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RESUMO

O presente trabalho visa a sintese de poliestireno via polimerizacao radicalar por
transferéncia de 4&tomo - ATRP utilizando diferentes iniciadores fluorescentes do tipo
2-(2’-hidroxifenil)benzazol, classe de fluor6foros capazes de realizar o processo de
transferéncia protdnica intramolecular no estado eletrbnico excitado (ESIPT). Os
polimeros obtidos foram caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de *H), Cromatografia por Exclusdo de Tamanho (SEC),
Espectroscopia Molecular no UV-Vis e Espectroscopia de Fluorescéncia. As
conversbes das reacOes de polimerizacdo ficaram na faixa de 71-78% e as
dispersidades entre 1,8 e 2,1. Observou-se um aumento da fluorescéncia do
fluor6foro quando inserido na matriz polimérica a partir da comparacdo entre o
rendimento quantico dos polimeros e dos iniciadores puros em solucdo. Os
polimeros sintetizados via ATRP foram misturados com poliestireno comercial e,
pelo método de emulsificacdo/evaporacdo do solvente, obteve-se microesferas
poliméricas fluorescentes. As medidas de tamanho das esferas foram feitas com
auxilio do software ImageJ a partir das imagens de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Obteve-se microesferas com diametros médios entre 1,55 e 1,99

MM, e mesmo apos o processo foi possivel observar a emissao de fluorescéncia.

Palavras-chave: Fluorescéncia, ATRP, polimero, imunodiagndsticos



ABSTRACT

The current work reported the synthesis of polystyrene via atom transfer radical
polymerization - ATRP using different fluorescent initiators from 2-(2'-hydroxyphenyl)
benzazole type, class of fluorophores capable of performing intramolecular proton
transfer process in the excited electronic state (ESIPT). The polymers obtained were
characterized by Nuclear Magnetic Resonance of Hydrogen (*H NMR), Size
Exclusion Chromatography (SEC), UV-Vis Molecular Spectroscopy and
Fluorescence Spectroscopy. The conversions of the polymerization were in the range
of 71-78% and the dispersity between 1.8 and 2.1. An increase in fluorescence of the
fluorophore in the polymer matrix was observed by comparing the quantum vyield of
the polymers and the initiators in solution. The polymers synthesized via ATRP were
blended with commercial polystyrene to obtain polymeric microspheres by solvent
emulsification/evaporation method. The sphere sizes were determined using the
ImageJ software from Scanning Electron Microscopy (SEM) images. Microspheres
with average diameters between 1.55 and 1.99 um were obtained, and even after the

process it was possible to observe the emission of fluorescence.

Keywords: Fluorescence, ATRP, polymer, immunoassay
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1. INTRODUCAO

Os testes diagnésticos movimentam mundialmente cerca de 25 bilhdes de
dolares por ano, sendo um setor de biotecnologia altamente dindmico. No Brasil,
ainda ndo existe uma tradicdo nesse campo industrial, havendo uma dependéncia
comercial em relacdo a importacdo desses produtos. De acordo com o BNDES, o
Brasil gasta em torno de 200 milhdes de dblares ao ano com insumos de
imunodiagnosticos. O trabalho se insere no ambito do Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia para Diagnostico em Saude Puablica (INCT-INDI), que tem como objetivo
implementar novas tecnologias para o diagnostico de doencas ditas negligenciadas
e relevantes para a saude publica no Brasil. Assim, dentro do contexto INCT-INDI,
nasceu a proposta de nacionalizacdo de insumos e sistemas de diagndstico
relevantes, reduzindo os custos de importacdo e a dependéncia tecnoldgica
brasileira nesse setor e fortalecendo o Sistema Unico de Satde — SUS.

Novas tecnologias tém sido desenvolvidas, como os microarranjos liquidos, em
que microparticulas esféricas fluorescentes de tamanho uniforme atuam como
suporte soOlido para a captura de diferentes moléculas como, por exemplo,
anticorpos, peptideos ou acidos nucleicos. Esses sistemas permitem a identificacao
simultanea de mdltiplos tipos de antigenos em uma Unica reacao, diminuindo custo e
tempo, além de que a quantidade de material biol6gico (sangue) pode ser reduzida.
Dentro desse contexto, microesferas de poliestireno funcionalizadas contendo
grupos fluoréforos caracterizam-se como insumo base.

Neste trabalho, foram obtidas microesferas de poliestireno fluorescentes. Os
métodos utilizados foram a polimerizacéo radicalar do estireno por transferéncia de
atomo (ATRP), empregando iniciadores que apresentam grupos fluoréforos do tipo
2-(2’-hidroxifenil)benzazol, e a obtencdo de microesferas de poliestireno a partir da

técnica de emulsificacao/evaporacao de solvente.



2. ESTADO DA ARTE
2.1. Polimeros fluorescentes

Durante as Ultimas décadas houve uma enorme demanda de materiais
fluorescentes e a pesquisa sobre polimeros fluorescentes reuniu grande atencao
cientifica devido a sua gama de aplicacdes, alta estabilidade, facil manuseio e
baixos custos de producdo. Destacam-se principalmente as areas de
quimiossensores, maquinas de polimeros inteligentes, termdmetros moleculares
luminescentes, liberacdo de farmacos (drug delivery) entre outras. Esses materiais
consistem em uma matriz polimérica contendo algum tipo de corante ou estrutura
fluorescente. %3

A dopagem de polimeros com fluoroforos pode ser feita por processos tanto
fisicos quanto quimicos. No primeiro caso, ocorre uma dopagem por dispersao em
gue a molécula fluorescente € confinada na matriz polimérica, podendo ocorrer
através da mistura deste fluor6foro com um polimero pré-formado ou pela sua
presenca durante a reacdo de polimerizagdo. No segundo caso, 0 composto
fluorescente pode atuar como iniciador de polimerizagdo, utilizando mondémeros
funcionais fluorescentes ou moléculas fluorescentes como agentes de transferéncia
de cadeia, de modo que, ao final do processo, se encontram ligados covalentemente
ao polimero.??

A intensidade da fluorescéncia é definida como o produto do coeficiente de
extincdo e do rendimento quantico, determinando o sinal que pode ser obtido a partir
de uma Unica molécula e, portanto, definindo a sensibilidade de resolugdo.* Sendo
assim, quanto aos fenémenos fotofisicos, todas as metodologias resultam em

materiais com caracteristicas semelhantes.?

2.2. Polimerizacdo Radicalar por Transferéncia de Atomo (ATRP)

A polimerizacdo radicalar por transferéncia de atomo foi desenvolvida em
1995, estd entre os métodos mais eficazes e mais utilizados de polimerizacdo
radicalar controlada. Aplica conceitos de uma polimerizagao “viva” em que a etapa
de terminacdo € minimizada e o crescimento simultaneo de todas as cadeias pode

ser alcancado através de iniciacdo quase instantanea.® Polimeros obtidos a partir



dessa técnica apresentam grande apelo tecnologico pela possibilidade de controle
de massa molar, pela estreita dispersidade e por permitir a sintese de materiais
fundamentalmente novos com arquiteturas de nanoescala complexas e bem
definidas, como copolimeros em bloco.®

A reacao de polimerizagdo radicalar convencional, de uma forma geral, se da
pela decomposicdo de um iniciador na presenca de um monémero vinilico, que
através de uma reacdo de adicdo forma a espécie ativa. Em seguida, ocorre a
adicdo sucessiva de unidades de mondmeros, numa etapa denominada de
propagacdo.’ Apesar de suas qualidades e do seu grande uso, existem limitacdes
quanto ao controle da massa molar, a presenca de reacdes de terminacdo
irreversiveis e reacdes de transferéncia de cadeia que ocasionam uma larga
dispersidade e uma estrutura polimérica ndo definida. Estas desvantagens sao
contornadas pela técnica ATRP e outras polimeriza¢des controladas.

Os iniciadores tipicos de ATRP sao derivados a-halocarbonila (Figura 1) cujos
substituintes R1 e R2 vdo determinar os grupos terminais do polimero resultante.
Assim sendo, o fator principal de reatividade concentra-se na energia de ligacao C-
X. Desta forma, a facilidade da homolise da ligacdo depende de um iniciador de
ATRP eficiente. Além disso, a ATRP pode ser realizada em meio polar, apolar ou em

sistemas heterogéneos como, por exemplo, em emulsdo e suspensdo.®

Figura 1. Estrutura genérica de um iniciador de ATRP.

o R4= O-substituinte de interesse , N-substituinte de interesse

R, R,=H , CH
R, 8

X = halogénio

A ATRP é controlada pelo equilibrio entre radicais propagantes e espécies
dormentes. Seu mecanismo é dado pela utilizagdo de um iniciador derivado de a-
halocarbonila, o qual vai ser ativado por um sistema catalitico composto por um
metal de transicdo (Mt™) que esta coordenado a um ligante (L), geralmente uma
amina terciaria polifuncional, para aumentar sua solubilidade no meio organico. O

complexo de metal de transicdo € responsavel pela cisdo homolitica da ligacdo



halogénio-carbono (P,X), aumentando seu numero de oxidacdo em uma unidade
(M™?1) e gerando um radical livre organico (P,* - espécie ativa) que reagird com a
dupla vinilica do monémero, iniciando a reacdo em cadeia formando o polimero. O
crescimento é interrompido no momento em que a espécie ativa encontra um metal
oxidado (Mt™?), chamado de espécie desativadora, regenerando uma espécie
“dormente” - P,X (Esquema 1).°

Esquema 1. Equilibrio da ATRP.’

kact

P,-X + Mt™/L P.* + X- th”n_

kdeact
kU Pn Pn

2.3. Obtencdo de microesferas poliméricas pelo método de
emulsificacdo/evaporacao do solvente

A emulsificagdo/evaporacdo de solvente é um método de preparacdo de nano
e microparticulas a partir de polimeros pré-formados visando, principalmente, a sua
aplicacdo em encapsulamento de farmacos. E faciimente controlada, em
comparacao com os métodos de producao de nanoparticulas poliméricas a partir da
polimerizacdo de mondmeros, apresentando altos rendimentos.*°

Este método € iniciado a partir da obtencdo de uma emulsdo do tipo
oleo/agua (O/A), em que a fase organica é constituida por um solvente apolar, onde
o polimero sera dissolvido, e a fase aquosa que contém um agente anti-coalescente,
como, por exemplo, o alcool polivinilico (PVA-OH). As duas fases sdo misturadas
sob agitacédo, formando uma emulsdo e, em seguida, utiliza-se um equipamento de
ultrassom ou um homogeneizador de alta pressao para estabilizar a emulsdo. Essa
Ultima etapa é determinante para a obtencado das esferas e deve ser realizada antes
da evaporacado do solvente, de modo a serem obtidas goticulas de fase interna em
dimensdes coloidais. Por fim, o solvente orgénico é evaporado fazendo com que
ocorra a precipitacdo do polimero na fase externa aquosa, obtendo-se esferas

poliméricas.™



2.4. Microesferas  poliméricas fluorescentes na metodologia de
microarranjos liquidos

A metodologia de microarranjos liquidos utiliza microesferas de poliestireno
de aproximadamente 5 um de diametro atuando como suporte soélido para a captura
de diferentes moléculas-alvo, sejam elas anticorpos, peptideos, antigenos ou &cidos
nucleicos.® Hoje em dia é principalmente conhecida como sistema Luminex®
XMAP®, tecnologia desenvolvida pela corporacdo Luminex, proporcionando a
deteccao de multiplos analitos simultaneamente a partir de uma mesma amostra e é
utilizada em diversos laboratérios de pesquisa e de diagnésticos.™

No ensaio XMAP, cada microesfera é corada com diferentes concentracfes
de uma mistura de dois ou trés corantes fluorescentes, possibilitando a criacdo de
até 200 (sistema Luminex 100/200™) ou 500 coédigos de cores (sistema
FLEXMAP3D®), em que cada um sera responsavel pela deteccdo de um analito em

especifico (Figura 2).!
Figura 2. Microesferas coradas com diferentes concentracdes de corante.™
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As esferas utilizadas tém normalmente sua superficie modificada com grupos
acido carboxilicos, possibilitando o acoplamento de moléculas responsaveis pela
captura das moléculas-alvo apés a incubacdo com o material biolégico.® Em
seguida, é utilizado uma molécula reporter, sendo um anticorpo marcado com um
fluoréforo chamado ficoeritrina, que se ligard apenas aquelas microesferas em que

houve ligacdo com o analito de interesse (Figura 3 A).*® Por fim, as microesferas s&o



analisadas no aparelho Luminex, através da incidéncia de dois lasers de
comprimento de ondas diferentes. O laser vermelho é responsavel pela deteccéo e
identificacdo das microesferas e o verde € responsavel pela quantificacdo daquelas

microesferas que capturaram algum analito de interesse (Figura 3 B).®

Figura 3. (A) Representacdo das ligacbes de moléculas bioldgicas nas microesferas poliméricas
fluorescentes. (B) Processo de andlise das microesferas realizado pelo aparelho Luminex.®

A B Microesferas
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de Molécula
Captura Repérter Laser 1
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2.5.Processos fotofisicos

2.5.1. Fluorescéncia

Os responsaveis pela possibilidade de um composto emitir fluorescéncia sao
os grupos fluoréforos, que apresentam estruturas rigidas e s&o ricos em elétrons .2
A maioria das moléculas ocupa o nivel mais baixo de vibracdo do estado eletrénico
fundamental a temperatura ambiente e, com a absorcdo de radiacdo
eletromagnética, é elevada para estados excitados.’® Essas transicdes eletronicas
ocorrem entre o orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO) e o de
mais baixa energia desocupado (LUMO).*

O diagrama de Perrin - Jablonski (Figura 4) é conveniente para visualizar de
forma simples os processos possiveis. Os estados eletronicos singlete sao indicados
por Sy (estado eletrénico fundamental), S;, S,, e os estados de triplete, T1, T».
Niveis vibracionais estdo associados com cada estado eletrénico. Apds a absorcao
de radiacdo, os compostos assumem um estado localmente excitado, havendo

diferentes caminhos de desativacéo possiveis.'®



Figura 4. Diagrama de Jablonski.’
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Estado Fundamental

A fluorescéncia trata da emissao de fétons acompanhados de uma relaxagéo

S; - Sp. As moléculas que apresentam esse fenbmeno sdo geralmente rigidas,

ciclicas, ricas em elétrons e tém sua fluorescéncia aumentada na presenca de
grupos doadores e diminuida por grupos retiradores de densidade eletronica.’® De
acordo com a lei de Stokes, o comprimento de onda da emissao de fluorescéncia é
sempre maior que o da absorcdo, e essa diferenca de energia € chamada de
deslocamento Stokes. Os processos de desativacdo competem entre si, podendo
ocorrer também por relaxagdo vibracional, transferéncia eletrdnica e transferéncia de
energia, 0s quais ndo se tratam de transi¢cbes radiativas. Moléculas ndo rigidas

perdem facilmente toda a sua energia absorvida por transicées néo radiativas.®

2.5.2. Transferéncia Protbnica Intramolecular no Estado Excitado
(ESIPT)

A transferéncia proténica intramolecular no estado excitado (ESIPT) é um
processo fotoquimico que produz um tautbmero com uma estrutura eletrbnica

diferente da forma excitada original. E um fenbmeno que ocorre em quatro etapas,

na qual a forma enol excitada (E*) € convertida na forma ceto excitada (K*) por



apresentar mais estabilidade nessa condicao. Por fim, a forma ceto excitada é capaz
de realizar uma emissao radiativa, decaindo para a forma ceto (K) no estado

fundamental (Figura 5).%

Figura 5. Processo ESIPT. 16 (Adaptado)
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As propriedades de fluoréforos que apresentam ESIPT sdo um grande
deslocamento de Stokes, emissao dupla de fluorescéncia pela desativacao do forma
enol (E*) e ceto (K*). E um processo muito rapido e apresenta sensibilidade
espectral ao meio que se encontra. Devido a uma redistribuicdo de densidade
eletrbnica no estado excitado, observa-se uma modificacdo na acidez e basicidade
desses compostos. O pré-requisito para que se observe este fenbmeno é a
presenca de uma ligacéo de hidrogénio intramolecular entre um grupo doador e um
aceptor de préton, onde esses grupos estdo espacialmente suficientemente

préximos. %3

2.5.3. Corantes do tipo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol

Corantes do tipo benzazol sdo compostos que possuem um anel azélico
condensado a um anel benzénico. O anel azélico € composto de cinco membros e
tem como caracteristica a presenca de dois heteroatomos nas posicoes 1 e 2, sendo

um deles obrigatoriamente o nitrogénio e 0 outro varia entre enxofre, oxigénio e



nitrogénio, sendo denominados como benzotiazol, benzoxazol e benzimidazol,

respectivamente (Figura 6).>

Figura 6. Estrutura de um corante benzazdlico.
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As moléculas do tipo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol apresentam uma hidroxila na
posicdo orto ao heterociclo azoélico, permitindo a ocorréncia de transferéncia
protdnica intramolecular no estado excitado (ESIPT) com o nitrogénio. Assim, &
possivel observar um equilibrio ceto-endlico quando esses compostos tém seus

elétrons excitados (Figura 7).3

Figura 7. Equilibrio ceto-endlico de um corante do tipo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol, sendo X = O, S ou
NH.

-0 — 0

Enol (E) Ceto (K)

Como os corantes do tipo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol realizam ESIPT, eles
apresentam elevada estabilidade térmica e fotofisica, além de um grande
deslocamento de Stokes. Essas caracteristicas fazem com que tenham uma alta
gama de aplicacBes, como a prevencdo da fotodegradacdo de polimeros®’, em

dispositivos 6pticos® e como sonda de membrana nas &reas biolégicas.*®
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3. SITUACAO ATUAL

O avanco nas pesquisas relacionadas a polimeros fluorescentes tem
mostrado a existéncia de uma grande gama de aplicacOes para esses materiais.
Para observar este crescimento, foi feita uma pesquisa da quantidade de patentes
publicadas desde 1988 (ultimos trinta anos). Os numeros foram obtidos a partir de
pesquisas na base de dados do Derwent Innovations Index®™, no dia 22 de
dezembro de 2017, utilizando como palavras-chave de pesquisa “Fluorescent

polymer*” (Figura 8).

Figura 8. Numero de patentes publicadas nos ultimos trinta anos utilizando como palavras-chave
“Fluorescent polymer*”.
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A partir da Figura 8, pode-se observar um aumento do nimero de patente nos
altimos trinta anos e, principalmente, nos ultimos cinco. Foi feita uma analise das
altimas publicacdes feitas com o intuito de constatar as suas aplicagfes mais atuais.
A patente WO2017180998-A2%° & referente a um polimero fluorescente solGvel em
agua, que pode ser usado para aplicacdes como diodos emissores de luz ou células
solares. J& na patente de nimero CN107188184-A?!, sdo feitos materiais de silicio
poroso uteis na preparacao do sensor de gas fluorescente (em que séo aplicados os
polimeros). Por fim, a patente CN107177688-A%* propde um kit para deteccéo do
gene de susceptibilidade a surdez, onde uma solucéo de reacdo em cadeia de

polimerase € pré-instalada em uma reacédo em cadeia da polimerase fluorescente.
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Como este trabalho esta relacionado ao uso de polimeros fluorescentes em
ensaios de imunodiagnosticos, foi acrescentado a pesquisa ‘“immunoassay*”. A
Figura 9 apresenta a quantidade de patentes publicadas nos ultimos 30 anos com

essa busca.

Figura 9. Namero de patentes publicadas nos ultimos trinta anos utilizando como palavras-chave

% %)

“Fluorescent polymer*” e “Immunoassay*” como filtro.
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Na Figura 9 pode-se observar que existem poucas patentes publicadas
guando se trata da aplicacdo de polimeros fluorescentes a imunodiagnosticos. Os
Gltimos avancos foram feitos pelas patentes de nimeros W0O2015006374-A1% e
US2014145115-A1%*. A primeira se trata de nanoparticulas sensiveis & polarizagéo
gue sdo usadas para a formacao de pontos quanticos. Utilizam nanoparticulas de
ouro e ferro monodispersas como biomarcadores para deteccdo de biomoléculas,
como anticorpos, células, &cidos nucleicos, enzimas, proteinas e outros. J4 a
segunda se trata da preparacao de microparticulas de poliestireno de diversas cores
usadas nas analises de Multiplex. S&o padrdes de referéncia para instrumentos
baseados em fluorescéncia e rastreadores biolégicos. Essa patente se assemelha
ao projeto em questdo quanto a sua aplicacdo. Entretanto, o0 método apresentado
neste trabalho traz a vantagem de se ter o fluoréforo ligado covalentemente a matriz
polimérica, visto que é utilizado como um iniciador de polimerizagdo, enquanto a
patente descreve polimeros corados com corantes fluorescentes, através de

interacdes fisicas.
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4. OBJETIVOS

4.1.Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € a obtencdo de microesferas de poliestireno
fluorescentes utilizando a polimerizag&o radicalar por transferéncia de atomo (ATRP)
e a técnica de emulsificacdo/evaporacdo de solvente visando a sua aplicacdo em

ensaios de imunodiagnaosticos.

4.2.0bjetivos especificos

e Sintese de poliestireno via ATRP utilizando iniciadores fluorescentes do tipo
2-(2’-hidroxifenil)benzazol ;

e Caracterizar o polimero por RMN de 'H e Cromatografia de Exclusdo de
Tamanho (SEC);

e Obtencdo de microesferas poliméricas fluorescentes a partir dos polimeros
obtidos via ATRP misturados com poliestireno comercial pelo método de
emulsificacao/evaporacao de solvente;

e Caracterizacdo das microesferas de poliestireno por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) e espectroscopia de fluorescéncia;
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5. METODOLOGIA
5.1. Materiais

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram: brometo de cobre,
N,N,N’,N”,N” pentametildietilenotriamina (PMDETA), estireno, acetona, &gua
deionizada, etanol, tetrahidrofurano (THF), cloroférmio, alumina basica, poliestireno
comercial e poli(alcool vinilico) (PVA).

Os iniciadores fluorescentes foram sintetizados pelo Grupo de Pesquisa em
Fotoquimica Organica Aplicada do Instituto de Quimica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, conforme procedimentos descritos na literatura.>® A Figura 10

mostra a estrutura desses compostos, que séo do tipo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol.

Figura 10. Estrutura dos iniciadores fluorescentes.
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As analises do trabalho foram realizadas no Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os equipamentos utilizados foram:

- Ressonancia Magnética Nuclear: as andlises de RMN de *H foram
realizadas em um equipamento Bruker Avance 400 MHz. Foi utilizado cloroférmio
deuterado (CDCl3, 99,9% com 1% v/v de TMS) como solvente.
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- Cromatografia de Exclusédo de Tamanho: SEC Viscotek VE 2001 com
detector triplo (indice de Refracdo, Viscosimétrico e de Espalhamento de Luz)
Viscotek TDA 402, THF como solvente organico, colunas de PS/DVB.

- Absorcdo na regido do UV-Vis em solucdo: Espectrofotdmetro Shimadzu
UV-2450.

- Absorcdo na regido do UV-Vis em estado sélido: Espectrofotdmetro
Shimadzu UV-2450 com esfera integradora ISR-2200.

- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): microscopio JEOL modelo JSM

6060 operando a uma aceleragao de 1000 volts, e uma voltagem de 10 kV.

5.2. Reacbes de polimerizacéo radicalar por transferéncia de a&tomo (ATRP)

Em um tubo de 10 mL de fundo redondo equipado com septo e previamente
ambientado com N, o catalisador CuBr foi solubilizado no ligante PMDETA em uma
proporcdo molar CuBr/PMDETA = 1:2. O estireno, previamente purificado em uma
coluna de alumina basica para remocéo do inibidor existente no meio e deareado, é
adicionado a uma solucdo do iniciador em acetona. Em seguida, a solugcdo de
estireno/iniciador é adicionada, com o0 auxilio de uma seringa, a solucdo de
CuBr/PMDETA, e uma pequena quantidade de acetona é adicionada para
solubilizacdo completa do iniciador. As reacfes foram submetidas a agitacédo
magnética e temperatura de 90°C no reator EasyMax 102, em uma propor¢ao molar
de Iniciador/CuBr/PMDETA/estireno de 1:3:6:480.

Apos finalizada a reacao, solubilizou-se o produto em THF, filtrou-se numa
coluna de alumina e silica para retirar o catalisador, precipitou-se o polimero em
etanol, sendo por fim foi seco em estufa a vacuo. Os polimeros obtidos foram
caracterizados por SEC. A massa molar foi determinada empregando curva de
calibracdo com padrdes de poliestireno na faixa de 0.5 - 4 x 10° kg/mol. As

conversdes foram calculados por RMN de *H.

5.3. Obtencdo de microesferas poliméricas pelo método de
emulsificacdo/evaporacao do solvente

Os polimeros obtidos via ATRP foram misturados com poliestireno comercial

(My= 171000 g.mol™*, B = 2,0) em diferentes porcentagens em massa em solucgéo
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para obtencdo de microesferas poliméricas fluorescentes. Em uma primeira etapa,
0,5 g da mistura de poliestirenos foram solubilizadas em 30 mL de cloroférmio (Fase
organica A) e, separadamente, 2,5 g de poli(alcool vinilico) (PVA, M,, = 50.000 -
31.000 g.mol?, 87,6% hidrolisado) foram solubilizados em 100 mL de &agua
deionizada (Figura 11). Depois da completa dissolucéo das fases, a fase organica foi
adicionada gota a gota com o auxilio de uma bomba dosadora a fase aquosa (vazéo
de 6,4 mL/min), a qual foi mantida sob agitacdo constante utilizando-se um
homogeneizador de alta velocidade (Ultra Turrax® T25) com rotacdo de 8000 rpm. A
emulsdo obtida foi gotejada em meio litro de agua deionizada sob agitagdo mecéanica
a 800 rpm por 40 minutos. A solucdo leitosa resultante foi centrifugada e o

precipitado foi seco em estufa a 40°C por 8 horas.

Figura 11. Procedimento para a obtencdo de microesferas poliméricas pelo método de
emulsificacdo/evaporacao do solvente.

Fase . > 7 Fase
Organica - - Aquosa Emulsdo Primaria
_— T I L~ O
4 P o
40°C/Agitacdo 5 min 40 min

6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Sintese de poliestireno fluorescente via ATRP

Matrizes poliméricas de poliestireno foram sintetizadas utilizando iniciadores
contendo grupos fluoréforos, fazendo com que esses substituintes figuem ligados
covalentemente a estrutura do polimero. A reacdo esta representada pelo Esquema
2.
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Esquema 2. Reagdo ATRP do estireno empregando diferentes iniciadores fluorescentes.

H Br
@:X — N ©/\ CuBr/PMDETA
y/ +
N>_@ (0] Acetona 90°C @ >_Q 0
HO
X=8o0u0O

As reacOes foram feitas em acetona utilizando relacdes molares de iniciador e
estireno de 1:480, a temperatura de 90 °C, durante 48 horas. O sistema catalitico é
composto de CuBr/PMDETA, nas propor¢cdes 1:2, com excesso de ligante para
garantir a complexagéo de todo sal de cobre no meio. Os resultados estdo na Tabela
1.

Tabela 1. Reag¢des com iniciadores fluorescentes.

Polimero  Iniciador Conversdo Dispersidade Mn® Mniesrico"”
(%) (D) (g.mol™)  (g.mol™)
PS1 1 79 2,13 55.400 39.365
PS2 2 76 1,94 57.230 38.080
PS3 3 72 1,95 63.420 36.260
PS4 4 71 1,85 54.000 35.605

(a) Valores obtidos por SEC. (b) Calculado com base na converséo.

Os valores de conversdo foram calculados por RMN de *H a partir de uma
aliquota do meio reacional ao final da rea¢éo, contendo polimero e monémero. O

calculo é dado segundo a Equagéo 1.

Equacéo 1. Célculo de conversao da polimerizag&o do estireno.

~ Ag 4 — —6A 5
Conversao (%) = (ss-76—64575)/5 % 100
(A64 7,6 —6As575)/5 +As75

Na Equacéo 1, A é referente ao valor de integracdo da area no espectro de
RMN e os numeros subscritos referem-se a regiao integrada. A area obtida em 5,75
ppm é proveniente de um dos hidrogénios vinilicos do monémero estireno, assim,
com o passar da reacdo, essa area tendera a diminuir visto que a polimerizacéo

envolve a mudanca na ligacdo carbono-carbono, sendo inicialmente do tipo sp® e
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passando a ser sp®. A &rea na faixa de 6,4 - 7,6 ppm corresponde aos sinais dos
hidrogénios dos anéis aromaticos, presentes tanto no mondmero quanto no
polimero. Na Figura 12 pode-se observar o espectro de *H RMN com as respectivas
integracfes. Nao é possivel ver os sinais do fluordforo, visto que estdo em uma

quantidade muito menor comparado ao polimero e ao mondémero.

Figura 12. Espectro de '"H RMN (400 MHz, CDCl;) do polimero fluorescente obtido a partir do
iniciador 1

B Br
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N&o houve controle da reacdo, ja que polimeros com dispersidade >1,8 foram
obtidos. Além disso, os valores de massa molar média encontrados estdo todos
acima do valor teorico esperado. Este resultado pode estar associado a uma
possivel complexacdo do ion cobre com o nitrogénio presente no grupo fluoréforo,
interferindo no equilibrio ATRP.

6.2. Fotofisica dos polimeros obtidos via ATRP

As medidas de absorcdo e emissdo dos polimeros obtidos via ATRP foram
feitos em solucdo, utilizando THF como solvente em uma concentracdo de 1 g.mL™.
Para fazer a determinacdo da quantidade de fotons que esses materiais
fluorescentes absorvem, foi utilizada a Lei de Lambert-Beer, onde A é a
absorbancia, €, o coeficiente de extingdo molar, c, a concentracdo do composto em
mol.L™ e |, a distancia percorrida pela radiacdo. (Equacéo 2)*.

A = ecl (2)
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A partir da Equacdo 2 é possivel obter o valor do coeficiente de extingdo
molar pelos resultados obtidos no espectro de absor¢géo do composto.

Também foram feitos calculos de rendimento quéantico (®s), que se trata da
razdo da quantidade fotons absorvidos pela quantidade de fotons que foram
emitidos por fluorescéncia (Equacao 3). Assim, o valor maximo que pode ser obtido
€ 1, podendo ser expresso em porcentagem.

Numero de fétons emitidos por fluorescéncia 3)

(I)f =
Numero de fotons absorvidos

Para realizar essas medidas em espectrofotbmetros comuns, é necessario 0
uso de um padrdo de rendimento quantico, como o sulfato de quinino. A

determinacao deste parametro foi feita a partir da Equacao 4%’

f_s: 1% (A em) (4)
(I) (Df st F L L (hom)

Na equacgdo do rendimento quéntico, F é a integral do fluxo de fotons, f é o
fator de absorbancia e n € o indice de refracdo do solvente utilizado na medida. Séo
obtidos resultados para a amostra, representados por X, e para o0 padréo,
representados por st.

A fotofisica dos iniciadores foi investigada em estudos anteriores, podendo-se

observar os valores obtidos na Tabela 2.2

Tabela 2. Valores dos parédmetros obtidos a partir dos espectros de absorcdo e emissdo dos
iniciadores em THF.?

Iniciador Amax EMiss@0cetec  EMIiSS&@0enol € RQ (%)
(nm) (nm) (nm)
1 345 511 392 35820 11
2 354 555 396 9900 0,5
3 330 480 370 36274 1,7
4 340 518 378 9615 1,0
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Os espectros de absor¢cdo e emissao dos polimeros fluorescentes encontram-
se nas Figuras 13, 14, 15 e 16.

Figura 13. Espectro de absorgéo na regido do UV-Vis e emissao do polimero PS1 em THF.
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Figura 14. Espectro de absor¢éo na regido do UV-Vis e emissao do polimero PS2 em THF.
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Figura 15. Espectro de absor¢éo na regido do UV-Vis e emissdo do polimero PS3 em THF.
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Figura 16. Espectro de absor¢éo na regido do UV-Vis e emissédo do polimero PS4 em THF.
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A conformacdo enol é energeticamente desfavorecida no estado excitado,
entretanto € possivel que haja ligacdes de hidrogénio entre os hidrogénios da
ligacdo O-H do fluoréforo com nuvens 11 de anéis aromaticos?®, havendo interrupcéo
parcial do processo ESIPT. Sendo assim, essas interagcbes podem ocorrer entre o
hidrogénio fendlico do fluoréforo e os anéis aromaticos do poliestireno, fazendo com

gue a desativacao se dé no mesmo conformero em que a molécula foi excitada. Nos
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espectros obtidos, pode-se observar que o PS1 apresentou desativacao apenas na
conformacao enol, sendo mais afetado por esse efeito. Nos espectros dos outros
polimeros, ha a presenca de uma dupla emissao de fluorescéncia, caracteristico de
fluoréforos que realizam ESIPT. A primeira banda é referente a emissdo enol,
apresentando menor comprimento de onda, e a segunda é referente a emissao ceto,
com maior comprimento de onda devido a perda de energia durante a transi¢do de
enol para ceto (E* — K*). A Tabela 3 resume os resultados obtidos, além de

apresentar os dados de rendimento quantico.

Tabela 3. Valores dos paradmetros obtidos a partir dos espectros de absorcdo e emissdo dos
polimeros em THF.

Polimero  Amax EMIisS@0ceto EMIiSS80enor  RQ (%)

(nm) (nm) (nm)
1 350 - 390 1,8
2 361 467 403 0,8
3 331 484 370 3,6
4 348 528 390 24

Pode-se observar que quando a molécula fluorescente esta inserida na matriz
polimérica, hA um aumento do rendimento quéantico comparado ao iniciador puro em
solucao. Isso se deve ao fato de que o confinamento da molécula diminui seus graus
de liberdade, havendo menos processos de desativacdo nao-radiativos e menor
perda de energia por colisdo. As Figuras 17a e 17b mostram os iniciadores sélidos
puros e os polimeros fluorescentes, respectivamente, quando expostos a radiacao

na faixa do UV-Vis.

Figura 17. Fluorescéncia dos (@) iniciadores de polimerizacdo no estado sélido e (b) poliestirenos
obtidos a partir dos iniciadores.
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6.3. Emulsificacdo/evaporacao do solvente

A partir do método de emulsificacdo/evaporacdo do solvente foram obtidas
microesferas utilizando o polimero PS1 misturado com poliestireno comercial. A
mistura foi feita com 20% e 2% em massa do polimero fluorescente, sendo referente
ao caso A e B, respectivamente, conforme Figura 18. Os diametros foram
determinados utilizando o programa ImageJ a partir das imagens de MEV. Atraves
da contagem individual das micro esferas (em torno de 30 contagens), foram obtidos

histogramas de distribuicdo de tamanho.

Figura 18. (a) Imagens de MEV das microesferas obtidas a partir da mistura do PS1 com poliestireno
comercial. (b) Histogramas obtidos a partir das imagens de MEV.
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7

O tamanho das microesferas é influenciado pela velocidade de agitacao
utilizada durante o processo. Para os casos A e B, foram observados diametros
meédios de 1,55 £ 0,49 um e 1,99 + 1,01 um, respectivamente, apresentando valores
préximos, o que mostra uma reprodutibilidade do método visto que os parametros
utilizados foram os mesmos para ambos. Os diametros obtidos estdo abaixo do
desejado (em torno de 5,6 um), precisando ser feita uma otimiza¢do do processo de
obtencdo de microesferas. Como uma forma qualitativa de observar se as
microesferas ainda apresentam fluorescéncia apdés todo o processo, foram feitas

medidas fotofisicas no estado sélido desses polimeros (Figura 19).

Figura 19. Espectro emissdo das microesferas fluorescentes no estado sélido.
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Tanto para A quanto para B é possivel observar a emisséo de fluorescéncia
mesmo com pequenas quantidades do polimero fluorescente no meio. O sinal de
emissao é referente ao conférmero ceto, mostrando que o mecanismo ESIPT ocorre
predominantemente para o PS1 no estado sélido. Como o fluoréforo é utilizado
como iniciador na polimerizacdo, ele se encontra ligado covalentemente a cadeia
polimérica, fazendo com que ndo se tenha perda dessa caracteristica ao final do

processo.

7. ANALISE DE CUSTO

Neste topico € apresentado uma estimativa do investimento necessario para a
obtencdo de 1 quilograma de microesferas de poliestireno. Itens considerados
basicos de laboratério, como pincas, copos de Becker, espétulas, baldes
volumétricos e outros materiais ndo foram levados em consideracdo nos calculos.
Agua destilada e gas argbnio também nao foram somados aos valores. A busca dos

valores de reagentes e solventes foi feita no dia 3 de janeiro de 2018.

7.1. Obtencéo de poliestireno fluorescente via ATRP

Os célculos a seguir foram feitos para a sintese de 1 quilograma de
poliestireno fluorescente, considerando uma converséao da reacdo de polimerizacéo

de 70%. A Tabela 4 apresenta os dados referentes aos reagentes utilizados.

Tabela 4. Informacbes sobre os reagentes e solvente utilizados na sintese do poliestireno
fluorescente.

Reagente/ Marca Descrigao Quantidade Preco (R$)
Solvente
Iniciadores - - 1 kg 11.900,00
Estireno Sigma-Aldrich >09% 1L 142,00
CuBr Sigma-Aldrich 98% 2509 502,00
PMDETA Sigma-Aldrich 99% 250 mL 668,00

Acetona Sigma-Aldrich >99,9% 1L 70,00
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A partir dos dados da Tabela 4, pode ser calculado o valor gasto em
cada reacéo, considerando que séo obtidos 2 g de poliestireno ao final do processo
(Tabela 5).

O valor total gasto para obter 2 gramas de polimero é R$ 1,02. Sendo assim,

a producédo de 1 quilograma de poliestireno fluorescente é R$ 510,00.

Tabela 5. Quantidades utilizadas por reagéo de reagentes/solvente e seus respectivos valores.

Reagente/ Quantidade utilizada por reacao Valor (R$)
Solvente
Iniciadores 10 mg 0,119
Estireno 2,850 0,45
CuBr 0,024 g 0,049
PMDETA 0,07 mL 0,19
Acetona 3mL 0,21

7.2.0btencdo de microesferas fluorescentes pelo método de
emulsificacdo/evaporacao do solvente

As microesferas de poliestireno foram obtidas a partir da mistura do polimero
fluorescente sintetizado via ATRP e poliestireno comercial, com propor¢cées
massicas de 2 e 20%. A Tabela 6 apresenta os dados referentes ao reagente e

solvente utilizados.

Tabela 6. InformagBes sobre os reagentes e solvente utilizados na obtencdo de microesferas
fluorescentes de poliestireno.

Reagente/ Marca Descricdo Quantidade Preco (R$)
Solvente
Cloroférmio Sigma-Aldrich 299,5% 1L 438,00
PVA Sigma-Aldrich 99% 1 kg 1362,00
hidrolisado

Poliestireno Innova - 1 kg 7,25
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A partir dos dados da Tabela 6, podem ser calculados os valores por reacéo,
referentes a obtencdo de 500 mg de microesferas (Tabela 7).

O gasto para a obtencdo de 500 mg de microesferas de poliestireno
fluorescentes utilizando 2 e 20% do poliestireno sintetizado €, respectivamente, R$
16,55 e R$ 16,59. Sendo assim, a producdo de 1 kg de microesferas é igual a R$
33.100,00 e R$ 33.180,00. N&o foi possivel obter um valor comercial para este tipo

de microesferas fluorescentes para comparacéao.

Tabela 7. Quantidades utilizadas por reacéo de reagentes/solvente e seus respectivos valores.

Reagente/ Quantidade utilizada por Valor (R$)
Solvente reacao
Cloroférmio 30 mL 13,14
PVA 2,59 3,405
Poliestireno 490 mg 0,0035
(98%)
Poliestireno 400 mg 0,0029
(80%)
PS fluorescente 10 mg 0,0045
(2%)
PS fluorescente 100 mg 0,045
(20%)

8. CONCLUSOES

Neste trabalho foram obtidos polimeros fluorescentes utilizando iniciadores
contendo fluoréforos do tipo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol via ATRP com sucesso. As
reacoes de polimerizacdo apresentaram conversdes entre 71 e 79%. Entretanto ndo
houve controle das reacdes, provavelmente devido a uma possivel complexacao do
ion cobre com o nitrogénio do grupo fluoréforo, interferindo no equilibrio ATRP.

A partir dos resultados de espectroscopia de fluorescéncia em THF dos
polimeros, observou-se um aumento do rendimento quéantico quando comparado

aos iniciadores puros em solucao. Isso se da pelo fluoroforo estar inserido dentro da
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matriz polimérica, diminuindo seus graus de liberdade fazendo com que haja menos
desativacdes nao-radiativas.

O método para obtencdo de microesferas de poliestireno apresentou bons
resultados. A partir da mistura em massa de 2 e 20% do polimero fluorescente com
poliestireno comercial, obteve-se esferas com diametros de 1,55 + 0,49 ym e 1,99 +
1,01 pm, respectivamente. ApoOs todo o processo, 0s materiais continuaram exibindo
fluorescéncia, ja que os grupos fluoréforos estdo ligados covalentemente a matriz
polimérica.

Por fim ressalto que o trabalho apresentado possui interesse tecnoldgico e a
patente intitulada “Iniciadores de polimerizagao radicalar por transferéncia de atomo
(ATRP) fluorescentes via transferéncia protonica intramolecular no estado excitado
(ESIPT) e polimeros fluorescentes obtidos por esse método” foi depositada
recentemente no INPI, sob nimero BR 10 2017 026077 1.
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