dos mesmos em &gua em temperaturas baixas (T < LCST), formando a rede
tridimensional caracteristica de géis.”® A utilizacio de ambas as técnicas (EP e SFEP)
resultam em particulas esféricas e com estreita distribuicio de tamanhos.'® A principal
diferenga entre a EP e SFEP é que nesta ultima, uma etapa de agregacdo ocorre durante o
crescimento da particula e isso resulta em uma distribuicdo de particulas maior quando

comparada aquela que seria atingida com a presenca do surfactante.’

48



Capitulo 2. Revisao Bibliografica

O mecanismo de nucleagdo das particulas é uma caracteristica bastante importante da
polimerizacdo em emulsdo. Atualmente, trés mecanismos sdo aceitos: nucleacdo micelar,

76,93, 104 1 1assificam o mecanismo de

homogénea e de goticulas de monémero. Muitos autores
formacdo dos microgéis sintetizados via EP e SFEP como nucleacdo homogénea, que consiste
no processo de nucleacdo de particulas quando a solugdo torna-se supersaturada em

polimero.®

Ambas as técnicas de polimerizacdo citadas (EP e SFEP) foram utilizadas no
desenvolvimento deste trabalho e os mecanismos de formacgéo dos microgeéis serdao discutidos

a sequir.

2.3.2.1 Polimerizacédo em emulséao (EP)

A polimerizagdo em emulsdo permite a preparacdo de microgéis com didmetro muito
pequeno (menores que 150 nm). Inicialmente, os radicais livres sdo formados pela
decomposicdo do iniciador e iniciam a polimerizagdo com as moléculas de mondmero
dissolvidas no meio. Os radicais oligoméricos formados tornam-se mais hidrofobicos e,
quando um comprimento de cadeia critico é alcancado, a cadeia colapsa na forma de uma
particula precursora coloidal instavel. Nesse momento, esse oligbmero pode se ligar a outras
particulas precursoras (floculacdo) seguido da adsor¢do das moléculas de surfactante em sua
superficie, de forma a tornar-se grande o suficiente a ponto de ser estavel, ou também pode se
depositar em alguma particula que ja possua estabilidade coloidal (elevada carga superficial e

consequente alcance de estabilidade eletrostatica).** 1%

A concentracdo do surfactante utilizada na sintese de microgéis geralmente € menor
que a concentracdo micelar critica (CMC) (mecanismo de nucleacdo homogénea).
ConcentracOes de surfactante acima da CMC podem ser utilizadas também, no entanto dados
experimentais extras seriam necessarios para distinguir se a polimerizacdo em emulsdo com
surfactante acima da CMC seguiria um mecanismo de nucleagdo homogénea ou nucleacéo

micelar.*®

A Figura 2.8 apresenta uma ilustragdo esquematica do mecanismo de polimerizacéo
em emulsdo descrito acima. Os principios mecanisticos da nucleagdo homogénea descritos

s30 bastante gerais e, por isso, aplicam-se também as copolimerizacdes em emulsdo.'*
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Figura 2.8. Representacdo esquematica das etapas da polimerizacdo em emulséo,

considerando um mecanismo de nucleacdo homogénea. (adaptado de Chern).*®

E importante ressaltar que a temperatura utilizada durante a polimerizacdo ndo é
importante apenas para a decomposicdo térmica do iniciador. Para a preparacdo de microgéis
termo-responsivos, 0 uso de temperaturas de polimerizacdo (usualmente entre 70 e 80 °C)
bem acima da LCST do polimero permite a formacdo de particulas com estreita distribuicdo
de tamanho e baixa polidispersao, porque a medida que o polimero vai sendo formado, ocorre
a precipitacdo.™ " Muitas vezes, essa reacéo de polimerizacio é chamada de polimerizacéo

por precipitacdo, justamente devido a esse fato.

O tamanho dos microgéis pode ser controlado através da modulacdo da concentragdo
do surfactante utilizada durante a sintese, no qual uma maior concentracdo de surfactante

(considerando como faixa limite a CMC) resulta em microgéis menores, agindo como um
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limitador de crescimento da particula, como relatado por Andersson & Maunu'®” em seus

estudos sobre o efeito da concentracao do surfactante na sintese de microgéis de p(NIPAM).

2.3.2.2 Polimerizacdo em emulsdo livre de surfactante (SFEP)

A estabilidade coloidal de microgéis sintetizados via SFEP tem sua origem nos
fragmentos do iniciador i6nico que residem na superficie da particula.”® As cadeias
poliméricas carregadas formadas durante a polimerizagdo, por sua vez, agem como as
moléculas de surfactante, estabilizando o crescimento da particula. A vantagem principal do
uso da SFEP é a auséncia de surfactante, que muitas vezes torna-se dificil de ser retirado
totalmente na etapa de purificacdo do microgel. A Figura 2.9 ilustra 0 mecanismo de
preparacdo de microgéis utilizando SFEP.

Igualmente a iniciacdo da polimerizacdo via EP, a polimerizacdo via SFEP inicia-se
através da decomposicdo do iniciador idnico. Os oligbmeros produzidos sdo ativos na
superficie (etapa ¢ — Figura 2.9) e formam ndcleos (precipitados) quando o comprimento da
cadeia oligomérica excede a solubilidade limite no solvente (etapa d — Figura 2.9). Os nucleos
crescem na forma de agregados até o alcance da estabilizacdo eletrostatica, e a 0 crescimento
da particula ocorre através da absorcdo de mondmeros ou cadeias oligoméricas (etapa e —
Figura 2.9). A caracteristica chave da SFEP é que o periodo de nucleacdo da particula é
muito curto (na ordem de minutos), 0 que assegura uma distribuicdo de tamanhos de particula
muito estreita. O tamanho final da particula sintetizada via SFEP ¢ alcan¢ada com o aumento

da concentragdo eletrolitica e diminuicio da concentracio do iniciador.**
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Figura 2.9. Mecanismo de formacdo de microgéis via SFEP. As etapas sdo
decomposicdo térmica do iniciador (a), iniciacdo (M representa 0 monémero) (b),
propagacao (c), nucleacdo da particula por precipitacdo (d), agregacdo (e), crescimento
da particula acima da LCST (f) e intumescimento da particula abaixo da LCST (g). As
cargas nas etapas (f) e (g) foram omitidas para melhor visualizacdo (retirado de Saunders
& Vincent).*

2.3.3 Estrutura interna dos microgeéis

A estrutura interna dos microgéis compreende uma rede polimérica reticulada, com
estrutura porosa, do tipo esponja.'® Nessa estrutura esférica, do tipo micela, as cadeias

poliméricas hidrofobicas tendem a se orientar para o interior da particula, direcionando a parte
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carregada (proveniente do iniciador) para o exterior e estabilizando a estrutura na superficie

da particula (quando presente, o surfactante exerce uma estabilizagdo superficial adicional).*®

Utilizando SFEP pra a preparacdo de microgéis, algumas cadeias poliméricas
solvatadas se estendem para a fase continua (agua, geralmente) criando uma barreira estérica,
com morfologia do tipo fuzzy sphere.**® Pelton & Hoare''! sugerem que além das cargas
residentes na superficie da particula, algumas cargas podem residir no final dessas cadeias
poliméricas solvatadas que estdo na fase continua. Assim, a combinacdo dessas cargas
elétricas sugere que praticamente todos os microgeéis sdo bastante resistentes a agregacao

entre particulas e, consequentemente, possuem estabilidade coloidal.***

O agente de reticulacdo forma pontes entre as cadeias poliméricas de forma a manter a
rede tridimensional. Entretanto, a distribuicdo dos pontos de reticulacdo ndo é homogénea

1."2 em um estudo cinético da formagéo de

dentro da particula como relatado por Wu et a
microgéis utilizando EP. Neste trabalho, os autores observaram um consumo muito mais
rapido do agente de reticulacdo do que do mondémero NIPAM, indicando que as particulas
ndo tem uma composicao uniforme. Essa distribuicdo ndo homogénea € atribuida as diferentes
cinéticas de reacéo do agente de reticulagdo e do mondmero.” Saunders,*** anos apés a
pesquisa de Wu et al., sugeriu algumas morfologias para microgéis sintetizados via SFEP que
concordam com o observado por Wu et al., através de experimentos com espalhamento de
néutrons (SANS). A Figura 2.10 ilustra essas morfologias, a qual leva em consideracdo as

etapas de agregacdo e crescimento durante a SFEP.

densidade do
segmento —-l

distincia

Figura 2.10. Duas possibilidades de estrutura para microgéis sintetizados via SFEP

(adaptado de Saunders et al.).”
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A estrutura (a) da Figura 2.10 consiste em um modelo tedrico carogo-casca, no qual
nanoparticulas agregadas compdem o0 caroco e possuem maior densidade de reticulagdo que
aquelas que compdem a casca. A estrutura (b) é também um modelo caro¢o-casca que possuli
estrutura uniforme no caroco e uniforme na casca, porém sdo diferentes uma da outra. De
acordo com o autor da proposta, as diferengas entre (a) e (b) desaparecem se o tamanho da
nanoparticula de (a) se aproximar de valores muito pequenos. Contudo, alguns autores de fato
conseguiram sintetizar microgeéis com distribuicdo homogénea do agente de reticulacdo na
matriz polimérica. Acciaro et al.™* e Still et al.'*® sintetizaram microgéis com reticulagdo
homogénea, alimentando a reacdo com pequenas porcOes de agente de reticulacdo e

monomero de forma regular durante a polimerizagéo.

2.3.4 Fatores que influenciam as propriedades fisico-quimicas dos microgéis

Vaérios fatores podem influenciar as propriedades de um microgel, sendo as mais
interessantes aquelas que alteram a VPTT, o tamanho, a responsividade e as propriedades
mecanicas. Utilizando como rota sintética uma copolimerizacéo aleatéria via EP ou SFEP, por
exemplo, a VPTT de microgéis de p(NIPAM) é passivel de deslocamento para valores
maiores ou menores de acordo com as interagdes hidrofilicas-hidrofébicas e a razdo entre o0s
comondmeros envolvidos na copolimerizagdo.”> ™ Ainda, microgéis com maultipla

responsividade podem ser sintetizados de acordo com o comondmero adicionado.*¢*

A densidade de ligagdes cruzadas (pontos de reticulacdo) também influencia algumas

3 33, 118

propriedades do microgel, como na resisténcia ao colapso,® no tamanho e/ou nas

119-120 A0

propriedades mecanicas da particula. longo deste trabalho, a influéncia da

copolimerizacdo e do agente de reticulacdo nas propriedades de microgéis de p(NIPAM)

serdo discutidos.

2.3.5 Principais técnicas de caracterizagdo de microgéis

Dependendo do objetivo, diversas técnicas podem ser utilizadas na caracterizagéo de

microgéis. No entanto, algumas técnicas sdo muito comuns de serem encontradas na
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literatura, tais como as técnicas de espalhamento de radiacdo (luz, raios-X e néutrons).
Diversas técnicas foram utilizadas no desenvolvimento deste trabalho, porém serdo focados
aqui alguns aspectos tedricos daquelas mais relevantes para o trabalho e que exigem um

minimo de fundamentacédo para posterior discussdo dos resultados.
2.3.5.1 Espalhamento de luz dinamico (DLS)****

Também chamado de espectroscopia de correlacdo de fotons (PCS) e de espalhamento
de luz quasi-elastico (QELS), o DLS é utilizado para detectar flutuagbes temporais na
intensidade de luz espalhada por particulas ou moléculas em solu¢do devido ao movimento
Browniano. Essas flutuacfes na intensidade séo originadas da flutuacdo do indice de refracédo
da solucdo, que tem origem na difusdo translacional das moléculas ou particulas em solucéo.
O principio bésico é relativamente simples: a amostra € iluminada por um feixe de luz e as
flutuacGes da luz espalhada sdo detectadas em um angulo conhecido de espalhamento (6) por

um detector de fétons.

O sinal da radiacdo adquirido através do numero de fotons que entram no detector é
expresso na forma de uma funcéo de correlacdo temporal de acordo com a equacgédo 2.6, que
pode ser relacionada com a funcdo de correlacdo do campo elétrico através da relacdo de

Siegert (equagé.o 2. l)
gz(t)— |i|||-|- —J‘T I(t')l(tl+t)dtl (26)
| Y

9,(t)=1+ A, (t)’ 2.7)

O subscrito 2" na equagéo 2.7 indica uma funcao de correlacdo de segunda ordem que
envolve medidas de intensidade de luz, e f € um pardmetro instrumental Optico. Para
particulas pouco polidispersas e sistemas diluidos, o decaimento da intensidade da funcéo de

correlacdo é uma Unica funcdo exponencial simples dada pela equacao 2.8:
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g,(t)=exp(-Tt) (2.8)

onde I' ¢ a taxa ou frequéncia de relaxacao.

O decaimento desta funcdo segue uma escala de tempo caracteristica dependente do
coeficiente de difusdo do sistema espalhado. Assim, a taxa de relaxacdo (I') esta ligada ao
coeficiente de difusdo (D) através da equacdo 2.9, e pode ser relacionado ao raio
hidrodindmico (Ry) de particulas em solucdo através da relacdo de Stokes-Einstein (equagdo
2.10):

l=F=Dq2 (2.9)
T
k.T
R =|—2 2.10
a5 @10
4m . (6
_ v 2.11
q ﬁsm[zj (2.11)

onde g ¢ o vetor de espalhamento e tem a dimensao do reciproco do espago, T € o tempo de
relaxacdo, kg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta, # é a viscosidade do
meio, n é o indice de refracdo, 2 € o comprimento de onda do laser e 6 é o angulo de

espalhamento.

Para amostras pouco polidispersas e isotropicas, medidas em apenas um angulo de
observacdo sdo consideradas confiaveis. Para amostras com diferentes geometrias, faz-se
necessario o monitoramento das fungdes de correlacdo em diferentes angulos e o coeficiente
de difusdo ¢ obtido através da inclinagdo de I vs. g° (equagdo 2.9).

Ainda, para sistemas que apresentam baixa polidispersdo (< 0,3, distribuicdo
monomodal), uma equac¢do polinomial (equagdo 2.12) conhecida como metodo dos
cumulantes pode ser utilizada para a determinacdo do indice de polidispersdo (PD.I) (equacao
2.13):
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9,(t)= Aexp (- Ft)(l+ % 1,2 +j (2.12)

(PD.l)—%zw (2.13)

onde A corresponde a amplitude da distribuigdo ¢ p, € denominado o segundo cumulante e
corresponde a uma expectativa de ocorréncia; My, e M, correspondem as massas moleculares

meédias ponderal e aritmética, respectivamente.

Para investigacdo de sistemas com polidispersdo maior ou que contenham diferentes
populacbes, métodos ndo lineares de analise precisam ser empregados. Nesse caso, as fungdes

de correlagdo séo tratadas aplicando transformadas inversas de Laplace (equacédo 2.14):

g,(t)-1= a{ j A(r)exp[_?t)d TT (2.14)

Esta transformacéo é feita com o auxilio de programas comercialmente disponiveis,

como 0 CONTIN,**®* minimos quadrados n&o negativos (NNLS)'?® ou REPES.**

2.3.5.2 Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)'?¢1%

Os principios do espalhamento de raios-X sdo basicamente os mesmos do
espalhamento de luz estéatico, diferindo no comprimento de onda (1) da radiacdo incidente.
Diversas técnicas utilizam a incidéncia de raios-X para deteccao e investigacdo de fenémenos
da interacdo entre a matéria e a radiagdo. O espalhamento gerado a baixos angulos é eléstico,
semelhante ao espalhamento de luz estatico (SLS) e, por isso, sdo muitas vezes utilizados

como técnicas complementares uma da outra.

A técnica de SAXS, especificamente, é geralmente utilizada como técnica
complementar para investigacdo da estrutura interna, da dimensédo e da forma de particulas e

sistemas especificos, através de experimentos em angulos que variam entre 0,1 e 10° (q=
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0,006 a 6 nm™) que permitem acesso a dimensdes reais que vdo desde ~1 pm até 1 nm. As
particulas de interesse devem, basicamente, possuir contraste de densidade eletrdnica em
relacdo ao solvente para serem investigadas por SAXS, isso porque o espalhamento das ondas

pelos materiais origina-se das flutuacdes espaciais da densidade de elétrons nos mesmos.

No experimento, o numero de fotons espalhados por uma amostra é contado como
funcdo do angulo de espalhamento (), geralmente expresso em termos do vetor de
espalhamento (q) (equacdo 2.11), e depende das caracteristicas da amostra (contraste),

intensidade de raios-X incidente e distancia amostra-detector.

O espalhamento de uma particula que compdem um sistema diluido pode ser atribuido
como uma interferéncia produzida por todas as ondas que sdo enviadas ao detector por cada
elétron que compde a particula. O quadrado do somatoério da amplitude dessas ondas resulta
em um padrao de interferéncia, que oscila de forma caracteristica com o formato da particula.
Essa interferéncia é chamada de fator forma, P(q), que se refere, entdo, a forma e ao tamanho

das particulas e esta relacionado com o espalhamento de uma particula simples isolada.

Quando o sistema de interesse estd mais concentrado ou empacotado de forma mais
densa, a distancia entre as particulas ndo pode ser negligenciada, e o padrdo de interferéncia
tera contribuicdo das particulas vizinhas e da interacdo entre elas (interacdo interparticula).
Essa interferéncia adicional é chamada de fator estrutura, S(q). Assim, para um determinado
sistema de particula espalhantes, a intensidade de raios-X, 1(g), é resultado da multiplicacdo
dos fatores forma e estrutura de acordo com a equacéo 2.15:

1(9)=NP(q)S(q) (2.15)

onde N € a densidade numérica de particulas.

Ainda, a polidispersdo, mesmo que baixa dependendo do sistema, deve ser
considerada visto que todas N particulas que compde o sistema ndo séo idénticas em tamanho
e forma. Para isso, funcdes de distribuicdo que representem a polidispersao e o sistema como

um todo devem ser avaliadas.

O ajuste das curvas de SAXS geralmente é feito através do uso de programas
especificos como o SASit, Origin e Igor. Nestes estdo inclusos equacdes de ajuste e diversos

modelos para auxilio na determinacéo dos parametros de interesse.
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2.4 AMIDO

O amido é um conhecido carboidrato renovavel e de baixo custo que se apresenta na

forma de granulos, e tem recebido atencdo especial nos Gltimos anos devido a sua alta

131-132

biocompatibilidade e hidrofilicidade, sendo composto de dois homopolimeros

principais: a amilose, que consiste de cadeias lineares de a-d-glucose conectadas por ligagdes
glicosidicas a(1—4) e a amilopectina, que possui cadeia parcialmente ramificada composta
por ligacdes glicosidicas a(1—4) e a(1—6) (Figura 2.11).2¥3* As proporcées em que essas
estruturas aparecem diferem em relacdo as fontes boténicas, variedades de uma mesma
espécie e, mesmo numa mesma variedade, de acordo com o grau de maturacdo da planta.**
135 Devido as suas propriedades, o amido é extensivamente usado em diversas areas de

interesse, como indGstria de alimentos,*®® de adesivos,**’ farmacéutica,*®

|139-140

em aplicacdes
143-144

e tratamento de residuos,****? dentre outras.

biomédicas em gera

o @Dy @D o @y _ @)\«

@1 Y1

JuL

@1 '¥1 °2 2
Figura 2.11. Estrutura molecular da amilose (esquerda) e da amilopectina (direita). ®, ¥
e Q representam os angulos torsionais das ligacGes glicosidicas (retirado de Pérez et

al.).t
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Uma das caracteristicas do amido mais explorada é sua capacidade de absorcdo de agua
em funcdo da temperatura.**™*® No entanto, dependendo da temperatura, ocorre um processo
irreversivel chamado gelatinizacdo, que consiste no rompimento das ligacbes de hidrogénio
estabelecidas entre os polimeros amilose e amilopectina, destruindo a estrutura granular do
amido e liberando os polimeros na solucdo através de ligagdes de hidrogénio dos grupos
hidroxilas dos polimeros do amido com a agua. Ainda, a gelatinizacdo é acompanhada por
uma mudanca bastante acentuada na viscosidade da solugdo. Essa propriedade é bastante util

em diversos segmentos, como a producéo de filmes*’ e hidroggis.** 18

A amilose e a amilopectina tém propriedades distintas. A amilose tem uma alta
tendéncia a retrogradacdo e produz géis duros e filmes fortes. A retrogradacéo ¢ um fenémeno
que o amido gelatinizado pode sofrer quando armazenado e resfriado, no qual as ligacOes de
hidrogénio tornam-se mais fortes devido ao rearranjo das cadeias ao se reassociarem em um
estado mais ordenado, produzindo géis de viscosidade elevada.*®> A amilopectina dispersa em

4gua é mais estavel e produz filmes fracos e géis moles (pouco viscosos).™

As ramificacgdes
da amilopectina impedem em parte a aproximacdo de suas cadeias, dificultando sua
solubilizacdo e a formacdo de ligacdes de hidrogénio, tornando as caracteristicas de
retrogradacdo da amilose e da amilopectina cineticamente diferentes.’*® Fisicamente, a
maioria dos amidos nativos sdo semi-cristalinos, tendo uma cristalinidade de cerca de 20-
45%. A amilose e os pontos de ramificacdo da amilopectina formam as regifes amorfas. As
cadeias ramificadas mais curtas da amilopectina séo o principal componente cristalino no

amido granular.*®

Considerando sua versatilidade, o amido e outras macromoléculas de origem natural
tém sido utilizadas em combinacdo com polimeros responsivos na formacdo de diferentes
materiais, como hidrogéis,**® copolimeros do tipo graft'>*™? e estruturas poliméricas com
arquiteturas definidas através de polimerizagdo controlada.*®® Zhang & Zhuo,™ por exemplo,
sintetizaram hidrogéis copoliméricos a partir de amido nativo gelatinizado com NIPAM em
diferentes propor¢des melhorando assim as propriedades superficiais devido & uma estrutura
de hidratagdo mais estavel ao redor dos grupos hidrofobicos, quando comparado a hidrogéis
de p(NIPAM) puros. Baseado no experimento dos autores, mais ligacdes de hidrogénio
(devido aos grupos hidroxila dos polimeros que compéem o amido) foram formadas no
hidrogel, formando uma estrutura de hidratagdo mais estavel ao redor dos grupos hidrofobicos
do p(NIPAM).
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Vieira e colaboradores™ prepararam hidrogéis fisicos injetaveis de p(NIPAM)
contendo quitosana e amido. No hidrogel contendo o amido, a LCST foi deslocada para
valores proximos de 37 °C, além de adquirir uma estrutura tridimensional bem definida e
largos poros. Hidrogéis pH-responsivos contendo acrilamida e amido de batata foram
sintetizados por Dragan & Apopei,™® onde uma répida resposta no intumescimento e colapso
da estrutura polimérica pode ser observada. Os mesmos autores, em diferente publicacgéo,
testaram hidrogéis de amido e acrilamida na adsorcdo de corantes.’’ Mais recentemente,
utilizando polimerizacéo radicalar viva por transferéncia de elétron (single eletron transfer
living radical polymerization, SET-LRP), Wang e colaboradores™*® foram capazes de preparar
copolimeros de amido-g-p(NIPAM) utilizando um macroiniciador de amido solGvel em
liquido ibnico, com termo-responsividade variando entre 23 °C e 31,5 °C, dependendo do

comprimento das cadeias de p(NIPAM).
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Capitulo 3. Preparacéo e caracterizacdo das SNPs

3.1 INTRODUCAO

O uso do amido como material de partida para sintese de nanoparticulas (starch
nanoparticles, SNPs) tem crescido," e vérias aplicacdes sdo descritas na literatura.®** O
amido, por definicdo, € um granulo, que contém em sua estrutura polimeros que podem ser
entdo modificados e utilizados para determinados objetivos e aplicacbes. Apesar da
nomenclatura 'nanoparticulas de amido' ser bastante difundida no meio cientifico, o que de
fato ocorre nestes casos é a reorganizagdo em dominios nanométricos dos polimeros que
compdem o amido: a amilose e a amilopectina. Em conformidade com o descrito na literatura
e para facilitar a discussdo dos resultados apresentados nesta tese, sera utilizado o termo
'nanoparticulas de amido’. Quando necessario, uma discussdo envolvendo as fragdes

poliméricas (amilose/amilopectina) contidas nessas nanoparticulas seré desenvolvida.

Estudos'®?*® revelaram que os granulos de amido consistem de numerosos blocos
nanomeétricos cristalinos e que, através de diferentes métodos, esses blocos nanométricos
podem ser isolados da matriz granular do amido.***® Assim, essas nanoparticulas de amido
(também chamados de nanocristais de amido, dependendo da técnica utilizada e do teor
cristalino final) passam a ter uma fracdo cristalina geralmente maior que aquela do granulo de
amido nativo e com as mesmas vantagens do material de partida, como a biodegradabilidade e
compatibilidade com diversos sistemas de origem bioldgica.

1118 e difusividade®®

Ainda, as diferentes propriedades como maior area superficia
fazem parte das principais raz6es para 0 uso das nanoparticulas dos polimeros do amido em
substituicdo ao amido nativo. Uma aplicacdo bastante recente do uso de SNPs é relatada por
Saari e colaboradores,® onde as mesmas foram utilizadas para aplicacdo especifica em
emulsdes de Pickering de grau alimenticio. Os autores reportaram que, apesar de diversas
aplicacbes de amido nativo em emulsdes de Pickering, as SNPs estabilizaram melhor a
emulsdo através do aumento da capacidade de emulsificacdo devido ao menor tamanho e
maior 4area superficial. Em 2014, Chin et al.?* também prepararam SNPs para liberagao
controlada de curcumina. Os autores relatam que a solubilidade em agua da curcumina
carregada nas nanoparticulas foi aumentada quando comparada a solubilidade da curcumina

livre.

Para preparar nanoparticulas de amido, duas estratégias podem ser utilizadas,

conhecidas como bottom up (de baixo para cima) e top down (de cima para baixo). Na
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primeira, a estratégia consiste no arranjo de moléculas de glicose e de oligbmeros e sua auto-
organizacdo até a formacao das particulas nanométricas. A segunda estratégia envolve o uso
de métodos quimicos ou fisicos para reduzir o tamanho dos granulos do amido (nanoamido)
ou do amido gelatinizado até a escala nanométrica (nanoparticulas dos polimeros que

comp&em o amido).! ® %

2, 4, 20, 23

Diversas técnicas como nanoprecipitacéo, aplicacdo de pressdo,?* hidrélise

1025 microemulsio? e ultrassom®® %

acida, sdo utilizadas para a formacdo das SNPs pela
estratégia top down. A nanoprecipitacdo ou precipitacio em nao-solvente,*’ técnica escolhida
para a formacdo de SNPs neste trabalho, possui algumas vantagens visto que é um
procedimento rapido e facil, onde solventes geralmente pouco tdxicos sdo utilizados. Além de
simples, a técnica é facilmente reprodutivel, e tem sido utilizada, por exemplo, na formacao
de nanoparticulas de polimeros como o poli(acido latico) (PLA) e o poli(acido latico-co-acido
glicélico) (PLGA).>"%

O processo de nanoprecipitacdo envolve a adi¢do sucessiva de pequenas quantidades de
uma solucdo polimérica em uma quantidade relativamente grande de solvente (chamado de
ndo-solvente) que é miscivel com o solvente da solucdo polimérica, porém nao é miscivel
com o polimero, que é entdo precipitado da solucdo.® A partir desta técnica, particulas com
estreita distribuicdo de tamanho podem ser obtidas.” * Como desvantagem, uma grande

quantidade de solvente é utilizada.

Tan et al.* por exemplo, prepararam SNPs com estreita distribuicdo de tamanhos
através da nanoprecipitacdo em agua de uma solucdo contendo amido acetilado em acetona.
Os autores observaram que o tamanho das SNPs poderia ser facilmente controlado ajustando
a concentracdo do polimero no solvente e/ou a propor¢do entre as fases aquosa e organica.
Chin e colaboradores,? por sua vez, formaram SNPs através da técnica de nanoprecipitagdo
em etanol de uma solucdo contendo amido nativo dissolvido em uma solucdo de hidroxido de
sodio (NaOH). Diferentes tamanhos de SNPs puderam ser obtidas controlando a velocidade

de agitacdo durante a preparacdo das mesmas.

A respeito da organizagdo estrutural e cristalina apds a formacao das SNPs, estudos tém
revelado diversas conclusdes, variando desde a manutencdo da organizacdo cristalina,*® da
mudanca dessa organizacgdo para niveis mais ou menos ordenados em relacdo ao material de
partida® e até ao desaparecimento da cristalinidade.®* De acordo com o arranjo cristalino das

cadeias poliméricas que compdem o amido nativo, dois alomorfos sdo conhecidos: o tipo A e
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o0 tipo B, que correspondem, respectivamente, ao empacotamento monoclinico e hexagonal

das duplas hélices.®*3%*

A estrutura do tipo A é empacotada de forma compacta com as moléculas de 4gua entre
cada estrutura da dupla hélice helicoidal, caracterizando o amido contido na maioria dos
cereais. A estrutura do tipo B, por sua vez, € mais aberta, e as moléculas de agua estdo
localizadas na cavidade central de seis duplas hélices, caracterizando o amido contido em
tubérculos e aqueles com alto teor de amilose. A representacao tridimensional das estruturas
do tipo A e B € dada na Figura 3.1. Uma terceira estrutura, chamada de tipo C, é conhecida
por conter ambos os tipos de estrutura descritos anteriormente.™ * A estrutura do tipo V

também é relatada na literatura, e deve-se basicamente & formacao de cristais de amilose.***®

Figura 3.1. Representacdo tridimensional das estruturas cristalinas em amidos do tipo A

(as esferas laranjas representam as moléculas de dgua) e do tipo B (as esferas azuis

representam as moléculas de 4gua) (retirado de Buléon et al.).**

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados de formacéo e caracterizagdo de SNPs
para posterior utilizagdo na formacao de microgéis termo-responsivos. A utilizacdo deste tipo
de nanoparticula para essa finalidade é dificilmente encontrada na literatura e, geralmente, as
publicacbes incluem apenas a preparacdo de hidrogeis com amido gelatinizado. Alguns
estudos, ainda, incluem SNPs modificadas para a formacgéo de hidrogéis com alta resisténcia
mecanica,® para a preparacdo de hidrogéis de p(NIPAM)* e para a sintese de hidrogéis

formados in situ a partir de reagdes de Schiff.® *
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Materiais

Amido de milho regular (Amisol 3408, 19% de amilose) foi doado pela Ingredion
(Jundiai, SP, Brasil) e seco a 60 °C por 48 h antes de sua utilizacdo. Dimetilsulfoxido
(DMSO), etanol absoluto e todos outros reagentes ndo citados sdo de grau analitico e foram

utilizados sem purificacdo prévia.

3.2.2 Preparacao das SNPs

Baseado em um método de solubilizagdo dos granulos do amido** (com algumas
modificacdes) e um procedimento de nanoprecipitacio top down ja descrito na literatura,? as
SNPs foram formadas de acordo com o protocolo descrito abaixo.

Uma solugdo contendo 2% de amido (m/V) em DMSO/H,0 (razdo 9:1) foi preparada
e mantida sob agitacdo magnética durante 2 horas a 40 °C até completa dissolucdo dos
granulos, resultando em uma solucdo com concentragdo de 20 mg.mL™. Depois de resfriada &
temperatura ambiente, a solucdo (viscosa e turva) foi submetida a tratamento ultrassdnico
(Branson Sonifier, modelo 250 e 450, 20 kHz, EUA, ponteira DES500) por 1 min, utilizando
100% de amplitude. Um banho de gelo foi utilizado ao redor da amostra submetida ao
ultrassom para evitar o aquecimento devido a sonicacdo. O objetivo dessa etapa foi a
diminuicdo da M,, dos polimeros do amido. Informacg6es detalhadas sobre o procedimento e
otimizacdo dos parametros ultrassdnicos podem ser encontradas em publicacdo feita pelo

N0sso grupo em um sistema semelhante.*?

Para a formag&o das nanoparticulas, 1 mL da solucdo descrita acima, de concentracao
igual a 20 mg.mL™, foi adicionada gota-a-gota de forma constante e com intervalos
controlados (1 gota (~15 pL)/segundo) com o auxilio de uma pipeta automatica em 20 mL de
etanol absoluto, sob agitacdo magnética a uma velocidade controlada de 900 rpm. Apos 1 h de

agitacdo (contado a partir da finalizacdo do gotejamento), a suspensdo foi purificada através
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de 3 centrifugagdes sucessivas (3000 rpm, 15 min) e re-suspensdes em etanol absoluto para a

remocao do DMSO e da agua residual e, entdo, seca a 40 °C por 24 h.

3.3 CARACTERIZACAO

3.3.1 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

As medidas de DLS para a solucdo diluida de SNPs em etanol foram realizadas a 25
°C utilizando o equipamento Brookhaven (goniometro BI200M, correlagdo digital
BI9000AT) com laser polarizado vertical He-Ne (1 = 632,8 nm) e angulo de espalhamento
fixo de & = 90°. O volume de espalhamento foi minimizado através de uma abertura de 400
pm e um filtro de interferéncia colocado antes da entrada da fotomultiplicadora. Os dados
apresentados sdo resultantes de uma media de 3 medidas individuais. O tratamento dos dados
foi realizado utilizado o algoritmo REPES* incorporado ao programa GENDIST. Também

foi utilizado o método dos cumulantes para determinacéo do indice de polidispersdo (PD.I).*

3.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens foram obtidas utilizando um equipamento EVO (MA10, Zeiss,
Alemanha). As SNPs em suspensdo foram diluidas e cerca de 2 puL da amostra foram
colocadas em laminulas de vidro e metalizada com uma fina camada de ouro antes da
aquisicdo da imagem. As SNPs secas foram colocadas em fita de carbono e também

metalizadas com ouro para aquisi¢do da imagem.

A distribuicdo quantitativa de tamanho das SNPs em suspenséo foi realizada

utilizando o software ImageJ.*

Essa distribuicdo foi realizada com cerca de 10 imagens de
MEV (cada imagem continha cerca de 10 particulas) provenientes de 2 amostras preparadas

em dias diferentes.
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3.3.3 Espalhamento de Raios-X a Altos Angulos (WAXS)

As analises de WAXS foram realizadas em um Sistema Xeuss (Xenocs). O sistema de
raios-X consistiu de um tubo de 30 W CuKoa com espelho optico de ultra baixa divergéncia
(GeniX) e um detector hibrido Pilatus (300 K, 20 Hz, Dectris). A distancia amostra-detector
foi de 160 mm, calibrado com behenato de prata. Os componentes motorizados foram
controlados com o software SPEC. A calibracdo absoluta dos dados espalhados foi realizada

com carbono vitreo tipo 2, amostra P11.%

Amostras secas (15 mg) foram misturadas com 15
pL de agua, colocadas em um porta amostra de 1 mm e seladas para prevenir qualquer
mudanca da razdo amostra:agua. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente. O
indice de cristalizacdo (Icr %) das amostras de amido nativo e das SNPs foi calculado de
acordo com a Equacéo 3.1 baseada na altura dos picos cristalinos e da regido amorfa proposta

por Hulleman e colaboradores.*’

He

= i) (3.1)

0,
lx %

onde Hc e Ha sdo, respectivamente, a altura do pico cristalino de referéncia e a altura da

regido amorfa.

Os padrdes de WAXS para 0 amido nativo e para as SNPs foram deconvoluidos
utilizando curvas Lorentzianas através do software Origin (OriginLab, Northampton, MA).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Tamanho e forma das SNPs

O sistema solvente DMSO/H,O tem sido largamente utilizado como agente de
solubilizacdo dos granulos do amido e seus polimeros, pois permite a solubilizacdo dos
granulos sob condi¢des moderadas sem a adicdo de nenhum outro reagente quimico.”® No

entanto, a viscosidade e a turbidez dessas solugbes sdo usualmente altas e dependem da
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concentracdo do amido em solucéo.*® Durante a solubilizac&o a estrutura granular do amido é

destruida, liberando os polimeros amilose e amilopectina que possuem alta massa molecular.

A utilizacdo do ultrassom no auxilio da reducéo da viscosidade de solugdes bem como
na reducdo do tamanho e massa molecular de particulas tém sido bastante explorado.® 6 %2
Muito dos efeitos fisicos causados pelo ultrassom sdo atribuidos a cavitacdo, que consiste no
colapso de microbolhas que estouram e se propagam como uma onda sonora através da
solucdo.”™™ A forca de cisalhamento criada devido a esse colapso é capaz de quebrar ligacdes
covalentes em materiais poliméricos, e a exposicdo prolongada de solucGes de
macromoléculas a esse tratamento ultrassénico pode produzir uma reducdo permanente da

viscosidade da solug&o.”?>*

Apbs o tratamento ultrassonico, foi observado que a solucdo polimérica tornou-se
limpida. Durante o procedimento de precipitacdo em ndo-solvente as gotas da solugdo tratada
no ultrassom se formaram com mais facilidade e uniformidade, devido a diminuicdo da
viscosidade da solucdo. A técnica de ultrassom objetivou também a reducdo da M,, dos
polimeros do amido, pois para a formacdo de microgéis é requerida uma estrutura menor e
mais organizada, que pode ser melhor obtida com uma menor M,,. A determinac¢do da massa
molar dos polimeros do amido antes e ap6s o tratamento ultrassonico ndo foi realizada,
porgue observou-se uma correspondéncia dos raios hidrodindmicos obtidos com a preparacao
dos polimeros do amido em DMSO/H,0 apds o tratamento ultrassdnico apresentada neste
capitulo (R, = 108,3 nm) com o trabalho anterior do grupo (Ry = 103,4 nm),** o que permite

concluir que houve a redugédo da M,, na mesma ordem de grandeza.

A formacdo das nanoparticulas através da nanoprecipitacdo pode ser explicada pela
turbuléncia interfacial ou agitacdo espontanea da interface entre duas fases liquidas fora do
equilibrio, envolvendo fluxo, difusdo e processos superficiais.”*>® O nao-solvente (etanol)
associado com a energia transferida através da regular e elevada velocidade de agitacdo
permitiu a preparacdo de nanoparticulas esféricas pequenas e individuais (quando em
suspensdo) com distribuicdo de tamanhos relativamente estreita, como pode ser visto nas

imagens de MEV apresentadas na Figura 3.2.
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Figura 3.2. Imagens de MEV das SNPs. Em (A), imagem das SNPs em suspenséo
diluida (escala =2 pm); Em (B), anélise de distribui¢do de tamanho das particulas
utilizando ImageJ (total de 90 objetos). Em (C), imagem das SNPs no estado so6lido

(escala =1 pm).

As imagens de MEV (Figura 3.2 — A, C) sugerem que ap06s a retirada do ndo-solvente
(etanol) as SNPs permanecem com formato e tamanho semelhante aquelas em suspensdo. A
distribuicdo de tamanhos calculada utilizando o software ImageJ (Figura 3.2 — B) mostra que

o diametro médio das SNPs é de 148 + 20 nm.

A razdo final da solugdo polimérica/etanol utilizada para a nanoprecipitacdo (1:20,
v/v) foi de extrema importancia para a formacdo das nanoparticulas esféricas apresentadas na
Figura 3.2. E relatado na literatura que essa razdo possui um significante impacto na
morfologia das SNPs. A razdo 1:10, por exemplo, resulta em nanoparticulas com formato de
fibras, enquanto a razdo 1:15 resulta em uma mistura de nanoparticulas esféricas e

nanoparticulas alongadas do tipo fibras.™.
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Quando a concentracdo da solucdo polimérica é suficientemente baixa, as cadeias
estdo em um estado disperso e podem entdo ser separadas em dominios nanométricos quando
adicionadas ao néo solvente. Hornig & Heinze®’ relataram que o aumento da polidisperséo de
nanoparticulas aumenta significativamente com o aumento da concentracdo da solugdo
polimérica. Uma distribuicdo estreita de tamanhos geralmente € alcancada quando a
concentracdo da solucdo polimérica utilizada para a nanoprecipitacdo varia entre 1 e 8
mg.mL™, ocorrendo agregacdo em concentracdes acima de 20 mg.mL™.* Neste trabalho,
entdo, a concentracdo de 20 mg.mL™ foi escolhida por ndo formar agregados em solucéo e ser
uma concentracdo relativamente alta, aumentando o rendimento e diminuindo o nimero de

preparacdes e de quantidade de ndo-solvente.

A Figura 3.3 apresenta os resultados de DLS das SNPs em solucdo. Por serem
particulas isotropicas, medidas apenas a 90° foram realizadas e consideradas entdo confiaveis.
O experimento resultou em uma distribuicdo de particulas monodispersas com raio

hidrodindmico médio de 75,2 nm e indice de polidispersdo (PD.I) de 0,268.

R,=752nm
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Figura 3.3. Funcao de correlacdo temporal (circulos pretos abertos), funcéo ajustada
(linha preta) e distribuicdo dos tempos de relaxagédo (circulos pretos preenchidos) obtidos
através do tratamento matematico das funcdes utilizando o algoritmo REPES para as

SNPs em solucdo (etanol).
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3.4.2 Estrutura semi-cristalina das SNPs

Os granulos do amido estdo organizados em regides cristalinas e amorfas, sendo a
transicdo entre elas gradual. A regido cristalina é constituida de cadeias laterais da
amilopectina, enquanto que os pontos de ramificagdo e a amilose sdo 0s principais
componentes das regides amorfas. Desse modo, a cristalinidade dos polimeros do amido,
nativos (granulos) ou modificados, € descrita principalmente em funcdo das duplas hélices

formadas pelas ramificacdes da amilopectina,®® exemplificadas na Figura 3.1.

A fim de investigar o efeito de uma eventual recristalizacdo dos polimeros que
compdem as nanoparticulas, os padrdes de WAXS para as amostras de amido nativo e das
SNPs foram adquiridos e diferentes perfis foram encontrados (Figura 3.4). A estrutura
cristalina do amido granular, como relatado brevemente na introducédo, pode ser dividida em 2
tipos: A e B, com adicdo da estrutura tipo C e V,> que depende da origem botanica, do
comprimento das cadeias de amilopectina e da densidade de empacotamento dentro da

estrutura polimérica.®

* Armado nativo y + SNPs
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<.
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Figura 3.4. Padrdes de WAXS para o amido nativo (esquerda) e as SNPs (direita). Uma

clara mudanca na organizacéo da estrutura cristalina das cadeias poliméricas que compde

0 amido ap0s a nanoprecipitagdo € observada.

O amido nativo apresenta um perfil tipico da estrutura cristalina tipo A (Figura 3.4 —
esquerda), com picos caracteristicos em q igual a 10,3, 12,4 e 159 nm™, usualmente

encontrada em espécies de cereais, como o amido de milho utilizado.*® Entretanto, ao
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observarmos o padrdo de WAXS adquirido para as SNPs (Figura 3.4 — direta), uma mistura
de perfis das estruturas cristalinas do tipo B e V sdo encontradas, com picos caracteristicos em
q igual a 3,8, 11,6, 15,1 e 16,3 nm™. Essa mudanca de padréo cristalino ja foi relatada por

outros autores,l 612

e pode ser atribuida ao aumento da mobilidade da porcéo cristalina nas
regides amorfas, levando & uma reorganizagdo molecular que envolve interacdes entre as
cadeias de amilose-amilose e amilose-amilopectina.®* O resultado encontrado corresponde
com o encontrado na literatura, onde € descrito que baixas temperaturas de recristalizacdo e
longas cadeias poliméricas promovem um empacotamento cristalino do tipo B + V.>° Outra
hipotese seria a formacdo de cristais do tipo V durante a recristalizacdo devido a formagéo de
complexos de inclusdo entre a amilose e as moléculas de etanol, como relatado por Rondeau-

Mouro® e Putaux.®*

O indice de cristalinidade (Icr %) das amostras foi calculado e resultou nos valores de
36,5% e 55,3% para 0 amido nativo e as SNPs, respectivamente. Geralmente o aumento da
cristalinidade em grénulos do amido é alcancado através de tratamento acido ou enzimatico,
em consequéncia da hidrélise priméaria das regides amorfas que possuem interaces
intermoleculares mais fracas e baixo grau de organizagdo.?® Os processos de annealing
também tendem a formacdo de estruturas mais organizadas e com maior indice de
cristalinidade.®® No caso de recristalizagdo, sugere-se que a quebra das cadeias dos polimeros
do amido na regido amorfa permite uma reordenacao dos segmentos de cadeia, resultando em
uma estrutura mais cristalina.®® indices de cristalinidade similares séo relatados por outros

pesquisadores.®* ¢’

3.5 CONSIDERACOES FINAIS

A preparacdo de nanoparticulas de amido, apesar de relativamente simples, possuli
detalhes que, quando atentados, resultam em estruturas bastante interessantes. O protocolo
estabelecido para a formacdo das SNPs foi cuidadosamente elaborado para que as proximas
etapas do projeto pudessem ser desenvolvidas. O protocolo de preparacdo foi repetido
diversas vezes e em todas as amostras analisadas o resultado foi de uma distribuicdo de
tamanhos muito semelhante entre si (~75 nm), mantendo o formato esférico e pouco

polidisperso.
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Apesar de ser baseado em rotas de preparacdo ja descritas na literatura, o protocolo de
preparacdo utilizado levou a resultados ainda ndo observados por outros autores para este tipo
de técnica no que diz respeito a formacdo de nanoparticulas de amido. A existéncia de um
padrdo cristalino nas SNPs, ainda que ndo determinante para as etapas subsequentes do
projeto, € muito interessante e pode ser Util para outras areas de interesse cientifico. O tipo de
arranjo cristalino presente no padrdo do tipo V ¢é tipico de cristais de amilose que sdo
usualmente estudados e empregados como encapsuladores de farmacos e corantes. A
utilizacdo de SNPs com padrdo cristalino do tipo B + V, por exemplo, podem levar a um
melhor encapsulamento de farmacos do que SNPs com padrao cristalino A, B ou C, somente.
Ainda, as SNPs preparadas neste trabalho possuem teor cristalino maior que granulos de
amido nativo, podendo ser Uteis em aplicacGes que exijam uma maior resisténcia térmica, por

exemplo.
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Capitulo 4. Microgéis hibridos SNP-co-p(NIPAM)

4.1 INTRODUCAO

A adicdo de comonbémeros tém sido o fator de influéncia nas propriedades de
microgéis mais encontrado na literatura nos Gltimos anos.'? Dependendo da natureza quimica
do comondémero, € possivel modular a VPTT dos microgéis para valores maiores ou menores,
bem como alterar o tamanho da particula® A rota sintética usada geralmente é a
polimerizacdo em emulsdo na presenca ou auséncia de surfactante, e os copolimeros
sintetizados dessa forma podem exibir uma distribuicdo estatistica maior ou menor dos
diferentes mondmeros no microgel dependendo da cinética de copolimerizacdo de cada

componente.

Hoffman et al.* polimerizaram NIPAM com um comondmero hidrofilico (acrilamida,
AAmM) e com um comondmero hidrofébico (N-terc-butilacrilamida, N-tBAAm). De acordo
com os autores (Figura 4.1), a adicdo de comondmeros hidrofilicos desloca a VPTT de
microgéis para valores maiores, enquanto a adi¢cdo de comondmeros hidrofébicos desloca a
VPTT para valores menores. As interacdes polimero-polimero, polimero-solvente e
copolimero-solvente sdo as responsaveis por esses deslocamentos da VPTT, que sdo maiores
ou menores dependendo da quantidade de comondmero adicionada e da polaridade do

mesmo.

Efeito da copolimerizacdo na LCST do p(NIPAM)

60 =
50 ] AAM
40
LCST ;
(T/°C) 30
20 9 N-tBAAM
10 5
(4] ¥ - 3 T 5
0 20 40 80 80

% de mondmero AAm ou N-tBAAm na mistura

Figura 4.1. Efeito da copolimerizacdo na LCST do p(NIPAM) com a adi¢do de um
comonodmero hidrofilico (AAm) ou hidrofobico (N-tBAAm) (adaptado de Hoffman et

al.).*
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Utilizando um derivado substituido de acrilamida, Ma & Xing® sintetizaram um
microgel contendo NIPAM e metacrilato de trietilenoglicol (TREGMA). Devido ao caréater
hidrofilico do comondmero, a VPTT do microgel foi deslocada para valores muito proximos
da temperatura normal do corpo humano, além de adquirir uma razdo de intumescimento («)

muito maior que aquela encontrada para microgeis de p(NIPAM) puros.

Um dos comondmeros mais utilizados na preparacdo de microgéis nos ultimos anos €
o acido acrilico (AA), introduzido como comondémero em microgeis de p(NIPAM) pela
primeira vez nos anos 90 por Snowden et al.® O interesse nesse comondmero é principalmente
devido ao seu carater anidnico que consequentemente atribui responsividade ao pH aos
microgéis de p(NIPAM). Com a adicdo de comondmeros de carater ibnico, as interacdes
eletrostaticas no interior do gel sdo acentuadas e 0 comportamento durante o intumescimento
é alterado de diferentes maneiras. Primeiramente, observa-se um deslocamento na VPTT para
temperaturas maiores. Ainda, esses copolimeros apresentam responsividade acentuada a
mudancas no pH e também na forca i6nica, visto que esses parametros sdo influenciados pela
densidade das cargas da rede polimérica. Hoare & Pelton descrevem com clareza a
dependéncia do pH de copolimeros de p(NIPAM) contendo grupos -COOH.’

Devido as interagbes hidrofilicas, a VPTT do copolimero p(NIPAM-co-AA) é
deslocada para valores maiores e, dependendo da concentracdo de AA, duas temperaturas de
transicdes de fase sdo observadas,® geralmente devido a formacdo de arquiteturas do tipo
caroco-casca (0 carogo e a casca transitam de fase em temperaturas diferentes). Khan,®
visando responsividades bem definidas, sintetizou microgéis do tipo carogo-casca no qual o
carogo é termo-responsivo (p(NIPAM)) e a casca pH-responsiva (p(AA)). Acido metacrilico
(MAA) também tem sido utilizado como comondmero, muitas vezes em substitui¢do ao acido

acrilico,>** bem como 4cido vinilacético (VA).*?

Atualmente, outras formas de sistemas baseados na preparacdo usual de microgeis tém

sido desenvolvidos, como microgéis hibridos,***°

microgéis do tipo carogo-casca (core-
shell)***® e esferas ocas.®?° A arquitetura de microgéis copoliméricos é um dos fatores de
maior influéncia nas propriedades do microgel. Microgéis hibridos, sistema de interesse nesse
capitulo, sdo microgéis que possuem parte organica e parte inorganica em sua composic¢ao ou
aqueles compostos de partes organicas que diferem em sua origem, como macromoléculas de

origem natural e sintética.’
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Capitulo 4. Microgéis hibridos SNP-co-p(NIPAM)

Usualmente, nanoparticulas inorganicas sdo escolhidas como componente néo
polimérico para o design de novos microgéis hibridos, agregando propriedades Opticas,
magnéticas ou cataliticas aos materiais.”> A sintese de microgéis hibridos baseados em
poliacrilamidas substituidas e componentes de carater bioldgico, no entanto, é de interesse
crescente. > Nos sistemas contendo moléculas de origem natural, as propriedades mais
exploradas sdo deslocamentos da VPTT e compatibilidade com sistemas de interesse
biomédico.”?’

2829 o ciclodextrinas® ja foram utilizadas

Biomacromoléculas, tais como a quitosana
em microgéis com o objetivo de atribuir biocompatibilidade em sistemas bioldgicos. No
entanto, com respeito aos microgéis de p(NIPAM) em combinacdo com polissacarideos de
origem amilacea, ha poucos relatos na literatura.®*® Pode-se citar, por exemplo, o trabalho

desenvolvido por Chen et al.,*

que sintetizaram um carogo de p(NIPAM) coberto com uma
casca de carboximetil quitosana (CMCS) através de polimerizacdo em emulsdo para obter
particulas termo-responsivas com carater biocompativel. Experimentos de DLS revelaram que
a VPTT dessas particulas foram deslocadas para valores maiores (~36 °C). Outro
comondmero interessante para copolimerizar com NIPAM ¢ a glicose. Lapeyre et al.**3*
prepararam microgéis carogo-casca contendo glicose na casca através da complexacdo com

um agente adequado.

Até o momento, microgéis formados por p(NIPAM) e polimeros do amido ndo foram
descritos na literatura. Combinando as propriedades responsivas de mondmeros sintéticos
com as propriedades biocompativeis de biomacromoléculas, redes poliméricas altamente

especificas sdo esperadas como resultado em microgéis hibridos.? 3

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Materiais

Nanoparticulas de amido (SNPs) foram preparadas conforme descrito no capitulo 3.
N-isopropilacrilamida (NIPAM, recristalizada em hexano), N,N'-metilenobisacrilamida
(MBA, agente de reticulacdo), persulfato de amonio (APS, iniciador) e dodecil sulfato de

sodio (SDS, surfactante) foram obtidos da Sigma-Aldrich.
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Capitulo 4. Microgéis hibridos SNP-co-p(NIPAM)

4.2.2 Sintese dos microgéis SNP-co-p(NIPAM)

Uma certa quantidade de SNPs e NIPAM foi adicionada em um baldo de 3 bocas de
100 mL contendo agua Milli-Q sob atmosfera de nitrogénio (N), a 80 °C, até completa
dissolucdo do NIPAM e dispersdo das SNPs. Apos equilibrio térmico, o surfactante (SDS) e o
agente de reticulagdo (MBA) foram adicionados, e N, foi borbulhado na solucéo por pelo
menos 30 minutos antes da polimerizacdo e, entdo, o iniciador (APS) foi adicionado. A
mistura tornou-se turva (seguida de um aspecto leitoso) e a reacdo prosseguiu por 4 h a 80 °C.
O tempo de reacdo e a temperatura utilizada durante a polimeriza¢do ndo foram otimizados,
visto que sdo parametros ja estudados e conhecidos no grupo. Em seguida, a mistura foi
resfriada a temperatura ambiente e continuou sob agitacdo por cerca de 15 h (overnight) (a
velocidade de agitacdo foi de 400 rpm, constante durante toda a reacdo). Apos isso, 0
microgel foi ultracentrifugado (25.000 rpm, 45 min) e re-disperso em agua Milli-Q por 5
vezes consecutivas para a retirada de reagentes residuais e do surfactante (quando presente).

As quantidades correspondentes dos componentes da sintese estdo listados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Concentracdo dos reagentes utilizados na sintese dos microgéis

Razao

Identificacdo da NIPAM MBA SDS APS
) NIPAM:SNP . . .
sintese/amostra (mol.L™)  (molL?) (molL™) (mol.L™)
(m/m)
NIPAM(1):SNP(0,5)SDS 1.0,5 0,053 0,0041 0,0011 0,0027
NIPAM(1):SNP(0,5) 1:0,5 0,053 0,0041 0,0027
NIPAM(1):SNP(1)SDS 1:1 0,053 0,0041 0,0011 0,0027
NIPAM(1):SNP(1) 1:1 0,053 0,0041 ---- 0,0027
NIPAM(1):SNP(2)SDS 1:2 0,053 0,0041 0,0011 0,0027
NIPAM(L):SNP(2) 1:2 0,053 0,0041 0,0027
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4.3 CARACTERIZACAO

4.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN *H)

Os espectros de RMN *H foram obtidos em DMSO-ds e D,O (razéo 9:1) para as SNPs
e em D,0 para os microgéis (previamente liofilizados e entdo re-dispersos em D,0), em um
espectrometro Bruker Advance de 500 MHz. Cerca de 20 mg de amostra foi utilizado para

cada analise.

4.3.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

As curvas de intumescimento/colapso dos microgéis foram medidas a um angulo de
espalhamento fixo de & = 60° em um equipamento LASER (Toptica Photonics AG), com
comprimento de onda de A = 661,8 nm e um correlator rapido (ALV-6010, ALV-GmbH)
equipado com banho termostatico (Haake Phoenix Il, Thermo Scientific). Os experimentos
foram realizados entre 10 °C e 50 °C, em intervalos de 1 ou 2 °C, com 5 medidas individuais
em cada temperatura. O tratamento dos dados foi realizado através de transformadas inversas
de Laplace, conhecido como algoritmo CONTIN,* e também pelo método dos cumulantes®

em ambiente Linux desenvolvido pelo grupo.

4.3.2.1 Descrigdo do comportamento de intumescimento/colapso atraves da teoria Flory-
Rehner®

Para caracterizar a transicdo de volume de fase (intumescimento e colapso) de
microgéis esféricos, a razdo de intumescimento ou de colapso (¢) é amplamente utilizada.?* 3
%9 Essa razéo, a, descrita brevemente no Capitulo 2 (equacdo 2.5), também pode ser escrita em
funcdo da fracdo volumétrica do polimero (¢), para um intumescimento/colapso isotrépico, e
relacionado com o raio hidrodinamico da particula (determinado experimentalmente) atraves

da equacéo 4.1:
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« :ﬂz(Rhﬂj (4.0

onde ¢, é a fracdo volumétrica do polimero no estado colapsado de referéncia.

Uma descricdo detalhada do comportamento de intumescimento/colapso de géis é

fornecida pela teoria de Flory-Rehner (FRT),**

uma extensdo da teoria descrita por Flory-
Huggins para solucdes poliméricas.**** Na abordagem FRT, assume-se que o equilibrio
termodindmico de um gel é alcancado quando ndo h& ocorréncia de transferéncia liquida de
solvente em toda interface gel-solvente (igualdade do potencial quimico do solvente dentro e

fora do gel). Quando o equilibrio é atingido, a pressdo osmotica do gel € zero.

A equacdo de Flory-Rehner é descrita por:
1
3
|n(1—¢)+¢+;(¢2+N& [ﬂj e =0 (4.2)

onde y é o parametro de interacdo polimero-solvente que é dependente da temperatura e NggL
é 0 grau de polimerizacdo médio da cadeia polimérica entre dois pontos de reticulacao.
Assim, utilizando dados experimentais de DLS (que prové o Rp) é possivel ajustar

teoricamente as curvas experimentais de intumescimento/colapso a Equacao 4.2.

Empiricamente, sabe-se que y pode ser modelado por diferentes fungdes, como y = A
+B/Touy=A+B/T+C/T? onde A, B e C so os coeficientes viriais.** Entretanto, funges
como estas ndo se aplicam para descrever adequadamente o comportamento de
intumescimento/colapso dos microgéis hibridos SNP-co-p(NIPAM). Alternativamente, e em
concordancia com a literatura,® y pode ser descrito por uma série de poténcias da fragdo
volumétrica, visto que para alguns sistemas polimero-solvente foi experimentalmente
encontrado que y depende da concentracdo do polimero de maneira nio linear.*® Desta forma,

x foi modelado por uma expansdo em série até a terceira poténcia (equagéo 4.3):

1

0
2T,0)= 5 A(l_?j+}(2(0+7(3§02 + 240° (4.3)
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onde A é o segundo coeficiente virial (que descreve a contribui¢do entropica no sistema), 6 é a

temperatura theta, T é a temperatura termodindmica e y .34 Sa0 0s coeficientes viriais da
expansdo em serie.

A dependéncia da temperatura para o parametro de interagdo  também foi modelado
utilizando o modelo de Hill para uma agregacéo termotrépica cooperativa,*’ de acordo com a

Equacéo 4.4:

T

T
T

ref

oj (4.4)

T
X(T)=X0+a(T—TO)+b Ty

— 0| +K
(Tref_TOj

onde yo € o parametro de interacdo quando T = Ty, To € a primeira temperatura utilizada para
analise experimental do comportamento de intumescimento/colapso dos microgéis através do
DLS (11,2 °C), Trs € a temperatura de referéncia, a é a inclinacdo da linha de base, b é a
amplitude adimensional da transi¢cdo de Hill, K é a constante de semi-saturacdo e v é 0
coeficiente de Hill, isto &, o coeficiente estequiométrico da rea¢do o(H,O), 2 B + vH,0. O
simbolo a(H,0), denota o estado hidratado do polimero (hidratacdo do tipo Il) abaixo da
temperatura de transicdo de fase, e B corresponde ao estado colapsado apds a transi¢do de

fase, no qual v moléculas de agua cooperativamente deixam a camada de solvatacéo.

Na transicdo termotropica, 0 aumento da temperatura causa um aumento nos graus de
liberdade das moléculas de &gua. Devido a entropia, v moléculas de agua da camada de
solvatacdo ao redor das cadeias poliméricas tornam-se cooperativamente livres em solucéo.
Na auséncia da camada de solvatacdo, o volume do microgel diminui (colapso). Diferente da
Equacdo 4.3, o modelo de Hill ndo contém a variavel ¢ e depende somente de T.

O ajuste das curvas foram realizados com o software Mathcard Prime 3.0 utilizando a

fungéo de otimizagéo "minerr"”.
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4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens foram obtidas utilizando um equipamento EVO (MA10, Zeiss). 2 uL de
suspensdes diluidas dos microgéis foram gentilmente colocadas em laminulas, secas e
metalizadas com uma fina camada de ouro antes da anélise. A distribuicdo quantitativa de

tamanho foi obtida através do tratamento das imagens utilizando o software ImageJ.*®

4.3.4 Potencial Zeta (ZP)

As andlises de potencial zeta foram realizadas em um equipamento Zetasizer Nano
(Malvern) em A= 632,8 nm, usando um laser He-He. Amostras de microgeis diluidas em meio
aquoso foram medidas a 20 °C e 45 °C (abaixo e acima da VPTT). A mobilidade
eletroforética de cada amostra foi medida 3 vezes e, no minimo, 10 corridas foram realizadas
em cada medida. Os valores de potencial zeta foram calculados através da mobilidade
eletroforética de acordo com a equacdo de Henry (equacdo 4.5), utilizando a aproximacéo de

Smoluchowski.*

U, = 25t (ka) (4.5)
3

onde Ug ¢ a mobilidade eletroforética, € é a constante dielétrica, { é o potencial zeta e 1 é a
viscosidade. A funcdo f(ka) é conhecida como a funcdo de Henry, onde k é o reciproco do
comprimento e refere-se a espessura da dupla camada elétrica e a é o raio da particula.
Usualmente, o valor de f(ka) é de 1,5 para particulas em meio aquoso e maiores de 0,2 um,

sendo esta a aproximacao de Smoluchowski utilizada no célculo de C.
4.3.5 Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos (SAXS)

As andlises de SAXS dos microgéis em solucdo foram realizadas na linha
D01B/SAXS1 no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). A distancia amostra-
detector utilizada foi de 3000 mm, abrangendo um vetor de espalhamento g entre 0,04 e 1,5

96


file:///C:/Users/Daiani/Documents/DOUTORADO/Tese/Tese_Capítulo%204_R&amp;D_microgéis%20híbridos.docx%23_ENREF_48
file:///C:/Users/Daiani/Documents/DOUTORADO/Tese/Tese_Capítulo%204_R&amp;D_microgéis%20híbridos.docx%23_ENREF_49

Capitulo 4. Microgéis hibridos SNP-co-p(NIPAM)

nm™. Os experimentos foram realizados abaixo (20 °C) e acima (45 °C) da VPTT,

controlados através de um banho termostatico. O branco foi analisado com agua e subtraido
das intensidades das amostras. Agua também foi utilizada para a normalizacdo absoluta da

intensidade.

Os dados foram ajustados para um fator forma de carogo-casca (equacgdes 4.6 — 4.8) e
para um fator estrutura de esfera rigida (equagdo simplificada 4.9) através do método de
inclusdo de aproximacdo monodispersa local utilizando o software SASfit (PSI, Suica). A
distribuicdo de tamanhos foi ajustada aplicando o modelo de Schultz-Zimm (equacédo 4.10)

através do mesmo software.>°

(@R, Ry A77, 1) =[K (@, Ry, )= K(a, R, AL - w))f (4.6)

onde g € o vetor de espalhamento, R; é o raio da casca, R, ¢é o raio do carogo, An € o contraste

relativo a matriz da casca e pAn € o contraste relativo a matriz do carogo.

4 5 singR —gRcosgR
Kl(g,R,An)=—2R°An3 4.7
R s @.7)
onde R é o raio da esfera.
4 2
1
SHS(q’RHS’f ): (4.9)
Glf R,
1+24fp(pH3q)
Rusd

onde Rys € o raio de repulséo entre as particulas e f, € a fracdo volumétrica.
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k-1 kK —kR
SZ(R,N,R,,k) N(EJ kexp(k)/_\)aj (4.10)

_ N o

onde R ¢é raio da esfera e N é a densidade numérica de particulas. R, define 0 maximo da
distribuicdo de tamanhos para altos valores de k. O parametro k da distribuicdo de tamanhos

esté relacionado com a variancia (o) através de k = 1/0%.
4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao dispersar as SNPs em &gua para a sintese dos microgéis, observou-se que nao
ocorreu a dissolucdo das mesmas e as particulas apresentaram um comportamento coloidal. A
elevada fracdo de amilopectina na nanoparticula polimérica permitiu apenas um inchamento
em agua e um aumento da mobilidade das cadeias de amilose e amilopectina em solucdo. Por
esse motivo, toda a discussdo do efeito dos polimeros do amido nos microgéis serd feita

mantendo a nomenclatura SNP.

Os microgéis SNP-co-p(NIPAM) foram preparados via SFEP, na presenca de APS
como iniciador e MBA como agente de reticulacdo. Também foram preparados microgéis nas
mesmas condi¢des e com a presenca de surfactante, caracterizando uma polimerizagéo por
emulsdo (EP). Nesse estudo, uma copolimerizacdo ndo convencional foi realizada com o
polissacarideo, ou seja, na auséncia de ligacdes duplas nas SNPs o iniciador abstrai radicais
hidrogénio do grupo hidroxila dos polissacarideos,® formando radicais nas cadeias
poliméricas do mesmo (Figura 4.2).
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A
$208 % —> 2S04 } geragdo de radicais livres

SOy4 e + 1,0 —> HSO4 + OHe

SNPs-OH + R+ —> SNPs-O* + RH iniciacdo
SNPs-O¢ + NIPAM —> SNPs-O-NIPAMe } propagagao
SNPs-O-NIPAM+ + nNIPAM —> SNPs-O-NIPAMq+1y*

2 SNPs-O-NIPAM+1y* ——> SNPs-O-NIPAM+1)-NIPAM+1)-O-SNPs  terminagio

Figura 4.2. Mecanismo proposto para a copolimerizacdo dos polimeros do amido com
NIPAM em meio aquoso através de um iniciador persulfato, onde R é o radical livre
(OHe ou SOy ¢). O agente de reticulacdo, o surfactante e as reacdes radicalares que

formam os homopolimeros correspondentes foram omitidos para melhor visualizacao.

O iniciador utilizado durante a sintese (APS) é decomposto termicamente, gerando
dois radicais sulfato pela dissociacdo do ion persulfato. Ainda, uma parcela de radicais
hidroxila pode ser gerado pela reacdo entre os radicais sulfato e a agua. Na presenca de
mondmeros vinilicos e polimeros do amido, o radical ird reagir tanto com o mondmero
vinilico bem como com os grupos hidroxila presentes na amilose e na amilopectina,
resultando na ocorréncia simultinea do copolimero  SNP-co-p(NIPAM), da
homopolimerizacdo do p(NIPAM) e na eventual homopolimerizacdo dos polimeros presentes
na SNP. Ainda, o agente de reticulacdo participa da reacdo, reticulando todos os polimeros

presentes.

Acredita-se que mondmeros vinilicos com carater polar aproximem-se com maior
facilidade da superficie reativa contida nos polimeros do amido.>* Apesar da cinética de
polimerizacdo ndo ter sido estudada nesta tese, sabe-se que as diferentes reatividades dos
componentes influenciam a arquitetura e a disposi¢cdo dos mesmos na estrutura do microgel.
Uma discussdo detalhada da organizagdo estrutural dos componentes no microgel sera

realizada no item 4.4.4.
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4.4.1 Caracterizacéo dos microgéis via RMN 'H

A presenca do p(NIPAM) e das SNPs na matriz do microgel foram verificadas através
de anéalise por RMN *H. A Figura 4.3 mostra os espectros de RMN *H para as SNPs, SNP-co-
p(NIPAM) e p(NIPAM) puro. O espectro de RMN *H do p(NIPAM) puro foi obtido de uma

amostra de um colaborador.”

DMSO

CH anel glicosidico

L

SNP-co-p(NIPAM)

CH anel glicosidico

/1

cH J
A

p(NIPAM)

6.0 5.5 50 43 40 35 3.0 25 20 15 10 0.5 0.0 -0.5

Figura 4.3. Espectros de RMN *H das nanoparticulas de amido (SNPs), do microgel
sintetizado SNP-co-p(NIPAM) e do p(NIPAM) puro.

O deslocamento quimico entre 6= 5,1 e 5,3 ppm pode ser atribuido ao hidrogénio
conectado ao carbono anomérico da unidade de glicose dos polimeros do amido (C;H)
enquanto o deslocamento quimico entre 6= 3,3 ¢ 3,6 ppm esta relacionado aos hidrogénios
ligados aos carbonos do anel glicosidico. Ambos o0s sinais caracteristicos podem ser
encontrados nos espectros das SNPs e no microgel SNP-co-p(NIPAM). Os sinais em 6= 3,8
ppm e 6= 1,0 ppm atribuem-se ao grupo isopropil do p(NIPAM), bem como os sinais na faixa

de 6= 1,3 a 2,1 ppm, relacionado a repetigdo —CH,—CH- da cadeia polimérica. O espectro do

" Amostra fornecida por Yvonne Hertle (PCIII - Universitat Bielefeld).
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microgel hibrido SNP-co-p(NIPAM) visualizado na Figura 4.3 tem origem na sintese
NIPAM(1):SNP(1)SDS (Tabela 4.1).

4.4.2 Efeito das SNPs no tamanho e transicéo de fase dos microgéis hibridos

A formacdo do microgel ocorre por nucleagdo homogénea, resultando em particulas
com estreita distribuicdo de tamanho. O uso de temperaturas de polimerizacdo bem acima da
LCST permite a formacdo de particulas coloidais que séo eletrostaticamente estabilizadas
pelos grupos sulfato do iniciador. O surfactante é capaz de manter essas particulas estaveis,
evitando a agregacdo. Na polimerizacéo livre de surfactante, a estabilidade coloidal aumenta
de acordo com o crescimento das particulas. As cadeias poliméricas carregadas formadas
durante a polimerizacdo agem como moléculas de surfactante e estabilizam as particulas em

crescimento.>?

O efeito das SNPs no tamanho e na VPTT dos microgéis hibridos sintetizados foi
realizado através de medidas de DLS (Figura 4.4). A temperatura de transicdo de fase dos
microgéis foi determinada através do ponto de inflexdo das curvas (2° derivada, Figura 4.4).
De acordo com a Figura 4.4 — A, dois comportamentos distintos podem ser observados nos
microgéis sintetizados via SFEP. Primeiramente, dependendo da razdo NIPAM:SNP, uma
maior quantidade de SNPs leva os microgéis a temperaturas de transicdo de fase maiores.
Além disso, a quantidade de SNPs também influencia o tamanho dos microgéis abaixo da
VPTT.
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Figura 4.4. Ry, (determinado através de DLS) vs. temperatura (aquecimento) para 0s

microgéis sintetizados via SFEP (A) e EP (B). As curvas foram plotadas separadamente

(SFEP e EP) para melhor visualizacio das diferencas em diferentes escalas de Rp. A

direita de cada grafico Ry vs. T, 0s respectivos pontos de inflexdo de cada curva.

Como sugerido por Zhang e Zhuo,> as SNPs interagem com as regides hidrofilicas do

NIPAM, e essa interacdo conduz a temperaturas de transicdo de fase maiores. Como pode ser
visto na Figura 4.4 — A, as amostras NIPAM(1):SNP(1) e NIPAM(1):SNP(2) apresentaram
maior VPTT (34,5 e 34,9 °C, respectivamente) que a amostra NIPAM(1):SNP(0,5) (32,9 °C),

esta ultima com menor quantidade de SNPs na preparacdo do microgel. O maior efeito das

SNPs é esse leve deslocamento da VPTT para valores maiores, tendo como origem a

hidrofilicidade dos polimeros do amido. O oposto é encontrado para comondmeros

hidrofobicos.® Devido a uma maior interacdo hidrofilica polimero-polimero e também

ligagBes de hidrogénio polimero-agua, mais energia € requerida na liberacdo dessas moléculas

de agua confinadas no microgel.
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A interacdo hidrofilica entre o p(NIPAM) e as SNPs também é responsavel por
diferencas no tamanho do microgel: quando a quantidade de SNP é aumentada, 0s microgéis
tornam-se menores (abaixo da VPTT). Sabe-se que uma boa interacdo polimero-solvente
causa relaxacédo das cadeias, levando a maiores raios hidrodindmicos. Entretanto, acredita-se
que as ligacdes de hidrogénio formadas entre as SNPs e o NIPAM nos microgéis sintetizados
sdo fortes o suficiente para superar as interacfes polimero-agua, resultando em microgéis

menores. Acima da VPTT, os microgéis tem basicamente 0 mesmo tamanho.

Um comportamento diferente é observado quando a sintese dos microgéis foi realizada
na presenca de surfactante (Figura 4.4 — B): a adi¢do de SDS induz certa retencdo na rede
polimérica, suprimindo o efeito dos polimeros do amido nos microgéis. A termo-
responsividade do p(NIPAM) é proveniente do fato de que o polimero tem um caréter
hidrofobico bastante pronunciado e essa caracteristica invoca fortes interacbes com o
surfactante em agua. Usualmente, o surfactante afeta o tamanho da particula formada,
refletindo no raio hidrodindmico médio do microgel. Os raios hidrodindmicos apresentados na
Figura 4.4 — B determinados por DLS séo, de fato, menores que aqueles encontrados para
microgéis livres de surfactante. Entretanto, a quantidade de SNPs parece ndo influenciar o

tamanho e a transicao de fase dos mesmos.

Uma possivel explicacdo é que o surfactante estaria ligado a superficie das particulas
priméarias de p(NIPAM) e passou a protegé-las contra a agregacdo com outras particulas do
sistema, que neste caso sdao as SNPs. Outra possibilidade seria de que, durante a
polimerizacdo, nem todas as SNPs foram incorporadas durante a sintese dos microgéis,
devido a um tamanho critico alcancado pelo microgel restringido pela concentracdo do
surfactante, bem como o tamanho das SNPs e da reatividade das mesmas. Assim como
observado por outros autores,® é possivel afirmar que o tamanho da particula é fortemente

influenciado pela tensdo interfacial durante a fase de nucleaco da reacéo.**

4.4.2.1 Descricdo do comportamento de intumescimento/colapso através da teoria de

Flory-Rehner

A teoria termodindmica desenvolvida por Flory-Rehner (FRT) é capaz de explicar o
comportamento do volume de transicdo de fase de géis através do balango entre o ganho de

entropia e entalpia de mistura polimero-solvente com a resposta mecanica da rede polimérica.
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Neste trabalho, uma expansdo da FRT cléssica foi realizada para que fosse possivel a
descricdo teodrica dos sistemas apresentados neste capitulo. Basicamente, 0 mecanismo que
conduz a transi¢do de fases ¢ inteiramente incorporado em %, e por isso uma boa descricdo
deste parametro foi necesséria para uma descrigdo aceitavel das curvas de intumescimento.

Os resultados dos parametros ajustados utilizando a teoria de Flory-Rehner (Equacao
4.2) com a expansdo em série de y (Equacdo 4.3) aos dados experimentais de DLS dos
microgeéis hibridos podem ser encontrados na Tabela 4.2, enquanto os ajustes podem ser

encontrados na Figura 4.5.

Tabela 4.2. Parametros utilizados para o ajuste das curvas mostradas na Figura
4.5 e valores de qui-quadrado. O parédmetro de interacdo y foi modelado para uma

expansdo em série da fracdo volumétrica até a terceira poténcia de acordo com a

Equacéo 4.3.

Amostra Po A 0/K Neel X2 A3 Ya Qui- 3
guadrado/10°

NIPAM(1):SNP(0,5)SDS 0,88 9,2 314 35 0,647 0,096 0,273 8,8

NIPAM(1):SNP(0,5) 0,90 -14,7 310 39 0,576 0,385 0,050 7,5

NIPAM(1):SNP(1)SDS 088 -108 316 36 1598  -2,114 1,866 5,8

NIPAM(1):SNP(1) 0,80 -7,6 316 34 0,709  8,4310" 0,272 8,6

NIPAM(1):SNP(2)SDS 0,88 -8,0 316 36 0,912 -0,511 0,697 5,7

NIPAM(1):SNP(2) 0,80 5,5 318 33 0,658 0,023 0,397 59

0,88 -9,3 315 36 0,85 -0,35 0,59
Média 7,0

(#0,03) (¥23) (¥2) (¥2) (¥0,27) (#0,64)  (+0,46)
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Figura 4.5. Fragdo volumétrica do polimero (o) versus temperatura. Os quadrados
preenchidos referem-se aos valores experimentais, enquanto as curvas continuas referem-
se ao ajuste tedrico de acordo com a Equacéo 4.2 e 4.3. Em (A), NIPAM(1):SNP(0,5),
(B) NIPAM(1):SNP(1), (C) NIPAM(1):SNP(2), (D) NIPAM(1):SNP(0,5)SDS, (E)
NIPAM(1):SNP(1)SDS e (F) NIPAM(1):SNP(2)SDS.

O valor médio de ¢ estd em concordancia com o resultado de varios estudos
semelhantes, onde o valor de ¢, = 0,8 tem sido comumente escolhido para os ajustes.®® > O
grau de polimerizacdo médio Nge € 0 pardmetro A também concordam com a literatura™ para
dados experimentais de latexes cobertos de NIPAM obtidos com uma expanséo em série de y
até a segunda poténcia de ¢ (¢%). A média para a temperatura-6 (42 °C) encontrada ¢ maior
gue a maioria dos estudos e maior que VPTT determinada via DLS, e pode ser atribuida a
quantidade de SNPs incorporada na estrutura dos microgéis e a interacdo hidrofilica com o
grupamento amida das cadeias de p(NIPAM), bem como com as moléculas de agua, ou seja,

mais energia ¢ requerida para o alcance da condigao 0.

A dependéncia de x com a temperatura também foi determinada e podem ser
observadas na Figura 4.6. Todas as curvas apresentadas na Figura 4.6 apresentam
comportamento semelhante, independente da razdo NIPAM:SNP. Na auséncia de surfactante,

as curvas de y(T) se mostram mais proximas, muito diferentes dos resultados experimentais
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de DLS (Figura 4.4 — A). Na presenca de surfactante, a dependéncia de acordo com a

concentracdo de SNPs é notavel.
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Figura 4.6. Parametro de interagdo y versus temperatura. A funcéo % (T) foi modelada de
acordo com a equacdo 4.3. Em (a), microgéis na auséncia de SDS; em (b) microgéis na
presenca de SDS. A razdo NIPAM:SNP é de 1:0,5 nas curvas em preto; 1:1 nas curvas

em vermelho; e 1:2 nas curvas em azul.

Um segundo conjunto de ajustes tedricos foi realizado utilizando o modelo de Hill
para a modelagem de x. De acordo com o modelo, o microgel em baixas temperaturas pode
ser relacionado a um estado de hidratacdo das cadeias de p(NIPAM) (hidratacdo do tipo I1).
Em temperaturas acima da VPTT, o comportamento do microgel € entropicamente
caracterizado por um estado de desintegracdo da camada de solvatacdo ao redor das cadeias
poliméricas e o colapso do microgel.

Os resultados dos ajustes obtidos pela combinacdo da equacdo de Flory-Rehner
(Equacéo 4.2) com o modelo de Hill para a funcéo % (T) (Equacdo 4.4) podem ser encontrados

na Tabela 4.3, enquanto os ajustes das curvas podem ser observados na Figura 4.7.
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Tabela 4.3. Pardmetros utilizados para o ajuste das curvas mostradas na Figura
4.7 e valores de qui-quadrado. O parametro de interacdo y foi modelado de

acordo com o modelo de Hill (Equacéo 4.4).

Qui-
Amostra K Y Ngel a/K b s
guadrado/10°
NIPAM(1):SNP(0,5)SDS 0,23 17 60 0,0225 0,44 -0,06 4,4
NIPAM(1):SNP(0,5) 0,015 27 101 0,025 0,45 -0,06 4,8
NIPAM(1):SNP(1)SDS 0,184 17 65 0,0255 0,5 -0,115 4,0
NIPAM(1):SNP(1) 0,46 16 39 0,025 0,5 -0,135 2,4
NIPAM(1):SNP(2)SDS 0,295 14 54 0,0195 0,48 -0,015 2,2
NIPAM(1):SNP(2) 0,34 17 37 0,021 0,49 -0,015 2,5
o 0,25 18 59 0,023 0,48 -0,010
Média 3,4
+0,11 +3 +16 0,002 10,02 10,03

@ (a) - g (b) /,.- ] (c)
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Figura 4.7. Fragdo volumétrica do polimero (o) versus temperatura. Os quadrados
preenchidos referem-se aos valores experimentais, enquanto as curvas continuas referem-
se ao ajuste teorico de acordo com a Equacéo 4.2 e 4.4. Em (A), NIPAM(1):SNP(0,5),
(B) NIPAM(1):SNP(1), (C) NIPAM(1):SNP(2), (D) NIPAM(1):SNP(0,5)SDS, (E)
NIPAM(1):SNP(1)SDS e (F) NIPAM(1):SNP(2)SDS.
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A temperatura de referéncia da equacgéo 4.4 foi ajustada para T = 311,9 K (37,7°C),
proxima da temperatura-6 obtida com a aplicagdo da equagdo 4.3 no modelo anterior. A
informacao mais importante deste ajuste ¢ o valor numérico do coeficiente de Hill, v. O valor
de v = 18 sugere que na temperatura de transi¢cdo de fases, em média, 18 moléculas de agua
cooperativamente deixam a camada de solvatacdo ao redor das cadeias poliméricas
hidrofobicas e vao para a solugdo. Na auséncia de SDS, as curvas de y em funcao da
temperatura (Figura 4.8) sdo mais distintas entre si, concordando com os dados de DLS
apresentados na Figura 4.4 — A.
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Figura 4.8. Parametro de interacéo y versus temperatura. A funcdo y(T) foi modelada de
acordo com a equacdo 4.4. Em (a), microgéis na auséncia de SDS; em (b) microgéis na
presenca de SDS. A razdo NIPAM:SNP ¢ de 1:0,5 nas curvas em preto; 1:1 nas curvas

em vermelho; e 1:2 nas curvas em azul.

Ambos os modelos utilizados baseiam-se em diferentes conjuntos de pardmetros e, no
geral, ndo podem ser comparados. Entretanto, os pardmetros Nge € ¢o Obtidos tanto com a
equacdo 4.3 quanto com a equacdo 4.4 sdo bastante comparaveis. Teoreticamente, Nge € ¢o
deveriam ser independentes do modelo aplicado para modelagem de y. Na pratica, o valor de
Nger Obtido com a equacéo 4.3 € 1,6 vezes menor que aquele obtido com a equacéo 4.4. Os
valores obtidos, mesmo diferentes, estdo dentro dos valores usuais encontrados por outros
autores quando a razdo molar de MBA/NIPAM se encontra entre 1,25 e 5,00 mol%.>® No

entanto, neste trabalho, a razio MBA/NIPAM ¢ de 7,74 mol%, e ndo é muito claro o motivo
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pelo qual os microgéis sintetizados possuem valores tdo altos de Nge. Uma possivel
explicacdo para este fato € a quantidade real de SNPs incorporada na matriz do microgel, que
foi em maior ou menor efetividade de acordo com a rota sintética utilizada. De acordo com a
Tabela 4.3, observa-se que o aumento na quantidade de SNPs diminui 0 valor de Ngq,
refletindo a influéncia das SNPs nos microgéis. Esta tendéncia, bem como as diferencas
citadas anteriormente, nio puderam ser observadas no modelo de expansdo de 3 com ¢°.
Dessa forma, o0 modelo mais adequado para a descricdo de intumescimento/colapso dos

microgeis é feita através do modelo de Hill.

4.4.3 Morfologia dos microgéis hibridos

Algumas observacdes similares daquelas encontradas na analise de DLS puderam ser
observadas nas imagens de MEV (Figura 4.9). Em geral, os microgéis sintetizados via SFEP
sdo maiores e mais polidispersos que aqueles sintetizados via EP (a preparacdo da amostra
bem como a perda de agua durante a secagem da laminula devem ser levados em
consideracdo na comparacao de tamanho com aqueles obtidos via DLS). Algumas imagens
aparentam particulas um pouco achatadas. Essas deformac6es, do tipo "panqueca”, ja foram
relatadas por outros pesquisadores e é devido ao depoésito das particulas na laminula a partir
do estado intumescido.*

A Figura 4.9 (B, D e F) mostra as imagens dos microgéis livres de surfactante. Mesmo
utilizando uma polimerizacdo na auséncia de surfactante, é possivel observar particulas com
tamanho semelhante entre si, visto que a chave da SFEP ¢ a rapida nucleacdo da particula, que
garante particulas com baixa polidispersdo.”” Entretanto, alguns agregados sdo encontrados
(Figura 4.9 — B e F), provavelmente devido a alta concentracdo de particulas e consequente
agregacdo durante a secagem da amostra nas laminulas. Até mesmo um baixo percentual de
agregacdo pdde ser observado, devido a ndo utilizagdo de surfactante durante a sintese.
Observa-se também que a polidispersdo aumenta com o aumento da quantidade de SNPs no
microgel (F > D > B), consequéncia do aumento menos controlado da particula (auséncia de
surfactante) e da maior interacdo polimero-polimero que pode ter causado agregacao

desuniforme.

Nas imagens da Figura 4.9 (A, C e E), particulas menores, mais esféricas e distintas

puderam ser observadas. Novamente, o efeito da quantidade de SNPs é menos pronunciado
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nessas amostras, como observado por DLS, provavelmente devido a presenca do surfactante
durante a sintese que limitou o crescimento dos microgéis e dificultou a interacdo com o0s
polimeros do amido. Diferente das amostras sintetizadas via SFEP, pouca ou nenhuma

polidispersdo foi observada. Também observou-se pouca ou nenhuma agregacao.
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Figura 4.9. Imagens de MEV dos microgéis hibridos (escala =1 um). Em (A),
NIPAM(1):SNP(0,5)SDS, (B) NIPAM(1):SNP(0,5), (C) NIPAM(1):SNP(1)SDS, (D)
NIPAM(1):SNP(1), (E) NIPAM(1):SNP(2)SDS e (F) NIPAM(1):SNP(2). No detalhe de

cada imagem, a distribuicdo quantitativa calculada através do ImageJ.

A distribuicdo de tamanho resultante da analise por ImageJ contribui para as
observacgbes feitas acima, e podem ser superficialmente comparadas com os resultados
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obtidos via DLS para os microgéis acima da VPTT. Essas distribui¢des possuem a mesma
ordem de grandeza daquelas obtidas via DLS, levando em consideracdo a camada de

solvatacao inerente ao raio hidrodinamico.

4.4.4 Estabilidade coloidal e estrutura interna dos microgéis hibridos

O efeito dos polimeros do amido e das condi¢Ges de preparacdo na estabilidade
coloidal dos microgéis foi estudado através de medidas de potencial zeta abaixo e acima da
VPTT. De acordo com os resultados apresentados na Figura 4.10, todos aos microgéis
hibridos apresentaram valores de potencial zeta negativos, podendo ser atribuidos a presenca
dos grupos hidroxila das SNPs ligados a superficie dos microgeis e também a carga residual

do iniciador idnico, como relatado por outros autores em estudos semelhantes.®™

-10 4

S
E 15
3 - I 20°C
N .20 4 [J4s°Cc
©
8
& 25
O
o

-30 +

o 1
.35 4
"‘D T T L] T T L
& 2 = L N 2
= o & N ) v
) o = g S &
-~ { ~ 3 S =
- < 3 hed = 9
- @ Ny S g S
T = & N~ N S
Q - = - = =
S $ & Al
§ S S
Amostras

Figura 4.10. Potencial zeta dos microgéis hibridos (NIPAM:SNP) sintetizados. A

identificacdo das amostras segue a descrigdo da Tabela 4.1.
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Comparando os microgéis sintetizados via EP (amostras NIPAM(1):SNP(0,5)SDS,
NIPAM(1):SNP(1)SDS e NIPAM(1):SNP(2)SDS) com aqueles via SFEP (amostras
NIPAM(1):SNP(0,5), NIPAM(1):SNP(1) e NIPAM(1):SNP(2)), uma diminuicéo significativa
dos valores de potencial zeta a 20 °C podem ser vistos, provavelmente devido ao carater
anionico do SDS. Além disso, de acordo com o aumento da quantidade de SNPs nos
microgeis sintetizados uma diminuicdo linear nos valores de potencial zeta a 20 °C é

observada, causada pela alta concentracdo de grupos —OH das SNPs nos microgéis.

Particulas contendo p(NIPAM) em sua composicdo podem sofrer aumento ou
diminuicdo de seu potencial superficial eletrostatico durante os ciclos de aquecimento e
resfriamento, e esse comportamento pode ser observado nas medidas de potencial zeta a
45°C. Todas as medidas nesta temperatura apresentaram valores de potencial zeta menores
que -25 mV, podendo ser atribuidos ao colapso do microgel que induz uma elevacdo na

densidade de carga superficial da particula.

Essa tendéncia de diminuicdo de potencial zeta acima da VPTT é menos pronunciada
guando uma alta concentracdo de SNPs foi utilizada durante a sintese (quando comparado as
demais amostras), e pode estar relacionada a alta quantidade de SNPs e impedimento
eletrostatico com o SDS residual. Ainda, nas amostras sintetizadas via EP, observa-se valores
de potencial zeta a 45 °C muito semelhantes entre si, apesar de nominalmente possuirem
concentracdes de SNP diferentes. Esse resultado esta relacionado ao observado nos resultados
de DLS, no qual a quantidade de SNP foi suprimida no interior do microgel devido a presenca

do surfactante.

Como interpretado através dos resultados de potencial zeta, as analises de SAXS
permitem dizer que as SNPs estdo provavelmente na superficie do microgel e, acima da
VPTT, os microgéis hibridos exibem uma estrutura do tipo carogo-casca. A Figura 4.11

apresenta duas curvas de SAXS ajustadas utilizando um modelo carogo-casca.
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Figura 4.11. Curvas obtidas através do experimento de SAXS para dois dos microgéis
hibridos acima da VPTT (45 °C).

Considerando o tipo de ajuste realizado, é possivel ter uma ideia mais clara do
comportamento das SNPs em agua. Como relatado no inicio das discussdes deste capitulo, o
carater da amilopectina devido as ramificacdes presentes em sua estrutura ndo permite sua
dissolucdo em &gua, apenas um inchamento e aumento de mobilidade semelhante a um
hidrogel. Esta consideracao permite entender a disposicao destes polimeros do amido ao redor
do p(NIPAM), e ndo emaranhados na estrutura interna como o esperado de um copolimero
hidrofilico. Desta forma, apesar do pouco contraste entre os polimeros que constituem o
microgel e a dgua, observa-se certo nivel de organizacdo da estrutura interna dos microgeis,
levando a uma previsdo de como os polimeros interagem e como estdo dispostos dentro da

particula. A Figura 4.12 apresenta uma proposta da estrutura do microgel hibrido.
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Figura 4.12. Estrutura proposta do microgel hibrido SNP-co-p(NIPAM). Acima da

VPTT, a estrutura se apresenta do tipo carogo-casca.

O fator forma carogo-casca pode ser compreendido com base na densidade eletronica

levemente mais baixa do polissacarideo em compara¢do com o p(NIPAM), assumindo a

organizacdo das SNPs ao redor do carogo de p(NIPAM). Os dados fornecidos pelo ajuste das

curvas de SAXS apresentados na Figura 4.11 sdo descritos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Parametros extraidos do ajuste das curvas de SAXS.

Distribuicado de Fator Fator
tamanhos? forma® estrutura®
Amostra N Ra c R1 R> Rus
NIPAM(1):SNP(0,5) | 0,00067 97,9 0,11 97,9 56,9 130,1
NIPAM(1):SNP(0,5)SDS | 0,00011 62,4 0,081 62,4 28,7 182,1

#N — densidade numérica de particulas; R, — raio médio maximo da distribuicdo de tamanhos; ¢ — polidispersao.
PR, — raio da casca, igual a Ry; R, — raio do carogo.

°Rys — raio de repulséo.

Ao interpretarmos os resultados do ajuste das curvas de SAXS, observa-se que 0s

valores de raio encontrados ndo sdo semelhantes aqueles encontrados atraves do DLS, apesar

da mesma ordem e grandeza. O raio determinado via DLS é hidrodindmico, que é de 110 nm
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para a amostra NIPAM(1):SNP(0,5) a 45 °C e 75 nm para a amostra
NIPAM(1):SNP(0,5)SDS a 45 °C (Figura 4.4), inclui a camada de solvatacdo. A
determinacéo do Ry, do microgel solvatado descrito no item 4.4.2 ¢ resultado do tamanho do
microgel como um todo (caroco, casca e camada de solvatacdo). Considerando que 0s ajustes
apresentados na Tabela 4.4 sdo dos microgéis acima da VPTT e de que apenas 0 carogo
colapsa (p(NIPAM)) e é o responsavel pela maior densidade eletrbnica que permitiu o ajuste
das curvas e a previsdo de uma arquitetura caroco-casca, os resultados de raio encontrados por
SAXS representam basicamente este caroco e possuem pouca contribuicdo da casca de SNPs.
As SNPs contidas na superficie do microgel tém baixo contraste de densidade eletronica

mesmo quando o microgel colapsa, pois continuam hidratadas pela agua.

A explicacdo para a formacdo da estrutura apresentada na Figura 4.8 ainda pode ser
atribuida a forma das SNPs, que sdo compostas de macromoléculas de tamanho consideravel
e ndo mondmeros como usualmente se utiliza na preparacao de microgéis e, por isso, ndo sao
capazes de entrar completamente na rede do p(NIPAM) durante a formacdo do microgel.
Esses polimeros do amido ndo estdo livres em solucéo e possuem certo grau de orientagdo que
permite uma boa interacdo com o p(NIPAM). Essa disposicdo das SNPs ao redor da estrutura
do p(NIPAM) prové estabilidade para o microgel como um todo, como observado por Zhang
em estudo de hidrogéis hibridos.>® Devido a essa estrutura proposta, justifica-se o porqué dos
ajustes das curvas de intumescimento ndo convergirem com o modelo classico de Flory-

Rehner, que é aplicavel a géis homogéneos.

O ajuste das curvas de SAXS foi alcancado com sucesso apenas para 0S microgéis
hibridos com composi¢cdo NIPAM(1):SNP(0,5) e NIPAM(1):SNP(0,5)SDS acima da VPTT
demonstrados na Figura 4.11. Para os demais, 0 ajuste ndo convergiu. A Figura 4.13 apresenta

essas curvas, acima da VPTT.
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Figura 4.13. Curvas obtidas através do experimento de SAXS para 0s microgéis
hibridos. Em (A), com razdo NIPAM(1):SNP(1) acima da VPTT (45 °C); em (B), com
razdo NIPAM(1):SNP(2) acima da VPTT (45 °C). As curvas ndo foram ajustadas devido

a falta de contraste.

A falta de contraste entre 0 microgel e a dgua provavelmente foi o fator de maior
contribuicdo para a baixa resolucéo das curvas. Esta falta de contraste é devida ao aumento da
concentracdo das SNPs ao redor do caroco de p(NIPAM). As SNPs estdo hidratadas pela
agua, e o contraste ficou ainda mais dificil de ser alcancado devido a esta grande estrutura
com baixo contraste de densidade eletrénica. Ainda, a polidispersdo também tem uma
influéncia marcante na resolucdo de curvas de SAXS porque mascara 0S minimos ou 0S Zeros
do fator forma.?® Apesar da relativa baixa polidispersdo determinada pela analise de DLS e
vistos nas imagens de MEV, os sistemas contendo concentracdo de SNPs maiores pode ter
influenciado de certa forma a baixa resolucdo das curvas de SAXS devido a uma

polidispersdo um pouco maior nesses microgeéis.

4.5 CONSIDERACOES FINAIS

Microgeis hibridos foram preparados com sucesso atraves da polimerizacdo em
emuls@o na presenca e na auséncia de surfactante. Pequenas variacdes em tamanho, VPTT,
forma e estabilidade coloidal dos microgéis hibridos SNP-co-p(NIPAM) puderam ser
detectadas, sendo mais pronunciadas nos microgéis preparados via SFEP que apresentaram

maior sensibilidade a quantidade SNPs adicionadas na reacdo de polimerizacdo. Além de
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evitar a agregacdo entre particulas, a presenca de surfactante durante a preparacdo dos
microgeéis hibridos induziu certa retencdo na rede polimérica, suprimindo parcialmente a
presenca e concentracdo de SNPs na composicdo. Esse efeito pode ter resultado na falha de

incorporagdo das SNPs nos microgéis que ficaram em condicdes restritas de crescimento.

Através da descrigdo apropriada de y através de dois modelos distintos e aplicagdo
destes na equacdo de Flory-Rehner, foi possivel determinar diversos parametros de interesse,
com destaque para a temperatura-0 dos sistemas em estudo, bem como o grau de
polimerizacdo médio entre dois pontos de reticulacdo e o numero de moléculas de agua que
deixam a camada de solvatacdo das cadeias poliméricas durante o colapso na transicdo de

fase.

Os resultados de potencial zeta combinados com os resultados de SAXS promoveram
uma ideia de como os constituintes dos microgeéis hibridos interagem e estdo dispostos dentro
da particula. Acima da VPTT, uma estrutura do tipo carogo-casca foi proposta através do
ajuste de algumas curvas de SAXS para este modelo, no qual a rede polimérica do p(NIPAM)
constitui o carocgo e as cadeias poliméricas contidas na SNP a casca. A estrutura proposta para
0s microgéis ndo era esperada, e acredita-se que as SNPs contribuiram para que esta
organizagdo do tipo carogo-casca fosse alcangada. Estudos via espalhamento de néutrons a
baixos angulos (SANS) poderiam ajudar na elucidacéo das estruturas dos microgéis hibridos,
principalmente naqueles abaixo da VPTT que ndo puderam ter estrutura proposta com

seguranca devido a falta de contraste nos experimentos de SAXS.
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Capitulo 5. Polimeros do amido funcionalizados: agente de reticulacéo

5.1 INTRODUCAO

Desde a descoberta por Goodyear que borrachas reticuladas com enxofre (processo
conhecido como vulcanizacdo) tinham propriedades muito melhores que aquelas na auséncia
de reticulagdo,’ polimeros reticulados tém sido sintetizados e tornaram-se um importante
material para diferentes areas de interesse cientifico e industrial, basicamente devido a maior
estabilidade da rede polimérica quando reticulada.? Em geral, a reticulagdo provoca mudancas
na solubilidade do polimero, na estabilidade térmica, na resisténcia mecénica, no poder de

inchamento e na permeabilidade, entre outros.’

O agente de reticulagdo mais empregado na formacdo de microgéis é o N,N'-

metilenobisacrilamida (MBA),*’

ilustrado na Figura 5.1. A principal caracteristica de um
agente de reticulacdo é a presenca de, pelo menos, dois grupos funcionais em sua estrutura
(geralmente grupos vinilicos), que permitem a formacéo de ligagcdes cruzadas entre as cadeias

poliméricas.?

AN NN\
nooR

Figura 5.1. Estrutura quimica do N,N'-metilenobisacrilamida (MBA).

Zeiser et al.” demonstraram em um estudo de microgéis do tipo carogo-casca que a
concentracdo de MBA no caroco dos microgéis afeta as propriedades de diferentes maneiras
(Figura 5.2). De acordo com o0s autores, 0 aumento da concentracdo de MBA leva a uma
diminuicdo da capacidade de intumescimento do carogo do microgel, bem como um
alargamento da VPTT (diminuicdo da precisdo em termos de temperatura de transi¢cdo de
fase).
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Figura 5.2. Ry (determinado por DLS) versus temperatura para diferentes sistemas caroco
de poli(N-iso-propilmetacrilamida) (p(NIPMAM)) contendo diferentes concentragdes de
MBA (retirado de Zeiser et al.).’

Em relacdo a influéncia das ligacBes cruzadas nas propriedades mecanicas do

microgel, alguns estudos foram feitos. Virtanen et al.*

prepararam microgéis com
propriedades mecanicas reforcadas na superficie com o uso de concentracdes ultra baixas de
agente de reticulacdo. Diferente dos tradicionais microgéis que possuem densidade de
ligacbGes cruzadas maior no interior das particulas, os autores foram capazes de sintetizar
microgéis com maior densidade de ligacBes cruzadas na superficie. Em outro estudo,
microgéis com dupla reticulagdo foram sintetizados por Milani e colaboradores,** com o

objetivo de melhorar as propriedades mecanicas das particulas.

Na busca de microgéis com caracteristicas degradaveis ou menos toxicas,’> o MBA
tem sido substituido por derivados de metacrilatos, dendrimeros e outros.™® Constantin et al.,**
por exemplo, sintetizaram um agente de reticulagdo baseado em ciclodextrinas quimicamente
modificadas. Os autores observaram que além de agir como agente de reticulacdo, a
ciclodextrina participou da reacdo como comondmero, deslocando a LCST do copolimero
final. Hu e colaboradores™ utilizaram N,N'-(1,2-dihidréxietileno)bisacrilamida (DHEA) em
substituicdo ao MBA na formacdo de microgeéis biodegradaveis, enquanto Zhang et al.® e

17
|

Gaulding et al.”" utilizaram N,N'-bis(acriloil)cistamina (BAC) como agente de reticulagdo
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degradavel. Poucos trabalhos citam a utilizagdo de amido ou seus polimeros funcionalizados

como agente de reticulacdo em reacdes de polimerizacao.

5.1.1 Modificagao quimica do amido

Assim como a utilizacdo do amido tem sido expandida, as modificagdes do amido para
alcance de determinadas propriedades também vem crescendo.’® Algumas aplicacdes do
amido nativo ficam restringidas devido a sua baixa solubilidade e estrutura quimica, e a
modificacdo quimica dessa estrutura amplia muito sua utilizacdo. A estrutura quimica dos
polimeros que compdem o amido, rica em grupos hidroxila, permite a exploracdo de diversas

rotas de modificacdo através desses sitios ativos.

Uma modificacdo bastante comum € a insercdo de "bracos™ poliméricos na estrutura

principal do amido, formando copolimeros do tipo graft. Diversas publicacfes deste tipo de

19-20 21-22

copolimero podem ser encontradas, na sua maioria envolvendo acido acrilico, estireno
e acrilamida,”® onde sais de cério e persulfato de aménio s&o utilizados frequentemente como
iniciadores. As principais propriedades buscadas sdo maior poder de absorcdo de &gua,

adsorcéo de efluentes e resisténcia mecanica.

A funcionalizagdo dos polimeros do amido com o grupamento acetil também é
bastante estudada e inclui mais de 150 anos de histéria, incluindo patentes.”* O amido
acetilado é utilizado em diversos ramos, tais como na estabilidade de produtos alimenticios,?
na producdo de embalagens degradaveis®® e na érea farmacéutica.’’ As mudancas nas
propriedades do produto modificado com a insercdo do grupo acetil dependem do grau de
substituicdo, variando também o carater hidrofilico/hidrofébico e as caracteristicas

morfolégicas.?

Para o amido exercer a funcdo de agente de reticulacdo, as cadeias poliméricas que o
compde devem ser funcionalizadas de forma a conter ligagdes duplas (ou outro grupo
funcional capaz que seja capaz de exercer a funcao de reticulacdo) em sua estrutura. Para isso,
diversos reagentes contendo o grupo funcional de interesse podem ser utilizados. Por
exemplo, Tan e colaboradores® sintetizaram hidrogéis de NIPAM com forma bem definida e
alta resisténcia mecéanica por polimerizacdo fotoiniciada utilizando amido funcionalizado com

grupos alilicos como agente reticulante.
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Outro grupamento utilizado para a insercdo da ligacdo insaturada na amilose,

1. e Constantin et

amilopectina e outras macromoléculas é o grupamento acriloila. Shi et a
al.' sintetizaram acriloil-ciclodextrinas através de mecanismos bastante semelhantes entre si
para a preparacéo de copolimeros reticulados visando aplicacdes biomédicas. Fang et al.,?* em
2005, propds um método de sintese de acriloil-amido e, ap6s essa publicacdo, outros autores
utilizaram essa rota sintética sugerida.®*? A sintese de acriloil-amido é capaz de produzir
polimeros do amido funcionalizados com diversos graus de substituicdo, permitindo seu uso

em reacOes de polimerizagdo como copolimero e/ou como agente de reticulagao.

Neste capitulo, a sintese de polimeros de amido funcionalizados (ASNPs), a partir das
SNPs ja preparadas, sera descrita para utilizacdo na sintese de microgéis de p(NIPAM). A
partir desse novo agente de reticulacdo, microgéis com diferentes caracteristicas foram

preparados.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Materiais

Nanoparticulas de amido (SNPs) foram preparadas conforme descrito no capitulo 3. N-
isopropilacrilamida (NIPAM, recristalizada em hexano), persulfato de amonio (APS,
iniciador), trietilamina (TEA) e dodecil sulfato de sédio (SDS, surfactante) foram obtidos da
Sigma-Aldrich. Cloreto de acriloila foi obtido da Alda Aesar. Dimetilsulféxido (DMSO),
dimetilformamida (DMF) e todos outros reagentes ndo citados neste item sdo de grau

analitico e foram utilizados sem purificago prévia.

5.2.2 Funcionalizagdo das SNPs

Baseado no método de Fang com algumas modificacdes,?* 0,270 g de SNPs (5 mmol
de grupos OH") foram dispersos em 20 mL de agua a 80 °C, durante 1 h. Esta etapa foi
realizada para dispersar e inchar a estrutura da nanoparticula, facilitando o acesso para a
reacdo de substituicdo. Usando um método de troca agua-solvente, DMF (3 x 20 mL) foi

adicionado a solugdo com o objetivo de remover a dgua por destilacdo. Em seguida, 4,17 mL
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de TEA (30 mmol) foram adicionados a reacdo. A mistura foi resfriada a -7 °C e, ap0s
equilibrio térmico, 2,42 mL de cloreto de acriloila (30 mmol) dissolvidos em 10 mL de DMF
foram adicionados gota-a-gota a solucao. Alguns miligramas de ion comum (NaCl ou LiCl)
foram adicionados para deslocamento da reacdo no sentido dos produtos. A reacdo foi
mantida a -7 °C por 2 h, e entdo por 10 h (totalizando 12 horas de reacao) ou 22 h (totalizando
24 horas de reacdo) a temperatura ambiente sob agitacdo constante. Para a reacdo com
duracdo de 12 horas, o produto foi nomeado ASNP12; para aquela com duracdo de 24 horas,
o0 produto foi nomeado ASNP24. Apds o tempo de reacdo estipulado, os produtos (ASNP12 e
ASNP24) foram filtrados em filtro de papel de 1 um (para separagéo dos subprodutos gerados
durante a reacdo) e precipitados em acetona, lavados com acetona e cloroférmio, e entdo

secos em rotaevaporador. A reacao de substitui¢do foi realizada em duplicata.

O grau de substituicdo (GS) de cada replicata foi calculado utilizando RMN *H de

acordo com a equacao abaixo:

Alig.dupla
GS=|——|/3 5.1
(Am j/ oD

onde Aligaupla € 0 somatorio das areas dos picos relativos aos protons da ligacdo dupla
inserida e Acin € a area do préton ligado ao carbono anomérico da unidade glicosidica que
compdem a amilose e a amilopectina. A equacdo € ainda dividida por 3 devido aos 3 grupos
hidroxila da unidade glicosidica disponiveis para funcionalizacéo.

5.2.3 Sintese de microgéis de p(NIPAM) utilizando ASNPs como agente de reticulacao

NIPAM (0,4355 g) foi adicionado em um baldo de 3 bocas de 100 mL contendo agua
Milli-Q & 80 °C, sob atmosfera de N, e agitacdo constante (400 rpm) até completa dissolucéo.
Apbs equilibrio térmico, ASNP12 ou ASNP24 (5 mol% ou 10 mol%) dissolvidos em 1 mL de
DMSO e SDS (0,0158 g) foram adicionados, e N foi borbulhado na solugéo por, no minimo,
30 min antes da polimerizacdo. Em seguida, APS (0,0308 g) foi adicionado a solugdo. O
volume final da reacédo foi de 50 mL. A reacdo tornou-se turva (seguida de aspecto leitoso), e

foi mantida a 80 °C por 6 h, seguida de resfriamento & temperatura ambiente e agitacao
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constante por cerca de 15 h (overnight). Apds o término da reacdo, os microgéis sintetizados
foram ultracentrifugados (20.000 — 25.000 rpm, 45 min) e re-dispersos em agua Milli-Q por 5
vezes consecutivas para a purificacdo do produto final. As quantidades correspondentes dos

componentes da sintese e a identificacdo das amostras estdo listados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Identificacdo e quantidades correspondentes de cada sintese

realizada.
Identificacéo da NIPAM ASNP12  ASNP24 SDS APS
sintese/amostra* (mol.L™) (mol%)”  (mol%)*  (mol.L™)  (mol.L™)
ASNP12-5-p(NIPAM) 0,077 5 0,0011 0,0027
ASNP12-10-p(NIPAM) 0,077 ([ J— 0,0011 0,0027
ASNP24-5-p(NIPAM) 0077 - 5 0,0011 0,0027
ASNP24-10-p(NIPAM) 0077 - 10 0,0011 0,0027

* A identificacdo da sintese foi baseada no agente de reticulagdo utilizado e na concentragdo do mesmo na
entrada da reacdo. A amostra identificada como ASNP12-10-p(NIPAM), por exemplo, significa que o agente de
reticulacéo utilizado foi 0 ASNP12, na concentragdo de 10 mol%.

* 0 calculo em mol% foi estimado através do niimero de grupos vinilicos substituidos. O célculo foi baseado na
massa molecular da glucose e no n° de grupos hidroxila substituidos por monémero.

5.3 CARACTERIZACAO

5.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN *H)

Os espectros de RMN !4 das ASNPs foram obtidos em DMSO-ds em um
espectrometro Bruker Avance de 500 MHz. Cerca de 20 mg de amostra foram utilizados para
cada analise. Os espectros foram adquiridos em duplicata.

5.3.2 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR-ATR)

Os espectros de FTIR-ATR das amostras ASNPs foram determinadas em um

equipamento de modelo Alpha-P (Bruker) no modo refletancia total atenuada (ATR) entre
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4000 cm™ a 500 cm™, utilizando 24 varreduras em resolucdo de 4 cm™. As leituras foram

realizadas em duplicata.

5.3.3 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e Espalhamento de Correlagdo Cruzada de
Fotons (3D-PCCS)

As medidas de DLS para os microgéis ASNP24-5-p(NIPAM) e ASNP24-10-
p(NIPAM) foram realizadas a 15 °C e a 45 °C (abaixo e acima da VPTT) utilizando o
equipamento Brookhaven (gonidmetro BI200SM, /4 = 637 nm, laser 75 mW He-Ne) com
detector fotodiodo de avalanche (BI-APD) em angulo fixo (6 = 55°). O tratamento dos dados

foi realizado utilizado o algoritmo REPES® incorporado ao programa GENDIST.

Parte das medidas de espalhamento de luz foi realizada em um 3D-PCCS (microgeis
ASNP12-5-p(NIPAM) e ASNP12-10-p(NIPAM)). As amostras utilizadas nesta técnica foram
analisadas em fungdo do angulo de espalhamento (6 = 40 — 125°) em um equipamento da LS
Instruments equipado com um modo de correlagdo digital multi-t combinado com um laser de
He-Ne com comprimento de onda de A= 632,8 nm (JDSU 1145P). O feixe de luz atravessa
um divisor que promove a divisdo do feixe em dois através de uma geometria especifica de
espelhos e lentes. Uma ilustracdo esquematica do equipamento € apresentada na Figura 5.3.
Os experimentos foram realizados abaixo (15 °C) e acima (45 °C) da VPTT, com 3 medidas
individuais em cada angulo. O tratamento dos dados foi realizado através de transformadas
inversas de Laplace, conhecido como algoritmo CONTIN,* em ambiente Linux desenvolvido

pelo grupo.

Baam
[ e ekl ey
&3 |k
&

Cross Correlator

LS irsfruments

Figura 5.3. Geometria do equipamento 3D-PCCS (LS Instruments).
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A técnica de 3D-PCCS é uma extensdo da bem estabelecida espectroscopia de
correlacdo de fétons (PCS), porém ndo limita-se apenas a sistemas diluidos, mas também a
sistemas como suspensdes e emulsdes, que apresentam espalhamento mdltiplo, e a particulas
grandes, maiores que o comprimento de onda do laser. O principio da técnica baseia-se no uso
de dois feixes de luz de mesmo comprimento de onda que iluminam o mesmo volume de
amostra. Desta forma, dois experimentos sdo realizados simultaneamente e a correlagdo
cruzada de ambas as luzes espalhadas permite a separacéo de eventos de espalhamento Unico
e multiplo. Se ambos os experimentos tiverem o mesmo vetor de espalhamento g (tanto em
magnitude quanto em dire¢do), mas utilizam diferentes geometrias de espalhamento, cada

detector recebe exatamente a mesma componente espacial de Fourier da amostra.*®

Quando duas intensidades de luz espalhada (Unico + multiplo) sdo correlacionadas de
forma cruzada, correlagbes ndo triviais sdo observadas somente entre as partes de
espalhamento Unico das duas intensidades. O resultado é que a parte dependente do tempo da
medida temporal da fun¢ao de correlagdo cruzada da intensidade de luz espalhada reflete
apenas o espalhamento nico. O espalhamento multiplo contribui apenas para o espalhamento
de fundo (background) independentemente do tempo. Dessa forma, o comportamento
dindmico de uma amostra turva pode ser analisado pelos mesmos métodos desenvolvidos para

amostras transparentes, estudadas pelo DLS convencional.*®

5.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens foram obtidas utilizando um equipamento EVO MA10 (Zeiss, Alemanha)
e um equipamento JEOL 6060 (Japao). 2 uL de suspensdes diluidas dos microgéis preparados
foram gentilmente colocados em laminulas, secas e metalizadas com uma fina camada de

ouro antes da aquisicao das imagens.

5.3.5 Determinacao da VPTT (via analise turbidimétrica por UV-Vis)

Suspensdes aquosas diluidas dos microgéis sintetizados foram utilizadas para a

determinagdo da VPTT. As leituras foram realizadas a A= 500 nm em um espetrometro UV-
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Vis (Cary 50, Varian) no modo absorbancia com controle de temperatura acoplado (resolucgéo
de 0,1 °C). As medidas foram realizadas entre 15 e 45 °C, com razdo de agquecimento
variando de 0,5 a 3 °C. A temperatura foi considerada estavel apo6s 5 minutos do alcance da

temperatura pré-determinada em cada medida.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Sintese e caracterizacdo das ASNPs

A representacdo esquematica da funcionalizacdo das SNPs pelo cloreto de acriloila é
apresentado na Figura 5.4. O principal objetivo desta funcionalizacdo é a insercao de ligacGes
duplas nos polimeros do amido (substituindo alguns grupos —OH) visando sua utilizacdo
como agente de reticulacdo em substituicdo a agentes de reticulacdo ndo degradaveis (como o
MBA, por exemplo).

b5 TEA B R
AVaV Volg) /“\/ w0 \
HO H cl 7 RO H
H OH — H OR
H O DMF = owvwn

0
R= /”\/ ou H

Figura 5.4. Esquema de reacdo de funcionalizacdo das SNPs.

Esta reacdo é conhecida como substituicdo nucleofilica no grupo acriloila, semelhante
a uma substituicdo nucleofilica no grupo acila.®*® No entanto, possui a diferenca no
grupamento R, que neste caso possui um grupo vinilico. Em geral, ocorre um ataque
nucleofilico (adigdo nucleofilica) na carbonila seguido da perda do grupo abandonador
(eliminacgdo) devido a restauracdo da carbonila, sendo o produto final um derivado de éster

vinilico. A Figura 5.5 ilustra 0 mecanismo desta reagéo.
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Figura 5.5. Mecanismo da substituicdo nucleofilica que ocorre durante a reacdo entre 0s
polimeros do amido e o cloreto de acriloila. A cadeia polimérica foi omitida para melhor

visualizacdo, mostrando apenas o grupo reativo de interesse (-OH).

A reacgdo entre um alcool e um haleto de acriloila resulta em um éster vinilico, como
ilustrado nas Figuras 5.4 e 5.5. As hidroxilas disponiveis na cadeia polimérica dos
polissacarideos atacam o carbono da carbonila do cloreto de acriloila, levando a formacédo de
um intermediario tetraédrico. Em seguida, a carbonila € restaurada seguida da eliminacdo do
grupo abandonador (CI). Como subproduto, acido cloridrico (HCI) é formado e, por isso,
trietilamina foi adicionada para promover a neutralizacdo do &cido. A formacdo do produto

neutralizado resulta em um sal insolGvel no meio, que foi removido através de filtracao.

A remocao da agua através da destilacédo foi realizada de forma exaustiva para que o
ambiente reacional estivesse livre de &gua ao maximo possivel, evitando a hidrélise do cloreto
de acriloila que forma o &cido carboxilico correspondente, produto indesejado para o objetivo
da reacdo. No entanto, considerando a estrutura hidratada da amilose e da amilopectina e a
boa interacdo destas com as moléculas de agua atraves de ligagdes de hidrogénio, é possivel

que residuos de agua tenham permanecido no ambiente reacional.
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Uma segunda reacg&o, paralela, entre a trietilamina e o cloreto de acriloila (formacéo de
uma amida), também né&o foi descartada e provavelmente ocorreu, diminuindo o rendimento e
0 grau de substituicdo do produto de interesse. Assim, a reacdo foi realizada em excesso de
cloreto de acriloila e de trietilamina, sendo 0 excesso ou o subproduto indesejado eliminado
na etapa de purificacdo.

A reacdo ilustrada na Figura 5.4 é sensivel a efeitos estéricos, 0 que pode ser bastante
uatil para a substituicdo seletiva de um &lcool primério na presenca de um &lcool mais
impedido. Acredita-se que devido a essa seletividade e ao impedimento estérico da cadeia
polimérica, as hidroxilas disponiveis ligadas ao carbono priméario (C6) das cadeias que
compdem os polimeros do amido foram substituidas prioritariamente em relacdo as demais
hidroxilas disponiveis (hidroxilas ligadas aos carbonos secundérios do anel glicosidico, C2 e
C3). Inclusive, é relatado na literatura a ordem de reatividade das hidroxilas que compdem a

unidade monomérica do amido (OHcg > OHcz, OHcs).*

Deve-se também levar em consideracao as ramificacdoes a(1—6) das cadeias que
compdem a amilopectina,®® que indisponibilizam a reacdo na hidroxila ligada ao C6, ficando

disponivel apenas as hidroxilas ligadas aos carbonos C2 e C3.

A analise de RMN foi utilizada para a comprovacédo da funcionalizacdo das SNPs e
calculo do GS. A Figura 5.6 mostra o espectro das SNPs, caracterizado pelo sinal em 6= 5,1
ppm atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono anomérico da unidade glicosidica (C;H),
seguido dos sinais dos grupos —OH, CH,OH e da faixa entre 6= 3,3 — 3,6 ppm, atribuido aos

hidrogénios ligados aos carbonos do anel de glicose.
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Figura 5.6. Espectro de RMN 'H das SNPs.

Comparado ao espectro das SNPs, novos sinais nos espectros de RMN para as ASNPs
puderam ser detectados (Figura 5.7). Os trés novos sinais na faixa de 6= 5,9 — 6,5 ppm séo
atribuidos as ligagdes duplas inseridas no material de partida, comprovando o sucesso da

funcionalizacao.
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Figura 5.7. Espectros de RMN *H das ASNPs.
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O grau de substituicdo (GS), definido neste caso como o nimero de ligagdes duplas
por unidade de a-d-glicose, foi determinado pela area dos picos de interesse dos espectros de

RMN H (Figura 5.7), calculados de acordo com a equacéo 5.1.

O controle do tamanho e da forma é de importdncia fundamental na sintese de
nanoparticulas, como bem fundamentado no capitulo 3, pois o tamanho reduzido das
particulas no dominio nanométrico esta altamente associado ao aumento da reatividade

31
I,

superficial,” e essa propriedade é refletida no GS, como pode ser visto na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Grau de substituicdo (GS) das ASNPs

Amostra GS”
ASNP12 0,78+0,11
ASNP24 1,37 £ 0,08

" Média de dois espectros.

Apesar de ser considerada uma reacdo rapida devido a qualidade do grupo
abandonador (CI), a estrutura polimérica ramificada da amilopectina ndo permite o ataque
nucleofilico rapido das hidroxilas a carbonila. Assim, o tempo de reacdo foi essencial para
que um grau de substituicdo maior fosse atingido. O grau de substituicdo alcancado é
considerado bastante alto, considerando o valor maximo igual a 3, e podem ser comparados

agueles encontrados na literatura para sistemas semelhantes.** 2% 4!

Analises de espectroscopia na regido do infravermelho também foram realizadas para
comprovacao da funcionalizacdo e deteccdo de possiveis residuos e subprodutos no produto
final. Os espectros podem ser encontrados na Figura 5.8, os quais contém destacadas as

principais bandas de interesse.
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Figura 5.8. Espectros na regido do infravermelho para a SNP, ASNP12 e ASNP24.

A caracterizacdo das SNPs se da principalmente pela deteccdo da banda larga de
estiramento das hidroxilas entre de 3300 e 3500 cm™ e pelo estiramento da ligagdo C-O na
regido de 1000 cm™. Essa banda larga em frequéncias maiores é caracteristica de hidroxilas
que interagem através de ligacBes de hidrogénio intra ou intermoleculares. Na regido entre
3000 e 2900 cm™, observa-se a presenca de bandas relacionadas ao estiramento C-H, presente
em toda extensdo do anel glicosidico que compde os polimeros do amido. A banda em 1660
cm™ é relativa & deformacdo da ligagdo O-H.

Os espectros relativos as ASNPs sdo muito semelhantes entre si e contém as principais
bandas relativas as SNPs, com alguns deslocamentos. Primeiramente, a formacdo do éster
ap6s a funcionalizacdo resulta em uma banda em 1720 cm™, caracteristico do estiramento da
ligagdo C=0O. No entanto, a banda C=0 de ésteres usualmente apresenta valores em
frequéncias maiores (1740 cm™). Esse deslocamento para frequéncias menores é devido &
insaturacdo (COOC=C) conjugada no ester formado. O estiramento da ligacdo C-O do éster
insaturado resulta em duas bandas fracas, uma na regido de 1300-1250 cm™ e outra entre 1200
e 1050 cm™, mostradas no espectro da ASNP12 e ASNP24 (1290 e 1180 cm™). O estiramento
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da ligagdo C=C pode ser observado na regi&o de 1630 cm™, enquanto a deformacéo fora do

plano da mesma ligago se da na regido de 800 cm™.

A andlise ainda permite considerar que houve uma reducéo na banda de estiramento da
hidroxila nos espectros das ASNPs, e é mais evidente naquela com maior grau de substitui¢éo
(ASNP24). Ndo foram encontradas bandas caracteristicas de subprodutos ou de residuos de

reagentes ou do solvente utilizado (vibracéo de ligagdes C-Cl, aminas ou amidas).

5.4.2 Sintese e caracterizacdo de microgeis de p(NIPAM) utilizando ASNPs como agente

de reticulacdo

Os microgéis de p(NIPAM) foram sintetizados via EP, utilizando ASNP12 ou
ASNP24 como agente de reticulagdo. Para que as ASNPs pudessem exercer a funcgédo
reticulante, foi necessaria a dissolucdo em meio adequado (DMSO) para que as cadeias
pudessem adquirir efetiva mobilidade e fizessem as pontes entre as cadeias de p(NIPAM) em
toda a extensdo do microgel. A nomenclatura ASNP sera utilizada para facilitar a discussdo e

a comparacao entre os resultados.

Para melhor controle do tamanho e da polidispersdo dos microgéis, optou-se pela
sintese na presenca de surfactante. A Figura 5.9 apresenta o esquema simplificado da reacdo
de polimerizacdo, no qual € apresentada de forma genérica a formacéo da ligacdo cruzada do

microgel.
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APS/SDS

/\g]/

HL0

R=H ou /k/

Figura 5.9. Esquema da sintese polimérica no qual ASNP12 ou ASNP24 foram

™~

utilizados como agente de reticulacéo.

O esquema apresentado na Figura 5.9 ilustra superficialmente a estrutura prevista do
polimero resultante. Deve-se levar em consideracdo o grau de substituicdo das ASNPs e a
concentracdo do agente de reticulacdo sintetizado utilizado durante a formacdo do microgel.
Os proximos itens serdo dedicados a explanacdo dos efeitos destes parametros na estrutura,
VPTT, tamanho e forma dos microgéis preparados.

5.4.2.1 Morfologia dos microgéis

A técnica complementar de MEV foi utilizada basicamente para confirmar que os
microgeéis de fato foram formados. Isto porque a reacdo de polimerizacdo utilizada ja é
amplamente fundamentada na literatura, e era sabido que os polimeros seriam formados (para
tal, o mondmero e o iniciador séo suficientes). No entanto, para a formacao de microgéis (e de

geéis de uma maneira geral), a presenca de um agente de reticulacdo ¢ essencial.

O formato dos microgéis utilizando as ASNPs como agente reticulante na sintese
proposta ficou proximo aos tipicos encontrados na literatura e podem ser vistos na Figura
5.10. As imagens (A) e (B) da Figura 5.10 apresentam 0s microgéis sintetizados com

ASNP12, enquanto as imagens (C) e (D) apresentam os microgéis sintetizados com ASNP24.
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Ha& relatos na literatura de que o p(NIPAM) pode se auto reticular atraves de reacdes de
transferéncia de cadeia,*’ e esse fendmeno ndo pode ser totalmente descartado. Por isso, a
concentracdo de NIPAM foi mantida constante em todas as formulacdes propostas. Assim, se
houvessem diferengas na morfologia (bem como em outras propriedades das particulas
preparadas), estas seriam devido a presenca e acdo do agente de reticulagdo sintetizado e

utilizado na preparacdo dos microgéis.

A O
X7, 808 & Zim _

Figura 5.10. Imagens de MEV para 0s microgéis sintetizados com agente reticulante
ASNP12 ou ASNP24. Em (A), ASNP12-5-p(NIPAM), (B) ASNP12-10-p(NIPAM), (C)
ASNP24-5-p(NIPAM) e (D) ASNP24-10-p(NIPAM).

As imagens dos microgéis formados com menor concentragdo de ASNP12 (5 mol%,
Figura 5.10 - A) apresentaram, além das particulas esféricas desejadas, um depdsito de
polimero colapsado ou sem formato aparente. Acredita-se que pela baixa concentracdo de

ASNP12 durante a sintese e também pelo proprio baixo grau de substituicéo, a reacdo parece
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ter certa propensdo a formacao de polimeros sem arquitetura definida em vez da formacdo de
particulas com forma definida. Além disso, as particulas parecem ter "murchado”,
provavelmente devido ao baixo nimero de pontos de reticulacdo que ndo foram capazes de

manter a estrutura esférica do microgel.

Em concentracdes maiores de ASNP12 (10 mol%, Figura 5.10 - B), particulas com
formato esférico de forma mais regular puderam ser encontradas. Pela maior concentracao de
ASNP12, uma distribuicdo de particulas mais homogénea e com baixa polidispersao aparente
¢ observada, indicando a influéncia da densidade de ligacbes cruzadas. Em ambas as
preparacdes com ASNP12, observa-se que, em geral, as particulas sdo relativamente grandes,
0 que pode ser o resultado de uma baixa densidade de reticulacdo, que permite a hidratacdo da
rede polimérica de forma mais intensa abaixo da VPTT.

Nos microgéis sintetizados com ASNP24 (Figura 5.10 — C, D), diferentes aspectos
devem ser considerados. O fato do grau de substituicdo da ASNP24 ser maior levou a
formacgdo de microgéis com estrutura esférica muito mais definida e aparentemente mais
rigida. Uma limitacdo do microscépio’ impediu uma aproximacéo com foco bem definido,
mas observa-se que estes microgéis sao ligeiramente menores que aqueles sintetizados com
ASNP12. E relatado na literatura que particulas com maior teor de reticulacio sio capazes de
melhor manter a forma esférica apés a remogéo do solvente.®

Em geral, apesar de alguma agregacdo e polidispersdo, os microgéis puderam ser
sintetizados utilizando ASNP como agente reticulante, demonstrando que a funcionalizacdo
das SNPs foi satisfatoria em ambos os graus de substituicdo e que cumpriu com a funcao

desejada.

5.4.2.2 VPTT dos microgéis

A determinacdo da VPTT dos microgéis foi realizada através de andlise turbidimétrica
via UV-Vis no modo absorbancia. A VPTT, por andlise turbidimétrica, é determinada pelo
ponto nuvem (cloud point, CP) via UV-Vis. Quando no modo absorbéncia, a intensidade de
luz absorvida pelo microgel a baixas temperaturas (T<<VPTT) é praticamente negligenciavel.
Com o aumento da temperatura, alcancando a VPTT, o microgel em solugéo passa a absorver

luz devido ao colapso das particulas, que visualmente é detectado pela turvacéo da solucéo.

" A falta de foco em magnificacdes muito altas limitou o uso do microscépio em determinadas aproximacoes.
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No entanto, deve-se levar em consideracdo a concentracdo do microgel em solucéo.
Isso porque a determinacdo da VPTT via analise turbidimétrica é dependente da concentracédo
e, quanto maior, menor a temperatura encontrada devido as interagdes hidrofébicas mais
intensas e a consequente turbidez antecipada da solucdo. Por isso, é importante a utilizagdo de
concentragdes idénticas quando se quer comparar a VPTT de microgéis ou entdo normalizar a
intensidade de luz pela concentragdo do microgel em solucdo.** O mesmo é valido para a
determinacéo da LCST de polimeros termo-responsivos lineares.*> A determinacéo da VPTT
através da analise turbidimétrica é uma boa alternativa quando néo é possivel a determinacéao

da mesma via DLS, resultando em valores muito semelhantes e em concordancia entre si.**

O processo de colapso de microgéis termo-responsivos é efeito da difusdo da agua
para fora das particulas, governado pelas interagdes polimero-polimero e polimero-agua. De
acordo com a teoria de intumescimento e colapso, quanto menor o tamanho do hidrogel, mais
répida é a difusdo da 4gua para fora da particula e maior a taxa de responsividade,'* como
descrito na revisdo bibliografica (Capitulo 2). Assim, espera-se que em microgéis essa

responsividade seja quase instantanea.

A Figura 5.11 apresenta os resultados da determinacdo da VPTT dos microgéis
preparados com 0s agentes de reticulagdo sintetizados (ASNP12 ou ASNP24). A partir dos
graficos, € possivel observar que todos os microgéis apresentaram uma transicao de fase em
temperatura bem definida, como esperado a partir da teoria de intumescimento e colapso.
Ainda, pode ser observada uma mudanca no comportamento da temperatura de transicdo de

fase dos microgéis sintetizados com os agentes de reticulagcdo mais ou menos substituidos.
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Figura 5.11. Determinagdo da VPTT para os microgéis sintetizados utilizando (A)
ASNP12 e (B) ASNP24 como agente de reticulagéo.

Na Figura 5.11 — A, é apresentado o comportamento dos microgéis preparados com o
agente de reticulacdo ASNP12, que possui GS <1. A transicao de fase ocorreu em temperatura
muito semelhante ou menor que aquela de microgéis de p(NIPAM) reticulados com MBA
descritos na literatura (entre 30°C e 32 °C). Dessa forma, considera-se que os polimeros do
amido funcionalizados agiram como o agente de reticulacdo e tiveram pouco efeito na VPTT
dos microgéis. Como observado nas imagens de MEV do item anterior, 0s microgéis
sintetizados com o agente de reticulagdo ASNP12 apresentaram uma morfologia pouco rigida,
provavelmente devido a baixa densidade de ligacBes cruzadas. Essa hipdtese pode ser
relacionada ao observado na Figura 5.11 — A a respeito da VPTT encontrada. Considerando
que hd uma baixa densidade de liga¢cdes cruzadas, a presenca de cadeias longas entre dois
pontos de reticulacdo permite interagBes hidrofobicas de maior intensidade, levando ao
colapso de microgéis em temperatura igual ou abaixo do comportamento tipico de microgéis
de p(NIPAM), assemelhando-se inclusive ao comportamento de polimeros lineares de
p(NIPAM).

Quando observamos a Figura 5.11 — B, um comportamento diferente € detectado.
Além do deslocamento sutil da VPTT para valores maiores, observa-se uma diferenca entre os
microgeis preparados com diferentes concentracdes de agente de reticulacdo. O microgel
ASNP24-5-p(NIPAM) apresentou VPTT em 33,5 °C enquanto o microgel ASNP24-10-

P(NIPAM) apresentou VPTT em 35 °C. Esse deslocamento para valores maiores de
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temperatura de transicdo de fase sugere uma acdo dupla da ASNP24: a reticulacdo da rede

polimérica e a participacdo da ASNP24 como copolimero hidrofilico.

O maior grau de substituicdo alcancado na ASNP24 permite considerar que a distancia
entre dois pontos de reticulacdo, neste caso, € menor. Essa menor distancia consequentemente
diminui a distancia entre as cadeias poliméricas dentro do microgel, permitindo uma maior
interacdo hidrofilica entre os segmentos. Acredita-se que essa interagdo pode ser semelhante
aquela descrita no capitulo 4, onde ligacGes de hidrogénio puderam ser estabelecidas entre o0s
grupos hidroxila remanescentes da estrutura da ASNP com o0s grupamentos amida do
p(NIPAM). O resultado dessa interacdo € o deslocamento da VPTT para valores maiores e,
dessa forma, a ASNP24 agiu também como copolimero na estrutura do microgel, provendo
maior estabilidade termodinamica através da interagdo com o p(NIPAM).

5.4.2.3 Aspectos dinamicos dos microgéis

Experimentos de DLS foram realizados para todos os microgéis sintetizados contendo
ASNP12 ou ASNP24 como agente de reticulacdo. Medidas em angulo fixo com variacdo de
temperatura ndo puderam ser realizadas devido a limitacdo técnica do equipamento (em
baixas temperaturas 0os microgéis intumescidos em solucdo sdo muito grandes, principalmente
aqueles sintetizados com ASNP12, agregando interferéncia devido ao espalhamento
maltiplo). Dessa forma, o Rp dos microgéis foi determinado a temperatura fixa, ou seja,
abaixo (15 °C, particulas intumescidas) e acima (45 °C, particulas colapsadas) da VPTT,

através da determinacdo do coeficiente de difuséo.

O uso do DLS permite que a dependéncia do tempo das flutuacBes possa ser
relacionado com o coeficiente de difusdo das macromoléculas.*® Esse modo é caracterizado
como difusivo quando a taxa de relaxagdo (I') depende linearmente do quadrado do vetor de
espalhamento (g°), podendo o coeficiente de difusdo (D) ser determinado a partir da equacéo
2.9 (capitulo 2). O Ry, entdo, pode ser relacionado com D utilizando a equagdo de Stokes-

Einstein para uma esfera (equagdo 2.10, capitulo 2).

Para os microgéis sintetizados com o agente de reticulacdo ASNP12, os experimentos
ndo puderam ser realizados no equipamento de DLS convencional. Devido ao tamanho desses
microgeis abaixo da temperatura de transicdo de fase e da aparéncia da solucédo (levemente

turva, mesmo diluida) contendo esses microgéis, as medidas ficaram comprometidas. Assim,
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optou-se pela utilizagcdo do 3D-PCCS, que minimiza as interferéncias e separa os eventos de
espalhamento Unico e maltiplo. As Figuras 5.12 e 5.13 apresentam os resultados obtidos no

experimento de 3D-PCCS realizado.
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Figura 5.12. Funcd@es de correlacdo temporal em 6= 90° a 15°C (curvas em vermelho) e a
45°C (curvas em preto) para os microgeis sintetizados utilizando ASNP12 como agente
de reticulagdo. Em (A), amostra ASNP12-5-p(NIPAM); em (B), amostra ASNP12-10-

p(NIPAM).

De acordo com as funcbes de correlacdo apresentadas na Figura 5.12, todos os
sistemas coloidais apresentaram um decaimento exponencial e, em certos casos, desvios desse
decaimento sdo observados. A amostra ASNP12-5-p(NIPAM) (Figura 5.12 - A), em ambas as
temperaturas, apresentou um comportamento diferente no decaimento frente as curvas da
amostra  ASNP12-10-p(NIPAM) (Figura 5.12 — B), sendo esse comportamento mais
pronunciado abaixo da VPTT. A curva em vermelho da Figura 5.12 — A, referente a sintese
com 5 mol% de ASNP12, apresentou desvios no final do decaimento, com flutuacGes
préximas de zero e longos tempos de relaxacdo, que podem estar relacionados a formacgéo de
agregados e a particulas com coeficiente de difusdo menores, caracterizando particulas com

difusdo mais lenta e, portanto, maiores.

Acima da VPTT (curva em preto da Figura 5.12 — A, referente a sintese com 5 mol%
de ASNP12), um "ombro™ sutil pode ser observado no decaimento da curva e pode estar
relacionado também com a formacdo de agregados. Essa possivel agregacdo pode estar

145



Capitulo 5. Polimeros do amido funcionalizados: agente de reticulacéo

relacionada com a baixa concentracdo de SDS utilizada durante a sintese, que pode ndo ter
sido suficiente para a estabilizacdo eletrostatica das particulas. Para os microgéis sintetizados
com 10 mol% de ASNP12 (Figura 5.12 — B), o decaimento das curvas de correlagdo foram

bastante ordinarios e nenhum desvio foi observado.

Para ambos 0s microgéis, observa-se que as curvas de correlacdo temporal possuem
deslocamentos no decaimento exponencial para tempos mais curtos quando estdo acima da
VPTT (curvas em preto), caracterizando particulas com difusdo mais rapida e, portanto,
menores, como esperado para microgéis termo-responsivos. Apenas observando as funcgdes de
correlacdo € possivel relacionar certa mudanca na forma e estrutura desses microgeéis quando
uma maior quantidade de agente de reticulacdo é utilizada. Quando 5 mol% de ASNP12 é
empregado, menos pontos de reticulagdo estdo presentes no microgel, e o tamanho e

movimento dessas particulas muda de forma bastante significativa.

A Figura 5.13 apresenta os resultados de T vs. g° para cada microgel, nas diferentes
temperaturas de andlise. As regressdes lineares da mesma amostra em diferentes temperaturas
sdo mostradas no mesmo grafico para melhor visualizacdo das diferentes grandezas. A Tabela

5.3 apresenta os valores de Ry, calculados a partir do ajuste das curvas da Figura 5.13.
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Figura 5.13. T vs. g% para os microgéis sintetizados com ASNP12 como agente de
reticulacdo a 15 °C (quadrados) e a 45 °C (circulos). Em (A), amostra ASNP12-5-
p(NIPAM); em (B), amostra ASNP12-10-p(NIPAM).
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Tabela 5.3. Coeficiente de difusdo (D) e raio hidrodinamico (Rp) para os

microgéis sintetizados com o agente de reticulacdo ASNP12.

Amostra Temperatura (°C) D (nm*s™) R (nm)
ASNP12-5-p(NIPAM) 15 2,842.10° 654
ASNP12-5-p(NIPAM) 45 3,537.10° 122
ASNP12-10-p(NIPAM) 15 3,656.10° 508
ASNP12-10-p(NIPAM) 45 2,787.10° 155

Apesar de alguns deslocamentos observados no decaimento das fungdes exponenciais
das curvas de correlagdo vistos anteriormente, o ajuste linear nos graficos de I' vs. q° da
Figura 5.13 mostra que, para estes sistemas, apenas fendmenos difusivos estdo relacionados
ao movimento dessas particulas em solucdo. Como previsto pelas curvas de correlacdo
temporal, as amostras analisadas a 15 °C possuem coeficientes de difusdo menores,

caracterizando microgéis relativamente grandes, como mostrado na Tabela 5.3.

A diferenca observada para o Ry dos microgéis sintetizados com 5 e 10 mol% de
ASNP12 a 15 °C é significante, e pode ser atribuida a maior densidade de reticulacdo
existente no microgel ASNP12-10-p(NIPAM). A razdo entre os valores de raio hidrodinamico
da amostra ASNP12-5-p(NIPAM) a 15 °C e a 45 °C ¢é de cerca de 4 vezes, enquanto para a
amostra ASNP12-10-p(NIPAM) essa razéo € de cerca de 3 vezes. Acredita-se que 0 maior
namero de pontos de reticulacdo na amostra ASNP12-10-p(NIPAM) enrijece parcialmente a
estrutura tridimensional e impede sua expansdo no solvente. Mesmo assim, o intumescimento
desses microgéis é bastante pronunciado, 0 que provavelmente esta relacionado ao baixo grau
de substituicdo da ASNP12.

A Tabela 5.3 ainda apresenta as determinacdes de Ry para os sistemas a 45 °C. De
acordo com os resultados obtidos os microgéis apresentaram R;, bastante pequenos quando
colapsados, apresentando valores bastante semelhantes entre si. No entanto, se consideramos
o valor de Ry, de cada microgel abaixo e acima da VPTT, o colapso do microgel sintetizado
com 10 mol% de ASNP12 foi mais limitado, provavelmente devido ao menor empacotamento
da rede polimérica devido ao maior nimero de pontos de reticulagdo. O Ry de microgéis
colapsados é dependente da densidade de ligagbes cruzadas,” sendo que para baixas

densidades das mesmas 0s microgéis comportam-se como polimeros lineares de alta massa
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molecular, enquanto a altas densidades de ligacGes cruzadas os microgéis tendem a um

comportamento mais rigido e impenetravel, semelhante a dispers@es de esferas rigidas.

Os resultados de DLS para os microgeéis sintetizados com o agente de reticulacdo
ASNP24 sdo apresentados nas Figuras 5.14 e 5.15. Por uma limitacdo temporal, nao foi
possivel a analise dessas amostras no 3D-PCCS e, por isso, utilizou-se um equipamento de
DLS convencional disponivel. Apesar da tentativa de correlacionar os dados da mesma forma
que o apresentado anteriormente (graficos I' vs. g°), uma limitacdo permitiu medidas em
apenas alguns poucos angulos (baixos). Dessa forma, optou-se pela apresentacdo dos
resultados contendo apenas as fun¢des de correlacéo e a distribui¢do dos tempos de relaxacdo
em apenas um angulo de observacdo. A observacao através das imagens de MEV e a previsao
tedrica de particulas esféricas forneceram certa liberdade para que a analise fosse realizada em
angulo fixo. No entanto, as particulas quando intumescidas (15 °C) possuem de fato diametro
elevado e o tratamento dos resultados é realizado no limite da técnica, sendo essa condicao de

influéncia importante nos resultados apresentados.

As propriedades da luz espalhada por uma amostra podem ser classificadas em termos
da razdo entre o caminho livre de um féton (L,) (distancia média de viagem de um féton no
meio antes de ser espalhado) e o tamanho da amostra (Ls). Para Ly/Ls >>1, a amostra é
transparente, o que significa que os fétons atravessam a amostra sem espalhar ou espalham
apenas uma vez, e a probabilidade de espalhamento maltiplo é negligenciavel. Quando Lp/Ls
~1, as contribuicbes de ndo espalhamento, espalhamento Unico e espalhamento multiplo sdo
de magnitudes comparaveis. Nesse caso a amostra possui turbidez, mas ainda é possivel ver
através dela. Em casos mais extremos, quando L,/Ls <<1, a amostra é opaca e o espalhamento
multiplo é dominante.®® " Acredita-se que a leve turbidez devido ao tamanho dos microgéis
ASNP24-5-p(NIPAM) e ASNP24-10-p(NIPAM) intumescidos influenciou a qualidade dos

resultados obtidos pela técnica de DLS convencional, conforme apresentado abaixo.
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Figura 5.14. Funcdes de correlacdo temporal (A e C) e distribuicbes de tempos de

relaxacdo (B e D) para o microgel ASNP24-5-p(NIPAM) a15°C (AeB)e45°C (Ce

D).
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Figura 5.15. Func@es de correlacdo temporal (A e C) e distribuicdes de tempos de
relaxacdo (B e D) para o microgel ASNP24-10-p(NIPAM)a15°C (AeB)e45°C(Ce
D).

As funcdes de correlacdo temporal apresentadas nas Figuras 5.14 e 5.15 para 0s
microgéis intumescidos (15 °C) apresentam desvios facilmente observaveis de um decaimento
exponencial. Esses desvios sdo relacionados ao longo tempo de relaxacdo dessas particulas
em solucdo, que caracterizam sistemas compostos de particulas grandes, como apresentado
nos graficos de distribuicdo de tempos de relaxacdo. A tentativa de ajuste das funcbes de
correlacdo temporal dos microgéis intumescidos, em especial aquele apresentado na Figura
5.15 — A, permite observar uma dispersdo grande, principalmente em tempos curtos. Esses

desvios podem ser relacionados a polidispersdo das amostras, que sdo refletidos nas largas
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distribuicfes encontradas. Essas distribuigdes apresentam um valor de raio hidrodinamico

médio e, nesses casos, com desvios bastante significativos.

A rota de polimerizacdo dos microgéis prevé a formacdo de particulas pouco
polidispersas, como foi o resultado obtido com os microgéis sintetizados com ASNP12 e
analisados através do 3D-PCCS. Por isso, consideramos os resultados apresentados nas
Figuras 5.14 — A,B e 5.15 — A,B néo conclusivos, visto que podem estar contaminados com 0
sinal de espalhamento mdaltiplo.

Os resultados do comportamento dindmico dos microgéis ASNP24-5-p(NIPAM) e
ASNP24-10-p(NIPAM) obtidos acima da VPTT podem ser considerados bem mais
confiaveis, visto que o tamanho dos microgéis nesta temperatura permite uma aplicacdo da
teoria de espalhamento de luz dinamico dentro dos limites do equipamento. As funcbes de
correlacdo temporal apresentam decaimento em tempos mais curtos, caracteristico de
particulas com difusdo mais répida, e apresentam poucos desvios, apresentando entdo
distribuicbes de tempos de relaxacdo mais estreitos. Resultados em outros angulos de
observacdo para esses microgéis colapsados apresentaram comportamento bastante

semelhante.

Considerando os valores médios de Ry observados, pode-se prever que a densidade de
ligacbes cruzadas presente nesses microgéis sintetizados com ASNP24 é maior, como
previsto pelo maior grau de substituicdo da ASNP utilizada como agente de reticulagdo e
pelos resultados de VPTT obtidos através do UV-Vis. O maior nimero de pontos de
reticulacdo resulta em um empacotamento maior da rede polimérica que limita o
intumescimento dos microgéis, em comparagdo com o0s resultados obtidos para aqueles
sintetizados com ASNP12. Esta maior densidade também limita o colapso, porque o0s
segmentos de cadeia entre os pontos de reticulagdo possuem pouco espaco conformacional
para sua organizacdo de forma mais compacta. Os resultados obtidos com essa variacdo de
densidade de ligacGes cruzadas na estrutura interna do microgel estdo em concordancia com a

literatura, quando comparado & agentes de reticulacio usuais.> **°

Sintetizando os resultados obtidos da influéncia da reticulagdo nos microgéis
apresentados neste capitulo, uma proposta da estrutura dessas particulas foi feita e €

apresentada na Figura 5.16.
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* ASNP12
T > VPTT
—

 ASNP24 T > VPTT
—

Figura 5.16. llustracdo da rede reticulada dos microgéis preparados com os diferentes

agentes de reticulacéo e o efeito causado no Ry das particulas.

Basicamente, a Figura 5.16 procura ilustrar a discussao realizada nos itens anteriores.
O baixo grau de reticulagéo (representado em vermelho) permite uma hidratagdo melhor das
cadeias abaixo da VPTT. No entanto, acima da temperatura de transicdo de fase esse mesmo
baixo grau de reticulacdo permite interacdes hidrofobicas entre os segmentos com maior
intensidade, e a variacdo do Rp é muito mais sensivel. Com o aumento da densidade de
ligagBes cruzadas (representado em azul), o microgel adquire estrutura mais rigida e nédo
permite uma hidratacdo tdo efetiva abaixo da VPTT. Ao colapsar, os pontos de reticulacdo em
maior concentracdo ndo permitem a aproximacao dos segmentos hidrofobicos devido a um

relativo impedimento espacial, e a variacdo do Ry, € mais sutil.

5.5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo, a proposta de funcionalizagcdo das SNPs pode ser desenvolvida com
sucesso e as ASNPs puderam ser utilizadas como agente de reticulacdo na formacédo de
microgéis de p(NIPAM). A maior area superficial dos polimeros do amido permitiu a

substituicdo das hidroxilas pelos grupos funcionais de interesse em um grau elevado.
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Foi observado que o grau de substituicdo das ASNPs é determinante nas propriedades
do microgel formado. Quando o GS do agente de reticulacdo foi menor que 1, microgéis com
intumescimento elevado foram observados devido a baixa reticulacdo na estrutura do
microgel. Nos microgéis reticulados com ASNPs com GS maior que 1, estruturas mais
empacotadas e densas em funcdo do maior nimero de pontos de reticulagdo foram
verificadas. Para estes microgéis, observou-se um deslocamento da VPTT para valores mais
elevados, indicando que o agente de reticulagdo sintetizado participou também como

copolimero hidrofilico.

A grande vantagem do uso das ASNPs como agente de reticulacdo em relacdo aos
reticulantes tradicionais é a possibilidade de atuacdo também como copolimero hidrofilico,
possibilitando entdo o deslocamento da VPTT dos microgéis para temperaturas maiores. A
conhecida biocompatibilidade dos polimeros do amido também traz vantagens para 0s

microgéis preparados, podendo ser testados e aplicados em sistemas diversos.
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Capitulo 6. Conclusoes e Perspectivss

6.1 CONCLUSOES

Nesta tese, o objetivo principal foi avaliar a influéncia dos polimeros do amido em
microgéis de p(NIPAM) sob duas perspectivas: como comonémero e como agente de
reticulacdo. Inicialmente foi feita a abertura do amido através da dissolucdo dos granulos em
uma mistura DMSO/H,0, seguido da aplicacdo de ultrassom para diminuicdo da M, e
precipitacdo dos polimeros do amido na forma de nanoparticulas (SNPs). Devido a estrutura
majoritariamente ramificada, as nanoparticulas mantiveram certa estabilidade mesmo apds a
evaporacao do solvente, com Ry, préximos de 75 nm. A opcdo de precipitacdo dos polimeros
na forma de nanoparticulas foi escolhida por se apresentar como uma melhor possibilidade de

incorporacdo destes na composi¢do dos microgéis.

Através de reacbes de polimerizacdo em emulsdo na presenca e na auséncia de
surfactante (EP e SFEP), microgeéis hibridos contendo p(NIPAM) e polimeros do amido
foram preparados. A proporgdo de SNPs foi modificada nas formulagbes, permitindo um
maior controle das mudancas ocorridas. Nos microgéis livres de surfactante, observou-se uma
influéncia maior do copolimero hidrofilico. Quanto maior a concentragdo de SNPs, mais
pronunciadas foram essas mudancas: deslocamento da VPTT para temperaturas maiores (~35
°C) em relacdo a VPTT de microgéis de p(NIPAM) puros, tamanho, morfologia e estabilidade
coloidal. Nos microgéis sintetizados com surfactante, mudangas muito sutis foram
observadas. Acredita-se que uma limitacdo na etapa de crescimento dos microgéis,
ocasionado pela presenca do surfactante, ndo permitiu a interacdo com os polimeros do amido
de forma intensa. No entanto, nas medidas de SAXS, observou-se a formagdo do mesmo tipo
de arquitetura para ambos os microgeéis (preparados por EP e SFEP) acima da VPTT, o que
permite concluir que os polimeros do amido estdo interagindo na superficie do microgel,

mesmo em baixas concentrac@es e independente da reacdo de polimerizacéo.

Com o objetivo de substituir os tradicionais reticulantes utilizados na sintese de
microgéis, agentes de reticulacdo foram preparados a partir das SNPs. Dois graus de
substituicdo dos reticulantes sintetizados foram alcangados, e cada um foi utilizado em duas
concentracdes diferentes na preparacdo de microgéis de p(NIPAM), totalizando quatro
reacOes de polimerizagcdo. Em todos os microgeéis preparados ocorreu uma transicdo de fase
em temperatura bem definida, que pode ser reflexo da baixa polidispersdo dos sistemas, do

tamanho mesoscopico dos microgéis e de certa homogeneidade da estrutura interna.
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Observou-se nestes sistemas, principalmente, que tanto o grau de substituicdo quanto a
concentracdo do reticulante influenciaram os microgeis. Em resumo, a densidade de ligacOes
cruzadas infere mobilidade ou rigidez a estrutura dos microgeis, refletindo principalmente no
tamanho dos mesmos. Também foi verificado que o agente de reticulacdo mais substituido
diminuiu a distancia entre os segmentos e permitiu um nivel de intera¢@es hidrofilicas mais
efetivo, refletindo na temperatura de transicdo de fase dos microgéis, que alcancou valores em
torno de 35 °C.

Os sistemas resultantes dos experimentos descritos nos Capitulos 4 e 5 (a partir da
preparacdo das SNPs, descrita no Capitulo 3) ndo sdo comparaveis estruturalmente, apesar de
possuirem resultados semelhantes quanto a temperatura de transicdo de fase para algumas
amostras. A amostra com maior concentracdo de SNPs nos microgéis copolimerizados
(NIPAM(1):SNP(2)) sintetizada através da SFEP possui temperatura de transi¢cdo de fase
muito semelhante ao microgel ASNP24-10-p(NIPAM) sintetizada através da EP. Acredita-se
que, em ambos os casos, a presenca dos grupos hidroxila presentes ou remanescentes na
estrutura do microgel permitiu interacfes hidrofilicas do tipo ligacdes de hidrogénio com o
grupamento amida do p(NIPAM). Nos sistemas descritos no Capitulo 4, as SNPs interagiram
na superficie do microgel, enquanto nos sistemas descritos no Capitulo 5, as ASNPs
interagiram no interior do microgel. A concentracdo de SNPs ou ASNPs utilizada nos
sistemas mencionados acima sdo muito diferentes entre si, 0 que permite concluir que a

arquitetura do microgel é o fator de maior influéncia nas propriedades dos sistemas estudados.

6.2 PERSPECTIVAS

Os sistemas descritos nos Capitulos 4 e 5 sdo considerados muito interessantes e
possuem potencial para exploracdo de diferentes formas. Por exemplo, esses novos microgéis
podem ter potencial aplicacgdo como sistemas de absorcdo e liberacdo de farmacos,
principalmente aqueles de uso topico, devido a temperatura de transi¢do de fase encontrada
(~35 °C) para alguns dos sistemas preparados.

As perspectivas deste trabalho referem-se ao aprimoramento das composi¢des dos
microgeis, para deslocar a VPTT para temperaturas mais proximas de 37 °C. A incorporacao
de mondmeros com sensibilidade ao pH também representa uma perspectiva interessante. De

forma mais aplicavel, estudos de citotoxicidade e de ensaios com farmacos-modelo para
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estudos de encapsulamento e liberagdo poderdo ser realizados. Ainda, o desenvolvimento de
microgeéis a partir de rotas de polimerizacdo controlada foi iniciado. Apesar dos resultados
preliminares, sistemas com temperaturas de transicdo de fase proximas de 40 °C foram

alcancados, demonstrando a versatilidade de sistemas contendo p(NIPAM) e macromoléculas
de origem natural.
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