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RESUMO

Este trabalho apresenta estudos relacionados a sintese e caracterizagdo de
microgéis inteligentes baseados nos polimeros do amido de milho (amilose e
amilopectina) e na gelatina, com a incorporagao de nanotubos de polipirrol (NTs-
PPl). Os NTs-PPl foram preparados pela técnica de template reativo auto-
degradavel, que se baseia na atuagdo de um complexo fibrilar como semente reativa
no crescimento de nanotubos ocos de polipirrol. Mediante a técnica de
nanoprecipitagdo do amido foram preparadas nanoparticulas de amido (NA) € um
nanocomposito (NA-NTs-PPI), utilizados como precursores dos microgéis. O método
consistiu na dissolugdo dos granulos de amido em solugdo aquosa basica seguida
de precipitagcdo em nao-solvente (o qual continha ou ndo NTs-PPI dispersos). As
nanoparticulas foram quimicamente reticuladas com gelatina, por intermédio do
reticulante 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida metiodeto (EDC), originando
2 microgéis (com e sem NTs-PPI). A reacao de reticulagéo foi verificada através dos
resultados de RMN 'H e analise de infravermelho, que demonstraram a formacao de
ligacao éster entre os grupos carboxilicos da gelatina e as hidroxilas dos polimeros
do amido, intermediada pelo reticulante EDC. Outros 2 microgéis foram preparados
a partir de subsequente tratamento por aplicacdo de campo elétrico aos microgéis
de referéncia. Foi observada a existéncia de auto-organizagdo no microgel, induzida
pelos NTs-PPIl, em forma de bastbes micrométricos. A aplicacdo de campo elétrico
provocou alteragbes na organizagao superficial das particulas dos microgéis e
aumentou a estabilidade coloidal do sistema de maneira irreversivel. Constatou-se
que os microgéis exibem resposta inteligente a estimulos de pH e temperatura. Os
resultados indicam que a arquitetura dos microgéis consiste em uma organizagédo do

tipo core-shell (carogo-casca), cujo shell € formado pela gelatina.

Palavras-chave: microgel; nanotubos de polipirrol; nanoparticulas de amido;

amilose; amilopectina; gelatina; polimero responsivo; campo elétrico.



ABSTRACT

The present study presents the synthesis and characterization of intelligent microgels
based on corn starch polymers (amylose and amylopectin) and gelatin, incorporating
polypyrrole nanotubes (NTs-PPIl). The NTs-PPI were prepared using the reactive
self-degraded template technique, which is based on the performance of a fibrillar
complex as reactive seed in growth of hollow polypyrrole nanotubes. Using the starch
nanoprecipitation technique, starch nanoparticles (NA) and a nanocomposite (NA-
NTs-PPI) were prepared and used as microgels precursors. The method consisted of
dissolving starch granules in a basic aqueous solution followed by precipitation in
non-solvent (whether or not it contained dispersed NTs-PPI). The nanoparticles were
chemically crosslinked with gelatin through the 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-
ethylcarbodiimide methiodide (EDC) crosslinker, giving rise to two microgels (with
and without NTs-PPI). The crosslinking reaction was verified through the results of 'H
NMR and infrared analysis, which demonstrated the formation of an ester bond
between the carboxylic groups of gelatin and the hydroxyl groups of the starch
polymers, intermediated by the EDC crosslinker. Another two microgels were
prepared from subsequent treatment by applying an electric field to the reference
microgels. The existence of self-organization in the microgel, induced by NTs-PPI,
was observed in the form of micrometric rods. The application of an electric field
caused changes in the surface organization of microgel particles and irreversibly
increased the system's colloidal stability. It was found that microgels exhibit an
intelligent response to pH and temperature stimuli. The results indicate that the
microgel architecture consists of a core-shell type organization, which shell is formed
by gelatin.

Keywords: microgel; polypyrrole nanotubes; starch nanoparticles; amylose;

amylopectin; gelatin; responsive polymer; electric field.
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1 INTRODUGAO

Microgéis sdo uma subclasse dos chamados hidrogéis, e consistem em
particulas coloidais tridimensionalmente reticuladas com a capacidade de
intumescer em presenga de agua. Quando preparados a partir de polimeros
inteligentes (ou polimeros estimulo-responsivos), em condigdes apropriadas de
sintese, podem ser modulados para que apresentem habilidade de resposta a
diferentes estimulos externos, tais como temperatura, campo elétrico ou magnético,
forca idnica, luz, ou pH."? A sua arquitetura interna também pode ser configurada e
propriedades de diferentes substratos combinadas, como no caso de estruturas do
tipo core-shell. Esse tipo de material € chamado de microgel inteligente, e a resposta
(reversivel) aos estimulos pode dar-se por mudangas no volume ou até na cor.
Assim, suas principais aplicagdes incluem as areas de drug-delivery, engenharia de
tecidos, sensores, entre outras.”! Nesse contexto, estudos envolvendo microgéis
eletricamente responsivos tém sido muito promissores, e os chamados polimeros
intrinsecamente condutores (PIC’s) tém se mostrado cada vez mais relevantes no
desenvolvimento de matrizes inteligentes. Esses microgéis combinam as
propriedades elétricas dos polimeros condutores a estrutura tridimensionalmente
porosa e altamente absorvedora de agua dos microgéis.[*'

PIC’s séo polimeros organicos constituidos por ligagdes duplas conjugadas os
quais combinam propriedades de metais e de polimeros, uma vez que possuem a
capacidade de sofrer processos de reducédo ou oxidacao e, assim, alternar entre o
estado isolante e condutor. Além da alta condutividade em si (alguns autores
referem-se como “metais sintéticos”), a propriedade de variabilidade desse
comportamento frente a mudancas do potencial elétrico também é bastante
interessante, e confere ao material caracteristicas estimulo-responsivas como
alteragdes no volume e cor. A alternancia entre os estados oxidado e reduzido pode,
por exemplo, atuar na liberagdo de substancias mediante estimulos externos.
Algumas aplicagbes praticas dos PIC’s incluem sensores, dispositivos biomédicos,
musculos artificiais, eletrodos de baterias, matrizes para imobilizagdo de enzimas,

1. 12 Entre os PIC’s, o polipirrol (PPI) (Fig. 1) é um dos mais

entre outras.
extensivamente estudados e se destaca devido a sua alta condutividade, boa

estabilidade quimica e térmica e facilidade de sintese, além de ser considerado um
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material de toxicidade muito baixa em meio biolégico (na avaliagdo da

biocompatibilidade ¢é necessario considerar todos o0s excipientes, como o

dopante)."" 1319

Figura 1. Estrutura do polipirrol.

VR
N W

(18]

Fonte: retirado de Noreen, 2020.

Apesar de todas as vantagens, a baixa processabilidade dos polimeros
condutores ainda é um desafio. Sua insolubilidade em solventes comuns, por
exemplo, limita sua utilizagdo em aplicagbes bioldgicas. Assim, a sintese de
polimeros na escala nanométrica como nanotubos, nanofibras, ou nanoparticulas
apresenta-se como uma alternativa para contornar essa dificuldade, uma vez que
sdo mais facilmente dispersaveis em outras matrizes.'® Ainda, estruturas
nanotubulares apresentam a vantagem de promover areas de contato adicionais em
seu interior. "'l Diversos estudos propde a utilizacdo de macromoléculas de
origem natural como a quitosana, celulose, gelatina ou alginato na composicao de
matrizes hospedeiras de nanoestruturas de PPI, inclusive explorando a habilidade
formadora de filmes desses biopolimeros.'"*'®%! As estratégias de sintese dos
biocompdsitos condutores incluem a polimerizagao in situ dos PIC’s em uma matriz
pré-formada, ou a posterior dispersdo das nanoestruturas. As pesquisas na area
biomédica ja demonstraram a relevancia desse tipo de material. Autores sintetizaram
um compdésito PPIl-quitosana direcionado a investigacdo do efeito de estimulo
elétrico sobre o crescimento de células relacionadas ao olfato.”® Outros estudos
sobre o polipirrol também reportaram que a sinalizagcao elétrica através do polimero
pode modular reagdes celulares, incluindo a investigagado da regeneracao de células
do sistema nervoso pela passagem de corrente elétrica.l '

Ainda, a possibilidade de incorporar diferentes drogas as nanoestruturas

condutoras permite sua utilizagdo no design de sistemas de liberagao controlada. A
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liberacdo de substancias pode se dar através de um estimulo elétrico que provoque
a dilatac&o local do tubo e consequente transporte de massal'?, ou por mecanismo
baseado em forgas eletrostaticas. Como exemplo, fiimes de PPl preparados com
anions imobilizados podem incorporar drogas catiénicas (como a dopamina) quando
de sua redugéo (Fig. 2), pois uma vez que a carga catidnica da estrutura do polimero
€ removida e a carga negativa dos anions aprisionados torna-se dominante, as
drogas catidnicas sdo atraidas para o polimero. Quando desejado, a droga pode ser

liberada durante o processo de oxidagao do polimero.

Figura 2. Polipirrol preparado com anions imobilizados atuando na incorporag¢ao de cations
durante o processo de redugdo, acompanhado de inchamento (“cation driven actuation”, ou
atuacao dirigida por cations). Os cations podem ser liberados no processo de oxidagao.

Redugao

C—
e —
Oxidagao

Considerando o interesse biomédico e também econémico na utilizacdo de

Ce e
il ©6 O°°H

Fonte: adaptado de Svirskis, 2010."!

macromoléculas de origem natural na construgao de sistemas eletro-responsivos, o
presente trabalho propde a sintese de um microgel inteligente baseado nos
polimeros do amido de milho e na gelatina, cuja matriz comporta nanotubos de

polipirrol incorporados fisicamente.
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2 ESTADO DA ARTE
21 OAMIDO

O amido é um polissacarideo extremamente abundante na natureza, presente
em tubérculos, cereais, leguminosas e em frutas imaturas sob a forma de granulos.
Além de estar agregado a um baixo custo e ser biocompativel, esse carboidrato
exibe outras propriedades fisico-quimicas interessantes (como a capacidade de
absorcao de agua em fungédo da temperatura) que o tornam versatil e permitem sua
utilizagdo em diversas areas de interesse além da industria alimenticia, como na
formulacao de adesivos ou na industria farmacéutica, dentre outras.

Seu granulo é constituido majoritariamente por duas macromoléculas: a
amilose e a amilopectina (Fig. 3); as quais se associam por ligagdes de hidrogénio e
compde um arranjo estrutural radial de lamelas cristalinas e amorfas alternadas,

dando origem a uma superestrutura dita semicristalina.?” 28 3%

Figura 3. Estruturas moleculares da amilose (a) e da amilopectina (b). Em destaque,
ligagbes a-(1,4) predominantes da amilose, e ramificagbes em a-(1,6) das cadeias de
amilopectina.

(a)

OH OH ca—(1.4)
o & O OH 0
4 o 4 m*
\&D 4
OH O OH 0 OH 0
HO HO HO
A OH
0
[b] e {1,6)
o—{1,6
HO :
OH ,ﬂ/
. 0 OH
O 6 0 0
4 e 4 //
HE OH O OH O OH O
HO HO HO

Fonte: adaptado de Hill, 2005.14

As cadeias de amilopectina sdo formadas por ligacbes a-D-glicopiranose do
tipo a-(1,4) com ramificagbes em a-(1,6), e s&o responsaveis pelas regides
cristalinas do granulo - especificamente, os clusters (estruturas em formato de

“cachos”) formados por por¢gbes de cadeias paralelas, que se organizam em duplas
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hélices. Essa macromolécula € considerada o “esqueleto granular” e pode sozinha
compor o granulo, como observado em alguns tipos de amido mutantes desprovidos
de amilose. Essa ultima caracteriza-se por uma estrutura essencialmente linear
unida por ligacbes a-(1,4) e, juntamente com os pontos de ramificacdo das cadeias
laterais da amilopectina, contribui com a fragdo amorfa do granulo.?” 2%

A organizacdo interna dos gréanulos de amido, proveniente do crescimento
radial ao redor do hilum (hilo, o centro do granulo), confere ao material a capacidade
de birrefringéncia, que pode ser observada através de microscopia éptica sob luz

polarizada na forma de um modelo caracteristico conhecido por “Cruz de Malta” (Fig.
4)_[28, 30]

Figura 4. Dispersdo de amido de milho regular em &gua, visto sob luz polarizada em
microscoépio 6ptico. Em evidéncia, granulos exibindo Cruzes de Malta. Escala: 20 ym.

Dependendo da fonte botanica a densidade de empacotamento das duplas
hélices da amilopectina se diferencia, resultando em 3 principais padrdes
caracteristicos de Difracdo de Raio-X para o amido.””" 3 Assim, a cristalinidade
granular pode ser classificada em tipo A, B ou C.** 3% Além da fonte botanica,
variagbes de uma mesma espécie ou até mesmo o grau de maturagcéo da planta dao
origem a granulos com diferentes proporcbées de amilose:amilopectina e,
consequentemente, com diferentes propriedades fisico-quimicas. No presente
trabalho foi utilizado amido de milho de alta amilose, caracteristico do tipo B.**

Ainda, ha a possibilidade de realizar modificagdes fisicas, quimicas,

enzimaticas ou genéticas sobre o amido a fim de melhorar caracteristicas
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especificas importantes para a aplicabilidade desejada (como tamanho, forma,
porosidade, ou a razdo amilose/amilopectina). Um dos métodos quimicos mais
comuns utilizados para modificar o amido é a hidrdlise acida, incluindo estudos
recentes que fazem o uso de dispositivos para a aplicagcdo de campo elétrico a fim
de otimizar o processo.?>*"! A partir do tratamento acido é possivel obter amidos
com maior teor de cristalinidade, pois a amilose (mais suscetivel ao ataque acido) é
lixiviada do granulo durante os primeiros estagios da reagdo. Amidos com baixo teor
de amilose apresentam menor tendéncia ao processo de retrogradagao durante o
resfriamento das pastas gelatinizadas, visto que a cinética do processo é diferente
entre a amilopectina e a amilose, que retrograda mais rapidamente. Esse processo
consiste na reassociagao das cadeias poliméricas através de ligacdes de hidrogénio,
levando a expulsdo de agua (sinerese) da rede tridimensional e a separagédo de
fases. Do ponto de vista tecnologico, esse tipo de amido encontra empregabilidade
na industria de sorvetes, por exemplo, e de outros produtos que requerem
estabilidade a baixas temperaturas, pois contribuem para a retencdo de agua nos
alimentos aumentando a vida util de seus sabores e texturas.?®® 3

Outra classe de modificagcdo quimica amplamente estudada consiste em
reagdes de grafitizagdo utilizando copolimeros sintéticos ou também naturais, a fim
de melhorar propriedades térmicas, fisicas, mecanicas ou quimicas do amido."? 4"
Isso é possibilitado pelos grupos hidroxila das macromoléculas constituintes do
granulo, que sao sitios ativos passiveis de diversas funcionalizagbes, como a

acetilacao.

2.1.1 Nanoparticulas de amido

A utilizacdo do amido como material de partida para a sintese de
nanoparticulas provém da capacidade de reorganizacdo dos seus polimeros
componentes (amilose e amilopectina) em nanodominios. As principais vantagens
da utilizagado de nanoparticulas de amido frente ao amido nativo, além da maior area
superficial (ideal para posteriores funcionalizagbes), sdo a melhor dispersibilidade e
a maior taxa de penetragdo bioldgica, que as tornam o&timas facilitadoras do
transporte de compostos bioativos. Assim, os maiores campos de aplicagao residem
nas industrias farmacéutica, cosmética, e alimenticia.”****! O termo “nanoparticulas
de amido” é definido pela literatura como particulas que tenham ao menos uma

dimens&o menor do que 1000 nm.!”
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A preparacdo de nanoparticulas pode ser classificada em dois principais
processos: botton-up e top-down. A estratégia botton-up consiste na auto-
organizagdo molecular de glicose e oligbmeros, regulada por meios termodinamicos,
até a formacgao de nucleos primarios que originam as nanoparticulas. A estratégia
top-down baseia-se em métodos para a redugao de tamanho do granulo de amido
nativo, ou para a redugédo de tamanho dos seus polimeros componentes (aplicagao
dos métodos sobre o amido gelatinizado). Tais métodos podem consistir em ataques
quimicos (hidrélise acida, alcalina, ou enzimatica) ou fisicos (aplicagéo de ultrassom,
extrusdo reativa, ou aplicacdo de radiagdo gama), além de combinagdes entre
ambos. 164!

Neste trabalho optou-se pela metodologia fop-down de nanoprecipitagéo, ou
precipitacdo em nao-solvente, que consiste na adicdo gradual de pequenas
quantidades de solugéo polimérica a uma grande quantidade de solvente, chamado
de nao-solvente devido a sua imiscibilidade com os polimeros, que precipitardo da
solugdo.? 5% A estrutura e o tamanho das nanoparticulas sintetizadas por essa
técnica podem ser controlados a partir de diversas condicdes de sintese, como: do
meétodo de solubilizagdo escolhido, da aplicagdo de ultrassom (a fim de reduzir a
massa molar dos polimeros), da concentragdo da solugé&o polimérica ou até mesmo
da proporgdo solugdo polimérica:ndo-solvente (v:v) utilizada.® °™*3 Em estudo
sobre a nanoprecipitagdo de amido de sagu utilizando etanol como n&o-solvente,
autores correlacionaram a proporc¢ao entre solugdo de amido:etanol a morfologia das
nanoparticulas obtidas: a propor¢ao de 1:10 (v:v) resultou em particulas com a forma
de fibras, enquanto a de 1:20 (v:iv) originou nanoparticulas majoritariamente
esféricas, e com 1:15 (viv) foi obtida uma mistura de particulas esféricas e
alongadas/fibrosas.®” Além disso, a fonte de amido nativo escolhida também
impacta na morfologia final das nanoparticulas, visto que diferentes arranjos das
duplas hélices de amilopectina induzem a formagdo de diferentes particulas. A
literatura ja reportou que granulos de cristalinidade do tipo B e do tipo C originam

nanoparticulas maiores do que aquelas sintetizadas a partir de granulos do tipo Al

47]
2.2 GELATINA

A gelatina € um polimero de origem natural obtido através da hidrdlise

controlada das fibras de colageno, uma proteina abundante que constitui peles,
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ossos e tecidos conjuntivos. A conversao do colageno em gelatina é efetuada por
meio da clivagem de liga¢des covalentes por tratamentos acidos ou alcalinos, dando
origem, respectivamente, a gelatinas do tipo A ou do tipo B, as quais se diferem
principalmente em relagdo ao ponto isoelétrico. Enquanto as cadeias de colageno
apresentam conformacéo helicoidal em tripla hélice, a gelatina forma géis cuja rede
tridimensional € composta por microcristais interconectados com regides amorfas e
segmentos randdmicos.>%®!

A composicao da gelatina consiste em uma mistura de polipeptideos de alta
massa molecular, em que o0s aminoacidos majoritarios sdo a glicina
(aproximadamente um terco), a prolina e a hidroxiprolina. Sua estrutura primaria
pode ser representada pela sequéncia (-glicina-X-Y-),, onde X representa a prolina e
Y a hidroxiprolina (Fig. 5). Arginina, alanina, acido aspartico e outros aminoacidos

também podem fazer parte da composicgo.® °”]

Figura 5. Representacédo estrutural da gelatina.
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Glicina-Prolina-Y Glicina-X-Hidroxiprolina

Fonte: traduzido de Choi, 1999.°"

Devido aos diversos grupos funcionais que fazem parte de sua estrutura, as
suas propriedades fisico-quimicas podem ser facilmente moduladas. Sua
combinagdao com outros polimeros naturais tem sido extensivamente estudada,
incluindo a sintese de hidrogéis de gelatina/quitosana, gelatina/acido hialurdnico,
gelatina/alginato, entre outros, e tem possibilitado inovagbes na area de engenharia
de tecidos.®

Diversas metodologias de reticulagcdo da gelatina ja foram relatadas na

literatura, como a reticulagao fisica por irradiagdo ultravioleta, ou a reticulagcéo
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quimica a partir de diversos compostos como o glutaraldeido, formaldeido, agucares,
compostos diepdxidos, carbodiimida soltivel em agua, entre outros.**%2

A utilizagdo de carbodiimidas como agente de reticulagcdo, como o composto
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) utilizado nesse trabalho, apresenta
especial vantagem frente a reticulagdo de proteinas e polissacarideos: sua molécula
nao € incorporada a estrutura reticulada apés a reacao, pois forma um derivado de
uréia soluvel em agua que pode ser removido por lavagem. O EDC pode intermediar
ligacbes amida entre grupos amino e grupos carboxilicos nas cadeias de proteina,
formando ligagdes intra e intermoleculares na gelatina.®® Além disso, a literatura
também ja relatou a atuacdo do EDC na formacéo de ligagdes éster entre grupos

carboxilicos e grupos hidroxilas.®”

2.3 NANOTUBOS DE POLIPIRROL

A sintese de polimeros condutores consiste na polimerizagdo oxidativa do
respectivo mondmero, que pode ser realizada por via quimica (utilizado um agente
oxidante em solugdo) ou eletroquimica (através da aplicagdo de um potencial

oxidante por um eletrodo)."

Essa ultima metodologia pode seguir diferentes
técnicas (incluindo a potenciostatica, galvanostatica, ou potenciodindmica) e resulta
na formacdo de um filme fino do polimero na superficie do eletrodo. Além de
demandar equipamentos especiais, a polimerizagao eletroquimica é desvantajosa no
que diz respeito a quantidade de produto sintetizado, visto que depende da area
superficial do eletrodo empregado.'” Assim, a polimerizacdo quimica ainda é o
método mais popular de sintese de PICs.

A sintese do polipirrol pela via quimica ocorre por um mecanismo de pseudo-
policondensagdo, que consiste no acoplamento entre radicais de cations.
Inicialmente, a oxidagdo dos mondmeros resulta em radicais catibnicos ativos, e o
acoplamento entre dois radicais seguido de desprotonagdo produz o bipirrol. Na
etapa de propagacao o bipirrol oxida novamente e acopla-se a outro segmento
oxidado. A re-oxidagdo seguida de acoplamento e desprotonagdo resulta na
formacgao de oligdmeros soluveis até que o aumento de cadeia origina um polimero
insoltvel que adquire a cor preta em contato com o ar, o polipirrol.l'" ' Os agentes
oxidantes mais utilizados incluem sais de ferro e halogénios.

Sob condi¢des apropriadas de polimerizagédo, é possivel controlar o arranjo
das macromoléculas e produzir PIC’s nano-estruturados. Diferentes abordagens
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podem ser utilizadas e, no caso do polipirrol, as mais comuns sao as de soft e hard
templates. No método de soft template (ou template-free) o substrato utilizado para o
preparo de nanotubos ou nanofibras pode consistir em fases liquido-cristalinas,
microemulsdes reversas, ou micelas, as quais sao automaticamente eliminadas da
estrutura final ou, ainda, podem passar por processo de remogao apds a sintese.
Em contrapartida, os chamados hard templates sdo materiais solidos
nanoestruturados inseridos na mistura reacional da polimerizacdo ou precipitados,
gue servem como guias para o crescimento polimérico e cuja remogao do produto é
dificil ou até mesmo impossivel de ser realizada sem alterar drasticamente as

estruturas obtidas.['’ 4 ©°]

Nesse contexto, Yang e colaboradores (2005)
desenvolveram uma metodologia pioneira chamada de “reactive self-degraded
template” (template reativo auto-degradavel), a qual baseia-se na formacado de um
complexo fibrilar precipitado in-situ, formado pelo corante alaranjado de metila (AM)
e FeCl;, que atua como semente reativa no crescimento de nanotubos ocos de
polipirrol, uma vez que tal complexo é automaticamente degradado durante a
polimerizacao subsequente devido a redugao dos cations oxidantes.

O ponto chave desse método reside na mudancga de solubilidade do corante
conforme o pH do meio reacional: o sal de alaranjado de metila (cor amarela) é
soluvel em solugcdes aquosas neutras ou basicas, porém em condicdo de pH acido
(abaixo de 3,1) converte-se a sua forma zwitteribnica (cor vermelha), que é insoluvel.
Apos a adicdo da solugdao oxidante de FeCl; ao meio reacional e subsequente
hidrélise de cations em solucdo, a condicdo acida para a formagdo da forma
zwitteridnica do corante é atingida.®® ®® Visto que a molécula de AM é composta por
uma porg¢ao planar hidrofébica com uma extremidade hidrofilica, sua estrutura pode
se auto-organizar por empilhamento em solugdes aquosas e formar agregados
negativamente carregados, 0s quais sdo estabilizados pelo oxidante FeCls,
formando o complexo fibrilar ja mencionado, representado na Figura 6.
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Figura 6. (a) Molécula de AM. Em evidéncia, a carga negativa do dipolo. (b) Hard template
fibrilar formado por AM-Fe®".

Fonte: retirado de Joulazadeh, 2015.!""!

Este complexo performa a fungcédo de hard-template na polimerizagao, e pode
conduzir o crescimento de polipirrol por duas rotas (Fig. 7): na Rota 1 os mondmeros
de pirrol interagem eletrostaticamente com os grupos sulfénicos do AM na superficie
do template e, ao mesmo tempo, reagem com os cations Fe®*, que sao reduzidos
para Fe?*; a Rota 2 propde que mondmeros de pirrol podem difundir pelo agregado e
também interagir com moléculas de AM por ligacdo de H com os grupos azo e,
assim, a polimerizacdo pode ocorrer também no interior do template, provocando
sua decomposicao/solubilizagcdo apdés a redugdo do ferro. Dessa forma, a maior
parte do AM utilizado na sintese € removido do produto durante a etapa de lavagem
e como resultado obtém-se estruturas tubulares de polipirrol ocas. No entanto, € um
consenso geral na literatura que algumas moléculas de AM sao parcialmente

incorporadas a estrutura dos nanotubos, atuando como um dopante.!'’ !
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Figura 7. Possiveis rotas de polimerizagéo do pirrol. A esquerda, Rota 1: polimerizagdo na
superficie do template fibrilar. A direita, Rota 2: polimerizagéo no interior do template.
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Fonte: adaptado de Joulazadeh, 2015.1""!

Parametros reacionais como a concentracdo de AM, o oxidante utilizado, a
temperatura, a razdo mondmero:oxidante e até mesmo a ordem de adicdo dos
reagentes (pré-misturar AM com o oxidante, com o pirrol, ou mistura simultédnea)
podem ser ajustados a fim de controlar a dimensao, morfologia e propriedades dos
nanotubos obtidos.*” % Autores ja verificaram, por exemplo, que experimentos
utilizando menores concentragcdes de AM e pré-mistura com o pirrol ou simultanea
resultaram em nanotubos mais longos e com menor didmetro, em relagdo a
condicdo experimental de maior concentragdao de AM e pré-mistura com o oxidante.
Em relagdo ao efeito da temperatura reacional ja foi reportado que, apesar da
polimerizagcao ocorrer mais rapidamente em elevada temperatura, o peso molecular
e a organizagdo das cadeias sao reduzidos, o que resulta em decréscimo na

condutividade.®®!
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

O objetivo geral desta monografia é a sintese e caracterizagdo de um
microgel quimicamente reticulado, constituido pelos polimeros do amido de milho e
por gelatina e em cuja matriz seja possivel incorporar nanotubos de polipirrol

adquirindo, portanto, habilidade eletro-responsiva.

3.2 Especificos

o Sintetizar nanotubos de polipirrol por via quimica a partir de um método
simples e rapido de template reativo auto-degradavel;

o Preparar particulas esféricas de polimeros do amido pela técnica de
nanoprecipitagao;

. Sintetizar microgéis quimicamente reticulados a partir das particulas de amido
preparadas e de gelatina, com e sem a incorporagdo dos nanotubos de polipirrol em
sua matriz;

o Caracterizar o tamanho de particula por Espalhamento de Luz Dinamico, e
inferir a possivel composi¢cao de sua superficie a partir de resultados de Potencial
Zeta;

o Avaliar as diferengcas morfolégicas entre os microgéis sintetizados com e sem
nanotubos de polipirrol, assim como aquelas geradas por resposta ao pH e a
aplicagao de campo elétrico;

o Realizar a caracterizacdo espectroscopica das amostras por Espectroscopia
no Infravermelho e por Ressonancia Magnética Nuclear de Proéton;

o Avaliar sua estabilidade térmica por Analise Termogravimétrica.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 SINTESE DOS NANOTUBOS DE POLIPIRROL

4.1.1 Materiais

Os reagentes pirrol (98%), cloreto férrico (FeCls, 97%) e sodio 4-[4- (dimetil-
amino)-fenildiazo] fenil sulfonato ((CH3),NCgHsN = NCzH4sSOsNa; Alaranjado de
metila (AM)) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Com exceg¢ao do pirrol, o qual foi
destilado previamente a sintese, todos os reagentes foram usados como recebidos.
4.1.2 Metodologia

Os nanotubos de polipirrol (NTs-PPI) foram sintetizados em colaboragao com
o Prof. Dr. Vladimir Lavayen, com base em um método de oxidagado do pirrol por
FeCls ja relatado na literatura, com algumas modificagoes.'” %4

A razdo molar oxidante-monémero foi fixada em 1,0. Inicialmente, 0,243 g (1,5
mmol) de FeCl; foi dissolvido em 30 mL de uma solugdo aquosa de AM 5 mmol L
e um precipitado floculado foi instantaneamente gerado. Em seguida, 105 pL (1,5
mmol) de mondmero de pirrol foram adicionados. A mistura foi agitada numa
velocidade de 395 rpm durante 3 h, em temperatura ambiente. O precipitado escuro
de PPI foi lavado com agua deionizada e etanol até que o filtrado se apresentasse
incolor e com pH proximo do neutro. Finalmente, o produto foi seco a temperatura

ambiente por 24 h.

4.2 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE AMIDO
4.2.1 Materiais

Amido de milho de alta amilose (Hylon VII, 52% de amilose) foi doado pela
empresa Ingredion (Jundiai, SP, Brasil), e seco durante 48 h a 40 °C previamente
aos experimentos. Hidroxido de potassio P.A (KOH) (Dinédmica, SP, Brasil) e alcool
etilico absoluto (Synth, SP, Brasil) sdo de grau analitico e foram utilizados sem
purificagcao prévia.

4.2.2 Metodologia

Uma dispersao de amido 2% (m/V) em solugdo aquosa de KOH 0,5 M foi
preparada e mantida sob agitagdo magnética durante 1 h, em temperatura ambiente
(20 £ 3,0 °C), a fim de dissolver os granulos. A solugao resultante (viscosa e pouco
turva) foi gotejada em etanol absoluto na propor¢cédo de 1:20 (v:v) (solugcdo de

amido:etanol) com o auxilio de uma micropipeta, em uma taxa de ~0,14 mL/segundo
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e sob agitagdo mecéanica constante de 1000 rpm. O gotejamento foi realizado com a
ponteira da micropipeta submersa no etanol, e manteve-se a agitagdo mecanica
durante 1 h apds o término do processo. A dispersdo de amido precipitado
resultante, em etanol, foi utilizada na sintese dos microgéis em etapa seguinte.

No caso da sintese de microgel contendo os nanotubos de polipirrol, estes
foram incorporados ao sistema durante a etapa de precipitacdo do amido. Para
tanto, 2% de NTs-PPI em relagdo a massa de amido foram adicionados ao volume
de etanol apropriado, e a dispersao foi mantida em banho ultrassénico durante 80
min. Em seguida, realizou-se a nanoprecipitacdo do amido, neste caso sobre a
dispersao alcodlica de nanotubos de polipirrol, de acordo com o0 mesmo protocolo
descrito.

Os produtos resultantes foram chamados de “NA” (nanoparticulas de amido) e
“‘NA-NTs-PPI” (nanoparticulas de amido preparadas em presenga de nanotubos de
polipirrol).

4.3 SINTESE DOS MICROGEIS

4.3.1 Materiais

Além da dispersdo de amido nanoprecipitado apropriada (NA ou NA-NTs-
PPI), foi utilizada gelatina em pé (cédigo G1002.02.AE, Synth, Sdo Paulo, Brasil) na
composicdo da matriz dos microgéis. Como reticulante foi utilizado 1-[3-
(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida metiodeto (EDC) (Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA), e como agente surfactante foi utilizado dodecil sulfato de sédio (SDS) (Acros
Organics, Geel, Bélgica).

4.3.2 Metodologia

A proporgao gelatina:amido utilizada na sintese dos microgéis foi de (0,1:1)
(m:m). Preparou-se 5 mL de uma dispersdo de gelatina em agua destilada, na
concentragado de 2,42 mg/mL. Para completa solubilizag&o, utilizou-se banho-maria
na temperatura de 40 °C durante 25 min.

Sob agitacdo mecanica de 1000 rpm, foi adicionado surfactante SDS até a
concentracao final de 4 mM a dispersao de nanoparticulas de amido em etanol. A
agitacdo foi mantida por 30 min. Em seguida, a solugdo de gelatina preparada

(resfriada até temperatura ambiente) foi gotejada no interior da dispersao alcodlica
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de NA ou NA-NTs-PPI com o auxilio de uma micropipeta. A agitacado foi mantida por
mais 15 min.

Para a etapa de reticulagao a dispersado polimérica foi acidificada até pH 5 e
mantida em banho de gelo, sob agitagdo mecanica de 1000 rpm. Com o auxilio de
uma micropipeta, 10 mL de uma solucdo aquosa do reticulante EDC na
concentragédo de 12 mM foram gotejados no interior da dispersao polimérica, sob as
condicbes descritas. A concentracdo final de reticulante no sistema foi de
aproximadamente 1 mM. A agitacdo foi mantida durante 1 h apds o final do
gotejamento. Apds, o meio reacional foi neutralizado.

Dois microgéis foram sintetizados por essa metodologia:

- MGAG: microgel de referéncia, sintetizado a partir da dispersao alcodlica de NA.
-MGAG-NTs-PPI: microgel contendo nanotubos de PPl em sua composicéo,

sintetizado a partir da disersao alcoodlica de NA-NTs-PPI.

4.4 DISPOSITIVO PARA A APLICACAO DE CAMPO ELETRICO

A fim de avaliar a resposta dos microgéis sintetizados a agdo de campo
elétrico, as amostras passaram por tratamento em mini-reator (Fig. 8). O aparato
experimental consiste em um capacitor composto por placas semicirculares de ouro
separadas por 4 mm, as quais sao fixadas em suporte de politetrafluoroetileno
(PTFE) em um porta amostras de quartzo. A fonte de alimentagao elétrica utilizada
(HF-3003s, Hikari, China) teve sua voltagem fixada em 2,0 V para todos os

experimentos.

Figura 8. Aparato experimental utilizado para a aplicagdo de campo elétrico nas amostras. A
esquerda, representacdo esquematica. A direita, imagem real.

-
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Fonte: da Silveira, 2019.2"
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Os parametros utilizados (Tabela 1) foram baseados em publicag&o prévia do
grupo de pesquisa, que estudou o efeito do campo elétrico na hidrolise acida de
amido de milho.®”’ O objetivo foi manter a integridade estrutural das particulas
sintetizadas e verificar a diferenga responsiva entre os microgéis com e sem

nanotubos de PPI.

Tabela 1. Tempo e numero de ciclos de aplicagdo de campo elétrico sobre as amostras de
microgel sintetizadas, originando novas amostras modificadas.

Tempo de cada

Amostra Numero de el Tempo total Amostra
ciclo
original ciclos (segundos) resultante
(segundos)

MGAG 1 10 10 MGAG-CE
MGAG-NTs- MGAG-NTs-
1 10 10

PPI PPI-CE

45 CARACTERIZACOES

4.5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A fim de verificar a morfologia e estrutura dos nanotubos de PPI, foram feitas
analises de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) utilizando o equipamento
JEOL JSM 6060. A amostra em po foi depositada sobre fita de carbono e metalizada
com uma fina camada de Au (30 nm) antes da aquisigdo das imagens. O software
Imaged (verséo 1.47, National Institutes of Health, EUA) foi utilizado para analisar as

imagens obtidas.

4.5.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Os valores de diametro efetivo das amostras de nanoparticulas de amido e de
microgéis foram obtidos por analises de Espalhamento de Luz Dinédmico no
equipamento Litesizer 500 (Anton Paar). Aliquotas das amostras em etanol foram
diluidas em agua, e as leituras foram realizadas em pH 7, na temperatura de 20 °C.
Cada amostra foi medida 3 vezes.

A técnica de DLS explora o movimento Browniano existente em sistemas de
particulas diluidas, o qual consiste na constante mudanga de direcdo da trajetoria
das particulas devido a colisbes com moléculas do liquido em movimento térmico. A
magnitude e diregdo do impulso gerado variam de momento a momento e sao

diferentes para diferentes particulas. O movimento Browniano de uma particula esta
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associado a um coeficiente de difusdo (D) o qual, por sua vez, relaciona-se ao raio

hidrodindmico (Rp) de particulas em solugao através da equacao de Stokes-Einstein

(Equacao 1) "®

ksT

Rh= GmmD (1)

onde kg é a constante de Boltzmann, T € a temperatura absoluta, e n é a
viscosidade do meio.

O fundamento da técnica de DLS € a deteccdo resolvida no tempo de sinais
de luz coerente espalhada, cujas flutuagbes na intensidade s&o causadas por
mudancas do indice de refragdo da solugcdo devido ao movimento dos centros
espalhantes. O sinal detectado é expresso na forma de uma fungcdo de correlagao
temporal (Equagao 2), que pode ser relacionada a fung&o de correlagdo do campo
elétrico através da relagdo de Siegert (Equagao 3), em que a variavel B refere-se a

um parametro instrumental 6ptico.
1 LS
gz(H=lim l— f I(t)l(t+t)dt’l (2)
Toe | T 0

g2(H)= 1+ Blg1 ()I? 3)

O decaimento da intensidade da funcdo de correlacdo € uma fungao
exponecial (Equacgao 4), para sistemas monodispersos diluidos. A escala de tempo
caracteristica desse decaimento depende do coeficiente de difusdo do sistema

espalhado, de acordo com a Equacéo 5.

g1(D=exp (-I1) (4)

1
—=I=D¢g* (5)
T

Onde I é a taxa ou frequéncia de relaxacao, r € o tempo de relaxagao, e D é
o coeficiente de difusdo. g € o vetor de espalhamento, o qual possui dimensao do
reciproco do espaco e depende do indice de refracdo, do comprimento de onda do

laser e do angulo de espalhamento.



30

Logo, visto que a taxa de relagao (I) relaciona-se ao coeficiente de difusdo

(D), é possivel obter o raio hidrodinamico (Ry,) através da Equacéao 1.

4.5.3 Potencial Zeta (PZ)

As analises de potencial zeta das nanoparticulas de amido e dos microgéis
foram realizadas no equipamento Litesizer 500 (Anton Paar), laser de A = 658 nm.
As amostras foram analisadas em agua, em pH 7, na temperatura de 20 °C. Duas
condicdes adicionais foram avaliadas sobre as amostras MGAG e MGAG-NTs-PPI:
pH 7 na temperatura de 40 °C, e em solugcdo tampao de pH 4,5 a 20 °C. Cada
amostra foi medida 3 vezes e cada medida de mobilidade eletroforética foi obtida a
partir de, no minimo, 100 corridas.

O modelo de Henry (Equacao 6) foi utilizado para o calculo do potencial zeta

a partir da mobilidade eletroforética:* "

_ 2¢Cf(ka)

Ue 3n

(6)
onde Ug é a mobilidade eletroforética, € € a constante dielétrica do meio, { é o
potencial zeta e n é a viscosidade. A funcao f(ka) € a fungdo de Henry, em que ké o
reciproco do comprimento (espessura da dupla camada elétrica) e a € o raio da
particula. Foi utilizada a aproximagado de Smoluchowski, na qual a fungcdo f(ka)

assume o valor de 1,5 para particulas em meio aquoso maiores de 0,2 um.

4.5.4 Microscopia Optica (MO)

As analises foram realizadas em microscoépio optico (BX41, Olympus, digital
camera DPT3, EUA) em temperatura ambiente e pH 7. As amostras, em seu meio
de sintese (etanol), foram gotejadas diretamente sobre a ldmina sem que houvesse

a necessidade de pré-concentracao.

4.5.5 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram determinados a partir das amostras
secas, na forma de po. Para tanto, as amostras sintetizadas foram centrifugadas
(3500 rpm) durante 30 min. Nessa etapa, especificamente as amostras NP e NP-PPI
foram lavadas 1x com etanol absoluto e entdo novamente centrifugadas. Realizou-
se a secagem em estufa na temperatura de 40 °C por 48 h, e em seguida as

amostras foram maceradas mecanicamente. Os espectros foram obtidos pelo
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aparelho Nicolet 6700 no modo refletancia total atenuada (ATR), entre 4000 cm™ a
500 cm™, com 32 varreduras e resolugdo de 4 cm™. Para suavizar o ruido dos
espectros das amostras MGAG e MGAG-NTs-PPI, utilizou-se a ferramenta Smooth

(Adjacent-Averaging, janela de 10 pontos) do programa Origin.

4.5.6 Ressonancia Magnética Nuclear de Préoton (RMN "H)

Para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H as amostras secas foram
dispersas em agua deuterada (D,O). A analise foi realizada em um espectrémetro
Bruker Ascend Il HD (400 MHz) na temperatura de 40 °C. O deslocamento quimico
(6) usado para o TMS (0,00 ppm). Utilizou-se aproximadamente 20 mg de amostra

para cada analise, com exceg¢ao das amostras “NA-NTs-PPI” e “MGAG” (10 mg).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA DOS NTs-PPI

As micrografias eletronicas da amostra de nanotubos de polipirrol (Fig. 9)
evidenciam a morfologia tubular do produto. O didmetro externo médio esta na faixa
de 100-130 nm. O comprimento dos tubos estende-se por varios micrometros e

apresenta um perfil circular.

Figura 9. Micrografia eletrénica dos NTs-PPI (A). Area ampliada de “(A)” mostrando a
presenca de nanoestruturas tubulares com um didmetro externo préximo a 130 nm (B).
Imagem de coloragéo invertida da amostra sintetizada onde € observada a presenca de
materiais fibrilares (C).
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As imagens comprovam o sucesso na obtencdo de nano estruturas tubulares
de polipirrol através do método de template reativo auto-degradavel (“reactive self-

degraded template”).
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5.2 TAMANHO, ESTABILIDADE COLOIDAL E RESPOSTA INTELIGENTE

O potencial zeta (PZ) caracteriza o potencial de carga superficial de particulas
em suspensodes, e esta relacionado a dupla camada elétrica existente na interface
solido-liquido. Na quimica de coldides o PZ € um dos critérios utilizados para
descrever a estabilidade de suspensdes coloidais, visto que indica o grau de
repulsdo entre particulas adjacentes (estabilizacdo eletrostatica). Caso as forgas
repulsivas da dupla camada elétrica ndo sejam suficientes para manter as particulas
separadas, estas podem agregar por atragdes de van der Waals. Em geral, assume-
se que um potencial zeta de cerca de +30 mV € suficiente para estabilizar um

sistema %72

O potencial zeta de particulas de amido em solu¢des aquosas € reportado na
literatura como caracteristicamente negativo, o que € atribuido aos seus grupos —OH
superficiais.’) Se a superficie da particula é acida em relacdo ao solvente, o
potencial zeta no equilibrio & negativo (Equagao 7)™

S-OH + R-OH <> S-0" + R-OH,*  (Ka1) (7)

onde S representa a superficie da particula e Ky a constante de dissociacido acida
do solvente.

O diametro hidrodindmico e o potencial zeta das nanoparticulas de amido
sintetizadas neste trabalho (NA E NA-NTs-PPI) foram analisados. A Figura 10 exibe
os graficos de distribuicdo de didmetros, e os respectivos valores médios de
diametro e de potencial zeta de cada amostra.

Figura 10. Graficos de distribuicdo de didmetro de particula das amostras NA (a) e NA-NTs-

PPI (b). No canto superior esquerdo, respectivo diametro médio (nm) e potencial zeta (mV)
de cada amostra.
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Os valores de PZ observados sado coerentes com o reportado na literatura
para particulas de amido, e ndo houve mudanga significativa entre as duas
amostras. O grafico de distribuicdo de didmetros da amostra NA mostra a existéncia
de duas populagdes principais: uma populagdo com maximo de distribuicido entre
aproximadamente 530-700 nm, e outra com cerca de 70-100 nm. A amostra NA-
NTs-PPI também exibiu duas populag¢des principais, semelhantes as da amostra NA:
uma cujo maximo de distribuicdo manteve-se entre 480-600 nm, e outra populagao
de diametros menores que pode ser vista na forma de um ombro, mas que aparece
de forma definida em cerca de 80 nm para uma das medidas. Esse comportamento
€ um indicio de que particulas menores estdo agregando.

O tamanho de particula e o PZ das amostras de microgel estdo exibidos na
Tabela 2. Em relagdo as nanoparticulas de amido, o PZ dos microgéis MGAG e

MGAG-NTs-PPIl aumentou em modulo (na mesma proporgao).

Tabela 2. Valores de didmetro médio de particula e potencial zeta, e respectivos desvios-
padrdo, das amostras de microgel sem e com tratamento por aplicacdo de campo elétrico
(pH 7,0, 20 °C).

Amostra Diametro médio (hnm) Potencial Zeta (mV)
MGAG 4537 (+657) -19,8 (x0,9)
MGAG-NTs-PPI 6328 (+942) -18,2 (20,2)
MGAG-CE 5614 (£1741) -27,5 (20,7)
MGAG-NTs-PPI-CE 5267 (+516) -30,3 (x0,1)

Isto € um indicio de que as moléculas de gelatina foram reticuladas na
superficie das nanoparticulas de amido, recobrindo-as. A gelatina possui carater
anfotérico, ou seja, apresenta carga liquida positiva ou negativa a depender do pH
do meio, uma vez que é composta por aminoacidos (contém grupos carboxilicos e
grupos amino). O ponto isoelétrico de gelatinas do tipo B esta na faixa de pH entre
aproximadamente 4,8 até 5,2. Em pH’s acima do seu ponto isoelétrico a gelatina
apresenta-se polianibnica e, abaixo, policatiénica.[”‘ 78l Logo, em pH 7,0, a presencga
de gelatina na superficie das nanoparticulas resultaria em aumento da densidade de

carga superficial, condizente com o observado.
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As amostras de microgel tratadas por aplicagdo de campo elétrico (CE)
adquiriram valores de potencial zeta caracteristicos de um sistema estavel (proximos
de +30 mV). No entanto, ndo foram observadas mudancgas significativas no tamanho
que pudessem explicar alteragdes de densidade de carga superficial a partir do
colapso das estruturas, por exemplo. Uma possivel explicagdo para o efeito é a
hipotese de que as moléculas de gelatina estao reticuladas na superficie do microgel
e tendem a se organizar na forma de hélices, ou de forma emaranhada devido a
interacao eletrostatica entre suas porg¢des positivamente carregadas e as hidroxilas
residuais da superficie das nanoparticulas de amido. A agcdo do campo elétrico
orienta os ions em solugdo, e os grupos negativos direcionam-se para o polo
positivo, enquanto os positivos sao orientados para o polo negativo do eletrodo.
Assim, dada a natureza molecular anféterica da gelatina (grupos amino catiénicos e
grupos carboxilicos aniénicos) o campo elétrico pode ter provocado a reestruturagcéo
de suas moléculas, desmanchando emaranhados, e expondo mais grupos anidnicos
a superficie. Além disso, o surfactante anidnico SDS presente em solucado pode ter
cooperado com o processo de reestruturagdo, ocupando os sitios catibnicos agora
expostos e adsorvendo a superficie das particulas. Dessa forma, a resposta dos
microgeéis a aplicagdo de campo elétrico foi irreversivel.

A fim de verificar a capacidade termo e pH-responsiva dos microgéis, o PZ
das amostras MGAG e MGAG-NTs-PPI foi medido também em pH 7,0 3 40 °C e em
pH 4,5 em 20 °C. A Figura 11 apresenta um comparativo entre os microgéis MGAG

e MGAG-NTs-PPI nas diferentes condi¢cdes estudadas.
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Figura 11. Grafico exibindo o potencial zeta das amostras MGAG e MGAG-NTs-PPIl em pH
7,0a20°Cead0°C,eempH4,5a 20 °C.
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A mudanca de comportamento superficial das amostras em pH 4,5,
evidenciada pela diminuicdo em moddulo do potencial zeta, € condizente com o
indicio de que a gelatina constitui a superficie dos microgéis. Em pH 4,5 o sistema
esta proximo ao ponto isoelétrico da gelatina e, portanto, a densidade de carga
superficial liquida das particulas diminui e os valores de PZ aproximam-se do zero;
em pH 7,0 o sistema encontra-se longe e acima do ponto isoelétrico da gelatina,
resultando em aumento do potencial zeta (negativo) e, portanto, em maior
estabilidade coloidal.

Além disso, é possivel notar diferenga responsiva entre os microgéis
preparados na presencga e na auséncia de nanotubos de PPl: em pH 4,5 o PZ da
amostra MGAG reduziu (em modulo) mais do que a amostra MGAG-NTs-PPI, que
manteve-se mais negativa. Em pH &acido as cadeias poliméricas do polipirrol
adquirem unidades de pirrol protonadas[76], logo, a diferenga comportamental
observada entre o PZ das amostras evidencia que os nanotubos de polipirrol ndo

fazem parte de sua composicdo superficial. Possivelmente os nanotubos de PPI
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encontram-se no interior da estrutura do microgel, formando uma espécie de
composito com os polimeros do amido. Além disso, as unidades de pirrol protonadas
no interior do microgel podem ocasionar um diferente grau de interagao eletrostatica
e modificar a compactagado das particulas (causando o colapso ou inchamento) ou
alterar a espessura da camada difusa, fatores que afetam o valor de potencial zeta.
Quanto ao efeito da temperatura, é possivel observar que o PZ dos microgéis
decresceu com o aumento de temperatura de 20 °C para 40 °C. Os efeitos da
temperatura sobre valores de potencial zeta podem ser de 2 naturezas: efeitos
eletroforéticos ou efeitos eletrostaticos. Em relagdo aos parametros eletroforéticos
que sao influenciados por mudangas na temperatura, sabe-se que a mobilidade
eletroforética aumenta com a temperatura (devido a maior agitagdo das particulas e
consequente maior velocidade de deslocamento), enquanto a constante dielétrica do
meio diminui brandamente e a viscosidade do liquido diminui fortemente com a

elevacdo da temperatura. Relacionando esses parametros através da equacao de
N . . Uen .
Henry (Equacédo 6), verifica-se que a razao —~ decai com o aumento da

temperatura e, com base nos comportamentos descritos anteriormente, infere-se
que a diminuicdo do potencial zeta com o aumento da temperatura é, no que diz
respeito a contribuicdo eletroforética, majoritariamente causada pela redugdo da
viscosidade do meio.""1 E possivel notar diferenca de resposta entre os microgéis,
visto que a amostra MGAG-NTs-PPI exibiu maior estabilidade frente ao estimulo de
temperatura. Portanto, infere-se que a diferenca de resposta entre as amostras é
causada por efeitos eletrostaticos e que a tendéncia de diminui¢do do potencial zeta
com a temperatura também recebe contribui¢cdes relacionadas a concentracdo de
sitios superficiais carregados. Diferencas no intumescimento dos microgéis
combinadas a alteragdes no grau de solvatagdo das cadeias de gelatina superficiais
das particulas podem estar relacionadas a contribuicao eletrostatica, visto que sao
fatores de impacto a dupla camada elétrica e consequentemente ao potencial zeta
medido.

Tanto a resposta dos microgéis a temperatura quanto ao pH mostraram-se
reversiveis, caracterizando-os como microgéis inteligentes.

Considerando os resultados expostos, levanta-se a hipotese de que os
microgéis estejam estruturados em uma arquitetura do tipo core-shell (nucleo-

7

casca), em que o core é composto por um compdsito amido-nanotubos de PPI
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recoberto por um shell de gelatina. A Figura 12 mostra uma representacgao ilustrativa
da estrutura proposta para o microgel MGAG-NTs-PPIl. Dessa forma, o sistema
combina as propriedades eletro-responsivas dos nanotubos as propriedades pH
responsivas da gelatina e, ainda, as propriedades termo-responsivas do amido e da

gelatina.

Figura 12. llustracdo do microgel MGAG-NTs-PPI. Particula representada com um corte,
exibindo o interior da estrutura.

@ Pontos de reticulagao

-) NTs-PPI

Polimeros do amido

NN Gelatina




39

53 MORFOLOGIA

A fim de verificar a morfologia das nanoparticulas de amido sintetizadas, a
amostra NA foi observada por microscopia 6ptica (Fig. 13). Conforme o esperado
para o parametro de sintese utilizado (proporgdo solugdo de amido:etanol (1:20)
(viv)), as particulas observadas apresentam formato esférico.®”! Além disso, foi
possivel constatar a presenca de algumas particulas grandes que consistem em
granulos de amido os quais nado foram solubilizados o suficiente para originar

nanoparticulas durante o processo de nanoprecipitagcao.

Figura 13. Amostra NA (nanoparticulas de amido em etanol). Escala: 10 yum. Magnificagado
de 50x.

As “dispersdes mae” dos microgéis também foram analisadas, a fim de
verificar o arranjo das particulas anteriormente ao processo de reticulagdo. Enquanto
a dispersédo mae da amostra MGAG apresentou agregados de particulas com
distribuicéo e forma aleatdrias (Fig. 14a), na dispersdo méae da amostra MGAG-NTs-
PPI foi observado um padrdo organizacional de agregados em forma de bastbes
(Fig. 14b).
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Figura 14. Micrografias das dispersdes mae (anterior a reticulagdo) das amostras MGAG (A)
e MGAG-NTs-PPI (B). Escala de 100 um. Magnificagcao de 5x.

Essa auto-organizacdo em forma de bastdes foi confirmada e melhor

observada ao visualizar a dispersdo em maiores magnificacbes (Fig. 15).
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Considerando que essa aliquota ndo se trata de uma amostra quimicamente
reticulada, as imagens apontam para a ocorréncia de uma reticulagao fisica entre os
polimeros, cuja auto-organizacdo morfoldgica € induzida pelos nanotubos de
polipirrol. Os bastdes sdo compostos por uma espécie de rede polimérica em que é
possivel visualizar a presenga de algumas nanoparticulas de amido, além daquelas

que estao dispersas ao redor dos bastoes.

Figura 15. Imagens da dispersdo méae do microgel MGAG-NTs-PPI. (A), (B) e (C) Escala: 10
Mm, magnificagdo de 50x. Em (C), setas destacam nanoparticulas de amido no bastédo e
também dispersas ao redor das estruturas.

(A) (B)

(C)

Os microgéis quimicamente reticulados MGAG e MGAG-NTs-PPI também
foram avaliados, assim como as amostras tratadas por aplicagdo de campo elétrico
(MGAG-CE e MGAG-NTs-PPI-CE). As imagens foram re-coloridas digitalmente a fim

de aumentar o contraste de cor das amostras.
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A Figura 16 traz um comparativo entre as amostras MGAG e MGAG-CE,
onde é possivel visualizar estruturas de agregados de particulas esféricas inseridas
em uma espécie de rede polimérica. Foi observado que a agdao do campo elétrico

provocou um efeito dispersivo no microgel.

Figura 16. (A) e (B) microgel MGAG, (C) e (D) amostra MGAG-CE (microgel tratado por
aplicagao de campo elétrico). Escala igual a 20 ym, magnificagao de 20x.
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As imagens da amostra MGAG-NTs-PPI mostraram que as estruturas auto-
organizadas em forma de bastdes foram mantidas apds a reticulagdo quimica. E
possivel visualizar na Figura 17 o padrao morfolégico em forma de bastbes, induzido
pelos NTs-PPI, e também sado observadas nanoparticulas de amido compondo

essas estruturas e dispersas ao seu redor.
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Figura 17. Micrografia do microgel MGAG-NTs-PPI, evidenciando estruturas auto-
organizadas na forma de bastdes. Nanoparticulas de amido compondo a estrutura dos
bastées e também dispersas ao seu redor. Escala igual a 20 um, magnificacdo de 20x.

i

A resposta morfolégica desse microgel a aplicagdo de campo elétrico péde
ser visualizada nas imagens de MGAG-NTs-PPI-CE (Fig. 18). Apdés o tratamento
com campo elétrico, observou-se um efeito dispersivo sobre as estruturas em forma

de bastdes, que foram destruidas.
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Figura 18. Micrografias da amostra MGAG-NTs-PPI-CE, evidenciando a perda de
estruturacdo em forma de bastdes apds a aplicagdo de campo elétrico. Escala igual a 10
pMm, magnificagdo de 50x.
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54 CARACTERIZAGAO POR FTIR-ATR

Os espectros dos polimeros precursores dos microgéis (gelatina em pé, e
nanoparticulas de amido com ou sem nanotubos de polipirrol) podem ser
visualizados na Figura 19.

O espectro da gelatina apresentou um padréo tipico ja descrito na literatura. A
banda em 3280 cm™ ¢ atribuida & Amida-A e corresponde a deformac&o axial do
grupo N-H acoplado a ligacdo de hidrogénio. Em aproximadamente 2950 cm’”’
visualiza-se o estiramento assimétrico de CH, da Amida B. A banda atribuida a
Amida | aparece em 1640 cm™, e esta relacionada ao estiramento C=0. A Amida I
possui bandas em 1540 cm™, 1452 cm™, 1405 cm™ e em 1332 cm™ relacionadas,
respectivamente: a deformacado angular N-H acoplada ao estiramento C-N, a
deformagado angular C-H (CH;), ao estiramento simétrico COO’, e a vibragdo de
balango do CH,. A Amida Il pode ser vista em 1081 cm™, banda relacionada ao
estiramento C-0.I"% 7

A amostra NA exibe um tipico padrao de amido, em concordancia com o
descrito na literatura. A banda larga entre 3600-3000 cm™ esta relacionada ao
estiramento dos grupos hidroxila dos polimeros do amido. A banda em 2930 cm™ é
relativa ao estiramento C-H do anel glicosidico. Em 1644 cm™ ha uma banda
atribuida a deformacéao da ligagdo O-H (relacionada a agua ligada), e as bandas na
regidao entre cerca de 1200-900 cm”' sdo consideradas bandas caracteristicas do
amido e relacionam-se a vibragdes de deformacgao axial C-C, e a C-O e C-O-H. O
grupo C-O-C do mondémero de glicose absorve entre 1150 cm™ e 1085 cm™ e suas
bandas podem se deslocar a depender do tipo de deformacao axial (simétrica ou
assimétrica). As deformagdes axiais de C-O e C-C podem ser visualizadas na banda
em 1150 cm™ e nas bandas fracas em 1108 cm™ e 935 cm™. Os modos relacionados
a deformacao angular de CCH podem ser visualizados em 1080 cm™. As bandas em
1022 cm™ e 937 cm™ s#o atribuidas as deformagées C-OH e CH,. O ombro
visualizado em 1240 cm™ e sinais fracos na regido de 850 cm™ também s3o
atribuidos as vibragdes associadas ao grupo CHa.

A banda larga localizada entre cerca de 1460-1290 cm™ (maximo em 1370
cm'1) consiste em uma sobreposigao de sinais, cujas contribuicdes relacionam-se a

modos de deformagdes de grupos C-OH, grupos CH,, e deformagao angular C-H.[B
81]



Figura 19. Espectros na regido do infravermelho da gelatina em pé comercial, e das
nanoparticulas de amido sintetizadas (NA e NA-NTs-PPI).
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Em relacdo a amostra NA-NTs-PPI, é possivel observar o surgimento de
algumas bandas atribuidas aos nanotubos de polipirrol. A banda em 1625 cm’ é
atribuida ao estiramento C=C do anel das moléculas de AM. Apds a sintese dos
nanotubos de PPl as amostras foram lavadas com etanol, mas mesmo assim ha
presenca de AM no produto. Alguns trabalhos na literatura ja comprovaram, em
estudos de rendimento reacional, a incorporagdo de AM nos nanotubos e afirmam
que estes devem ser considerados como um composito de PPl e AM.°®! A banda em
aproximadamente 1394 cm” estd relacionada ao estiramento C-N. As bandas
intensas que surgem em 831 cm” e em 700 cm™ sdo atribuidas a deformagdo
angular de C-H fora do plano do anel do PPl. Também ha o surgimento de um
ombro em cerca de 1700 cm™, o qual esta associado & vibragdo C-O de unidades de
hidroxipirrol que podem ter sido formadas por ataque nucleofilico da agua durante a
preparacao dos nanotubos. Outro ombro pode ser observado em cerca de 981 cm™,

o qual se relaciona a deformacéo C-H no plano.®' 8
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Os espectros dos microgéis sintetizados (Fig. 20) apresentaram o padrao
caracteristico de bandas de seus precursores, com alguns deslocamentos sutis. No
espectro da amostra MGAG-NTs-PPI é possivel observar o surgimento de uma
banda em 1750 cm™', atribuida ao estiramento C=O de ésteres, comprovando o
sucesso da reagao de reticulagdo entre os grupos carboxila da gelatina e os grupos
hidroxilas dos polimeros do amido, intermediada pelo EDC. Na amostra MGAG nao
foi possivel visualizar essa banda, que provavelmente foi encoberta pelo background

devido a limitagdes instrumentais ou a presenca de umidade na amostra.

Figura 20. Espectros na regido do infravermelho dos microgéis MGAG-NTs-PPl e MGAG.
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55 CARACTERIZAGAO POR RMN "H

A verificagdo de reticulagdo quimica nos microgéis foi realizada através de
analises por RMN de '"H. A Figura 21 mostra os espectros de RMN de 'H das
nanoparticulas de amido preparadas na auséncia e presenga de nanotubos de
polipirrol (NA e NA-NTs-PPI, respectivamente) e dos microgéis sintetizados (MGAG
e MGAG-NTs-PPI).

Figura 21. Espectros de RMN 'H das nanoparticulas de amido (NA e NA-NTs-PPI) e dos
microgéis sintetizados (MGAG e MGAG-NTs-PPI).
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Nos espectros das nanoparticulas NA e NA-NTs-PPI é possivel identificar o
sinal atribuido ao hidrogénio do carbono anomérico da unidade de glicose dos
polimeros do amido em aproximadamente & = 5,43 ppm. Os sinais de prétons nao-
anoméricos, ligados aos demais carbonos do anel dlicosidico, podem ser
visualizados entre & = 3,65 e 4,05 ppm. A caracteristica alargada desses sinais
indica amorficidade, o que esta de acordo com o esperado para estruturas com alto
teor de amilose.®!

Esses sinais caracteristicos também sido observados nos espectros dos
microgeéis, com algumas modificagdes. A regido de préton anomérico mostra uma

divisdo no sinal, e a regido relativa ao anel glicosidico, em especial entre 6 = 3,6 e
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3,8 ppm, também mostra a divisdo do sinal em picos mais intensos e bem definidos.
A divisdo de sinal em RMN "H ocorre devido a mudangas no ambiente do préton, o
que é um indicio de reticulagdo quimica.’®¥

Considerando que foi observada mudanga no ambiente do préton anomérico,
0s espectros apontam para a ocorréncia de reacdo na hidroxila do carbono C2 da
unidade de glicose dos polimeros do amido. A ordem de reatividade das hidroxilas
componentes do mondmero € (OH-C6 > OH-C2, OH-C3). No entanto, as hidroxilas
OH-C6 sao parcialmente indisponibilizadas para reacdes devido as ramificagcoes
a(1—6) da amilopectina. Sabe-se também que entre as hidroxilas OH-C2 e OH-C3,
a hidroxila OH-C2 exibe acidez mais alta devido a sua proximidade ao centro
anomérico. Atentando a essas consideracbes e as evidéncias observadas no
espectro, a reacao de reticulacdo ocorreu provavelmente nas hidroxilas OH-C6 e
OH-C2 das unidades monoméricas de glicose. N&do foi possivel observar sinais
relativos aos nanotubos de polipirrol nas amostras que os contém (NA-NTs-PPI e

MGAG-NTs-PPI), pois a nao-solubilidade do PPl em agua impediu sua deteccgo.*
85]
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Foi possivel sintetizar nanotubos de polipirrol através de uma técnica de
template relativamente simples e rapida (template reativo auto-degradavel), e inseri-
los na matriz polimérica de um microgel a base de polimeros naturais. Analises de
microscopia Optica revelaram que os NTs-PPl atuaram como um agente de
organizagcdo entre os demais polimeros, induzindo a formagao de agregados na
forma de bastdes. Esses sistemas micrométricos auto-organizados mantiveram sua
morfologia mesmo apos a reagéo de reticulagdo, e mostraram resposta irreversivel a
aplicacdo de campo elétrico. Analises de tamanho de particula atestaram o sucesso
da técnica de nanoprecipitagdo empregado na sintese de nanoparticulas de amido,
e de um nanocompodsito amido-NTs de PPI, precursores utilizados na sintese dos
microgeis. Através das analises de potencial zeta foi possivel constatar que a
aplicacdo de campo elétrico provocou a re-organizagao superficial das particulas de
microgel, resultando em maior estabilidade coloiodal. Além disso, evidenciou-se que
0s microgéis sintetizados exibem resposta inteligente a estimulos de pH e de
temperatura. As analises indicam que a arquitetura dos microgéis consiste em uma
estrutura do tipo core-shell (carogo-casca), em que o core € composto por um
composito amido-NTs de PPl e o shell por moléculas de gelatina. O sucesso da
reagcdo de reticulagdo entre os polimeros do amido de milho e a gelatina foi
comprovado por analises de FTIR e de RMN 'H.

Como perspectivas futuras, ha a possibilidade de incluir etapas de reducao de
massa molar na metodologia de sintese das nanoparticulas de amido, a fim de obter
particulas menores. Ainda, o sistema solvente utilizado e a concentracdo do
reticulante na sintese dos microgéis sao parametros passiveis de otimizagdo. Além
disso, analises de SAXS (Espalhamento de raios-X a baixos &angulos) sé&o

necessarias para comprovar a arquitetura core-shell dos microgéis.
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