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RESUMO

Neste trabalho realizou-se a obtencdo e caracterizacdo de microesferas poliméricas
fluorescentes e magnéticas a partir do método de emulsificacdo/evaporacéo do solvente e por
métodos de polimerizacao in situ em sistemas de emulsdo e miniemulsdo, via técnica radicalar
convencional e radicalar por transferéncia de atomo (ATRP). As microesferas de poliestireno
de tamanho homogéneo podem atuar como suporte solido para a captura de diferentes
moléculas-alvo sejam elas anticorpos, antigenos, peptideos ou acidos nucleicos, em sistemas
de diagndstico. No entanto precisam ser identificadas pela adicao de fluoréforos permitindo a
criacdo de cddigos de cor Unicos e especificos para deteccdo de diferentes tipos de doencas.
Os fluoroforos usados para a indexacgdo das microesferas foram cianina e esquarainas.

A polimerizacdo pela técnica ATRP foi escolhida com o objetivo de sintetizar
microesferas de poliestireno contendo os fluoroforos ligados covalentemente a matriz
polimérica, partindo de um iniciador fluorescente. O polimero obtido apresentou banda de
absorcéo em 635 nm, indicando a fluorescéncia do mesmo.

Também foram investigadas as melhores rotas no método de coprecipitacdo magnética
na preparacdo de nanoparticulas de ferro para incorporacdo nas microesferas de poliestireno, a
fim de deixa-las com um comportamento superparamagnético apropriado para a aplicacédo
para ensaios de imunodiagndstico.

O método mais eficiente foi o de emulsificacdo/evaporacdo do solvente com
microesferas de formato esférico e com tamanho homogéneo apresentacdo uma incorporagao

de 92 % de fluort6foro (Esquaraina) na matriz polimérica.



ABSTRACT

In this it is show the synthesis of fluorescent and magnetic polymeric micro-spheres
by using the emulsification/evaporation of the solvent method, and also by the in situ radical
polymerization, both conventional and atom transfer radical polymerization (ATRP), in
emulsion and mini-emulsion systems. Polystyrene micro-spheres of homogeneous size can act
as a solid support for capturing different target molecules, be they antibodies, antigens,
peptides or nucleic acids, in diagnose systems. These micro-spheres, however, need to be
identified by the addition of fluorophores, allowing the creation of unique color codes,
specific for the detection of different types of diseases. The fluorophore used for the
indexation of the micro-spheres were Cyanines e Squaraines dyes.

The ATRP polymerization was chosen in order to synthesize polystyrene micro-
spheres containing fluorophore covalently bonded to the polymeric matrix trough a
fluorescent initiator. The polymer obtained presented an absorption band in 635 nm,
indicating fluorescence.

We also investigated the best routes for the preparation of the magnetic iron nano-
particles for incorporation in the polystyrene micro-spheres, so that they had the appropriate
superparamagnetic behavior for application in imunodiagnostic essays.

The most efficient method was the emulsification/evaporation of the solvent with
micro-spheres of spheric shape and homogeneous size presenting 92% of incorporation of

fluorophore (Squaraines) in the polymeric matrix.
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1. INTRODUCAO

O trabalho desenvolvido na presente Tese se insere no @mbito do Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia para Diagnéstico em Satde Piblica (INCT-INDI)*, um dos INCTs mais
multidisciplinares em que pesquisadores de diferentes &reas uniram-se para desenvolver
reagentes e sistemas de diagnéstico para utilizagdo em saude publica. O INCT-INDI tem
como premissa a nacionalizagdo de insumos (p. ex. microesferas de poliestireno, microesferas
magnetizadas, corantes e fluoroforos, preparacdo de antigenos recombinantes, conjugacdo de
antigenos) e sistemas de diagndstico relevantes para a saude publica, envolvendo métodos
rapidos para utilizacdo no local de tratamento (point of care) e procedimentos de multiteste
para o diagnostico e controle do sangue. Isto porque o Brasil possui um saldo negativo na
balanca comercial em reativos para diagnostico na ordem de US$200 milhdes, cenario que
revela uma dependéncia externa do pais neste segmento. Dentro deste contexto, o INCT-INDI
nasceu com a proposta de dominar a tecnologia diagnostica envolvendo plataformas para
testes de diagndstico de grande escala, com alta facilidade e precisdo, 0 que impactara

diretamente o sistema produtivo de salde.

Atualmente a busca por métodos analiticos alternativos aos tradicionais tem
despertado interesse de muitos pesquisadores?. Em particular, a necessidade de métodos
rapidos, versateis e confidveis, capazes de monitorar em tempo real espécies de interesse
biolégico. Um dos alvos prioritarios é o desenvolvimento de tecnologias de diagnosticos que
possam contribuir para acdes de saude publica, como multitestes capazes de testar varios
patdégenos conjuntamente em uma mesma amostra de sangue para utilizacdo no local de
tratamento como, por exemplo, nas unidades de pronto atendimento (UPA)®. A
miniaturizacdo e automoc¢do de multitestes diagnosticos oferecem vantagens frente ao
tradicional teste ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), tais como custo
reduzido, maior sensibilidade, reducdo na quantidade de amostra, possibilitam a anélise de
diversos alvos simultaneamente e reprodutibilidade®. No Brasil, quem desenvolve pesquisas
de novas plataformas para ensaios diagnoticos é a FIOCRUZ, com foco principal em doengas

como hepatite B, hepatite C, AIDS, doenca de Chagas e Sifilis entre outras.

A evolucdo das técnicas de diagndsticos, desde os primeiros testes de deteccdo
imunologica ELISA até as mais novas ferramentas de biologia molecular, sé foi possivel
devido a melhoria das plataformas existentes e ao desenvolvimento de metodologias para
ensaios diagndsticos. Uma destas tecnologias € denominada de microarranjos liquidos,



desenvolvida com base na citometria de fluxo® ja bastante conhecida a mais de vinte e cinco
anos e que vem sendo mais difundida recentemente a partir do langamento no mercado do

equipamento Luminex®, pela empresa LuminexCorp®.

A metodologia dos microarranjos liquidos faz uso da citometria de fluxo e de
microparticulas esféricas e vem ganhando popularidade na area de diagnostico. Esse sistema
consiste no emprego de uma mistura de diferentes tipos de microesferas uniformes em
tamanho como suporte s6lido, mas que emitem intensidades de fluorescéncia distintas, para
diferentes moléculas de captura, sejam elas anticorpos, antigenos, peptideos ou acidos
nucléicos’. E considerada uma técnica de diagndstico ideal para a avaliagdo simultanea de
diversos alvos em muitas amostras, em um curto periodo de tempo e principalmente pela

necessidade de pouca amostra para deteccao.

Microesferas de poliestireno magnéticas contendo corantes fluorescentes (fluor6foros)
caracterizam-se como insumo base para a plataforma de microarranjos liquidos. Cada
microesfera pode ser identificada pela adicdo de proporcdes distintas de corantes
fluorescentes, permitindo a criacdo de cddigos de cor Unicos e especificos para diferentes
doencas®.

Existem muitas empresas que oferecem no mercado microesferas de poliestireno com
diferentes tamanhos, ligantes terminais, comprimentos de onda de fluorescéncia, com ou sem
propriedades magnéticas’. E interessante notar que todas as microesferas disponiveis no
mercado sdo provenientes de um processo de polimerizagdo de estireno em emulsdo e que

requerem equipamentos de deteccéo e caracterizacdo sofisticados e caros'®.

O uso de microesferas de silica ou polimeros para imobilizacdo de moléculas de
interesse bioldgico é conhecido desde os anos 807, tendo alcangado o seu auge a partir do
lancamento no mercado do equipamento Luminex®. A tecnologia utilizada neste
equipamento envolve um processo de marcacdo de microesferas de poliestireno com corantes
fluorescentes (fluordforos) distintos (Figura 1). O Luminex® contém um laser no vermelho
que promove a excitacdo de fluoréforos que emitem na regido do vermelho do espectro
eletromagnético (658 nm e 721 nm). Utilizando proporcdes adequadas de dois fluoréforos,
podem ser criados até 100 conjuntos diferentes de microesferas (Figura 1B), sendo que a cada
uma pode-se conjugar uma biomolécula diferente (geralmente um antigeno ou anticorpo,

Figura 1C) que sera detectada pelo Luminex®*?,



As microesferas para uso nesse sistema precisam, além da fluorescéncia, da
incorporagdo de um material magnético, pois com a aplicagdo de um campo magnético

externo, podem ser retidas facilitando a purificacéo e até mesmo a reutilizagio™.
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Figura 1: Principio de funcionamento do Luminex®: (A) feixes de luz laser passando pela
placa contendo as amostras (B) e excitacdo pela luz do laser vermelho dos fluor6foros

contidos nas microesferas de poliestireno (C) conjugadas com a biomolécula de interesse?.

Existem diferentes classes de fluor6foros organicos que emitem na regido do vermelho
e do infravermelho préximo (625 nm a 789 nm e 780 nm a 2500 nm, respectivamente). A
escolha do fluor6foro esta relacionada a boa biocompatibilidade e pela capacidade de
marcacdo de materiais biomoleculares'®. Exemplos de fluoréforos que apresentam boa
emissdo na regifo do vermelho e infravermelho sdo: as cianinas' e esquarainas™ classes de

fluoréforos que foram utilizadas neste projeto.

Para a preparacdo de microesferas poliméricas, uma rota possivel é o uso de
monomeros funcionalizados que podem ser copolimerizados com estireno ou metacrilato de
metila para introduzir grupos reativos na superficie das esferas, as quais sdo utilizadas para
imobilizar antigenos ou anticorpos (Figura 1C) com o objetivo de diagnosticar uma
determinada doenca. A insercdo de grupos funcionais nas cadeias poliméricas com auxilio de
reacOes quimicas adicionais pode acontecer apos ou durante a etapa de polimerizacdo. Dentre
as técnicas que podem ser utilizadas para incorporar mondmeros funcionalizados diretamente
na etapa de polimerizacdo destaca-se a técnica de polimerizacdo em miniemulsdo®’, pois
favorece modificacBes especificas na superficie de particulas de polimero, tendo em vista a

existéncia de uma interface com o meio dispersante.



Outro meétodo de preparacdo de microesferas poliméricas € a partir de polimeros pré-
formados, como a técnica de emulsificacdo/evaporacéo de solvente'®. Em comparacéo com os
métodos de preparacdo de nano e microesferas poliméricas a partir da polimerizacdo de
mondmeros, a utilizacdo de polimeros pré-formados € mais facilmente controlavel e de maior

rendimento.

As técnicas de miniemulsdo e emulsificacdo/evaporacdo de solvente possibilitam a
obtencdo de esferas em escala nano e micrométrica, sendo as microesferas estruturas com
didametro acima da ordem de 1jum, e as nanoesferas sdo estruturas com didmetros entre 50 nm
e 1um™. A escala micrométrica é a desejada para a preparacdo das esferas de poliestireno

para a aplicacdo no equipamento Luminex®.

Este projeto de doutorado é uma parte integrande do projeto INCT-INDI, cujo objetivo
principal foi produzir microesferas de poliestireno, fluorescentes e magnéticas que serdo
futuramente incorporados nos kits de diagnosticos multiplex a serem desenvolvidos. A meta
foi avaliar diferentes metodologias para a obtencdo de particulas esféricas de poliestireno com
tamanho homogéneo, utilizando fluoréforos novos para a indexacao de cor. A nacionalizagdo
desse insumo reduziria custos de importacdo e a dependéncia tecnoldgica brasileira no setor

de imunodiagnostico.

Os métodos empregados explorados e avaliados foram o de emulsificacdo/evaporacao
do solvente e miniemulsdo. Nesta Ultima, utilizou-se as técnicas de polimerizagdo radicalar
convencional e por transferéncia de atomo (ATRP)?. Moléculas representantes das classes da
Esquaraina e Cianina foram usadas como fluorérofos por atenderem a demanda da emissao no
vermelho. Também foram investigadas as melhores rotas na preparacdo de nanoparticulas

magnéticas®?

para incorporacdo nas microesferas de poliestireno, com o objetivo de deixéa-
las com um comportamento magnético, melhorando a aplicacdo para ensaios de

imunodiagnastico.



2. Objetivo

Obtencdo de microesferas de poliestireno fluorescentes na regido do vermelho e
magnéticas atuando como insumos identificadores de doencas pelo sistema de diagndstico
XMAPLuminex.

2.1 Objetivos Especificos

e Auvaliacdo dos métodos de obtencdo de microesferas fluorescentes de poliestireno com
propriedades magnéticas: método de emulsificacdo/evaporagdo do solvente,
polimerizacdo via ATRP e polimerizacdo em miniemuls&o.

e Caracterizacdo de microesferas fluorescentes de poliestireno pelo método de
polimerizacdo em miniemulséo;

e Sintese e caracterizagdo de microesferas fluorescentes de poliestireno via ATRP
usando iniciadores fluorescentes;

e Otimizacdo do método de co-precipitacdo para a sintese de nanoparticulas magnéticas

de ferro.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ESFERAS POLIMERICAS DE POLIESTIRENO

Nano e microesferas polimericas sdo de grande interesse bioldgico, devido as suas
diversas aplicagbes de uso®. Varias técnicas podem ser usadas na preparacdo de polimeros
em escala nano e micrométrica, mas a escolha do método depende de alguns fatores como:
tamanho desejado da particula, distribuicdo de tamanho, &rea de aplicacdo entre outros®.
Estas podem ser convenientemente preparadas a partir de um polimero pré-formado ou por
polimerizacdo direta de monémeros. Métodos como evaporacdo do solvente, desanilizacdo
(salting-out), didlise e nanoprecipitacdo, podem ser utilizados para a preparacdo de esferas a
partir de polimeros pré-formados®. Por outro lado, a emulsdo, miniemulsao, microemulso e
a polimerizacdo interfacial sdo métodos usados para sintetizar estas estruturas a partir da

polimerizacdo de mondémeros®® (Figura 2).

POLIMERO MONOMERO

DISPERSAO [PoLIMERIZAGAO |
Evaporagio de Solvente Emulsio
Nanoprecipitagdo Miniemulsdo

Salting-out Microemulsido

Dialise - — Interfacial

Figura 2: Representacdo esquematica de varias técnicas de preparacdo de nano e microesferas

ano/Micre
ESFERAS

poliméricas®.

Nano e microesferas poliméricas estdo sendo cada vez mais investigadas por suas
propriedades de liberacdo controlada de farmacos e definidas como particulas sélidas
coloidais®’. O termo micro ou nanoparticulas refere-se a dois tipos de estruturas diferentes de

esferas ou capsulas.

Denominam-se esferas 0s sistemas em que a substancia ativa se encontra
homogeneamente dispersa no interior da matriz polimérica. As micro/nanocapsulas
constituem sistemas reservatdrios, onde é possivel identificar um nucleo diferenciado, que

pode ser sélido ou liquido®®. Sendo assim, particulas poliméricas sélidas coloidais podem
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assumir uma forma esférica matricial (microesferas, tamanho entre 1 a 1000um) ou
reservatoria (microcapsulas) que promovem a liberacdo controlada de farmacos ou

substancias biologicamente ativas, hidrofilicas ou hidrofébicas®.

Conforme ilustrado na Figura 3, a esfera tipo reservatorio apresenta uma estrutura
muito elementar: o nucleo, ou ndcleos, € bem definido e envolto por um filme polimérico. Por

outro lado, as microesferas sdo sistemas que apresentam uma estrutura do tipo matricial.

MICROCAPSULAS MICROESFERAS

Parede polimérica
Matriz polimérica

Farmaco

Farmaco

Nucleo

(sdlido, aq ou ol )

Figura 3: Representacdo da diferenca entre microcapsulas e microesferas®.

Alguns polimeros sdo usados como matrizes solidas, na obtencdo de esferas, pois sdo
flexiveis, moldaveis, baratos, de sintese relativamente simples e podem assumir diferentes
formas. Os polimeros sdo utilizados como insumo na producdo de microesferas e entre eles,
destaca-se 0 poliestireno (PS). Sdo encontrados indmeros trabalhos na literatura de
microesferas poliméricas para aplicacdes diversas®®, principalmente para uso na érea
biomédica, na liberacdo lenta e gradual de farmaco, como também para possibilitar o
direcionamento a alvos especificos do organismo como sitios de inflamac&o®.. Além disso,
para a obtencdo de microesferas, existe uma grande variedade de polimeros biodegradaveis,
que podem ser sintéticos ou naturais, embora, poucos sejam biocompativeis. Entre o0s
sintéticos, os polimeros e copolimeros dos &cidos latico e glicdlico, que estdo entre os mais
utilizados devido a sua seguranca e uso autorizado para aplicagbes em humanos. Entre 0s
naturais podemos citar a albumina®, colageno® e também a quitosana®. A utilizacdo destes
copolimeros como precursores nanoestruturados com arquitetura controlada € uma abordagem
promissora para obter materiais funcionalizados com aplicacBes especificas®™. As
nano/microesferas poliméricas contendo compostos organicos fluorescentes e magnéticas
podem ser preparadas através dos métodos apresentados na Figura 2, usando uma solucdo

contendo o corante fluorescente de interesse e as nanoparticulas magnéticas™.



3.2. MICROESFERAS POLIMERICAS FLUORESCENTES

Microesferas poliméricas fluorescentes sdo amplamente usadas em diferentes campos
da medicina destacando-se os testes diagnosticos conhecidos como microarranjos liquidos,
capazes de detectar até 20 doencas em apenas alguns minutos®. A metodologia dos
microarranjos liquidos emprega usualmente microesferas de poliestireno, embora outros
polimeros tenham sido testados, com aproximadamente 5 um em diametro contendo corantes
fluorescentes. Estas microesferas atuam como suporte solido para a captura de diferentes

moléculas-alvo, sejam elas anticorpos, antigenos, peptideos ou acidos nucléicos®

Para esse sistema as microesferas coradas com fluordforos, que emitem luz no
infravermelho proximo e que podem ser revestidas com varios tipos de ligantes. Na Figura 4 €
uma representacdo esquematica de como ocorre 0 processo de detec¢do. Pois, quando as
esferas sdo adicionadas a uma solucdo contendo certo tipo de analito (material biolégico e ou
amostra de paciente), a ligacdo das moléculas de captura, j& acopladas a cada uma das
microesferas com seus alvos € detectada através da utilizacdo de um conjugado (molécula

reporter) também fluorescente.

A B Microesferas
Molécula
Molécula \
Captura Repérter Laser 1 i
* . — a —
Analito ﬂ A e

Laser 2

Figura 4: (A) Representacdo esquemaética da ligacdo de moléculas bioldgicas nas
microesferas de poliestireno fluorescentes. (B) As microesferas entram pela sonda de amostra
na maquina, onde passam por dois lasers. Um laser vermelho que detecta e identifica as
microesferas e um laser verde que quantifica os numeros de cada microesfera. (modificada em
ilustracGes desenvolvidas por Luminex Corp)*®

As microesferas, entio, passam por um equipamento de citometria de fluxo®*

composto por um processador de sinal digital e dois canais de lasers capazes de excitar 0s
fluoréforo das microesferas. O equipamento de citometria de fluxo permite a identificacdo de
determindadas células em suspensdo, ou seja, a identificacdo de antigenos em células vivas e

determina a intensidade da fluorescéncia de cada microesfera fluorescente em suspenséo.
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Cada microesfera forma a base de um ensaio individual (suporte sélido), com uma
identificacdo espectral especifica. Assim, um feixe de laser |& qual a esfera especifica que esta
passando pelo detector e o segundo feixe Ié a reacdo em sua superficie. Esse sistema facilita o
desenvolvimento de ensaios multiplexados, que simultaneamente medem diferentes analitos

em um pequeno volume de amostra®.

A imobilizagdo de ligantes ou de biomoléculas de interesse na esfera pode ocorrer pela
adsorcéo fisica e pela interacdo covalente entre os grupos com a superficie funcionalizada®.
A interacdo covalente permite uma ligacdo mais intensa e 0s grupos mais utilizados para esse
fim sdo os radicais: amino, carboxi, hidroxi e o tiol*, a funcionalizagdo da superficie da

esfera é necessaria para o acoplamento das moléculas de interesse.

Um exemplo é o método de acoplamento quimico da proteina do MAYV (Mayaro
virus) ao latex de poliestireno modificado contendo grupos carboxila. O latex (CLB-4
Sigma®) apresenta numerosos grupos carboxila na superficie das microesferas de
poliestireno, apresentando um diametro de 0,4 um. Esses grupos permitem uma ligacdo mais
estdvel com grupamentos amina, uma ligacdo covalente favorecida com a adi¢do da
carbodiimida*. Na Figura 5 um esquema das etapas de acoplamento quimico de proteinas s

microesferas de poliestireno.

Microesfera . L
0]
H

H,N-R, o HNN
R
o 1" SO
i @
3
0
R\NJLN,R
H H

Figura 5: Esquema das etapas de acoplamento quimico de proteinas as microesferas de
poliestireno. 1) Microesfera modificada com o grupo carboxila; 2) Carbodiimina; 3)
Formacdo do intermediario (o-acilisoureia); 4) Microesfera ligada covalentemente a uma

aminoécido por uma ligacdo amida®*.



Uma modificacao de superficie também pode ser exemplificada com a imobilizacao da
proteina 6xhistag nas esferas Ni-NTA e Penta.His que sdo usadas na imobiliza¢éo da proteina
6xHis.tag, através de grupos tiol e grupos carboxilicos na superficie que permitem a ligacéo
covalente de proteinas e de outros reagente usando N-(3-dimetilaminopropil), N’etil-
carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (S-NHS). Os fluor6foros permanecem dentro
das esferas e a reacdes de acoplamento ocorrem pela superficie permitindo a producdo de
diversos tipos de esferas como mostra a Figura 6.

A B
Penta-His Anticorpo

— NTA-Ni

./
6xHis tag 6xHis tag

Q-

Figura 6: Esquema da imobilizagdo da proteina em: A esfera NTA-Ni, B esfera

Penta.His, C esfera ativada e D esfera carboxilada**.

Os fluordforos de interesse empregados neste trabalho foram escolhidos, pois, sdo de
uso comum em metodologias bioanaliticas e em diferentes areas tais como medicina, farmacia
e biologia celular. Também sdo empregados como marcadores fluorescentes de aminiacidos,

45,46

peptideos, proteinas, anticorpos, DNA e outras biomoléculas além de apresentarem

emisséo de fluorescéncia na regido do vermelho.

Pois, com base nas informagdes coletadas a respeito do equipamento Luminex® 100 e
segundo as especificacdes encontradas, este aparelho possui um laser no vermelho (635 nm)
que promove a excitacdo de dois corantes chamados de corantes de classificagdo que emitem
na regido do vermelho (~658 nm) e do infravermelho (~721 nm). Consequentemente,

buscou-se como moléculas alvo fluorescentes com emiss&o nestas duas regides® 4447,

Embora existam empresas que comercializam microesferas fluorescentes de
poliestireno o alto custo, tamanho e os fluoroforos sdo limitados e menos sensiveis a
deteccdo®’. Os fluoréforos podem também atuar como biomarcadores, quando conjugados

com o complexo antigeno-anticorpo, geralmente sdo hidrofébicos, ndo sollveis nas amostras

10



biologicas a base de agua e podem ser modificados com grupos que favorecam a

solubilizagao®.

3.2.1. Tipos de Fluoréforos

Os corantes fluorescentes (fluor6foros) sdo largamente empregados nas tecnologias
atuais, como por exemplo, em células solares, em marcadores fluorescentes, como sondas
fluorescentes, ou sensores de pH*. Uma é4rea em destaque é a biotecnologia, onde os
fluor6foros sdo empregados como marcadores fluorescentes, ligando-se a estruturas
especificas, ou utilizadas como sondas fluorescentes, que através de interacfes ndo covalentes
permite avaliar, de acordo com a intensidade de fluorescéncia do corante, determinadas
propriedades do analito ou concentracdes deste. Atuando também na marcacdo de proteinas®,
de células ou em partes especificas das células, além da indexacdo de cor em microesferas

poliméricas™.

Dentre os fluor6foros, muitas sdo as faixas de absorcéo e emissdo destes, uma vez que,
para cada aplicacdo, a adaptacdo ao meio faz-se necessario, podendo variar assim a
aplicabilidade de cada corante. A variacdo da absorcdo e emissdo dos fluoréforos é dada
através de fatores como a conjugacao presente na estrutura e a presenca de grupos croméforos
ou auxocromos que sao diretamente ligados as propriedades fotofisicas da molécula.

Os grupos auxocrdmicos intensificam a cor em uma molécula e geralmente sdo
grupamentos que possuem pelo menos um par de elétrons ndo-ligantes. A sua presenca na
estrutura da molécula acarreta em um deslocamento no maximo de absor¢do. Caso a sua
presenca aumente a conjugacdo na molécula, ocorre um deslocamento para o vermelho,
chamado de deslocamento batocrémico (regiGes espectrais de menor energia). Caso a sua
presenca diminua a conjugacdo da molécula, o deslocamento observado € para o azul e o
deslocamento chamado de hipsocrdmico. Também podem alterar a intensidade de absorcéo
dos comprimentos de onda, de modo a aumenta-la (efeito hipercromico) ou diminui-la (efeito

hipocromico) como pode ser visualizado na Figura 7.
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Coeficiente de Extincdo Molar

Comprimento de onda

Figura 7: lustracdo dos efeitos no espectro de absorc&o™".

Os fluor6foros empregados na preparacdo das microesferas devem ter certas
propriedades como: elevado coeficiente de absortividade molar, elevada emissédo de
fluorescéncia e um bom rendimento quéantico, boa fotoestabilidade; boa solubilidade no
polimero®“. Os fluoréforos da classe das cianinas e das esquarainas sdo considerados
apropriados para a ancoragem nas microesferas de poliestireno, possibilitando a modificagcdo
da conjugacdo e introducdo de grupos cromoforos e auxocrémicos e apresentam elevada

eficiéncia de fluorescéncia e coeficiente de extingdo molar.

A sintese dos fluoréforos (cianinas e esquarainas) é descrita na literatura™*°, bem
como os seus comportamento fotofisico em diferentes solventes. A classe das cinaninas
apresenta uma ampla regido de absorcdo (vermelho e ao infravermelho préximo), possuindo
dois grupos heterociclicos aromaticos unidos por uma cadeia polimetinica de estrutura plana
conjugada contendo, geralmente um ndmero impar de atomos de carbono (Figura 8). Esse
arranjo permite que modificagdes estruturais sejam realizadas (R1 e R2), principalmente no
heteroatomo dos ciclos, nos proprios heterociclos e muitas vezes até na cadeia polimetinica, o
que permite uma vasta aplicacdo, inclusive na dopagem de materiais poliméricos®. Pelo
estudo fotofisico apresentam bandas de absor¢do e emissdo de fluorescéncia na regido do

vermelho e infravermelho proximo™*.,
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R, R4, Ry e R3 = alquil, alquilsulfonil, alquilcarboxil, aminoalquil

Figura 8: Fluoroforo com emissdo de fluorescéncia no infravermelho, estrutura geral das
fAnG 15
cianinas™.

Ja as esquarainas dependendo da conjugacédo eletrdnica, da planaridade da molécula e
da presenca de grupos cromdéforos absorvem, de um modo geral, na regido do vermelho e
emitem na regido do vermelho e do infravermelho (680-800 nm), com bons rendimentos
quanticos de fluorescéncia. Estes corantes sdo utilizados para capturar imagens de moléculas
isoladas em células vivas, como marcadores moleculares de &cidos nucléicos para
sequenciamento e estudos estruturais, tecnologia de microarranjos e em PCR (Reacdo em
cadeia da polimerase)***’. As estruturas mostradas na Figura 9 pertencem a classe de corantes

esquarainas.

o
R1 R1
\ /
/N 4— —N:
R» R2
(o]

R1 =Rz =(CHy);-OH

R1 = CH3, Rz = (CH2}3-COOH

Figura 9: Fluoréforo com emisséo de fluorescéncia no vermelho, estrutura geral de uma
esquaraina®®.

Outros tipos de fluoréforos também sdo usados na obtencdo de microesferas
fluorescentes, como a Rodamina B que foi colocada em solucdo de acetona/metanol até a

dopagem em microesferas de poli(metil metacrilato) com um tamanho médio de 13 um. Um
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estudo de cavidade Optica foi realizado entre a esfera e o filme de PMMA, ambos contendo a
rodamina. A concluséo foi que nas microesferas sao capazes de aumentar a absor¢do quando

dopadas de fluoréforo, ampliando o campo de novas aplicacdes em reages foto-catalisadas*.

Clo,

a | b
e, o R
i o T

P ¥
CyzHzgHN™ NHC 3 H3s

Figura 10: Estrutura da Rodamina B usada na obtencéo de microesferas*.

As interacOes entre um corante fluorescente e uma cadeia polimérica ou até mesmo na
microesfera podem ser do tipo fisica ou quimica. A interacdo fisica pode ser obtida pela
adicdo do fluor6foro no meio onde ocorrera a polimerizacdo, como nas técnicas de
polimerizacdo em miniemulsdo ou através de uma mistura homogénea do fluoréforo e o
polimero formado, como no método de emulsificagdo/evaporacdo do solvente. Entretanto,
para ocorrer uma interagdo quimica, deve existir uma ligacdo covalente entre o fluordforo
fluorescente e a cadeia polimérica®’. Neste caso, o fluoréforo deve possuir em sua estrutura
um grupo capaz de ligar-se covalentemente a cadeia do polimero, geralmente realizada
através da copolimerizacao radicalar de fluoréforos contendo ligagdo dupla terminal ou da

utilizacdo de iniciadores fluorescentes.

O uso de porfirinas ja é descrito na literatura (Figura 11) na obtencdo de polimeros
funcionalizados, ou seja, atuando como um iniciador fluorescente em reacdes do tipo ATRP.
A porfirina € um fluoréforo de origem natural, formada por 4 aneis pirrélicos, razdo pela qual
todos os derivados porfiricos absorvem luz a um comprimento de onda préximo de 410 nm. A
capacidade para coordenar uma grande variedade de metais (como Cu e Zn) faz com que este
grupo de compostos exiba muitas propriedades diferentes. Além de alta estabilidade e da

possibilidade de ligagdes com diferentes tipos substituintes na sua estrutura.

Funcionalizando a porfirina com grupos a-bromo éster para atuar com iniciador da
reacdo ATRP, na presenca de 2-bromoisobutirato e trietilamina, o rendimento final foi de
85%.
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M = Cu(ll)
M = Mn(ll)Br
M = Zn(ll)

Figura 11: Esquema da porfirina funcionalizada para atuar como iniciador fluorescente®.

3.3. METODO DE EMULSIFICACAO/EVAPORAGAO DO SOLVENTE

A denominacdo emulsificacdo/evaporacdo do solvente é normalmente usada para
designar um conjunto de procedimentos nos quais ocorre a formacdo de uma emulsdo que
pode ser do tipo 6leo/agua (O/A) ou 6leo/dleo (O/0)°%. Em ambos os casos, a fase organica,
onde o polimero se encontra dissolvido, € um solvente organico que apresenta uma
solubilidade limitada na fase aquosa, formando uma emulsdo o/a, ou na fase 6leo, formando
uma emulsdo o/o. Outros procedimentos que utilizam emulsdes multiplas também tém sido
reportados na literatura, tais como 0s processos agua/éleo/dgua (A/O/A) e Oleo/agual/éleo
(O/A/0)>*, conforme ilustrado na Figura 12.

®e | PP
00 DD KX

Emulsdo A/O Emulsdo O/A Emulsdo AJ/O/A Emulsio 0/A/O

Q9

Figura 12: Diferentes tipos de emulsdes em um sistema agua e 6leo™ (adaptado).

No método de emulsificagdo/evaporacdo do solvente prepara-se, inicialmente uma
fase organica, constituida por um solvente organico apolar no qual é dissolvido o polimero e
uma fase aquosa, que contém um agente estabilizante do tipo O/A como, por exemplo, o
poli(alcool vinilico) (PVA). Ambas os sistemas sdo submetidas a emulsificagdo sendo a etapa
seguinte a emulséo recém-preparada, o uso de ultrassom ou a homogeneizacéo a alta presséo.
A agitacdo da emulséo € a etapa determinante para a obtencdo das esferas e deve ser realizada
antes da evaporagdo do solvente, de modo a serem obtidas goticulas de fase interna de

dimensdes coloidais®®.
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A emulsificagdo de um solvente organico numa fase aquosa, por agitacdo, origina
goticulas com dimensdes entre 2 a 5 um®®. Para a obtencdo de goticulas com dimensdes

inferiores a 1um € necessario submeter a emulséo a uma tensdo de cisalhamento bem elevada.

A difuséo do solvente orgéanico apolar no meio da fase aquosa é muito lenta e limita a
concentra¢do do polimero na interface, logo pelo uso de ultrassons ou a homogeneizacao a
altra pressdo, € possivel reduzir o tamanho das goticulas da fase interna e, ao mesmo tempo,

contribuir para o aumento da superficie de contato entre ambas as fases.

Devido a tendéncia de ocorrer a coalescéncia na fase aquosa durante a agitacdo, é
necessario o uso de um estabilizante de emulsdo, para aumentar a estabilidade da emulséo
primaria O/A. O estabilizante mais adequado é aquele que promove uma reducdo maior da
energia livre interfacial, diminuindo a tendéncia a coalescéncia e a aglomeracédo das goticulas

emulsificadas®’.

Os estabilizantes mais utilizados na fase aquosa s&o, geralmente, PVA® e a albumina
(BSA sérica bovina)®. O primeiro é um dos poucos que evita a agregacdo das esferas durante
a lavagem e a liofilizacdo, embora ndo possa ser utilizado quando o produto se destina a
administracdo intravenosa. As propriedades do PVA dependem do grau de polimerizacéo e do
grau de hidrolise, pois quando complemente hidrolisado, o elevado nimero de hidroxilas leva
a formacdo de ligacbes de hidrogénio fortes entre grupos hidroxilas, dificultando sua
solubilizacdo em agua. O PVA tem sido aplicado em fibras, adesivos, emulsificantes na
indUstria téxtil e de papel®®, na obtencdo de membranas para imobilizagdo de enzimas® e
devido as suas propriedades de degradabilidadade e ndo toxidez tem sido usado cada vez mais

na producdo de medicamentos®.

Por outro lado, a albumina é utilizada em substituicio ao PVA devido a sua
biodegradabilidade. Quando o estabilizante utilizado apresenta baixa massa molar, as
moléculas localizam-se, preferencialmente, na superficie das goticulas emulsificadas. Desta
forma o aumento da concentracdo provoca um aumento na protecdo das esferas contra a

coalescéncia, resultando numa emulsificagcdo mais eficaz e em esferas de menores dimensdes.

De acordo com a literatura, ®® quando se usa um estabilizante de massa molar elevada,
como, por exemplo, 0 PVA, o tamanho das esferas diminui com o aumento da concentracdo
de PVA até a concentracdo micelar critica (CMC). Quanto maior for a concentracao de PVA,

maior sera o nimero de moléculas na superficie das goticulas emulsificadas.
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A emulsificacdo/evaporacdo do solvente é uma técnica que nao requer temperaturas
elevadas nem agentes que induzam a separacdo de fases e é possivel atingir tamanho de
particulas controlados na faixa nano e micrométrica®. Durante a remocdo do solvente
organico ocorre a precipitacdo do polimero na fase externa aquosa e a formacdo das

nano/microesferas.

As microesferas formadas sdo submetidas, posteriormente as operacoes
complementares, como separacdo, lavagem e secagem. ApOs evaporacdo completa do
solvente organico, as microesferas sdo separadas por meio de centrifugacdo, lavadas para
remogdo do agente tensoativo residual e armazenadas como suspensdo ou liofilizadas. Este
método amplamente empregado para a preparacdo de micro e nanoesferas é a emulsificacdo

seguida de evaporagéo do solvente®.

Os problemas de estabilidade limitada podem ser minimizados atraves da secagem das
suspensdes. A sublimacdo (liofilizagdo) tem sido bastante utilizada para a desidratacdo de
sistemas coloidais, principalmente lipossomas® e nanoesferas®’®. A secagem das suspensdes
de nanoesferas, empregando-se liofilizacdo, € uma estratégia para aumentar a estabilidade

fisico-quimica destes sistemas.

Outro fator importante ¢ que na maior parte dos casos sdo usados solventes clorados
para solubilizar o polimero, como o diclorometano ou o cloroférmio, devido a sua baixa
hidrossolubilidade, ao seu baixo ponto de ebulicdo e a sua capacidade de solubilizacdo de um
grande numero de principios ativos (substancias que exercem efeito farmacoldgico). Porém, o
problema no uso de solventes organicos reside na sua toxicidade. Assim, esses solventes estdo

sendo substituidos por solventes de menor toxicidade, como o acetato de etila®.

No caso de producdo de microesferas ou nanoesferas para liberacdo controlada, o
principio ativo é disperso ou dissolvido com o polimero, que é anteriormente disperso em um
solvente organico imiscivel com agua como o diclorometano e o cloroférmio. O solvente
organico é entdo removido por evaporacdo sob agitacdo, favorecendo a formacao de globulos
poliméricos compactos, nos quais o agente ativo se encontra retido. A remocgdo do solvente

organico também pode ser realizada a pressao reduzida.

No final, ¢ obtida uma dispersdo aquosa de nanoesferas, que sdo separadas por
centrifugacdo, ultracentrifugacdo ou ultrafiltragdo. Em seguida sdo lavadas com &gua

deionizada ou com uma solugio tampéo’’.
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Na técnica de emulsificacdo/evaporacdo do solvente, o didmetro médio final das
particulas depende, em grande extensdo, da velocidade de agitacdo e do tipo de equipamento
empregado. Outras variaveis geralmente estudadas incluem a propor¢do do agente
emulsificante, o volume da fase dispersa em relacdo a fase continua, a concentracdo do

polimero e a relacdo farmaco/polimero na fase interna da emulsdo’™.

.” prepararam nanoesferas de PLGA poli(L-acido latico-co-acido glicélico)

Song eta
com tamanhos entre 60-200 nm empregando uma mistura de diclorometano e acetona (8:2,
v/v) como solvente e como agente estabilizador o PVA. Nanoesferas de PLGA também foram
sintetizadas utilizando diclorometano 1% (w/v) como solvente, PVA e Span 40 como agentes
estabilizadores e foi observado que o aumento da concentracdo de PVA provocou uma

diminuicdo no tamanho das nanoesferas.

Nanoesferas podem ser preparadas a partir de polimeros e copolimeros usando

diferentes solventes e estabilizantes como os exemplos mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Diferentes estabilizadores na producao de nanoesferas.

Polimero  Solvente Orgénico  Estabilizador =~ Tamanho (nm) Ref.

PLGA Diclorometano Span 40 200 [73]
PLA Diclorometano PVA 200 [74]
PLGA Cloroférmio SDS 76 [75]

A concentracdo de polimero e solvente usado na preparacdo da emulsdo afetam as
propriedades finais das nanoesferas pelo método de emulsificacio/evaporacdo do solvente™.
Esse efeito foi estudado em outros trabalhos usando dois solventes organicos diclorometano e
acetato de etila, na preparacéo de nanoesferas de PLGA. A concluséo foi de que o tamanho da
particula preparada com diclorometano foi maior que a produzida com acetato de etila.

A técnica de emulsificagdo/evaporacdo do solvente é amplamente utilizada para
sintetizar esferas magnéticas a partir de um polimero pré-formado. Geralmente, a suspensdo
orgénica (que contem o material magnético e o polimero) é emulsificada com uma solucéo
aguosa contendo um agente estabilizador. J&4 é descrito na literatura’® a preparacio de
nanoparticulas de PLGA magnéticas com tamanho em torno de 280 nm com incorporacao do
material magnético comprovada a partir de espectros de FTIR. O material apresentou um
comportamento superparamagnético indicando assim um bom sistema de suporte para

farmacos.
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3.4. POLIMERIZACAO EM EMULSAO

As reacOes de polimerizagdo podem ocorrer em sistemas homogéneos, onde todos
reagentes e produtos encontram-se solubilizados em uma Unica fase, ou em sistemas
heterogéneos de polimerizacdo com a presenca de duas ou mais fases imisciveis. As
vantagens dos sistemas heterogéneos de polimerizagéo € a facil recuperagdo do polimero no
final do processo com alta massa molar e na forma de particulas solidas e com tamanho que

podem varias de 100 nm até 2.000 pm’’.

A polimerizacdo em emulsdo é um processo heterogéneo na qual o mondmero, de
natureza hidrofobica é diperso em um solvente hidrofilico, geralmente dgua. As duas fases
imisciveis precisam ser misturadas empregando-se e uma forca de cisalhamento que promove

a quebra da fase dispersa em pequenas gotas no diluente (fase continua)’®.

Para garantir que a fase dispersa permaneca na forma de pequenas gotas durante todo
0 processo é comum utilizar estabilizadores que atuam na formacédo da gota, evitando efeitos
de coalescéncia e até mesmo mudancas operacionais fundamentalmente fisicas, como a
manutencdo da agitacdo vigorosa do sistema’. O produto da polimerizacdo em emulsdo é
uma dispersdo estavel de um polimero em um meio essencialmente aquoso que recebe o0 nome

de latex®,

Uma das grandes vantagens da polimerizacdo em emulsdo € a possibilidade de obter
latex com diferentes propriedades coloidais (morfologia, distribuicdo de tamanhos de
particulas, concentracdo de particulas, propriedade de formacdo de filmes, etc.) empregando
polimeros com diferentes propriedades (composic¢do, microestrutura, distribuicdo de massa
molar, grau de cristalinidade, entre outros). Além disso, sob o ponto de vista industrial, a
polimerizacdo em emulsdo é uma técnica extremamente importante, jA& que sdo obtidos

polimeros de altas massas moleculares.

O mecanismo da polimerizacdo em emulsdo é bem conhecido para monémeros
hidrofébicos e hidrofilicos tais como o estireno e o acetato de vinila. Na presenca de
monodmeros hidrofébicos, trés fases podem estar simultaneamente presentes durante a
polimerizacdo em emulsdo: a fase aquosa (contendo iniciador, emulsificante, micelas e
mondmero dissolvido), gotas de mondmero dispersas na fase aquosa e estabilizadas pelo
emulsificante e particulas de latex (contendo polimero e mondmero) estabilizadas por um

emulsificante®,
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Geralmente, particulas menores sdo formadas e por consequéncia, um ndmero maior
de particulas. Os autores atribuem esse comportamento ao mecanismo de nucleacdo

homogénea que esta diretamente relacionado com a solubilidade dos mondémeros em agua®.

A polimerizacdo em emulsdo pode ser conduzida utilizando-se 0 mecanismo classico
radicalar (via “Radicais Livres”). Neste método, existem trés diferentes etapas reacionais
principais: iniciacdo, propagacdo e terminacdo (Figura 13). Na iniciacdo ird ocorrer a
formacdo de espécies reativas, onde as pequenas particulas sdo formadas e rapidamente
inchadas com o mondémero. Este intervalo corresponde ao inicio da polimerizacdo em

emulsdo e é conhecido como a etapa de nucleacio das particulas®®.

Na propagagdo, o nucleo reativo que foi formado na iniciacdo se adiciona a uma
molécula de mon6mero formando um novo ndcleo reativo, de cadeia maior e assim

sucessivamente atingindo assim a fase do crescimento da macromolécula’.

Uma vez que o sistema é constituido exclusivamente de particulas de polimero
inchadas pelo mondmero, a velocidade de polimerizacdo diminui progressivamente devido ao
desaparecimento do monémero dentro das particulas, sendo chamada de terminacgdo, pois

acarreta na terminacdo do crescimento da macromolécula.
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Figura 13: Esquema representativo das etapas de iniciacdo, propagacgéo e terminacao da

polimerizacdo em emulsdo’.

Microesferas de poliestireno fluorescentes de 9,2 um foram sintetizadas pela
polimerizacdo em seed®, que consiste em preparar uma emulsdo capaz de produzir
microesferas com tamanhos maiores, usando estireno como monémero e divinilbenzeno como
reticulante®™.  Estas microesferas foram coradas a partir do método de
emulsificacdo/evaporacdo de solvente com os corantes rodamina 101 e acridina, tendo
apresentado grande emissdo de fluorescéncia quando comparadas a microesferas de
poliestireno comerciais, com possibilidade de uso em andlise de citometria de fluxo™ e de

multiplex.

O uso de PS, poliacrilamida e PDMA para a producdo de microesferas permite que a
incorporacgdo ocorra simplesmente pela adsorcdo ao polimero em um solvente que contenha
um determinado corante fluorescente. A Tabela 2 mostra exemplos de condi¢des nas quais

alguns polimeros tém sido usados na producéo de microesferas®*,
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Tabela 2. Polimeros usados na producéo de microesferas.

Polimero Solvente Tamanho Método
Poliestireno Tolueno/CHCI, 0,1-5um Polimerizacdo em Emulséo
PDMA THF/H,0 0,15-10pum Polimerizacdo em Emulséo
Poliacrilamida 20 - 100 nm Polimerizacdo em Emulséo
Ormosil* 100 — 800 nm Polimerizacéo

*Silicato organicamente modificado.

Uma alternativa para evitar a lixiviagdo do fluor6foro é o encapsulamento do mesmo
no centro hidrofébico da nanoparticula polimérica, utilizando para isso processos de
polimerizacdo em emulsdo. Neste caso o corante pode ser adicionado na fase organica®.
Outras formas eficientes de se obter microesferas poliméricas contendo fluoréforos ligados
covalentemente na rede pode se dar através do uso de técnicas de polimerizacdo radicalar,
ATRP e RAFT®,

Existem vérios métodos para a obtencdo das microesferas como: copolimerizagdo®’,

9192 Recentemente

dispersao®, suspensdo®, emulsao®™ e polimerizacdo por miniemulsdo
muitos artigos discutiram o uso da polimerizacdo em suspensdo, pois é considerada mais

apropriada, ja que promove a produgao de microesferas com tamanhos superiores a 20 pm®.

Nas secOes seguintes serdo apresentados os diferentes métodos de preparacdo de

microesferas poliméricas empregados nesse trabalho.

3.5. POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO

Miniemulsdes sdo classicamente definidas como dispersdes aquosas de goticulas de
oleo relativamente estaveis dentro de uma faixa de tamanhos de 50-500 nm, preparadas por
um sistema contendo 6leo, 4gua, um surfactante e um coestabilizador®*** O principio da
polimerizacdo em miniemulsdo é iniciar a polimerizacdo em cada uma das goticulas

formadas, isso significa que, a polimerizagdo ocorre em nanogotas ou nanoreatores™.

Como em qualquer sistema heterogéneo, existem pelo menos duas fases: uma fase
continua e uma fase dispersa. A fase continua normalmente representa a maior fracdo do
sistema, sendo constituida por um liquido dispersante e a fase dispersa é constituida
principalmente pelo mondmero ou mistura de comonémeros™. Na primeira etapa do processo
de polimerizacdo em miniemulsdo, pequenas gotas estaveis sdo formadas pela dispersdo de

um sistema contendo a fase dispersa (fase organica), a fase continua (fase aquosa), um

22



surfactante e um coestabilizador (normalmente um hidréfobo, ou seja, sem afinidade com a

agua).

Como as miniemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis, faz-se necessario
também o uso de um agente surfactante, que diminui a tensao interfacial entre a fase dispersa
e a fase continua. Neste caso, diferentes agentes hidrofobicos podem ser utilizados para
estabilizar as miniemulsdes, como por exemplo, alcanos de cadeias longas como o
hexadecano. Para que ocorra a dispersdo usa-se uma agitacdo com ultrassom ou

homogeneizadores de alta pressao®®.

Atualmente, o ultrassom ¢é usado especialmente para a homogeneizacdo de
quantidades pequenas, ao passo que um sistema dispersor de alta velocidade e um
homogeneizador de alta pressdo, sdo mais utilizados para a emulsificacdo de quantidades

maiores.

De acordo com Landfester” a concentracdo do emulsificante e suas caracteristicas
quimicas influenciam no tamanho da gota e na estabilidade do produto final da miniemuls&o.
Com uso de emulsificantes anidnicos ou catidnicos pode ser obter particulas com distribuicéo
de tamanho entre 30 a 200 nm. Na segunda etapa, estas gotas sdo polimerizadas sem mudar
suas identidades. O tamanho das gotas, diretamente depois da miniemulsdo, depende
principalmente da quantidade e tipo de surfactante e coestabilizador e das condigdes de

dispersdo. O principio da polimerizacdo em miniemulsdo é representado na Figura 14:

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
~ Fase Organica ‘

-—
-

.. - o ‘ ))) o‘.}(.g?_\: 4’- R 3 ﬁ; "Z‘ﬁ\‘i;
[¢] P 0 % i w !ﬂc eacao : OSL.%%
| &

o ) Sy - az%»e 2-.’\ - ﬁ
» S5 o % o7 e N
. - Bl \ W / ‘;f h.3"-..;\)
,Fase Aquosac | OKG".% W

Nanogotas estdveis Nanoreatores

Figura 14: Esquema do principio da polimerizagdo em miniemulsdo®.

Na polimerizagdo em miniemulséo, a nucleacdo ocorre nas gotas de mondmero
estabilizadas pelo surfactante sem que ocorra nucleacdo secundaria ou transporte de massa
das gotas para a fase aquosa. Este € o principio basico da técnica de polimerizacdo em

miniemulsdo, onde as gotas de mondmero funcionam como ‘“nanoreatores”. A preservagdo do
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nimero de gotas estabilizadas/particulas e a distribuicdo de tamanhos de particula é o
principal desafio nesta técnica.

Uma das principais diferencas entre a polimerizacdo em emulséo e a polimerizacdo em
miniemulsdo estd na etapa de nucleacdo das particulas. Na polimerizacdo em emulsdo, a
formacao das particulas ocorre em dois locais provaveis: nas micelas (nucleacdo micelar) e na
fase aquosa (nucleacdo homogénea). J& na polimerizacdo em miniemulsdo o sistema é
constituido exclusivamente por gotas de monémero estabilizadas por surfatantes e um agente

hidrofébico, predominando o mecanismo de nucleacéo das gotas®" .

Os primeiros relatos sobre o processo de polimerizacdo em miniemulsdo séo devidos a
Ugelstad e colaboradores®, que realizaram a polimerizagdo do estireno em um sistema onde
um alcool de cadeia longa era disperso em mistura de agua, persulfato de potassio e
laurilsulfato de sddio na temperatura de 60°C, com agitacdo mecénica. O latex formado logo
apos a polimerizacdo ndo depositava apos varios dias. De acordo com os autores o tamanho
da gota de monémero de estireno diminui, a medida que a estabilidade da miniemulsédo
aumenta a presenca de hexadecano na fase dispersa evita a degradacdo do sistema por
coalescéncia; 0 mecanismo de nucleagdo da gota predomina nesse sistema de polimerizacao

por miniemulsdo e 0 aumento de temperatura acelera o processo de degradacéo.

Em principio, depois do preparo da miniemulsdo, existem dois mecanismos que
podem alterar o nimero e o tamanho das goticulas: a degradagdo difusional (Ostwald

Ripening) e a coalescéncia'®'®

entre as gotas, conforme Figura 15. Este fendmeno de
degradacdo altera o niumero e o diametro médio das gotas e/ou particulas. A coalescéncia
ocorre quando duas gotas se aproximam o suficiente para formar uma unica gota maior. A
degradacéo difusional ou molecular ocorre quando a diferenca de presséo resulta em um fluxo
de moléculas de mondmero das gotas menores para as gotas maiores, originando assim gotas

com maiores diametros*®.

A energia superficial das gotas pequenas € maior que das gotas grandes,
consequentemente as moléculas de monémero das gotas menores entram entdo nas gotas
maiores. Se as gotas ndo forem estabilizadas contra a degradagéo difusional, as gotas maiores
tendem a crescer em funcdo do desaparecimento das gotas menores, aumentando desta forma

o diametro médio das gotas.
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Figura 15: Esquema dos mecanismos de degradacao das miniemulsdes'®*.

A principal funcdo de um agente hidrofdbico € tentar equilibrar o potencial quimico no
interior das gotas e evitar a difusdio do monémero através da degradacdo difusional,
prevenindo a difusdo das gotas menores para as maiores e gerando assim uma pressdo

osmatica dentro das gotas de mondmero®.

A estabilizacdo ocorrera utilizando concentracGes apropriadas de coestabilizador
permitindo assim, uma maior estabilidade eletrostatica e/ou estérica as gotas evitando a
degradacdo por coalescéncia. A adicdo de 4 % de coestabilizador em relacdo a massa do

mondmero pode ser suficiente para reduzir a degradagdo difusional, conforme Schork et al'%%.

Ja foi descrito na literatura® o efeito de estabilizacdo pela adicdo do agente
hidrofobico. A taxa de degradacdo difusional depende do tamanho, da polidispersidade e da
solubilidade da fase dispersa no meio continuo, ou seja, um liquido hidrofobico disperso em
agua na forma de pequenas gotas e com uma baixa polidispersidade pode apresentar um baixo
fluxo de massa por difusdo. No entanto a estabilidade destas gotas pode ser ainda aumentada
pela adi¢cdo de uma molécula mais hidrofdbica. Atraves de célculos tedricos, verifica-se que a
pressdo de Laplace nestas gotas geradas ap6s a miniemulsificacdo e a pressao osmotica gerada
pelo agente hidrofobico ainda ndo s&o totalmente contrabalanceadas, de modo que a presséo

de Laplace ainda é maior'%.,

Por isso a estabilidade da miniemulsdo é dita na literatura como sendo metaestavel ou

como um pseudo-equilibrio, devido ao fato de se tratar de um sistema de estabilidade critica,
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ou seja, um estado que ndo apresenta equilibrio termodindmico devido a pressdo de gota ser
diferente de zero, mas que é caracterizado por apresentar um estado de igual pressdo em todas

as gotas™.

Evitando os mecanismos de degradacdo, a concentracdo de surfactante deve ser
ajustada de acordo o material usado e o tamanho de gota que € resultante do processo de
emulsificacdo para calcular a concentragdo de agente tensoativo ideal, além de saber o
nimero de moléculas envolvidas na fase continua. O comportamento da adsorcdo do
surfactante é muito observado na polimerizacdo em miniemulsdo, onde as gotas sao
transformadas diretamente em particulas e a distribuicdo de tamanho da goticula é importante
para determinar as propriedades finais dos produtos. Apesar do mecanismo de nucleagéo de
gotas ser a principal caracteristica da miniemulsdo, outros mecanismos de nucleacdo de
particulas indesejados podem eventualmente ocorrer, tais como nucleagdo micelar'® e a

nucleagdo homogénea'®.

Na polimerizacdo em miniemulsdo séo usados diferentes tipos de iniciadores que
podem ser sollUveis tanto na fase aquosa quanto na fase organica. Os iniciadores
organossoliveis ajudam a minimizar o mecanismo da degradacdo e favorecem a nucleacdo
das gotas de mondmero, esperada nas reacdes de polimerizagdo em miniemulsdo. Por outro
lado, pode ocorrer a terminacdo instantdnea dos radicais formados na decomposi¢cdo dos

iniciadores organossoliveis dentro das gotas monoméricas.

Estudos realizados™®” avaliaram diferentes iniciadores organossoltiveis como: peréxido
de lauroila (LPO), peréxido de benzoila (BPO) e 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN) com
diferente solubilidade em &gua e concluiram que os iniciadores com maior solubilidade na

agua, AIBN e BPO, ndo impediram a degradacdo de Ostwald das gotas de estireno.

A polimerizagdo em miniemulsdo ndo é limitada apenas para polimerizagdo radicalar,
outros tipos de polimeriza¢do também podem ser realizados. Polimerizagdo anidnica pode ser
usada para obter a poliacrilamida, em miniemulsdo ndo aquosa®™ e na fase aquosa, devido &
reatividade de cianoacrilatos e poli(cianoacrilato de butila)®. A polimerizacio cationica de p-

metoxiestireno também pode realizada em miniemulsdo®’.

Existe ja na literatura® a combinagdo das técnicas de miniemulsdo e
emulsificacdo/evaporagdo do solvente possibilitaram a sintese de nanoesferas biodegradaveis
de PLLA- poli(acido L-latico) e  fluoroforo (N-(2,6-diisopropilfenil) perileno-3,4-
dicarboximida) carregadas com particulas de 6xido de ferro de diferentes tamanhos (10 e 25
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nm), utilizadas como reservatério para liberagdo controlada de fa&rmacos. A combinacéo das
técnicas teve como objetivo alcangar uma maior eficiéncia de encapsulagdo dos compostos

hidrofobicos na matriz do polimero.

Os resultados indicaram nanoesferas uniformes e com um tamanho médio entre 80-
120 nm, além de que a massa molecular do PLLA infuenciava no tamanho das esferas
obtidas. As nanoparticulas magnéticas usadas exibiram um  comportamento
superparamagneético e com a incorporacdo adicional do corante fluorescente ao sistema é
possivel a aplicacdo das mesmas como marcadores, a fim de estudar, por exemplo, 0

mecanismo de captacao celular®™ °,

3.6. POLIMERIZACAO RADICALAR POR TRANSFERENCIA DE ATOMO (ATRP)

As técnicas de polimerizacdo radicalar controlada, consideradas polimerizacdes
“vivas” (CRPs) vém sendo muito investigadas nos ultimos anos e suas inovagdes sao
consideradas importantes na nanotecnologia. Polimeros obtidos a partir dessas técnicas
apresentam um amplo campo de aplicacdes, devido ao excelente controle sobre o processo de
polimerizacdo, com a possibilidade de obtencdo de copolimeros em bloco e outras inimeras
arquiteturas poliméricas **.

Essencialmente, as reagGes de polimerizagdo radicalar livre envolvem um iniciador quimico

112 através da sua

(1) responsavel pela geracdo de espécies reativas (radicais livres, R")
decomposicdo e um monbémero (M), que contenha uma dupla ligacdo reativa. Na sequéncia,
ha a combinacédo do radical primario com um mondmero, resultando no inicio da formagéo da
cadeia polimérica.A polimerizacdo radicalar por transferéncia de &tomo - ATRP € uma das
técnicas mais importantes de polimerizacdo radicalar controlada-viva. Desenvolvida pelos
pesquisadores Matyjaszewski e Sawamoto em 1995 a técnica possibilitou grandes
mudancas na sintese de macromoléculas devido a facilidade da sintese. A vantagem da
ATRP quando comparada com o processo radicalar convencional € o fato da polimerizagéo se
desenvolver com minimizacdo das reacOes de terminacdo. Quando comparada com
polimerizagdes ibnicas, a ATRP é mais tolerante a mondmeros funcionalizados, solvente e

impurezas™*.

Uma ampla variedade de mondmeros pode ser polimerizada pelo processo ATRP, com

bons resultados ja descritos'™®. Os mondmeros mais utilizados sdo aqueles que possuem
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substituinte que estabiliza o radical, para que possa haver a propagacao. Isso inclui estireno e

seus derivados, (met)acrilatos, (met)acrilamidas e acrilonitrila™®.

Os iniciadores tipicos de ATRP sdo derivados de halogenetos de alquilo cujos
substituintes vdo determinar os grupos terminais do polimero resultante. Assim sendo, o fator
principal de reatividade concentra-se na energia de ligacdo C-X. Desta forma, a facilidade da
homdlise dessa ligacdo estd na base de um iniciador de ATRP eficiente. Além disso, a ATRP
pode ser realizada em meio polar ou apolar ou em sistemas heterogéneos como, por exemplo,

em emulsdo e suspensao.

o] O Br O
N >'\m°‘v’“ojﬁ(s |
Br Br O

A B c
Figura 16: Alguns exemplos de iniciadores radicalares para reacdes ATRP.

Como se observa na Figura 16, existe uma grande variedade de iniciadores radicalares.
Os compostos A e B apresentam o efeito da substituicdo da ligacdo C-X, sendo que o radical
formado a partir de B é mais estavel que o formado a partir de A, pois um radical terciario é
mais estavel que um secundario. O composto C evidencia a possibilidade de se preparar

polimeros bi funcionais, possibilitando a formagéo de colpolimeros em bloco™.

A polimerizacdo ATRP inicia com a cisdo homolitica da ligacdo carbono-halogénio
que é chamada de etapa de ativacdo e é promovida por um sal de metal de transicdo, que esta
coordenado com um ligante, em geral uma amina terciaria polifuncional (Figura 17). A
coordenacao é necessaria para tornar o sal de metal de transicdo soltvel no meio organico. O
metal, em um estado de oxidacdo (M"), se coordena entdo ao halogénio, provocando a cis&o.
O composto organico passa a ter um radical livre, tornando-se uma espécie ativa, enquanto o
metal sofre oxidacdo em uma unidade. Assim, o radical livre inicia a propagacéo, provocando
0 crescimento da cadeia. O crescimento é interrompido quando a espécie ativa encontra um
atomo de metal (M™?). O sal oxidado é denominado espécie desativadora, pois interrompe o

crescimento da cadeia, tornando-a mais uma vez numa espécie dormente® *°.
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Figura 17: Esquema do mecanismo via ATRP. X e Y s8o atomos de halogénio. R é um

radical organico. Kaiv. Constante de ativacdo. Keesaiv. Constante de desativacgdo. k,, constante

de polimerizacdo. k; constante de terminac&o®

No caso da ATRP, a chamada espécie dormente &€ um composto halogenado (o-
haloésteres)*'®. Os mais eficientes sdo os bromados e clorados. O radical livre formado néo
pode ser muito estavel, pois isso aumentaria sua concentracdo no meio reacional, assim a
polimerizacdo perderia o controle vivo. Devido a isso nem todos compostos organo-

halogenados podem ser iniciadores para ATRP.

Os ligantes utilizados no sistema catalitico da ATRP em geral sdo compostos
nitrogenados, como aminas aromaticas e alifaticas. A funcéo do ligante é tornar soltvel o sal
de metal de transicdo, que normalmente ndo é solivel em meio organico. Além disso, esses
ligantes afetam o potencial redox do metal, aumentando ou diminuindo a ativacdo da espécie
radical. Os ligantes nitrogenados sdo mais aplicados ao cobre e ao ferro e hd uma ampla gama
de diferentes estruturas, adequadas para cada tipo de sistema ou de monémero. As aminas
alifaticas multidentadas sdo ligantes mais usuais e apresentam propriedades semelhantes e
com menor custo de obten¢do. Como ndo possuem um sistema conjugado com anel
aromatico, sua coloracdo no complexo € menos intensa que, por exemplo, nos derivados de
bipiridina. Exemplos destes logantes sdo: tetrametiletilenodiamina (TMEDA), N,N,N’,N’N"’-
pentametildietilenotriamina  (PMDETA), e 1,1,4,7,10,10-hexametiltri-etilenotetraamina
(HMTETA), conforme estruturas na Figura 18. O uso do PMDETA com o mondmero

estireno tem apresentado um grande aumento na taxa de polimerizacéo™’

\ﬁ/

NN f” IO

TMEDA PMDETA HMTETA

Figura 18: Aminas alifaticas tridentadas.

29



A técnica ATRP é eficiente no controle da polimerizacdo radicalar de quase todos 0s
tipos de mondmeros e possibilita diferentes arquiteturas poliméricas (Figura 19) como:
polimeros em dibloco, tribloco, copolimero de enxerto, estrela, entre outros. Dentre as
principais desvantagens da técnica destaca-se a contaminacdo do meio reacional com metais
de transicdo (por exemplo, o cobre e o ferro), o que gera a necessidade de purificacdo
adicional, ou seja, a remocdo completa do metal de transigdo, o que limita a técnica para uma

aplicacéo em grande escala"’.

ey 1
Compaolimero de bloco tipo A-B W\AzIAN\rMJrvw %
N Y 4

Copolimero de bloco tipo A-B-A Copolimero de enxerto Copolimero estrela

Figura 19: Alguns exemplos de arranjos possiveis de obtengdo atraves das técnicas de
polimerizacéo controlada.

Zhang e colaboradores™*® estudaram o comportamento de copolimeros de PS-b-PAA
sintetizados via ATRP através de uma polimerizacdo sequencial do acrilato de terc-butila
(tBuA) e estireno. O poli-tBuA obtido foi, posteriormente convertido para poli(acido acrilico)
depois de ser hidrolisado com a adigdo de HCI.

Polimeros fluorescentes sintetizados via ATRP representam uma nova classe de
polimeros e podem ser encarados como uma “impressao digital” do material possibilitando
inclusive a identificagdo da proporcionalidade de um determinado composto em uma mistura
de materiais. Polimeros fluorescentes podem ser sintetizados usando varios iniciadores

contendo fluoréforos, tais como, 2-(4-clorometil-fenil) benzoazol (CMPB) e porfirinas**®

O uso de porfirinas funcionalizadas como iniciadores ATRP ja é descrito na
literatura® com a polimerizagdo de estireno na presenca de um iniciador fluorescente de
porfirina ndo ocorreu com 1 equivalente de CuBr, devido a inser¢do preferencial de Cu(ll)
para 0 nucleo da porfirina (Figura 20). No entanto, usando 2 e 10 equivalentes de CuBr a
polimerizagdo ocorreu, porém, usando 2 equivalentes a polimeriza¢do prosseguiu de forma
controlada resultanto em um poliestireno funcionalizado com porfirina. A polidispersdao do

polimero foi de 1,39 e a massa molecular ficou em 5.8 Kg.mol™.
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Figura 20: Polimerizag&o do estireno usando porfirina funcionalizada como iniciador
via ATRP*,

Foi observado massas molares maiores usando 10 equivalentes de CuBr que o
esperado na razdo entre mondmero e iniciador. Além disso, em massas molares menores foi
observado bandas de absor¢do em A = 420 nm e uma banda mais fraca em A = 254 nm,
indicando a presenca de uma grande concentragdo de porfirina que ndo polimerizou com o
monomero. Possivelmente, devido ao aumento da concentragdo Cu(l) pode gerar um aumento

no namero de radicais aumentando assim as reac6es de terminacao.

O uso de dimetilamina chalcona é bem conhecido como composto fluorescente, com
alto rendimento quantico e amplamente utilizado como sonda fluorescente ou material
fotossensivel'®. Os polimeros funcionalizados com dimetilamina chalcona sdo considerados
bons candidatos devido a sua elevada temperatura de decomposicéo térmica e boa capacidade

em formar filmes.

Danko e colaboradores™® investigaram propriedades de chalconas contendo
trifenilamina como unidade estrutural em matrizes de polimeros como: poliestireno (PS),
poli(metacrilato de metila) (PMMA) e poli(cloreto de vinila) (PVC). Mostraram que a
fluorescéncia se torna mais intensa quando a molécula esta incorporada a uma matriz de
polimero. A ideia de colocar um unico cromoforo em uma cadeia polimérica e a amplificagdo
desse efeito ao longo dela, motiva as pesquisas na area de ciéncia de polimeros. Usando a
técnica ATRP é possivel colocar um fluoréforo numa posicdo definida na cadeia do

polimero™™.

A polimerizagéo do estireno foi realizada usando o 4-(3-(4-(dimetilamino-fenil-acril)
fenil-2-bromo-2-metilpropanoato (APPBr) como iniciador, em ciclohexano a 80 °C, numa
proporcéo: [St]:[APPBr]:[CuBr]:[PMDETA]=200:1:1:2 (Figura 21). Os resultados mostraram
uma linearidade na curva In([Mn]o/[M]) versus tempo de polimerizagdo, indicando uma
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polimerizagdo de primeira ordem em relacdo ao mondmero. A polidispersdo se manteve

estreita em todos os casos, indicando que a polimerizac4o foi controlada (PDI1=1,19-1,22)*?!,
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Figura 21: Esquema da sintese do iniciador e do polimero*".

A sintese de polimeros com composicdes bem definidas, arquiteturas e
funcionalidades € de grande interesse, uma vez que a funcionalidade é muito atrativa por

causa das diversas aplicacBes que pode ser prevista a esse tipo de material.

3.7. PARTICULAS MAGNETICAS DE FERRO

Particulas em nanoescala tém atraido cada vez mais atencBes devido as suas
caracteristicas (nicas e sdo utilizadas em varias aplicacdes médicas desde os anos 70
Existem diversos tipos de nanoparticulas magnéticas constituidas por diferentes metais que
podem ser usados para os mesmos fins, como por exemplo, magnetita (Fe3O,), magnemita (y-
Fe,03), 6xido de ferro cobalto (CoFe,Qy), ferrita de zinco e cobalto (Cogs ZngsFe;04), ferrite
de bério (BaFe1,019), ferrite de estroncio (SrFe;2019) entre outros.

Apesar do grande numero de nanoparticulas magnéticas, a atengdo especial é dada
para a nanoparticula de magnetita superparamagnética (FesO4) devido as suas excelentes
caracteristicas como a biocompatibilidade, baixa toxicidade, baixa suscetibilidade magnética
para a oxidacdo, retencdo magnética apenas quando existe aplicacdo de um campo externo

magnético e intenso comportamento ferromagnético’.

Essas nanoparticulas de ferro (também conhecidas por SPIONSs) tém contribuido para
a sua vasta utilizacdo em aplicaces biomédicas, pois quando injetadas no organismo, podem

atingir uma determinada zona de interesse através da aplicacdo de um campo magnético
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externo. Além de aplicacOes para a liberagdo controlada de farmacos, hipertermia, diagnostico

por ressonancia magnética de imagem, entre outras™*.

Microesferas fluorescentes e magneéticas sdo importantes para a producdo de
tecnologias de microarranjos liquidos, pois alem de serem fluorescentes, as microesferas
devem possuir a propriedade magnética a fim de facilitar uma das etapas de purificacdo do
processo de diagndstico. Desta forma, as microesferas mantem-se aderidas a uma placa
magnética enquanto podem ser lavadas para remover os analitos que permanecem em excesso
(Figura 22).

b oo yy

. B |
Campo Agitador
magneético

Figura 22: Esquema ilustrativo microesfera magnetizada e a sua separagdo por
magnetizacio’®.

O tamanho, forma e composicao das magnetitas (Fe;O4) dependem do tipo de sal, da
razdo estequiométrica que ndo deve ser menor que 2, evitando a oxidagdo dos ions devido a
presenca de ar, temperatura e principalmente o pH'??. As propriedades fisicas e quimicas
uniformes dependem fortemente do tamanho da particula e da distribuicdo do tamanho.
Vérias técnicas podem ser usadas para a preparacdo das nanoparticulas magnéticas como:
decomposicéo térmica’?, sintese hidrotérmica'®’ e a quimica de coprecipitacéo alcalina*?® de
fons Fe*? e Fe*3, considerado um dos métodos mais simples.

Neste contexto, a quimica de coprecipita(;élo126

vem sendo amplamente utilizada na
producdo de nanoparticulas magnéticas devido a facilidade e rendimento na producdo. O
método de coprecipitacdo consiste na juncdo de quantidades estequiométricas de sais Fe** e

Fe*3, em solucdo basica promovendo assim a precipitacdo da magnetita conforme a equacéo:
Fe?* + 2Fe® + 80H — Fes04 + 4H,0 (Equacdo 1)

De acordo com a reacdo uma razdo molar de Fe**: Fe** de 2:1 é necesséria para que
ocorra a producdo de Fe;04?°. Entretanto, quando a preparacdo é realizada ao ar, o Fe?* é
oxidado a Fe** (Fe’* + O, — Fe®"), entdo para manter essa proporcdo usa-se atmosfera inerte
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durante a reacdo, pois o ar dissolvido na &gua pode levar a oxidacdo. Além de evitar a
oxidacdo das particulas, reduz a toxicidade, a agregacéo e o tamanho das particulas*?.

A magnetita produzida a partir do método de coprecipitacdo é mais sensivel a
oxidacdo ao ar e a presenca de ar dissolvido na dgua. A presenca ou ndo de oxigénio durante o
método pode facilitar a formacdo de outras fases cristalinas como magnemita y-Fe,O3 e
hidroxido de ferro I11. J& a fase hematita é bem mais dificil de se formar ocorrendo somente
em condicBes de desidratacéo térmica?®.

Muitos trabalhos tém investigado o tipo de atmosfera utilizada e a influéncia da
estequiometria nas propriedades das particulas. Kim et al. sintetizaram particulas magnéticas
com razdo molar de Fe**/Fe?*=2, sob atmosfera de nitrogénio e aquecimento. Concluiram que
0 uso do nitrogénio preveniu a oxidacdo das particulas e causou uma pequena reducdo no

tamanho, variando de 8 para 6 nm*%.

Maity et al. estudaram a influéncia da estequiometria sob atmosfera ambiente e
aguecimento na razdo molar de Fe**:Fe*?= 2:1, 1,7:1 e 1,5:1. Os resultados mostraram que o
aquecimento durante o preparo das nanoparticulas e atmosfera oxidante causaram a formacao
de outras fases cristalinas, principalmente em altas razdes e uma diminui¢do nos valores

referentes & magnetizacdo™".

Na literatura encontra-se a sintese de nanoparticulas de magnetita, isentas das outras
fases cristalinas, com aproximadamente 13 nm produzidas a temperatura ambiente com

estequiometria de Fe**:Fe*? = 2 e mantendo as propriedades magnéticas*®.

O tamanho final das particulas magnéticas € importante, uma vez que precisam
permanecer estaveis em meio liquido e para que isso ocorra € necessario vencer as interacoes
do tipo van der Waals e magnéticas. A alternativa para minimizar essas interacoes € a adicao
de um agente compatibilizante ou um surfactante as nanoparticulas. A modificacdo da
superficie das mesmas é essencial para a inibigdo da agregacéo entre elas, para o controle das

interacdes e da dispersibilidade em solvente organico™®,

Para a producéo de nanoparticulas de 0xido de ferro € importante o cuidado no tipo de
surfactante usado, que podem ser: acidos graxos insaturados (acido oleico) e saturados
(estearico e palmitico) e sais derivados (surfactantes) (oleato de sodio e oleato de aménio).
Estes sdo usados para a cobertura de particulas que necessitam ser dispersas em meio apolar,
enguanto que polimeros a base de acidos acrilicos tem sido utilizado quando o liquido a ser

disperso é a agua ou outro meio polar. O &cido oleico tem sido o surfactante mais efetivo para
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magnetita, devido a sua hidrofobicidade e a sua conformagdo, pois é um acido carboxilico de
cadeia longa e insaturada (C1gH340,) e a dupla no meio da cadeia (carbono 9) promove uma
maior organizacdo das moléculas do &cido na superficie da particula*®****. O 4cido oleico
também € usado para prevenir a aglomeracao das nanoparticulas e ajuda a manter a sua forma
esférica original. E o surfactante mais utilizado para modificar a superficie das nanoparticulas
magnéticas, uma vez que possui maior afinidade com a superficie da magnetite quando

comparado com outros surfactantes™*®,

Ocorre tambeém o envolvimento dos pares eletronicos que sofrem repulsao eletronica
com os pares eletrénicos de uma cadeia de &cido adjacente, fazendo com que suas moléculas
fiquem orientadas de forma radial na superficie da particula, de acordo com a Figura 18.
Devido, ao tamanho da cadeia do &cido oleico acontece uma repulséo estérica entre as cadeias

de particulas permitindo a estabilidade destas particulas em um meio organico.

Repulsio eletrénica

Carboxilas

Repulsido estérica

Figura 23: Representacdo da estabilizacdo das particulas de magnetita pela interacdo da

extremidade polar das moléculas de acido oleico com a superficie do 6xido.

3.7.1 Comportamento Magnético

Os materiais magnéticos reagem ao efeito de aplicacdo de um campo magnético
externo, pois a natureza desses materiais podem ser forcas repulsivas ou atrativas, descritas
em termos da formacgdo de dipolos magnéticos, que podem ser considerados de forma
simples, como mindsculas barras magnéticas que possuem polos opostos. As descri¢fes das
orientagdes magnéticas de um material ajudam a identificar as diferentes formas de
magnetismo observadas na natureza. Assim, se o material magnético é colocado em um

136

campos magnético H, ocorre uma inducdo magnética, descrita pela Equagdo(1)".
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B = uy,(H+M), (Equagéo 2)

Onde o po é a permeabilidade do espaco livre, M é a magnetizagdo (M=m/V, momento
magnético m por unidade de volume V do material). Todos os materiais magnéticos sao, em
certa medida, resposta em funcdo da sua estrutura atdmica e temperatura. Podem ser

classificados em termos de sua susceptibilidade magnética, y,
M=x .H, (Equacéo 3)

que descreve a magnetizacdo induzida num material por H. Em unidades S, € adimensional,
M e H sdo expressos em A.m™(Oe). A maioria dos materiais exibe baixo magnetismo, e,
mesmo assim, apenas na presenca de um campo aplicado. Os tipos basicos de magnetismo
podem ser: paramagnetismo, diamagnetismo, antiferrognetismo, ferromagnetismo,

ferrimagnetismo e superparamagnetismo®*’.

O material serd diamagnético quando nao tem dipolos magnéticos na auséncia de um
campo magnético externo, mas pela sua aplicacdo surgem dipolos magnéticos fracos. A
magnetizacdo de um material diamagnético ocorre na direcdo oposta a do campo, resultando
numa forca repulsiva fraca. O material é designado paramagnético quando apresenta dipolos
magnéticos orientados aleatoriamente, mas que podem ser alinhados por acdo de um campo
magnético externo. A magnetizacdo do material paramagnético ocorre na mesma direcdo do

campo externo e sdo caracterizados por uma interacao fraca entre os dipolos.

Em materiais ferromagnéticos, os dipolos magnéticos existem mesmo na auséncia do
campo magnetico externo apresentando um momento magnético permanente (Figura 24). Na
curva de magnetizacdo desses materiais, a magnetizacdo encontra-se sempre defasada do
campo magnético aplicado, o que origina um ciclo de histerese devido a presenca de dominios

magnéticos no material.
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Ferromagnético Superparamagnético Paramagnético

m Dominio Magnético

M/H Curva de magnetizagdo

Figura 24: Diferentes tipos de comportamento magnético.

A partir da analise da curva de magnetizacao é possivel obter o valor da magnetizacao
de saturacdo, Ms, ou o valor maximo de M, a magnetizacdo remanescente, Mr, ou a
magnetizacdo residual na auséncia de campo, a coercibilidade, Hc, ou o valor do campo

externo que é necessario para reduzir a magnetizacao de volta a zero (Figura 25).

bt M
Mr Ms
mmsm Ferromagnetismo
Ms
— mesmm  Paramagnetismo
He H
=== Superparamagnetismo

Figura 25: Curva de histerese de materiais magnéticos, em que M é a magnetizacdo, H é o
campo magnético aplicado, Ms é a magnetizacdo de saturacdo, Hc € a forca coerciva. No
superparamagnetismo a magnetizacdo se saturacdo (Ms) é muito elevada, entdo ndo héa

remanéncia (Mr=0). (adaptado™®)

A diferenca na origem do momento magnético permanente pode também ser usada
para distinguir ferromagnetismo de ferrimagnetismo e de antiferrimagnetismo. No material
ferrimagnético existem sempre dipolos magnéticos mais fracos alinhados antiparalelamente
com os dipolos magnéticos mais fortes adjacentes, na auséncia de campo magnético externo.
Alguns exemplos de materias ferrimagnéticos séo os oxidos de ferro como: magnetita, Fe3O4
e a magnemita, y-Fe,O3. Para materiais antiferrimagnéticos, os dipolos adjacentes séo

antiparalelos na auséncia de um campo externo, cancelando-se mutuamente.
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3.7.2 Superparamagnetismo

As nanoparticulas magnéticas exibem propriedades muito interessantes,
principalmente, na medicina e biologia com a imobilizacdo de acidos nucléicos, proteinas e
enzimas e na liberacdo controlada de drogas. O objetivo desses sistemas & manter a
concentracdo do farmaco e principalmente o direcionamento do mesmo a sitios-alvos
especificos no organismo. Esse objetivo so € atingido através do encapsulamento do farmaco
pelo polimero e o revestimento magnético. Pois esses compdsitos sdo injetados nos vasos
sanguineos e direcionados para regifes especificas com um campo magnético externo e so
entdo o medicamento é liberado. A principal vantagem do revestimento das particulas
magnéticas por uma camada polimérica é a prevencdo do material inorganico ndo entrar em

contato direto com o corpo, reduzindo assim sua toxicidade®.

Essas propriedades magnéticas interessantes dependem do comportamento
superparamagnético das nanoparticulas que ocorre com nanoparticulas ferromagnéticas ou
ferrimagnéticas que possuem dominio Unico. Os dominios sdo grupos de spins que giram
apontando na mesma direcdo e agindo cooperativamente, separados por paredes de dominio
gue possuem uma energia associada. A diminuicdo do tamanho das particulas magnéticas
com multidominios resulta na formacdo de particulas com monodominios que originam o
fendbmeno do superparamagnetismo. Em uma particula monodominio, a mudanca na
orientacdo da magnetizacdo ocorre através de uma rotacdo coerente de spins, 0 que origina
uma coercibilidade (Hc) relativamente elevada. Se o tamanho da particula for muito reduzido
a energia de agitacdo térmica é suficiente para desalinhar a orientacdo do componente da
magnetizacdo, de tal forma que na auséncia de um campo magnético externo a magnetizacéo

resultante é nula*,

No comportamento superparamagnético o material s6 deve possuir magnetismo
enguanto o campo lhe é aplicado e no momento em que o campo € retirado 0 magnetismo
deve cessar*'. No caso, por exemplo, de resinas poliméricas magnéticas e microesferas
magnéticas 0 comportamento superparamagnético é muito importante, pois se a magnetizacéo
apos a aplicacdo do campo ndo cessar, as microesferas podem permanecer aglomeradas,

dificultando o processo de regeneracao.

Microesferas poliméricas com propriedades magnéticas a base de estireno,
divinilbenzeno e acetato de vinila foram obtidas via polimerizacdo em suspensdo. O

copolimero com 90% de acetado de vinila e isento de estireno, apresentou maior
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magnetizacdo de saturacdo (73,75 meu.g™) e o maior teor de ferro incorporado (31,1 %). O
copolimero com 50 % de acetado de vinila apresentou menor curva de magnetizagdo de

saturacdo (22,62 meu.g™) e o menor teor de ferro incorporado (12,7 %),

O sucesso para a producdo de nanocompdsitos magnéticos depende fundamentalmente
da compatibilidade das nanocargas magnéticas com a matriz do polimero, em particular em
polimeros hidrofobicos onde a superficie de modificacdo de particulas nanomagnéticas
hidrofilicas desempenha um papel importante na morfologia final do material magnético-

polimero. ™

Ja é descrito na literatura nanoparticulas poliméricas magnéticas homogéneas e
funcionalizadas com &cido acrilico. A sintese utiliza 0 método de coprecipitacdo com NH,OH
a temperatura ambiente sob atmosfera de N, e com a técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo, misturando os mondmeros estireno e &cido acrilico**?. O resultado foram
nanoparticulas magnéeticas modificadas com &cido oleico com um tamanho médio de 9 nm e

com 80,5% de teor magnético, usando uma proporcao de Fe** / Fe?* (2: 1) durante o preparo.

Nanoparticulas magnéticas ja foram dispersas em estireno/acido acrilico (St/AA) e
estireno/divinilbenzeno/acido acrilico (St/DVB/AA) e polimerizadas por miniemulsao*. O
DVB agiu como um agente reticulante, aumentando a viscosidade das particulas durante o
processo de polimerizacgdo. Os resultados mostaram que o0 uso do DVB promoveu a producéo
de nanoparticulas com a carga magnética mais bem distribuida do que sem o uso do mesmo
(Figura 26).

Figura 26: Microscopia de TEM (A) PS/AA-NPM e (B) PS/DVB/AA-NPM*®.

Além disso, as nanoparticulas magnéticas apresentaram 53% de carga magnética e um
comportamento superparamagnético, sendo assim, adequadas a aplicagdes biomédicas apos a

modificacdo de superficie.
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A técnica de miniemulsdo e de microemulsdo tem sido amplamente usada devido a
facilidade para obtencdo de superficie funcional. Liu et al. preparam com sucesso
microesferas magnéticas com grupos NH; localizados na superficie usando microemulsao e
prepararam nanoanéis superparamagnéticos de poliestireno e Fe3O4 por polimerizacdo em

miniemulsdo, mas n4o explicaram como foi realizado o controle da morfologia®**.

Joumaa et al. demonstraram o uso da polimerizagdo em miniemuls&o para encapsular
nanoparticulas de oOxidos de ferro em particulas de poliestireno submicrométricas. Os
resultados mostraram que a polimerizacdo em miniemulsdo ndo foi capaz de encapsular as
particulas y-Fe,O3, levando a uma distribuicdo heterogénea das particulas com a matriz do
polimero, provavelmente devido ao fenémeno de agregacéo das particulas magnéticas com o
resultado do baixo grau de compatibilizacdo entre o agente compatibilizante utilizado para a

modificacdo da superficie das nanoparticulas e a matriz polimérica’®.

Estudos sobre o controle da morfologia e do tamanho das microesferas magnéticas
com superficies funcionalizadas foram realizados usando método simples de um passo e com
grupo NH, localizado na superficie das particulas. Produziram microesferas magnéticas de
poli(estireno-co-acido acrilco-co-acrilato de metila) com grupos aminos. As morfologias tipo
solidas, esféricas, anel e cavidade foram obtidas ajustando as quantidades de monémeros na
copolimerizacdo. A viscosidade da fase aquosa pode ser o principal fator de formacdo das
microesferas e morfologias. A presenca do grupo amino possibilita a imobilizacdo de
proteinas ou enzimas e a morfologia cavidade é favoravel para o carregamento e liberagdo de

drogas™*®.

Microesferas magnéticas com tamanho em torno de 50 um, com diferentes grupos
funcionais foram preparadas a partir de uma etapa de copolimerizacdo em suspensao com 0s
mondmeros: estireno, divinil benzeno e metacrilato de metila na presenca de nanoparticulas
magnéticas modificadas com &cido oleico. Todas as amostras apresentaram formato esférico e
tamanho uniforme, além da viabilidade de grupos NH, e COOH na superficie das

microesferas magnéticas™*’.

O estudo da morfologia de microesferas magnéticas de estireno (PS/Fe3O,4) usando
AIBN como iniciador via polimerizagdo em miniemulsdo. Observaram uma mudanga na
morfologia com a concentracdo do surfactante SDS ou tipo de coestabilizador usado, além da
taxa de amplitude do ultrassom durante a homogeneizagdo. A medida que a quantidade de

surfactante SDS foi aumentada em 20, 35 a 70 mmol, ocorreu um aumento da estabilidade na
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interface e os monémeros formaram goticulas menores. Como essas goticulas atuam como

minireatores, a taxa de polimerizac&o aumentou e o tamanho das particulas diminuiu®*’.

Quando foi usada uma alta amplitude para homogeneizacdo o material magnético
ficou localizado sobre a superficie do PS e em baixa amplitude distribuido mais
uniformemente na matriz do polimero. Concluiram também que devido & presenca do fon Fe*®
e do Fe;0,4, ataxa de polimerizacdo diminuiu, pois atuaram como inibidores dos radicais

livres, ou seja, quanto maior o teor de Fe304 menor o rendimento da polimerizacéo.

Investigaram, também, a possibilidade de ligar covalentemente o anticorpo na
superficie da microesfera empregando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida e N-
hidroxisucinimida éster em solugdo. As microesferas magnéticas foram marcadas com IgG-
FITG (marcador fluorescente usado para conjugar proteinas via grupo amino) e mostraram

grande potencial tecnoldgico, principalmente na citometria de fluxo™*.

Para mapeamento de imagens e em termos de comparacdo com o modelo de deteccéo
de sensor fluorescente tradicional, desenvolveram uma nova estratégia para a obtencdo de
nanoparticulas magnéticas, fluorescentes e ativas na regido do infravermelho proximo.
Empregaram com sucesso a técnica de polimerizacao radicalar de transferéncias de atomos de
superficie iniciada (Si-AGET-ATRP) para preparar nanoparticulas fluorescentes. As
nanoparticulas de 6xido de ferro foram modificadas com tetraetoxisilano e 3-aminopropil-
trietoxisilano contendo grupos de iniciadores ATRP (Fe3O0,@SiO,-Br) e tiveram sua
superficie grafitada (1) e posteriormente funcionalizada com grupos carboxilas (2) para
finalmente, a inser¢cdo da benzo[a]fenoxazina (3) formando uma ligacdo estavel (Figura
27)149.
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Figura 27: Esquema da preparacéo de nanoparticulas fluorescente e magnéticas™®.

Ap6s de todo processo as nanoparticulas apresentaram grande solubilidade e
estabilidade além de boa dispersdo em meio aquoso, devido principalmente ao uso do

metacrilato de metila.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 MATERIAIS

Todos os materiais foram adquiridos de fornecedores locais e usados conforme
recebidos, ao menos quando descrito. Poliestireno comercial foi fornecido pela empresa
INNOVA, com massa de 137.500 g/mol e polidispersdo (PDI) 2,0 e usado conforme

fornecido.

O monémero estireno (St) foi cedido pela empresa INNOVA e purificado por
destilacdo antes do uso. Para a destilagéo, usou-se em um baldo de 500 mL, cerca de 150 mL
de estireno com hidreto de célcio sob agitacdo durante 24 h. Antes de iniciada a destilacao foi
adicionada uma pequena quantidade de antioxidante BHT (hidroxitolueno butilato) para evitar

a polimerizacdo do St (estireno). A primeira aliquota de 10 mL foi descartada.

O iniciador 2’2 azobisisobutironitrila -AIBN (Merck) foi recristalizado antes do uso
para evitar impurezas. Aproximadamente 1 g de AIBN foi dissolvido em 40 mL de metanol
comercial e deixado em agitacdo por 3 h e filtrado a solucéo foi armazenada em geladeira por
24 h para a cristalizacdo do AIBN. O excesso de metanol foi retirado e o AIBN seco em

estufa a vacuo a temperatura ambiente.

Os fluoréforos e os iniciadores fluorescentes (IF) utilizados neste trabalho foram
sintetizados pelo Grupo de Pesquisa em Fotoquimica Organica Aplicada do Instituto de
Quimica desta Universidade conforme procedimentos descritos na literatura'® *°. A Figura 28
mostra a estrutura da Cianina 1 e das Esquarainas 2-3 empregadas nesse trabalho para a
obtencg&o das microesferas fluorescentes.

/JI )7 1 HOOC )5 Ie
@R}%@ @@{%@
Mo

Figura 28: Estruturas do fluoréforo (cianina 1) e dos fluoréforos (esquaraina) 2-3 utilizadas

na obtencdo das microesferas fluorescentes de poliestireno.
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4.2 METODOS

4.2.1 QUANTIFICACAO, PREPARO DAS SOLUCOES E CONSTRUCAO DAS
CURVAS DE CALIBRACAO.

Para o célculo de incorporacdo dos fluordforo, utilizou-se a espectrofotometria (UV-
VIS) com aplicacdo de Lei de Lambert-beer. Para isso, os fluoroforos e as amostras foram
solubilizados em solventes orgénicos para a determinacdo espectrofotométrica. A
incorporacdo foi calculada através da equacgdo de Lambert-Beer ap6s a leitura da absor¢éo das
amostras em solucdo no comprimento de onda especifico para cada fluoréforo, utilizando

assim os valores de suas absorvidades molares.
A=¢gb.c (Equacéo 4)

A relagdo em que A é a Absorbancia (da solugdo no comprimento de onda 1); € é a
absortividade molar; b, o percurso da luz em solucdo em cm; e c, a concentracdo da

substancia de interesse (mol/L).

4.2.2 METODO DE EMULSIFICACAO/EVAPORACAO DO SOLVENTE.

O método emulsificacdo/evaporacdo do solvente foi usado para a producdo das
microesferas de poliestireno e fluorescentes, técnica conhecida como emulséo 6leo em agua
(O/A).

O método consiste na emulsificacdo de uma solucdo polimérica de 0,59 poliestireno
(M,, = 137000 g/mol™, PDI = 2,0) em 30 mL de cloroférmio - (Fase organica A). A fase
aquosa consiste de uma solucéo de 100 mL &gua e 2,5g de poli(alcool vinilico) (PVA, My=
50.000 - 31.000 g/mol™, 87,6% hidrolisado). Apés solubilizagdo completa dos polimeros, a
solucdo organica foi adicionada, manualmente via pipeta Pastuer, gota a gota, a solucdo
aquosa, na temperatura de 40 °C e mediante agitacdo intensa (entre 6000 — 10000 rpm)
utilizando-se um agitador Ultra Turrax® T25, durante 5 min, como representado na Figura
29.

44



Fase

Organica ; Emulsdo Primaria
& I=. 4 | " 1u-mo
40°C/Agitacdo 5 min 40 min

Figura 29: Procedimento para a obtencao de microesferas de poliestireno pelo método

de emulsificacdo/evaporacao do solvente.

A emulsdo resultante foi adicionada meio litro de agua deionizada sob agitacéo
mecanica de 600 a 800 rpm, por 40 minutos. A solucdo leitosa resultante foi centrifugada e o
precipitado, é seco em estufa a 40 °C por 8 horas. As microesferas no final do processo foram
decantadas, centrifugadas, lavadas em agua destilada para a remocdo do agente tensoativo e

do agente anticoalescente em excesso. No final foram secas e armazenadas.

O método de emulsificagdo/evaporacdo do solvente também foi usado na obtencao das
microesferas de poliestireno fluorescentes contendo o fluoréforo (cianina) 1 e o fluroréforo
(esquaraina) 2 (Figura 28). Para isso, uma solucio de 5,0x10™ mol/L de cada fluoréforos 1 e 2
em cloroférmio foi adicionada na solug&o de poliestireno mantendo-se uma razdo de 10 mol

corante/mol PS.

4.2.3 POLIMERIZACAO DO ESTIRENO EM MINIEMULSAO

Para a polimerizagdo em miniemulséo foi preparada uma solugdo contendo 53 mL de
agua (MilliQ) em 0,195 g de dodecilsulfato de sdédio (SDS) e agitada até total
homogeneizacdo em um béquer. Outra solucdo foi preparada com 0,1 mL de hexadecano, 28
mg de AIBN (iniciador), 2,3 mg (3,7x10° mol) do fluoréforo 3 em 2,31g (0,022mol) do
mondmero estireno. As solugdes permaneceram em agitacdo magnética por aproximadamente
uma hora. Apds, a solugdo de mondmero foi vertida na solucdo de SDS e a solugéo final foi

entdo selada com Parafilm e deixada com agitacao constante por mais 30 min.
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Na etapa seguinte foi realizada a sonifica¢do da solucdo , sbo banho de gelo, utilizando
um equipamento de ultrassom (Branson Ultrasonics - Sonifier 450) com uma amplitude de
70%, por 120 s, com um programa de pulso de 10 s e 10s de pausa, para minimizar o aumento
da temperatura durante a dispersdo. Apos essa etapa a solucao foi transferida para um baléo

de 150 mL na temperatura 72°C em agitacédo por 13 horas.

Depois do resfriamento do sistema até a temperatura ambiente adicionou-se 3 mL de
uma solucdo saturada de NaCl o sélido final foi centrifugado e lavado com 3 porcGes de 20

mL de agua deionizada e armazenado em agua a temperatura ambiente.

4.2.4 POLIMERIZACAO DO ESTIRENO COM INICIADOR FLUORESCENTE, VIA
ATRP.

As reagdes de polimerizacdo do estireno com os iniciadores fluorescentes (IF): 1-3
(Figura 24) foram realizadas com diferentes proporcdes de ligante e brometo de cobre |

(CuBr) para uma massa molecular teérica (M,) de 1.000 g.mol™ de polimero.
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Figura 30: Estruturas dos iniciadores fluorescentes (IF) de Esquarainas.

Em um baldo com capacidade de 15 mL colocou-se o estireno previamente destilado e
0 brometo de cobre (I) a mistura foi homogeneizada por alguns minutos até a adi¢do do
ligante PMDETA juntamente com o anisol quando realizada em solvente. A solugéo foi
desgaseificada com argbnio e colocada na temperatura da reacéo seguido da adi¢do de 20 mg
dos iniciadores fluorescentes (IF) 1, 2 e 3 dissolvidos em 0,54g de estireno. A polimerizagédo
ocorreu com agitagdo magnética, sob atmosfera inerte na temperatura de 90°C em tempos de

reacao variando entre 22, 48 e 168h.
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Tabela 3: Tipos de iniciadores fluorescentes:

Iniciador MM (g/mol) m (mQ) mol
IF 1 700,29 20 2,85x10™
IF 2 748,30 20 2,67x10°
IF 3 691,71 20 2,89x107°

O produto final foi precipitado em aproximadamente 100 mL de etanol, filtrado em

papel filtro e lavado com 60 mL de etanol por centrifugacéo.

4.2.5 SINTESE DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE FERRO - NPM

As nanoparticulas magnéticas foram preparadas empregando trés diferentes ensaios
conforme descrito a seguir e na Tabela 4:

4.25.1 Ensaio 1 - NPM1

As particulas magnéticas foram preparadas pelo método de coprecipitacdo, a partir
aquosa de Fe*? e Fe*® de sais de ferro, em solucdo de NH4OH (50mL). Inicialmente 24g de
FeCl3.6H,0 (88,7x10°mol) e 9,82 g de FeCl,.4H,0 (49,3x10mol) foram dissolvidos em 100
mL de agua destilada sob agitacdo a 80°C. Apoés foi adicionado rapidamente 50 mL de
NH4OH na solucéo dos sais. A cor da solu¢gdo mudou de marrom (Figura 31) imediatamente

para preta.
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Figura 31: Fotografias da NPM (A) logo ap06s a adicdo de base (B) coloracao final.

Ap6s 30 min adicionou-se 3,76 g (13,1x10°mol) de é4cido oleico. A suspensdo foi
mantida a 80°C durante 1,5 horas em pH 9. Em seguida, as nanoparticulas foram decantadas
magneticamente e lavadas com 30 mL de agua deionizada. As nanoparticulas magnéticas

modificadas — NPMM foram secas em estufa a 40°C.

Figura 32: Fotografias da decantacdo magnética.

4.2.5.2 Ensaio 2 - NPM2

O ensaio foi realizado colocando-se 6,1 g de FeCls.6H,0 (88,7x10°mol) e 3,1 g de
FeCl,.4H,0 (49,3x10°mol) em 100 mL de &gua destilada sob agitacdo, a 80°C. Apds
completa dissolucdo foram adicionados 5 mL de HCI, agitado por mais alguns minutos até a
adicdo rapida de 50 mL de NH4OH na solugdo de sais. A cor da solu¢gdo mudou de marrom
para preta imediatamente ap6s a adicdo do NH,OH. O produto foi decantado e lavado por trés
vezes (30 mL) com agua destilada e etanol (30mL) e armazenado no mesmo.
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Ap6s 30 min adicionou-se 3,76 g (13,1x10°mol) de 4cido oleico (pH = 8) e a
suspensdo foi mantida a 80°C durante 1,5 horas. As nanoparticulas foram lavadas com 30 mL

de 4gua deionizada usando centrifugacao e armazenadas em etanol.

4.2.5.3 Ensaio 3 - NPM3

O ensaio 3 também usou sais deFe** e Fe*™, porém a base usada na precipitacio foi o
NaOH (1,5 mol/L). Inicialmente 6,1g de FeCl;.6H,0 (22,5x10° mol) e 3,1g de FeCl,.4H,0
(15,5x10" ®mol) foram dissolvidos em 125 mL de 4gua destilada, ap6s completa dissolucdo
foram adicionados 5 mL de acido cloridrico e a mistura mantida numa temperatura de 60°C
sob atmosfera inerte. A solucdo de sais e a solucdo béasica foram misturadas e agitadas
rigorosamente (950 rpm) por 30 minutos a 60 °C sob atmosfera inerte. Nanoparticulas
magnéticas de cor preta (pH = 3) foram isoladas por decantagdo magnética e lavadas com
agua destilada (1 litro) até um pH = 6. Ap6s o produto foi centrifugado e lavado com 30 mL

de etanol por trés vezes.

Apos secas, 2,5 g das NPM foram dispersas com agitacdo mecanica (700 rpm) em 85
mL de agua destilada, sob uma atmosfera de argonio a 85 °C. Cerca de 2,8 g de &cido oleico
foram adicionados imediatamente na solucdo, livre de oxigénio. A reacdo foi mantida durante
30 min a 85 °C. Apds decantacdo magnética foram lavadas com agua destilada e etanol. As

nanoparticulas com superficie modificada foram armazenadas em etanol.

Tabela 4: Ensaios realizados para obtencdo das nanoparticulas magnéticas.

Sintese F;:reog?ggég Bases Agitacdo  Atmosfera Armazenagem
(rpm)

NPM 1:15 NaOH 950 Inerte Estufa 40°C/Etanol
NPM1 1:1,8 NH;OH 950 0, Centrifugado/Etanol
NPM2 1:15 NH,OH 700 Inerte Centrifugado/Etanol
NPM3 1:15 NaOH 700 Inerte Centrifugado/Etanol
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4.2.6 MICROESFERAS FLUORESCENTES E MAGNETICAS

4.2.6.1 Obtencdo de microesferas magnéticas de poliestireno e microesferas magnéticas e

fluorescentes de poliestireno pelo método de emulsificagdo/evaporacédo de solvente:

4.2.6.2 Microesferas magneticas de poliestireno:

A emulsificacdo consiste em uma fase organica contendo 0,59 poliestireno (M,, =
137000 g/mol™, PDI = 2,0) em 30 mL de cloroférmio e na fase aquosa de uma solucio
constituida de 100 mL &gua e 2,5 g de poli(alcool vinilico) (PVA, My= 50.000 - 31.000
g/mol™, 87,6% hidrolisado). As solucdes foram mantidas sob agitacdo a uma temperatura de
40 °C até completa homogeneizacdo. Na fase organica, 10 mg de nanoparticulas magnéticas
modificadas foram adicionadas e para garantir a dispersdo homogénea das mesmas a mistura

permaneceu em banho de ultrassom por 10 min.

Ap6s o tempo no ultrassom a fase orgéanica foi adicionada gota a gota manualmente
com ajuda de uma pipeta Pasteur a fase aquosa sob agitacdo constante de um homogeneizador

de alta velocidade (Ultra Turrax® T25) com rotacdo de 6000 rpm por 5 minutos.

A emulsio obtida foi adicionada a 500 mL de agua deionizada sob agitacio mecanica
de 600 rpm por 40 min. O produto resultante de coloragdo marrom permaneceu em repouso
até total decantacdo, sendo recolhido, lavado e centrifugado com &gua deionizada, seco e

armazenado.

4.2.6.3 Microesferas fluorescentes e magnéticas de poliestireno:

O procedimento de emulsificacdo é identico ao descrito anteriormente permanece o
mesmo (mesmas concentracdo na solucdo aquosa), poréem na fase orgéncia foram adicionados
3 mg do fluoréforo. Apos completa dispersdao do fluoréforo foram adicionados 10 mg de
nanoparticulas magnéticas modificadas e a mistura colocada em banho de ultrassom por 10

min.

Apds o tempo no ultrassom a fase organica contendo o fluoro6foro e as nanoparticulas
mangnéticas foi adicionada gota a gota manualmente via pipeta Pasteur a fase aquosa sob

agitacdo intensa de 6000 rpm utilizando-se um agitador Ultra Turrax durante 5 minutos.
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A emulsio obtida foi adicionada a 500 mL de agua deionizada sob agitagdo mecénica
de 600 rpm por 40 min. A solugdo azulada resultante permaneceu em repouso até total
decantagdo. O produto foi recolhido lavado e centrifugado com agua deionizada e etanol, seco

e armazenado.

4.2.7 Microesferas magnéticas de poliestireno e microesferas magnéticas e fluorescentes

de poliestireno pela polimerizacdo em miniemulsdo

4.2.7.1 Miniemulsdo magnética

Para a polimerizacdo em miniemulsdo magnética foi preparada uma fase aquosa
contendo 53 mL de agua (MilliQ) em 0,195 g de dodecilsulfato de sédio (SDS) e agitada até
total homogeneizacdo em um béquer. A fase organica foi preparada usando 0,1 mL de
hexadecano, 28 mg de AIBN como iniciador em 2,31 g do monbémero estireno e apds
aproximadamente 1 h de agitacdo foram adicionados 10 mg de nanoparticulas magnéticas

modificadas e homogeneizadas em banho de ultrassom por aproximadamente 15 min.

Apds a homogeneizacdo a fase organica foi vertida na fase aquosa e realizada a
sonificacdo da solugéo utilizando um ultrasom (Branson Ultrasonics - Sonifier 450) com uma
amplitude de 70%, em 120 s, com um programa de pulso de 10 s e 10s de pausa em banho de
gelo. Apds essa etapa a solucdo foi colocada em um baldo de 150 mL na temperatura 70°C em

agitacdo por 8 horas.

Depois do resfriamento da reacdo a temperatura ambiente, o produto final de
coloracdo marrom foi centrifugado juntamente com a adi¢cdo de 3 mL de uma solucdo
saturada de NaCl. O produto foi lavado com 3 porcGes de 20 mL de agua deionizada e

armazenado em agua a temperatura ambiente.

4.2.7.2 Miniemulsdo magnética e fluorescente

Para a polimerizacdo em miniemulsdo magnética e fluorescente foi preparada uma
fase aquosa contendo 53 mL de agua (MilliQ) em 0,195 g de dodecilsulfato de sddio (SDS) e
agitada até total homogeneizacdo em um béquer. A fase orgénica foi preparada usando 0,1
mL de hexadecano, 28 mg de AIBN como iniciador, 2,1 mg do fluoréforo IF_3 em 2,31g do

mondmero estireno. Aproximadamente, apds 1 h de agitacdo foram adicionados 10 mg de
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nanoparticulas magnéticas modificadas e homogeneizadas em banho de ultrassom por

aproximadamente 15 min.

Apols a homogeneizacdo a fase organica foi vertida na fase aquosa e realizada a
sonificacdo da solucdo utilizando equipamento de ultrassom (Branson Ultrasonics - Sonifier
450) com uma amplitude de 70%, em 120 s, com um programa de pulso de 10 s e 10s de
pausa em banho de gelo. Apds essa etapa a solucdo foi colocada em um baldo de 150 mL na

temperatura 70°C em agitacdo por 8 horas.

Depois do resfriamento da reacdo a temperatura ambiente, o produto final de
coloracdo marron foi centrifugado juntamente com a adi¢cdo de 3 mL de uma solucéo saturada
de NaCl. O produto foi lavado com 3 porc¢des de 20 mL de agua deionizada e armazenado em

agua a temperatura ambiente.

4.2.8 Microesferas de poliestireno magnéticas pelo processo de polimerizacdo em
emulsao.

4.2.8.1 Emulséo do tipo dgua em 6leo (A/O)

Visando simplificar as etapas de producdo das microesferas fluorescentes e magnéticas
fez-se vérios testes usando emulsbes do tipo A/O (agua em O6leo). Foram usadas
nanoparticulas magnéticas ndo modificadas dispersas em acido acrilico (AA) com o interesse
de realizar uma funcionalizacdo das mesmas. Também foram testados diferentes surfactantes,
entre eles: SDS (dodecilsulfato de sodio), PGPR (poliglicerol poliricinoleato), Span 80
(monoleato de sorbitan) e o Tergitol TMN 3 (éter de polietileno glicol).

As emulsBes foram realizadas adicionando as nanoparticulas de ferro, agua (MilliQ) e
acido acrilico e um tubo Falcon e dispersas em ultrassom. Apds a dispersdao foram
adicionados o estireno, cicloexano (solvente) e o surfactante e entdo sonicados por 2 min com
uma frequéncia de 40 Hz. A emulséo foi transferida para um bal&o de vidro e adicionado o
iniciador AIBN (2’2-azobis(isobutironitrila) a reacdo ficou por 2 h a uma temperatura de 70
°C.
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4.2.8.2 Emuls&o do tipo 6leo em agua (O/A)

A emulsdo foi realizada dispersando em ultrassom as nanoparticulas magnéticas
modificadas com &cido oleico e em seguida com adicdo de 1,59 estireno (mondmero) e do
hexadecano (HD) (coestabilizador) mantido em agitacdo durante 1 h para a preparacdo de
uma pré-emulsdo. Apds foram adicionados 0,05 g de AIBN (iniciador), 4gua (MilliQ), SDS
(surfactante) e &cido acrilico (AA) que foram homogeneizados em ultrassom com uma
amplitude de 50 %, em 2 min, com um programa de pulso de 5 s e 5s de pausa. A
homogeneizacdo realizada em Turrax (homogeneizador de alta velocidade) foi usada uma
rotacdo de 800 rpm em 5 min. A emulsdo foi polimerizada com agitacdo mecénica durante 18
ha70 °C.

429 PANORAMA GERAL DOS METODOS PARA A OBTENCAO DAS
MICROESFERAS.

METODOS

== FLUORESCENTES

FLUORESCENTES
— E
MAGNETICAS

l J

Figura 33: Esquema dos métodos utilizados para a obtencdo de microesferas de

poliestireno, fluorescentes e magneticas.
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4.3. METODOS DE ANALISE

As andlises foram realizadas com equipamentos alocados no Instituto de Quimica e no
Centro de Microscopia da UFRGS. A metodologia utilizada em cada uma dessas analises sera

descrita a sequir:
4.3.1 MEV ( Microscopia Eletronica de Varredura)

Nesse aparelho, a superficie do material é varrida ponto a ponto por um feixe de
elétrons. A imagem é formada a partir de elétrons secundarios que partem da amostra quando
a mesma € atingida pelo feixe de elétrons. Os elétrons secundarios sdo captados e, apds

passagem por um amplificador, s&o transformados em imagem visivel em um monitor™".

As amostras foram caracterizadas em um microscépio JEOL modelo JSM 6060
operando a uma aceleracdo de 1000 volts. Durante a caracterizagéo utilizou-se uma voltagem
entra 10 e 20 kV e as amostras em pé foram depositadas em uma fita condutora de carbono
dupla face fixada em stubs (suporte porta-amostras) de aluminio e, posteriormente,
metalizadas com filme fino de Pd (30 nm).

Para andlises realizadas com o uso de EDX (Energia de Dispersdo de Raios-X) para
identificacdo elementar foi utilizado o MEV Zeiss EVO 50 um microscopio de varredura
convencional de filamento de tungsténio que opera em tensGes de 0.2kV até 30kV. O
microscopio estd equipado com detectores de elétrons secundarios de camara, e detector de

raios- X caracteristicos (EDS).

Inicialmente, quando um feixe de elétrons incide sobre um material os elétrons mais
externos dos 4tomos e dos ions constituintes sdo excitados, mudando de niveis energéticos. E
quando retornam para sua posicao inicial, liberam a energia adquirida, que é entdo medida
através de um detector instalado no aparelho. Como os elétrons de um determinado atomo
possuem energias distintas, € possivel, determinar quais 0s elementos quimicos estdo

presentes naquele local.

4.3.2 MET (Microscopia Eletronica de Transmisséo)

Um feixe de elétrons alta tensdo passa atraves de uma amostra e a recombinagdo dos
feixes difratados e transmitidos em diferentes intensidades resulta na diferenca de contraste da
imagem formada™®. Foi utilizado um aparelho ZEISS modelo Libra 120 para obtencéo de

imagens e de EDX para certas amostras. Para esta analise algumas gotas da amostra dispersa a

54



2% foram colcadas sobre grade de cobre de 300 mesh. Apds a secagem das amostras numa
estufa a vacuo por 24h, as mesmas foram recobertas com um filme de carbono (sputter-

coating) para minimizar a degradacdo da amostra sob o feixe de elétrons.

O tratamento das imagens digitais adquiridas (MEV e MET) e para a extracdo das
informagdes utilizou-se o software de processamento e analise de imagens digitais Image J
Blcomo ferramenta para medicdo das microesferas e das particulas magnéticas. Para a

determinacéo da distribuicao de diametro utilizando entre 50 a 100 contagens.

O ImageJ é um software para processamento e analise de imagens, desenvolvido por
Wayne Rasband no National Institute of Mental Health, USA, em linguagem Java. No
ImageJ, o célculo das areas e didmetros é realizado pela contagem de pixels das regides
selecionadas pelo usuario ou por um algoritmo especifico A conversdo dos resultados em
pixels, para unidade de medida que devera ser utilizada. Como a imagem original possui uma
barra de escala, através de uma ferramenta do proprio software, pode-se realizar a medida
deste comprimento em pixels e sua conversdo, para unidades de medidas como nanémetros

(nm) e micrometros (um).

4.3.3 DLS (Espalhamento de Luz Dinamico)

A medida do diametro de particula foi realizada utilizando equipamento de Dispersdo
Dinamica de Luz Brookhaven (gonidmetro BI-200M e correlador digital BI9OOOAT, utilizado
para obtencdo de fungdes de correlacdo temporal - FCT) e uma fonte de luz monocromatica
laser He-Ne emitindo luz a 632,8 nm, com uma poténcia de 15 mW. O sistema possui uma
fotomultiplicadora (PMT modelo: EMI 9863/350004) ligada a um discriminador e
amplificador do sinal e também um porta amostra apropriado as cubetas éticas imersas em um
liquido corretor de indice de refracdo (decalina). Para analise do didmetro médio das
particulas formadas a partir da polimerizacdo em miniemulsdo, 0,5 mL de amostra foram

diluidas com agua.

4.3.4 TGA ( Termogravimetria)

As analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas a fim de se avaliar a

temperatura de decomposicdo das amostras. Cerca de 5 mg de nanoparticulas magnéticas

55



foram analisadas em um analisador termogravimétrico TGAQS5000IR (TA Instruments), com
uma taxa de aquecimento de 20°C/min, de 40 a 600°C, sob um fluxo de nitrogénio ultra puro.

4.3.5 CF (Microscopia Confocal)

As imagens de microscopia optica (MC) foram efetuadas para avaliar a fluorescéncia
dos fluoroforos utilizados durante a producdo das microesferas. O aparelho usado foi um

microscopio Olympus FluoView modelo TM 1000 operando com um laser a 635 nm.
4.3.6 Espectroscopia de UV/Vis

Os espectros de absorcdo e fluorescéncia foram obtidos em espectrofotdmetro

Shimadzu UV-2450 e espectrofluorimetro Shimadzu RF- 5301PC, respectivamente.
4.3.7 DRX (Difragdo de Raios-X)

A técnica de DRX baseia-se no espalhamento de radiacdo por um cristal no qual os
elétrons de seus atomos funcionam como fontes secundarias, reemitindo a radiacéo incidente
em todas as diregdes. As ondas reemitidas reforcam-se mutuamente em algumas direcdes e se

cancelam em outras, formado assim os padrdes de difracéo.

As medidas foram registradas a partir de amostras em p6é das nanoparticulas
magnéticas a temperatura ambiente. O difratbmetro utilizado para as medidas é da marca
Rigaku Dengi D-Max 2000 com fonte de radiacdo de Cu ka (1.518 A com corrente de 30 Kv

e voltagem 15 mA. O angulo de difragéo (26) variou de 10 a 90 ° em intervalos de 0,05°.

4.3.8 Curvas de magnetizacéo - Histerese

O comportamento magnético pode ser comprovado e sua magnitude medida através da
curva de magnetizacdo, quando o material inicialmente ndo magnetizado é submetido ao
aumento progressivo de uma forga magnetizante de zero até um valor maximo, e reduzindo-se
em seguida até zero novamente. Este procedimento é repetido algumas vezes e a curva de

magnetizacéo é obtida'?°.

O comportamento magnético avaliado através de curva de magnetizacéo, realizados no
equipamento VSM - Magnetdémetro de amostra vibrante a temperatura ambiente, modelo EV9
microsense, campo méaximo de 2Tesla (20 KOe) e sensibilidade de 10 emu , disponivel no
Laboratorio Magnetismo de Fisica da UFRGS.
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4.3.9 GPC (Cromatografia por exclusdo de tamanho)

O cromatdgrafo utilizado foi um aparelho de cromatografia de permeacdo em gel
marca Viscotek GPC MAX, modelo TODA 302 —Triple Detector Array. As amostras,
aproximadamente 10 mg de material, foram solubilizadas em 4 mL de THF destilado. As
analises foram realizadas tendo como eluente o THF, na vazdo de 1 mL/min, a 45°C de
temperatura interna. Para calibracdo utilizaram-se amostras padrdo de poliestireno

monodisperso.

4.3.10 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos em um espectrofotometro da Jobin Yvon modelo
IHR - 320 com detector de CCD. Os espectros foram aquiridos num tempo de 60 s (para
aumentar a relacdo sinal/ruido) usando uma fonte de laser He-Ne, com energia do feixe de 10

mV e foco em um ponto de +3 mm de diametro.
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5. RESULTADOS

5.1 MICROESFERAS DE POLIESTIRENO

5.1.1 Metodo de Emulsificacdo/Evaporacéo do Solvente.

Microesferas de poliestireno foram obtidas primeiramente, pelo método de
emulsificagdo/evaporagdo do solvente a fim de avaliar as melhores condig¢Ges para a formagao
de microesferas com distribuicdo homogénea de tamanho. Essa condi¢do de homogeneidade é
importante para a aplicacdo que se pretende, com resultados mais precisos, ja que cada

microesfera forma a base de um ensaio individual.

Uma vantagem dessa metodologia é a sua simplicidade de execucgdo, requerendo
apenas a selecdo adequada dos solventes, emulsificantes e condices de agitacdo®. Na Tabela
5 sdo apresentadas as diferentes condigdes testadas utilizando PVA poli(alcool vinilico)
(PVA) e polivinilpirrolidona (PVP) como agentes anticoalescentes, dodecilsulfato de sodio
(SDS) como emulsificante e diferentes velocidades de agitacdo (rpm). O didametro médio das

microesferas foi obtido pelo programa Image J.

Tabela 5: Pardmetros utilizados para a obtencdo de microesferas de poliestireno pelo método

de emulsificacdo/evaporagéo de solvente.

Amostra Agente Turrax Agitacio Diametro o ®
anticoalescente/ (rpm/5min) mecanica médio
emulsificante (rpm/40min) um @
1-M1 PVA 6000 600 10,4 2,4
2-M2 PVA-20% SDS 6000 600 7,0 2,9
3-M3 PVP 6000 600 8,5 3,3
4 - M4 PVA 8000 800 7,6 3,6
5-M5 PVA 10000 600 59 2,2

(a) Determinado pelo software Image J a partir das imagens de MEV.
(b) Desvio padrédo(o).

Os histogramas de distribuicdo de tamanho (diametro) das amostras foram
determinadas através da contagem individual (em torno de 100 contagens) das microesferas a

partir das imagens de MEV (Figuras 33 A e B).
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Figura 34: (A) Imagens de MEV das microesferas obtidas nas diferentes condig¢oes

apresentadas na Tabela 5. (B) Histogramas obtidos a partir das imagens de MEV.

O diametro das microparticulas é

influenciado, principalmente, pelo tipo de

emulsificante/agente coalescente e pela velocidade de agitacdo utilizada durante o processo.

Além do PVA, foram empregados o SDS e PVP para o processo de emulsificacao, ja que sao
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citados na literatura®®. Nas mesmas condicdes de agitacdo (entradas 1-3) ndo foi observado
nenhuma mudancga significativa (considerando o desvio padrdo) no didmetro das microesferas
para os diferentes agentes anticoalescentes.

O aumento na velocidade de agitacdo durante a homogeneizagédo (Turrax) (entradas 1
e 5) promoveu uma distribuicdo mais homogénea de didmetro e, conforme esperado, uma
diminuicdo no didametro da microesfera. A velocidade de agitagdo é responsavel pelo balango

continuo entre a quebra das gotas da fase organica e a sua coalescéncia®”

Assim, a Entrada 1 da Tabela 5 foi escolhida como a melhor condicao a ser adotada na
preparacdo, das microesferas de poliestireno, pois o didmetro médio obtido é proximo ao
necessario para a aplicacdo que se pretende, além de apresentar uma distribuicdo mais

homogénea de tamanho.

A variabilidade no tamanho das microesferas também pode estar vinculada ao ndo uso
de um dosador no momento da adicdo da fase organica (fase dispersa) a solugdo aquosa
contendo um agente tensoativo. Por esse motivo foi utilizado um dosador automatico durante
a adicdo das solucdes nas condicdes da entrada 1, visando a homogeneizacao do tamanho das
microesferas. A fase organica foi adicionada & fase aquosa numa razéo de 5 e 10 mL.min™
durante a agitacdo no Turrax. Observa-se na Figura 34 que a menor taxa de adigdo (1A) levou

a uma distribuigdo de tamanho das microesferas mais homogénea.
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Figura 35: Imagens de MEV (aumento de x1000 e 10kV) 1A (taxa 5 mL.min™) e 1B (taxa de

10 mL.min™) e seus respectivos histogramas.

As microesferas com a taxa de gotejamento menor apresentaram uma polidispersdo
mais estreita e tamanho médio em torno de 9 £ 1,6 um, enquanto que com a taxa de adigdo
maior foi 7,0 £ 3,5um.

Por fim, foi possivel ainda observar na Figura 35 que o gotejamento da fase organica
numa razdo 5 mL.min™ realizado externamente & solucdo aquosa (emersa a solugdo - Figura
35 A) produziu microesferas com dimensdes em torno de 9,6 + 1,9 um e melhor distribuigdo
de tamanho, enquanto que o gotejamento realizado internamente a solucéo (imersa a solucéo

Figura 35 B) o diametro médio diminuiu para 6 + 4,3um e a distribuicdo aumentou.
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Figura 36: Imagens de MEV: (A) gotejamento emerso a solucdo e (B) gotejamento imerso a

solucéo.

Apesar de o0 gotejamento manter a distribuicdo de tamanho mais homogéneo, ocorreu
um aumento no didmetro das microesferas de 5 um para 9um e a escolha da ponteira de

adicdo no gotejamento também influéncia no didmetro.

5.1.2 Microesferas  fluorescentes  de poliestireno pelo meétodo de

emulsificacio/evaporacéao de solvente.

Tendo sido escolhida a melhor condicdo para a obtencdo de microesferas de
poliestireno (Entrada 1 da Tabela 5), a proxima etapa do trabalho foi a incorporacdo dos
fluoroforos (Figura 28) durante a preparagdo das microesferas. Para isso, uma solucdo de
5,0x10™ mol/L dos fluoréforos em cloroférmio foi adicionada na solucéo de poliestireno (PS),

mantendo-se uma razdo de 10™ mol fluoréforo/mol PS.

As esquarainas e cianinas utilizadas neste trabalho como fluor6foros foram escolhidas
por exibirem propriedades de absorcéo e emissdo de fluorescéncia na regido do vermelho e do
infravermelho proximo devido a transi¢des eletronicas do tipo =m-m*, com elevados

coeficientes de extingdo molar (g ~ 10° M™* cm™)™>%,

A figura 37 mostra as micrografias obtidas para as microesferas de PS quando foram
utilizados os fluor6foros 1, 2 e 3. Os diametros médio destas microesferas (obtido pelo
programa Image J) foram de 6,0 um (c =+ 2,8), 9,5 um (c = £ 2,5) e 8,8um (c=%1,5) para
os fluoroforos 1, 2 e 3, respectivamente. Embora a razao molar utilizada entre os fluoréforos e
0 PS tenha sido pequena (10® mol), as imagens de MEV mostraram que a presenca dos

fluordforos afetou o didmetro médio das microesferas, principalmente no caso do fluoréforo
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1. Provavelmente este fato ndo esteja relacionado a estrutura do fluor6foro, mas sim a falta de
controle da vazdo durante a adi¢do entre as fases, ocasionando a diminui¢do do diametro.

TOky X1, 008 \185m )

Figura 37: Estruturas dos fluoréforos e imagens de MEV das microesferas contendo o

fluoroforo 1,2 e 3 respectivamente.
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Na Figura 38 sdo apresentadas as imagens de microscopia confocal das microesferas
obtidas com os fluoréforos 1, 2 e 3 mostrando a emissdo na regido do vermelho. Para o
fluoréforo 2, independente do plano focal, observa-se que a fluorescéncia encontra-se
distribuida por todo o interior das microesferas e em diferentes profundidades (Figura 39). As
microesferas contendo o fluoréforo 1 mostraram um perfil semelhante. Além disso, a anélise
por microscopia confocal das microesferas mostrou que os fluor6foros estéo presentes mesmo
apos sucessivas lavagens das microesferas com etanol. Tanto para a fluor6foro 1 quanto para
o fluoréforo 2, as microesferas apresentaram uma distribuicdo de fluorescéncia homogénea,
sem pontos de aglomeracdo, indicando que as moléculas de fluoréforo tiveram uma boa
compatibilidade com o PS.

. .

Figura 38: Micrografias confocal das microesferas de PS sem fluoréforo (B), e com

os fluoréforos 1, 2 e 3 (aumento de 60 Xx).

NC CN
S | S
g a9
N N
O
... | h

N O

Figura 39: Micrografias confocal das microesferas contendo o fluor6foro 2 em diferentes

planos focais: cortes do topo para baixo.
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As plataformas de sistemas de diagndsticos utilizam-se das propriedades de
fluorescéncia de microesferas em suspensdo aquosa, sendo essas a base do sistema de
deteccdo para uma determinada doenca. Os lasers usados como detectores operam juntamente,
na regido espectral do visivel, mais especificamente na regido do vermelho. Sendo assim, as
propriedades fotofisicas das microesferas de poliestireno coradas com os fluoréforos 1, 2 e 3
foram determinadas em suspensdo aquosa. Para fins de comparagdo, as propriedades
fotofisicas das microesferas foram analisadas frente aos fluor6foros em solventes como etanol

e cloroférmio.

As Figuras 40 a) e b) mostram os espectros das microesferas fluorescentes dispersas
em &gua. As microesferas contendo o fluor6foro 1 apresentaram emissdo de fluorescéncia na
regido do vermelho (660 nm), enquanto que as microesferas contendo o fluoréforo 2
apresentaram fluorescéncia na regido mais aproximada do infravermelho proximo (720 nm),

quando excitadas em seu comprimento de onda maximo de absorgéo.

O fluoréforo 1 ndo teve as suas propriedades fotofisicas modificadas quando
confinado nas microesferas, uma vez que os comprimentos de onda dos maximos de absor¢édo
e emissao de fluorescéncia mantiveram-se praticamente inalterados ao se comparar os valores
em etanol (Aaps= 646 nm e Aq= 664 nm - Figura 33a) e em uma suspensao aquosa contendo as

microesferas dispersas (Aaps= 647 nm e Aq= 660 nm ).
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Figura 40: Espectros de excitacdo (vermelho) e emisséo (preto) de fluorescéncia do a)
fluoréforo 1 em cloroférmio [10°M]*e b) das microesferas em suspensdo aquosa contendo o

fluoroforo 1.

As propriedades fotofisicas do fluor6foro 2 mostraram mudancas mais significativas
guando as moléculas foram confinadas no ambiente das microesferas. Um deslocamento
hipsocrémico foi observado tanto para o comprimento de onda do maximo de absorcédo
quanto para o de emissdo, quando comparados com o fluor6foro em uma solucdo de
cloroférmio (em CHCI3: Aaps= 704 nm e Ag= 724 nm, em SusSpensao aquosa: Asps= 693 nm e

An= 718 nm, Figura 41).
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Figura 41: Espectros de excitacdo (vermelho) e emisséo (preto) de fluorescéncia do a)
fluoréforo 2 em cloroférmio [10°M]*® e b) das microesferas em suspensdo aquosa contendo o

fluoroforo 2.

As propriedades fotofisicas do fluor6foro 3 nas microesferas de PS mostraram que
houve um deslocamento batocrémico, ou seja, um aumento no comprimento de onda do
maximo de absorcdo quanto para o de emissdo, quando comparados com o fluoréforo puro

em uma solucdo de cloroformio (em CHCIs: Ags= 636 NM e Ag= 648 nm, em suspensdo

aguosa: Aaps= 650 nm e Aq= 667 nm, Figura 41, Tabela 6).
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Figura 42: Espectros de excitacdo (vermelho) e emissdo (preto) de fluorescéncia do a)
fluoréforo 3 em cloroférmio [10°M]*® e b) das microesferas em suspensao aquosa contendo o

fluordforo 3.

Embora os dados de microscopia confocal tenham mostrado que os fluoréforos 1-3
emitem no vermelho quando inseridos nas microesferas de PS (Figura 37), os espectros de
absorcdo e emissdo mostram com mais detalhes as diferencas fotofisicas entre essas trés
moléculas (Tabela 6). Entre os trés fluordforos, a Cianina 1 foi a que teve as propriedades
fotofisicas menos alteradas quando incorporada nas microesferas.

Ja os fluordforos, esquarainas 2 e 3 tiveram deslocamentos nos seus espectros
(hipsocrémico e batocrémico, respectivamente) quando se faz uma comparagdo entre 0s seus
espectros puros em cloroférmio e quando incorporadas nas microesferas. Porém, em todos os
casos observou-se que as bandas de absorcdo e de emissdo sofreram um alargamento quando
em suspensdo aquosa comparativamente ao composto dissolvido em cloroférmio (Figuras 39,
40 e 41). Este alargamento das bandas esta associado ao espalhamento de luz proveniente da

suspensdo aquosa, tendo em vista que as microesferas ndo sao sollveis em agua.
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Tabela 6: Dados fotofisicos dos fluor6foros 1-3 dissolvidos em cloroférmio e em suspensao
aquosa contendo as microesferas de poliestireno (Aaps= comprimento de onda de absorcéo e

An= comprimento de onda de emissdo).

Fluoroforo Aaps (NM) Aabs (NM) A (nm) An (M)
CHCI; suspenséo PS CHCl3 suspenséo PS
O 2 2 O 646 647 664 660
))7 HOOC’(J)S Ie
1
Cianina
@[ — _@Q 704 693 724 718
°
Esquarma
o
636 650 648 667
3
Esquaraina

5.1.3 Percentual de incorporacéo dos fluoréforos nas microesferas de poliestireno

No processo de purificacdo das microesferas foi realizado varios procedimentos de
lavagem e posterior centrifugacdo com agua/etanol, com o propoésito de eliminar o excesso de
fluoréforo adsorvido nas microesferas. A lavagem foi interrompida quando a solucdo nédo se
apresentava visualmente corada.

Apos realizar o procedimento de purificagdo das microesferas fluorescentes, a
porcentagem de fluoroforo que permaneceu incorporado nas mesmas foi avaliada através de
leituras das absorbancias em espectrofotobmetro UV-Vis, uma vez que elas seguem a lei de
Lambert-Beer, que relaciona de forma linear a concentracdo da solugdo com a absorbancia.

E a partir de uma curva de calibracéo de absorcdo no UV dos fluoroforo 1, fluoroforo
2 e fluoroforo 3 em cloroférmio (Anexo 1) uma vez que tanto os fluoréforos quanto o PS sao

solliveis neste solvente.
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As microesferas de PS foram dissolvidas em cloroférmio e a absor¢do no UV da
solucgéo foi medida e usada na equacdo de Lei de Lambert-Beer juntamente com o coeficiente
de extincdo molar de cada fluoroforo e os resultados obtidos indicaram um teor de 11 % de
incorporacdo para a fluordforo 1 (cianina), 93 % para o fluoroforo 2 (esquaraina) e 75 %
com o fluoréforo 3 (esquaraina). O baixo grau de incorporacdo do fluordéforo 1 nas
microesferas de poliestireno em relacdo ao fluor6foro 2 pode ser explicada pela presenca do
grupo carboxila na estrutura do fluoroforo 1.

Este grupo torna o fluor6foro mais polar e favorece a interacédo através de ligacdes de
hidrogénio com os grupos hidroxila do PVA que esta presente na solugdo aquosa, assim como
com a agua, durante o procedimento de obtencdo das microesferas.

5.2. POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO

Para os testes de polimerizacdo em miniemulsdo foi escolhido o fluoréforo 3 que
apresentou uma incorporacdo intermediaria em relacdo aos outros nas microesferas obtidas
pelo método de emulsificacdo/evaporacdo de solvente e também pela maior quantidade
disponivel para os testes. Foram preparadas microesferas via polimerizacdo do estireno em
miniemulsdo contendo o fluoréforo 3 (3,6x10° mol/L), que absorve na regido de 639 nm e
emite na regido de 645 nm em solucdo de CHCI;. A polimerizacdo em miniemulsdo foi
realizada conforme descrito em 4.3. Observou-se que durante a polimerizacdo ocorria a
descoloracao da solucdo, conforme mostrada na Figura 43, indicando possivel degradagédo do

fluoréforo.

(0]

1w

Figura 43: Imagem do fluoréforo 3 e da coloracdo da miniemulséo antes e depois da reacéo.
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Como a perda de coloragdo aconteceu depois de 2 h de rea¢do, uma alternativa testada
para evitar a degradacgdo do fluordforo foi a adicdo do iniciador AIBN, somente apos a reacéo
atingir a temperatura de 90°C, ou seja, todo processo de homogeneizacéo foi realizado sem a
adicdo do AIBN. Mesmo empregando esse procedimento, a perda da cor caracteristica do
fluordforo ocorreu cerca de 1h30 min apds a adigéo.

Para confirmar um possivel processo de degradacdo do fluordforo na presenca do
AIBN foi realizada uma reacdo modelo entre AIBN e fluor6foro na razdo molar 1:1 em
tolueno a 90°C. A reacdo foi acompanhada em espectrofotdmetro UV-Vis e observou-se a
perda de coloracdo apds 8h de reacdo (Figura 44). Na Figura 45 séo apresentados 0s espectros
de emissdo e excitacdo do meio reacional ap6s 8h de reacéo.

O teste também foi realizado a temperatura ambiente em uma solucéo de fluoroforo e
de AIBN em CHCI;, e apds 24 h ocorreu também a mudanca de cor, confirmando a

instabilidade do fluor6foro na presenca do iniciador AIBN.

Figura 44: Imagens: (A) AIBN/fluoréforo 3 em 1h e (B) AIBN/fluoréforo 3 em 8 h.

< 1]
°
S g
© -_—
<
£ £
o —
z o
o Pz
xg -1 o
s B
S 8
ni S
L
. T v T v T v T ;
200 300 400 500 600 700

Figura 45: Espectro de excitacdo (preta) e emissdo (vermelho) de fluorescéncia da

reagcdo modelo em Tolueno depois de 8h.
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As propriedades fotofisicas mostraram mudancas significativas quando o fluoréforo 3
foi colocado para reagir com o AIBN na temperatura de 90 °C por 8h. Foram observados
deslocamentos em ambos espectros. O fluoréforo puro em CHCI; apresenta maximos em
Aabs= 639 nm e Ag= 645 nm e ap6s 8h de reacdo com AIBN ocorreu um deslocamento para
menores comprimentos de onda ficando em Aas= 419 nm e Aq=456 nm. Esse deslocamento
configura uma desestabilizacdo do sistema com perda de conjugacao.

Além disso, as bandas de emisséo localizadas em torno de 450 nm e 550 nm (Indol)
podem estar associadas a decomposi¢do do fluoréforo, que mesmo ndo mantendo sua
estrutura conjugada inicial, apresenta como decomposi¢do outros fluor6foros menos
conjugados. Devido a isso foi possivel observar fluorescéncia pela microscopia confocal das
nanoesferas obtidas na polimerizacdo do estireno em miniemulsdo na presenca do fluoroforo
3, como mostra a Figura 51 B.

As imagens de MEV (Figura 46) mostram esferas na escala nanométrica com
distribuicdo homogénea de tamanho e didmetro médio de 148+1,3 nm determinado por

espalhamento de luz dinamico.

Figura 46: (A) Imagem obtidas por MEV (aumento de 500x) e (B) confocal das nanoesferas
fluorescentes (aumento de 30 x) obtidas via polimerizacdo do estireno em miniemulsao

contendo o fluoréforo 3.

Este tamanho de esfera era uma caracteristica esperada com o emprego da
polimerizacdo em miniemulsdo. Entretanto, cabe ressaltar que para aplicacdo em ensaios de
imunodiagnosticos, o didmetro das esferas € muito inferior ao pretendido (5 pum), assim seria
necessaria uma nova etapa de polimerizagdo em emulsdo para o crescimento das esferas até o

tamanho desejavel®.
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A incorporagdo do fluoréforo foi investigada por espectroscopia de UV/Vis. O
espectro de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) das nanoesferas de PS
dissolvidas em cloroférmio (Figura 47) ndo apresentou a banda de absorcao do fluoréforo 3
(Ama= 636 nm)*®, indicando que a quantidade de incorporacdo deste fluoréforo foi muito
baixa, possivelmente por causa de decomposicdo ocorrida na estrutura do fluoroforo. O
resultado obtido foi de apenas 2,8 % de incorporacdo do fluor6foro 3, logo o método de
miniemulsdo e suas condigfes ndo possibilitaram uma incorporagdo eficiente desse
fluoréforo, pois 0 mesmo sofre decomposicao para estruturas menos conjugadas na presenca
do iniciador AIBN.
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Figura 47: Espectro de absorcao na regido do UV-Vis em cloroférmio das nanoesferas de PS
coradas com o fluordforo 3 obtidas pelo método miniemulséo (Ams= 639nm).

A polimerizagdo em miniemulsdo produziu esferas em tamanhos manométricos e
fluorescentes de acordo com a microscopia confocal. No entanto, a incorporagdo do
fluoréforo investigada por espectroscopia de UV/Vis mostrou uma baixa incorporagéo,
possivelmente devido a decomposicéo do fluoréforo frente ao AIBN como foi comprovado no
teste realizado a temperatura ambiente. O uso da técnica de miniemulsdo para a obtencdo de
microesferas para 0 uso como insumo de diagnostico ndo se mostrou tdo eficiente, pois seria
necessario um novo estudo de iniciadores que ndo atacassem a estrutura ressonante do
fluoréforo além de uma nova etapa de polimerizacdo para o crescimento das esferas no

diametro desejado.
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5.3 SINTESE DO POLIESTIRENO FLUORESCENTE VIA ATRP

Devido a parcial incorporacdo do fluoroforo através dos métodos de
emulsificacdo/evaporacdo e a decomposicdo do fluoroforo durante a polimerizacdo radicalar
convencional em miniemulsdo partiu-se para a utlizacio do método de polimerizacdo
radicalar controlada ATRP usando um iniciador contendo o fluoréforo como substituinte
(Figura 48). Este método foi escolhido com o objetivo de sintetizar microesferas de
poliestireno contendo os fluoroforos ligados covalentemente a matriz polimérica. Para isso,
foram utilizadas estruturas de esquarainas modificadas quimicamente para atuarem como
iniciadores no processo de polimerizagdo via ATRP (Figura 47). Todos os iniciadores
fluorescentes apresentaram boa solubilidade no mondmero (estireno), descartando assim

qualquer possibilidade de precipitacdo ao longo da polimerizacao.

0__0 Y
IF_1. Y= C(CHy),, X=0 » .
IF_2. Y= C(CH;),, X= C(CN), IF_1. Y= C(CH3),, X= O
1F_3. Y= S, X= C(CN), IF_2. Y= C(CH;),, X= C(CN),

Br IF_3. Y=, X=C(CN),

Br

Figura 48: Polimerizacdo ATRP do estireno empregando diferentes iniciadores fluorescentes.

Os fluoroforos (grupo das esquarainas) percursores dos iniciadores, sdo pouco
reportados na sintese de polimeros fluorescentes via ATRP. Porém, sdo compostos
importantes em sintese organica devido aos grupos terminais doadores de elétrons, que
apresentam elevado coeficiente de extingdo, intensa fluorescéncia e boa fotocondutividade.

Foram realizadas diferentes sinteses com os iniciadores fluorescentes e as condigdes
de polimerizacao séo resumidas na Tabela 7. As reacdes foram testadas com e sem o solvente
anisol (Entradas 1-3 e 5-10, respectivamente) na temperatura de 90°C e todos os sistemas
foram purgados com argbnio e seguindo a mesma ordem de adicdo dos reagentes (Secdo
4.2.4).
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Tabela 7: Reac6es com iniciadores fluorescentes (IF).

Entrada IF  CuBr/  Anisol Tempo Conv®. PDI® MN®  Mngegrico™
PMDETA (mL) (h) (%) (g/mol) (g/mol)
1 1 1:1 - 48 12 15 27740 12000
> 1 11 i 22 9 1,7 25470 9000
3 1 11 5 96 7 2,2 22077 7300
4 1 10:20 5 48 20 15 63695 20000
5 2 11 5 22 - i - i
6 2 22 5 22 ; i ; i
7 2 1020 5 168 ; i - i
8 2 10:20 2,5 22 - - - -
o 3 11l 3 22 - i - i
10 3 10:20 3 48 - - - -

(a)Determinado por RMN-'H (b) Valores obtidos por GPC. (c) Calculado com base na

conversao.

A polimerizacdo ATRP do estireno foi realizada com os iniciadores IF 1, 2 e 3 na
razdo mondmero:CuBr:Ligante:Iniciador igual a 1000:1:1:1 e na auséncia de solvente (bulk
ou em massa) (entradas 1, 5 e 9). Conforme observado na tabela somente para o iniciador IF 1
ocorreu a polimerizacdo. Para os iniciadores IF 2 e 3, mesmo apds 22 h de reacdo nenhum
polimero foi obtido. De acordo com a literatura é possivel que a polimerizacdo do estireno
ndo tenha ocorrido devido a complexacdo do cobre no nicleo da esquaraina, retirando o
desativador do equilibrio da polimerizacdo ATRP. Para evitar essa complexacgéo foi realizada
a polimerizacdo do estireno na presenca de excesso de cobre e ligante (entradas 6,7,8 e 10).
Entretanto mesmo com o aumento na quantidade do sistema catalitico de 2 para 10
equivalentes a polimerizacdo também n&o ocorreu (entradas 6-8).

Considerando as estruturas dos iniciadores (Figura 30) pode-se supor que, além da
presenca dos anéis heterociclicos nitrogenados, a presenca do grupo vinilideno dinitrila (IF 2)
e enxofre (IF 3) interfiram na complexacdo do metal impedindo a polimerizagdo ATRP. Outra
explicacdo possivel é que estes grupos atuem como inibidores da polimerizacéo.

No caso do iniciador IF 1, devido a auséncia destes grupos, a polimerizagdo ocorreu

(entradas 1 e 2) porém o rendimento da reacdo foi baixo (z10%) e o controle da
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polimerizacdo ATRP nao foi observado, ja que a massa molar foi superior ao valor teérico e a
polidispersidade superior a 1,2. Testou-se entdo a polimerizacdo na presenca do solvente
anisol (entrada 3 — Figura 49) e em diferente propor¢cdo de CuBr/PMDETA (entrada 4). Em
ambos os casos o controle da polimerizagdo ndo foi alcangado. Na entrada 4, a Mnexp
observada foi superior ao valor tedrico (para um rendimento de 20%) e a polidispersidade
mais estreita (1,5).

Figura 49: Polimero (entrada 3) obtidos a partir do IF 1 via ATRP.

Conforme observado no caso da polimerizacdo em miniemulsdo, é importante
salientar que o fluoréforo 3, que possui a mesma estrutura conjugada do iniciador IF 1 sofre
ataque do radical livre gerado pela decomposicédo do iniciador AIBN. Como no caso da ATRP
a concentracdo de radical livre no meio reacional é muito pequena, supbe-se que a
polimerizagdo do estireno ocorra antes do iniciador sofrer a decomposigéo.

Para verificar esta hipétese foi realizada a analise fotofisica, utilizando cerca de 5 mg
do polimero fluorescente (entrada 3) que foi lavado com 3 por¢bes de 20 mL de etanol
comercial para confirmar que ndo ha perda de fluor6foro. A leitura de UV-Vis foi realizada
em cada uma das lavagens e ndo mostrou nenhum sinal referente ao fluoréforo, evidenciando
a ligacdo covalente existente entre o fluor6foro e a cadeia polimérica.

A medida de absor¢do UV do polimero lavado foi analisada em solugdo de CHCI; de
forma a avaliar a fluorescéncia do mesmo. A emissdo na regido do UV-Vis apresentou uma
banda entre 450 a 600 nm, que corresponde ao polimero e uma banda de absor¢édo em 635 nm
(Figura 49), indicando a presenca de um polimero fluorescente. O polimero em solugéo de
CHCI; foi excitado e apresentou comprimento de onda maximo de absor¢do em 635 nm quase

0 mesmo em relacdo ao IF_1 puro e no mesmo solvente que é de Agps= 639 nm.
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Polimero fluorescente (entrada 3 da Tabela 7)
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Figura 50: Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis em CHCI; do polimero obtidos via

polimerizagdo ATRP.

Comparando o comportamento fotofisico do iniciador IF_1 e do polimero obtido a
partir da solucdo em cloroférmio (Tabela 8), observa-se um deslocamento hipsocrémico tanto
para o comprimento de onda do méaximo de absor¢do quanto para o de emissdo, comparados

em um mesmo solvente.

Tabela 8: Propriedades fotofisicas em CHCI;3 do IF_1 e do polimero fluorescente.

Amostra Labs (NM) A (Nm)
IF 1 636 644
Polimero Fluorescente 635 636

Analisando os valores de comprimento de onda do maximo de absor¢édo, nota-se um
pequeno efeito solvatocromico em solvente aprético (3-7 nm) que pode ser explicado ao
efeito da polarizabilidade entre o solvente e a molécula. Ocorreu um deslocamento para
comprimento de onda de menor energia, possivelmente gerado pela desestabilizacdo

eletrostatica da carga positiva do cromoforo em relagdo ao solvente ser aprético de acordo

com a Figura 50.
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Figura 51: Espectros de excitacdo (vermelho) e emissdo (preto) de fluorescéncia: a) IF_1
Puro em CHCI; e b) Polimero em CHCI; (Entrada 3 da Tabela 7).

Usando a tecnica de polimerizacdo ATRP foi possivel sintetizar polimero fluorescente

a partir de um iniciador fluorescente, em um sistema com baixa concentragéo radicalar.

5.4 SINTESE E MODIFICACAO DAS PARTICULAS MAGNETICAS DE FERRO
COM ACIDO OLEICO

A sintese de nanoparticulas magnéticas de ferro (NPM) também é um objetivo deste
trabalho, visando posteriormente a preparacdo de microesferas de poliestireno fluorescentes e
magnéticas. Neste capitulo sera apresentada a sintese de NPM modificadas e a caracterizacéo
das mesmas por espectroscopia no infravermelho, raman difracdo de raios-X, e propriedades

magnéticas.
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5.4.1 Modificacdo de particulas magneticas com acido oléico — NPMm

Utilizando o método descrito na literatura, mas com algumas modificaces durante o
processo, foi investigada a preparacdo de nanoparticulas de éxido de ferro modificadas com
acido oleico. Foram realizadas 3 sinteses de nanoparticulas partindo do método de
coprecipitacdo (ver procedimento experimental). As amostras foram identificadas como:
NPMm-1, NPMm-2 e NPMm-3 e NPM (nanoparticulas magnéticas sem adicdo de &cido
oleico). Para todos experimentos foi mantida a proporcéo de Fe*?/Fe* constante e a mesma
velocidade de agitacdo. Apos a producdo das nanoparticulas foi adicionado acido oleico e o
pH final ajustado em torno de 7. Foi possivel observar uma resposta magnética da suspenséo e
do p6 das NPM e NPMm1-3 com uma simples aproximacdo de um campo magnético, como

ilustrado na Figura 52.

Figura 52: NPM1(A) e a resposta magnética (B) em tolueno com campo externo.

As nanoparticulas foram caracterizadas por DRX, Microscopia Eletrbnica de
Varredura (MEV), Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) e infravermelho por
transformada de Fourier (1V).

A espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FTIR) fornece informagdes
importantes sobre a composi¢do das fases de dxidos metélicos nas nanoparticulas e também
com relagdo a interagdo da molécula de &cido oleico na superficie das particulas de oxido de
ferro.

Na Figura 53 sdao mostrados os espectros das NPM e NPMm3 (com &cido oleico). As
bandas de absorcdo caracteristicas da vibracdo do grupo -CH, da cadeia alquilica do &cido
oleico aparecem em 2920 cm™, 2850 cm™ e 1435 cm™ e sdo claramente observadas no

espectro das nanoparticulas magnéticas modificadas com acido oleico - NPMm3 e, conforme
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esperado, ndo aparecem no espectro das NPM. A presenca das bandas em 1520 e 1425 cm™
sdo atribuidas aos modos de vibracdo do grupo carboxilico e mostram que o acido oleico esta
interagindo com o 6xido de ferro atraves de seus anions, possivelmente por adsor¢do quimica
do surfactante com a superficie do éxido de ferro.

Devido ao método de coprecipitacdo ser realizado em meio aquoso, a superficie das
nanoparticulas magnéticas ndo modificadas é revestida por grupos hidroxilas e as bandas

caracteristicas dos grupos hidroxila—OH s&o observadas em aproximadamente em 1460 cm™ e

3400 cm™,

NPMm3

NPM

% Transmitancia

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm'l)

Figura 53: Espectro de FTIR NPM de (A) nanoparticulas magnéticas e (B) NPMm3

nanoparticulas magnéticas modificadas com &cido oleico.

Na Figura 54 sdo apresentados os espectros de FTIR da regido de 900-500 cm™ das
nanoparticulas magnéticas. A banda em aproximadamente 585 cm™ corresponde & vibragdo
da ligacdo Fe-O, confirmando a presencga de dxido de ferro nas amostras, que pode ser tanto
magnetita, magnemita ou de outras espécies de 6xido de ferro. De acordo com a literatura™ a
magnetita apresenta bandas na regifo de 600 a 550 cm™. Para caracterizagdo destas fases foi

realizada a difracéo de raios-X das amostras (Figura 55).
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Figura 54: Espectros de FTIR da regi&o de 900-500 cm™ das nanoparticulas magnéticas.
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Figura 55: Padrdo de DRX das nanoparticulas magnéticas.
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A amostra designada como NPM € o produto preparado nas mesmas condi¢fes que a
NPMm3 sem qualquer adicdo de surfactante organico e considerado como referéncia. Na
Figura 54 os padrdes de DRX (JPDS-19-629)*** mostram a presenca da magnetita em todas as
amostras com picos observados em 20 = 25, 30.2, 35.5, 435, 53.6, 57.3 e 62.7°,
correspondendo as fases em (111), (220), (311), (400), (422), (440) e (511). Além da
magnetita, observa-se também a fase magnemita.

De acordo com os padrdes (JPDS 39-1346)"°, as amostras NPMm3 e NPMm2
produziram em maior porcentagem a fase de magnetita com alto grau de cristalinidade. Ja a
amostra NPMm1 apresenta as fases de magnetita, magnemita e hematita. Usando um calculo
semi-quantitativo de Relacdo Intensidade de Referéncia (RIRs)®® pode-se estabelecer os
percentuais de cada uma das fases existentes.

Para determinar o diametro médio das nanoparticulas de ferro modificadas (Tabela 9)
foi calculado através do pico mais intenso presente nos difratogramas, de acordo com a

equacao de Debye-Scherrer:
D= kA/Bcosd (Equagéo 4)

Onde Dy € 0 tamanho médio das nanoparticulas, S expressa a largura a meia altura da
linha de difracdo (FWHM) do pico (311), k € a constante de Boltzmann (0,89), A é o

comprimento de onda do Cuy, (A=0,15406 nm), 6 é angulo de difracdo em 26.

Tabela 9. Diametro de particula a partir da equacao de Debye-Scherrer.

Amostra Diametro (nm)
NPMm 16,3
NPMm1 35
NPMm2 21
NPMm3 26,2

A proporc¢éo de cada fase foi calculada usando uma metodologia semi-quantitativo de
Relagdo Intensidade de Referéncia (RIRs)® pode-se estabelecer os percentuais de cada uma

das fases existentes (Tabela 10).
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Tabela 10. Percentual das fases em cada amostra.
Amostra Magnetita (%) Magnemita (%) Hematita (%)

NPM 85 8 6
NPMm-1 59 13 27
NPMm-2 72 18 8
NPMm-3 73 21 5

Com base em dados de XRD, foi possivel determinar a composicao das nanoparticulas
magnéticas modificadas nas diferentes sinteses. A diferenca no percentual das fases pode estar
relacionada a uma combinacgéo de fatores tais como: o tipo de base usada (NaOH ou NH,OH),
atmosfera inerte ou ao ar, temperatura e o valor de pH das reacdes.

No entanto, uma quantidade muito grande de hematita foi obtida na amostra NPMm-1
no qual durante a sintese ndo foi usado o HCI. O uso do HCI em solucéo de cloreto de ferro é
para evitar um valor muito alto de pH (superior a 11), logo apés a adicdo da base. De

acordo™®®

, com a literatura a fase magnemita é formada em pH entre 9,7 -10,6, enquanto a
magnetita em pH superior a 11.

A diferenca nas composicdes entre as amostras de NPM e NPMm-3, preparadas
utilizando o mesmo procedimento foi devido, principalmente a presenca de acido oleico, que
diminui o pH promovendo a formagéo da fase magnemita.

As imagens obtidas por MEV (Figura 55) mostram a morfologia superficial das
NMPs, onde se observa aglomerados de particulas, lembrando a forma esférica. Os
aglomerados podem ser formados durante o processo de secagem a temperatura média de
100°C. O fenbmeno de agregacdo entre as nanoparticulas €, entdo, atribuido ao crescimento
por coalescéncia dos nucleos, resultando em particulas que tendem a se agregar, na diregdo de
um estado de menor energia livre, pela reducdo de interfaces com o meio.

A amostra NPMm-3 apresentou a melhor morfologia entre as sinteses, mostrando a

presenca de particulas de éxido de ferro com textura mais regular e homogénea.

—t
— ~ e

Figura 56: Imagens de microscopia eletronica de varredura: A) NPMm1, B) NPMm2 e C)
NPMma3.
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Na Figura 57 (A) observa-se a amostra NPMm3 e ao redor da particula (coroa) a
presenca de material organico, proveniente do &cido oleico — surfactante. Os padrdes de
difracdo, spots referentes a estrutura cristalina ordenada (nucleo), sdo mostrados na Figura 62
(B).

(A) (B)

Figura 57: Imagem de TEM das nanoparticulas de ferro NPMm3 (A). Padrao de

Difracdo de elétrons da nanoparticula NPMm3 (B).

A avaliacdo termogravimétrica da estabilidade das NPMs pode ser observada na
Figura 58. A amostra NPM, nanoparticulas de Fe;O, sem modificagdo, apresentou uma perda
de massa de aproximadamente 6,8% atribuida provavelmente a evaporacdo de agua e etanol
utilizados na preparacdo da mesma. O &cido oleico puro apresentou uma grande perda de
massa na temperatura de 171 °C.

As amostras NPMm modificadas com acido oleico apresentaram trés processos de
perda de massa: uma pequena perda de massa até 200 °C, provavelmente devido a compostos
volateis (solventes e agua) e duas entre 200 e 455 °C correspondendo a dessor¢do de acido

|.157 a

oleico da superficie das nanoparticulas magnéticas (Tabela 11). De acordo com Yan et. a
primeira perda (260 °C) esta associada a adsorcdo fisica e a segunda (455°C) a adsorcdo

quimica.
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Figura 58: Termogramas AO e as NPM, NPMm1, NPMm2 e NPMm3.

As amostras NPMm1, NPMm2 e NPMm3 apresentaram na segunda perda de massa
respectivamente, 17,5%, 9,3% e 5,5%, aproximadamente, correspondendo a dessorcao fisica
do &cido oleico. A segunda perda associada a adsorcdo quimica foi de 76%, 61% e 7%,
respectivamente. A Tabela 11 apresenta as temperaturas maximas que correspondem a
decomposicdo do material organico e o residuo material inorganico que nao se decompdem

termicamente.

Tabela 11. Tabela dos dados de temperaturas iniciais e residuos de TGA

Amostra Tvaxt Tvax2 Residuo %
AO 171 - 0,3
NPM 217 332 93,19
NPMm1 298 452 34,00
NPMm?2 305 444 20,53
NPMm3 255 363 85,31

A massa residual é maior para amostra de menor didmetro de particula [NPMm-3]
(85,3%), ou seja, a menor modificacdo com acido oleico (aproximadamente 15%). Isso pode
ser explicado pela razdo area/volume da amostra. A NPMm-3 foi a Unica metodologia que
utilizou atmosfera inerte durante todo o processo de sintese, 0 que contribui para a formacéo

de nanoparticulas de didmetro menor. As amostras NPMm-1 e NPMm-2 apresentaram alto
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teor de acido oleico, provavelmente devido ao método de preparacdo, o qual contribuiu para a
formacéo de aglomerados.

198 550 0s trés modos

Os modos Raman mais encontrados na literatura para a magnetita
vibracionais que aparecem em torno de 670, 544 e 300 cm™. Como discutido na se¢do 3.7 a
magnetita pode sofrer um processo de oxida¢cdo mudando para a fase magnemita e hematita,
mais estavel, causando modificagdes no espectro, pois as fases apresentam estruturas
cristalinas diferentes.

As nanoparticulas modificadas apresentaram (Figura 58 e 59) uma banda fraca de
acido oleico devido aos modos de assimétria (vo CH3) 2959 cm™ e simetria (vas CH3) 2959
cm™. Também, foram observadas bandas dos grupos metilo e metileno. Bandas menores em
2936 cm™ (v CH), 2848 cm™ (vs CH,), 1176 cm™ (v CC), 1066 cm™ (v CC) e em 1308 cm™

devido aos alcanos da cadeia.

Intensidade (a.u)

NPMm-2

—— 1 T " T * T * T *~ T "~ T "~ T " 1
210 280 350 420 490 560 630 700 770 840

Namero de onda/ cm™

Figura 59: Espectros de Raman obtidos das nanoparticulas na faixa de 200 a 850 cm’
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Figura 60: Espectros de Raman obtidos das nanoparticulas na faixa de 1000 a 2000

cm™.

O comportamento magnético das nanoparticulas magnéticas também foi avaliado
pelas curvas de histerese magnética. O comportamento magnético é sensivel as variacdes do
tamanho da particula, devido aos efeitos de superficie gerados pela quebra de simetria da rede
cristalina. As particulas com tamanhos nanométricos nem sempre possuem monodominios
magnéticos e, sim, multidominios de menor dimensdo, ou seja, um numero grande de
momentos magnéticos encontra-se na superficie da particula.

A Figura 60 apresenta as curvas de magnetizacdo versus campo magnético na
temperatura ambiente das amostras no estado sélido com a aplicacdo de um campo magnético
de — 20 a + 20 KOe. As curvas de magnetizacdo apresentam valores de magnetizacdo em
unidades de emu (electromagnetic units) por unidade de massa das nanoparticulas NPM
(emu.g™). A magnetizacao de saturagdo mostrou valores em torno de 50 emu/g, sabendo que a

magnetizacdo de saturacdo da magnetita é de 92 emu/g™®

todas apresentaram um valor
inferior de acordo com a Tabela, além de uma diminuicdo da magnetizacdo a medida que

diminui o tamanho das particulas (ver Tabela 12).
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Figura 61: Curva de magnetizacdo para as amostras de NPMm. Em destaque, ampliacéo da

regido central da curva.

Tabela 12: Valores de magnetizacao de saturacdo (Ms), magnetizacdo de remanéncia (Mr) e

campo coersivo (Hc) das amostras:

Amostra  Tamanho Massa M, M Hc
(nm) (9) (emu/g)  (emu/g) (Ce)

NPM 16,3 0,017 0,28 52,7 8,5

NPM1 35 0,018 0,24 55,5 6,9
NPM2 21 0,010 0,43 50,5 8,1
NPM3 26,2 0,019 0,24 55,3 6,3

A presenca de coercividade e de uma baixa magnetizagdo remanescente (Mr) indicam
um comportamento superparamagnético para as nanoparticulas. A magnetizacao de saturacao
e a remanescente na amostra NPMm2 foi de 50,5 e 0,43 emu/g diferente das demais amostras
em que a magnetizagdo remanescente foi menor em torno de 0,24 emu/g e a saturagdo foi
maior.

Estas diferencas estdo relacionadas com a funcionalizagdo quimica das nanoparticulas

com moléculas organicas sobre a superficie. Ja existem estudos sobre como 0S grupos
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organicos e o meio onde as nanoparticulas se encontram alteram seu comportamento

magnético’>?

. O grupo carboxilado diminui a magnetizacdo de saturagdo da particula. Outros
autores relatam desordem dos spins superficiais (spin canting) em déxidos de ferro, na qual os
spins estdo aleatoriamente orientados ou ainda a presenca de uma camada bem fina (~1nm)
magneticamente inativa.

De acordo, com a magnetizacdo de saturacdo a tendéncia € NPMm1> NPMm3 ~ NPM
> NPMm2 que corrabola com o tamanho determinado pela técnica de DRX. Podemos
observar de modo geral, que as amostras ndo apresentam ciclo de histerese, indicando que as
mesmas possuem um comportamento superparamagnético (isso significa que sdo atraidas
fortemente por um campo magnético, mas assim que esse campo € removido, sua
magnetizacdo é reduzida a zero).

As nanoparticulas sintetizadas NPM3 (método 3 secdo 4.2.5) foram incorporadas as

microesferas de poliestireno por métodos e sdo apresentados nas proximas secoes.

5.5 PREPARACAO DE MICROESFERAS DE POLIESTIRENO MAGNETIZADAS
ATRAVES DA POLIMERIZACAO EM EMULSAO.

5.5.1 Emulsdes do tipo Agua/Oleo

A polimerizacdo em emulsdo A/O do estireno foi realizada empregando diferentes
surfactantes em uma fase aquosa contendo as nanoparticulas magnéticas ndo modificadas com
acido oleico. Para estabilizar a suspensdo das NPM foi adicionado acido acrilico (AA), que
além de apresentar um grupo carboxilico para interagir com a superficie da NPM, possui um
grupo acrilato, capaz de copolimerizar com estireno. Apds a formacdo da emulsdo a mesma
foi transferida para um baldo de vidro juntamente com o iniciador AIBN e permaneceu por 2
h a uma temperatura de 70 °C.

Na tabela 13 s&o apresentadas as diferentes formulagbes usando o mesmo surfactante,
solvente e quantidade de estireno. O surfactante usado foi 0 PGPR n&o i6nico. As variacoes

ficaram na quantidade de nanoparticulas adicionadas e 0 meio de agitacao.
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Tabela 13: Formulagdes das emuls6es do tipo A/O.

Entrada NanoFe H,O St(g) Surfactante Cicloexano Agitacdo

(mg)*  (mL) (9) (mg)
AO3 50 1 3 PGPR: 0,71 9 Ultrassom
AO4 50 1 3 PGPR: 0,71 9 Turrax
AO5 50 1 3 PGPR: 0,71 9 Turrax
AO8 50 1 3 PGPR: 0,71 9 Turrax
AQO9 20 1 3 PGPR: 0,71 9 Ultrassom
AO010 20 1 3 PGPR: 0,71 9 Ultrassom
AO11 20 1 3 PGPR: 0,71 9 Ultrassom

*Nanoparticulas de ferro ndo modificadas.
** Agitacdo: meio de homogeneizagéo.

Durante o processo ocorreu a formacdo de emulsdo, porém ndo houve estabilizacao,
ocorrendo a separacao das fases quase que imediatamente apds a agitacao.

Apesar das diversas tentativas usando diferentes quantidades de nanoparticulas, 0s
sistemas apresentaram separacdo de fase no momento da emulsdo e ao término das reacdes.
Isso pode ser explicado pelo fato do AIBN ndo ser o melhor iniciador para esse tipo de
emulsdo, pois este é sollvel na fase organica (fora das micelas). A polimerizacdo que ocorre
primeiro deve ser a do estireno e as cadeias de poliestireno deveriam migrar para as micelas
favorecendo a copolimerizacdo do &cido acrilico na interface. Entretanto esse fato ndo foi
observado.

Outra possibilidade seria usar um iniciador soltvel na fase aquosa, de modo que
primeiro ocorra a polimerizacdo do acido acrilico, migrando para a micela e polimerizando o

estireno.

5.5.2 Emulsdes do tipo Oleo/Agua

Como as emulsGes O/A ndo apresentaram boa estabilidade usando as nanoparticulas
de ferro ndo modificadas, alternativa foi a polimerizagdo em emulséo O/A (6leo em agua).

Incialmente as nanoparticulas magnéticas modificadas com acido oleico foram
dispersas na fase aquosa utilizando ultrassom e em seguida foi adicionado estireno
(mondmero) e hexadecano (HD) (coestabilizador) e o sistema foi mantido em agitagdo
magnética durante 1 h para a preparacdo de uma pré-emulsdo. Foram testadas emulsfes em

branco sem a adi¢do das nanoparticulas e com a adicdo, visando uma comparacao entre elas
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(Tabela 14).

Apo6s foi adicionado o AIBN, &gua (MilliQ), SDS e acido acrilico que foram

homogeneizados em ultrassom com uma amplitude de 50 %, em 2 min, pulso de 5s e 5s de

pausa. Para a homogeneizacédo realizada em Turrax (homogeneizador de alta velocidade) foi

usada uma rotacdo de 800 rpm durante 5 min. A emulsdo foi polimerizada com agitacdo

mecanica durante 18 h a 70 °C.

Tabela 14: Formulactes das emulsdes do tipo O/A.

Nano Fe* St HD AIBN H,O SDS AA Agitacao**
Entrada  (mg) (9 (mg) (my) (mL) (mg) (9)

1 10 15 - 50 15 45 0,15 Ultrassom
1B - 1,5 - 50 15 45 0,15 Ultrassom
2 10 15 68 27 15 45 0, 15 Ultrassom
2B - 15 68 27 15 45 0, 15 Ultrassom
3 10 15 68 27 15 45 0,15 Turrax
3B - 1,5 68 27 15 - 0,15 Turrax

*Nanoparticulas de ferro modificadas com &cido oleico.
** Agitacdo: meio de homogeneizacéo.

Foi possivel a obtencdo das esferas (nano) a partir de uma emulsdo agua em oOleo

(O/A), usando as proporcOes da Tabela 14. A amostra 1 e 1B ndo foram realizadas na

presenca do hexadecano e ndo ficaram tdo estaveis quanto as outras amostras. As emulsdes do

tipo O/A realizadas na presenca do hexadecano e com as nanoparticulas de ferro modificadas

apresentaram maior estabilidade, tanto na formacdo da emulsdo quanto ap6s a polimerizacéo,

como mostra a Figura 62.

Figura 62: Fotografias: (A) - emulsdo A/O e (B) - emulsao O/A.
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A morfologia esférica das amostras foi confirmada pelas imagens obtidas pela técnica
de microscopia eletronica de varredura — MEV (Figura 62 e 64) na amostra 2 enquanto que na
amostra 3 a morfologia esférica aparece com uma maior heterogeneidade de tamanho no
contorno da esfera. A presenca do ferro foi confirmada por Espectroscopia por Dispersdo de
Energia — EDS (figura 63 e 65).

Figura 63: Micrografias da amostra 2.
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Figura 64: Espectro de EDS da superficie 2.
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Figura 65: Micrografias da amostra 3.
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Figura 66: Espectro de EDS da superficie da 3.

No EDS, a presenca de ferro (Fe) nos picos 6,4 keV (Fe-K-alfa) e em 0,7 (Fe-L-Alfa)
é confirmada, no entanto o ouro (Au) é devido ao recobrimento da amostra realizado antes da
analise e o aluminio (Al) devido ao porta amostra (stub). Com rela¢do ao Na (s6dio) em 1,04
keV pode ser devido ao uso do surfactante SDSP.

Como os sistemas permaneceram estaveis mesmo ap6s a polimerizacdo e foi possivel
realizar a determinacdo do didametro médio por espalhamento de luz das esferas formadas,
como mostra a Tabela 15.

Tabela 15: Diametro médio das microesferas obtidas por espalhamento de luz.

Amostra Diametro médio
Mini 2B 86,7 nm
Mini 2 11247 nm
Mini 3B 128,7 nm
Mini 3 788,3 nm

Os resultados mostram que o diametro médio das esferas 2B e a 3B sd0 menores, pois
sdo amostras que ndo contém as nanoparticulas de ferro. Ja as amostras 2 e 3 que foram
preparadas com as nanoparticulas de ferro modificadas, o didmetro médio foi maior. Na
Figura 66 sdo apresentadas as curvas de histerese das amostras Mini 2 e 3 no estado sélido e

a temperatura ambiente.
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Figura 67: Curvas de Histerese das amostras 2 e 3.

Em ambas as amostras ndo foram observadas ciclo de histerese, indicando que as
mesmas possuem um comportamento superparamagnético. De acordo com a magnetizagdo de
saturacdo a amostra 3 pode apresentar uma anisotropia cristalina maior que a amostra 3.

A técnica de emulsificacdo A/O ndo promoveu a obtencdo das esferas magnéticas de
poliestireno partindo de particulas de ferro sem funcionalizacdo. Ja a emulsificacdo O/A na
presenca de um coestabilizador, como o hexadecano e na presenca de particulas magnéticas
modificadas com acido oleico mantiveram a emulsdo mais estavel e a producdo de

nanoesferas com comportamento superparamagnético.

5.6 OBTENCAO DE NANOESFERAS MAGNETICAS E FLUORESCENTES DE
POLIESTIRENO POR POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO.

A polimerizacdo em miniemulsdo foi realizada para obter nanoesferas magnéticas de
poliestireno (NM) e nanoesferas fluorescentes e magnéticas de poliestireno (NFM). Durante
a polimerizacgéo-foi observada uma mudanca de cor de azul para branco leitoso na presenca do
fluoréforo 3. A Figura 67 mostra as fotos em que podemos observar a mudanca da coloracédo
do meio reacional ap0s transcorridas 2 horas de reacdo. Uma hipdtese que pode justificar a

perda da coloracdo original do fluoréforo 3 é que o radical livre gerado pela decomposicao do
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iniciador AIBN tenha reagido com o fluoréforo decompondo a sua estrutura conjugada, a qual

é responsavel pela coloracdo da molécula.

Figura 68: Estrutura quimica do fluoréforo 3 e as fotos do frasco reacional mostrando a perda

da coloracgdo ap6s duas horas de reacédo.

Como a perda de coloracdo aconteceu depois de 2 h de reacdao, uma alternativa testada
para evitar a degradacéo do fluoréforo foi adicionar o AIBN, somente apds a reacdo atingir a
temperatura de 90°C, ou seja, todo o processo de homogeneizacéo foi realizado sem a adicédo
do AIBN. Porém, mesmo assim a perda da cor caracteristica do fluoréforo ocorreu.

Para confirmar se houve ou ndo modificagdo estrutural do fluoréforo 3 devido ao
iniciador radicalar usado na reacdo de miniemulséo, foi realizada uma reagéo entre o AIBN e
fluor6foro 3 em tolueno em temperatura ambiente num tempo de 8 h e foram tiradas fotos da
solucdo apds 1 hora e 5 horas de reacdo (Figura 69 A e B). A perda da coloragdo foi
investigada por espectroscopia de UV-vis e de fluorescéncia (Figura 69 A e B). Foi observado
que houve o desaparecimento das bandas de absor¢do (639 nm) e de fluorescéncia (645 nm)
do fluoréforo 3 e o aparecimento de novas bandas com absorcdo em 420 nm e emissdo em
456 nm. O grande deslocamento hipsocrdmico observado em ambos o0s espectros (~ 200 nm)
mostra que a estrutura eletrénica do fluor6foro 3 ndo foi mantida, o que é um forte indicativo
de que o AIBN provocou a decomposic¢do da molécula. Para saber a estrutura desta(s) nova(s)
molécula(s) seria necessario realizar a reacdo em maior escala, o torna-se inviavel devido a

pequena quantidade de composto disponivel.
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Figura 69: Imagens: (A) AIBN/fluor6foro 3 em 1h e (B) AIBN/fluoréforo 3 em 5h.
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Figura 70: Espectros de absor¢do no ultravioleta-visivel (A) e de emissédo de fluorescéncia

(B) do fluoréforo 3 em cloroférmio (—) e ap6s 5 horas de reagdo com AIBN em tolueno (m).

O espectro de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel das NFM dissolvidas em
cloroférmio (Figura 70) ndo apresentou a banda de absorcdo correspondente ao fluoréforo 3
em Amax= 639 nm. O espectro de absorcdo das nanoparticulas modificadas com &cido oleico
(NPM) em cloroférmio apresenta uma banda alargada entre 400 a 550 nm*®3.

A Figura 71 mostra o espectro de emissdao das NFM contendo o fluoroféro 3 no estado
solido. Em solucdo nédo foi possivel observar banda caracteristica do fluoroféro. Em solucéo
de cloroférmio o comprimento de onda maximo foi de 639 nm e no estado sélido deslocou

para 649 nm, ou seja, um efeito batocrémico.
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Figura 71: Espectro de emisséo de fluorescéncia em estado sélido da NFM.

A microscopia das NFM (Figura 72 A) mostra a presenca de esferas de didmetro 138 +
1,2 nm sobre uma superficie de polimero. A microscopia confocal (Figura 71 B) foi realizada
para avaliar a presenga do fluor6foro no interior das nanoesferas magnéticas e a fluorescéncia
foi pouco intensa, indicando baixa incorporacdo de fluoréforo através método de
polimerizacdo em miniemulsdo como ja verificado anteriormente (secdo 5.1.2.3). Além disso,

observa-se uma distribuicdo de fluorescéncia que ndo € semelhante a uma forma esférica.

18k0 X3, 500 Saaen

Figura 72: Imagem de MEV (A) e Confocal (B) das NFM.

O comportamento magnetico das NM e NFM foi avaliado pelas curvas de histerese

(Figura 73). Para esta analise as amostras foram previamente secas em estufa por 2 h a 40 °C.
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Figura 73: Curva de Magnetizagédo para as amostras NM e NFM a partir da

polimerizacdo em miniemulséo.

As curvas de histerese das nanoesferas apresentaram uma pequena diferenca na
magnetizacdo de saturacdo, Ms=0,18 emu/g para as nanoesferas magnéticas de poliestireno e
Ms=0,14 emu/g para as nanoesferas fluorescentes e magnéticas de poliestireno. O material
magnético sendo o mesmo, quanto maior for a quantidade de ferro incorporado na natriz
polimérica, maior serd& a sua magnetizacdo de saturacdo. O comportamento €

superparamagnético em ambas as curvas, pois nao apresentam ciclo de histerese.

57 OBTENCAO DE MICROESFERAS MAGNETICAS E FLUORESCENTES DE
POLIESTIRENO PELO METODO DE EMULSIFICACAO/EVAPORACAO DO
SOLVENTE (EEV):

Foram preparadas microesferas magnéticas sem fluor6foro (MM) para avaliacdo do
comportamento magnético e microesferas fluorescentes magnéticas contendo 3 mg (4,83x10
mol) do fluoréforo 3 conforme método de emulsificacdo/evaporacdo de solvente (EEV)

descrito na secdo 4.2.6 As microesferas contendo fluor6foro (MFM) apresentaram uma

98



coloracdo azul caracteristica e as microesferas magnéticas (MM) coloragdo marrom,

caracteristica das nanoparticulas magnéticas (MM), como se pode observar na Figura 74.

Figura 74: Imagem das MM e MFM e do fluoréforo 3.

A Figura 75 apresenta os espectros de excitacdo e emissdo de fluorescéncia das
microesferas fluorescentes e magnéticas de poliestireno (MFM) dissolvidas em CHCl3, e do
fluoréforo 3 em solugdo CHClI; de acordo com a literatura®®.

As propriedades fotofisicas das MFM ndo mostraram mudancas significativas com
relacdo ao fluoréforo 3 em cloroférmio, ocorrendo um pequeno deslocamento de 3 nm tanto
no espectro de absor¢cdo quanto no de emissdo. Comparativamente ao método de
polimerizacdo do estireno em miniemulsdo, pode-se dizer que o método de EEV é mais
adequado para o preparo de microesferas magnéticas e fluorescentes, uma vez que a

integridade da molécula foi mantida.
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Figura 75: Espectros de excitacdo (vermelho) e emissdo (preto) de fluorescéncia: a)
fluoréforo 3 em CHCl; e b) das MFM em CHCl; [4x10™° M].

Apbs a purificacdo das microesferas fluorescentes e magnéticas, a porcentagem de
fluoréforo 3 incorporado nas mesmas foi avaliada através de espectroscopia de UV em
cloroférmio (Figura 76). O total adicionado foi 3 mg (4,83x10°mol) do fluoréforo 3 e de
acordo com a absorbancia medida o teor incorporagéo e usando a equacgdo de Lambert-Beer
foi 55 %.
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Figura 76: Espectro de absorg¢ao na regido do UV-Vis em CHCI; das MFM com o
fluorérofo 3 e das MM em CHCls.
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Figura 77: Espectro de emissao de fluorescéncia em estado solido da MFM.

Na Figura 79 é apresentada a imagemde MEV das MFM, observa-se uma forma

esférica com distribuicdo relativamente homogénea e didmetro médio de 8,0+2,1um
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Figura 78: Imagem de MEV das MFM.

Na Figura 79 sdo mostradas as imagens de microscopia confocal das microesferas
fluorescentes e magnéticas com o fluoréforo 3. Independente do plano focal, a fluorescéncia

encontra-se distribuida por todo interior e & possivel observar a presenca do material
magnético sem aglomeracao.

Figura 79: Micrografias confocal das MFM contendo o fluoroforo 3 em diferentes planos

focais.

O comportamento magnético das microesferas magneticas de poliestireno (MM) e das
microesferas fluorescentes magnéticas de poliestireno (MFM) foram investigados a partir das
curvas de histerese (Figura 79). Para as microesferas magnéticas de poliestireno (MM)

obteve-se uma magnetizacdo de saturacdo Ms=0,6 emu/g e para as microesferas fluorescentes
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e magnéticas de poliestireno (MFM) de

Ms=0,19 emu/g. A literatura mostra que para um

mesmo material magnético, quanto maior for a quantidade de ferro incorporado na matriz

polimérica, maior sera a sua magnetizacao de saturacéo.

Outro fator importante € o efeito estérico que a molécula do fluor6foro pode causar,

complexando com o Fe e com 0s oxigén

ios. Além disso, podemos observar que ambas as

curvas néo apresentam ciclo de histerese, logo, um comportamento superparamagnético.
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Figura 80: Curva de Magnetizacdo para as amostras MM e MFM a partir do método de

emulsificagdo/evaporacao do solvente

O método de emulsificacdo/evaporacdo do solvente foi eficiente na obtencdo de

microesferas magnéticas com comportamento superparamagneético, sem aglomeracao entre o

material magnético e fluorescente. A incorporacdo do fluoréforo ficou em torno de 55 %,

considerado um rendimento ainda baixo

solido nos testes de diagnadstico.

para a utilizacdo das microesferas como suporte
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6. CONCLUSOES

O método de emulsificacdo/evaporacgdo de solvente foi a técnica mais promissora para
a producdo de microesferas de poliestireno de tamanho entre 5 a 10 um. O uso de diferentes
agentes coagulantes (PVA, SDS e PVP) ndo apresentou significativa mudanca no diametro,
porém a variacdo na velocidade de homogeneizacdo promoveu diferentes diametros com uma
distribuicdo homogénea. A condicdo adotada para a preparagdo das microesferas foi a que
manteve o tamanho préximo de 5 um.

A variabilidade do tamanho das esferas foi estudada na etapa de adigdo da fase
organica a fase dispersa, primeiro variando a taxa de adigdo com um dosador numa razéo
menor (taxa 5 mL.min™) proporcionou uma distribuicdo de tamanho mais homogéneo, porém
um aumento no tamanho médio. O gotejamento externo a solucdo foi 0 que mostrou uma
maior distribuicdo mais estreita de tamanho.

A obtencdo de microesferas fluorescente foi possivel pelo método de
emulsificacdo/evaporacdo de solvente utilizando os fluordforos 1, 2 e 3, fluorescéncia
comprovada com imagens da microscopia confocal, independente do plano focal. A
distribuicdo homogénea no interior das microesferas, sem pontos de aglomeragédo indicou que
as moléculas de fluoréforos tiveram uma boa compatibilidade com o PS.

Entre os trés fluoroforos, o 1 (cianina) foi a que teve as propriedades fotofisicas menos
alteradas quando incorporada nas microesferas. Ja os fluoréforos 2 e 3 (esquarainas) tiveram
deslocamentos nos seus espectros (hipsocromico e batocrémico, respectivamente) quando se
faz uma comparacdo entre 0s seus espectros puros em cloroférmio e quando incorporadas nas
microesferas. Porém, em todos 0s casos observou-se que as bandas de absorcéo e de emisséo
sofreram um alargamento guando em suspensdo agquosa comparativamente ao composto
dissolvido em cloroformio, possivelmente associado ao espalhamento de luz proveniente da
suspensdo aquosa, tendo em vista que as microesferas ndo sao sollveis em agua.

A incorporacgdo dos fluoroforos pelo método de emulsificacdo/evaporacdo de solvente
nas microesferas de PS indicaram um teor de 11 % de incorporacdo para a fluordforo 1

(cianina), 93 % para o fluordforo 2 (esquaraina) e 75 % com o fluoréforo 3 (esquaraina).
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Polimeros fluorescentes foram obtidos via polimerizacdo ATRP e mostraram em
solugdo de CHCI3 um comprimento de onda méaximo de absor¢do em 635 nm quase 0 mesmo
em relacdo ao IF_1 puro e no mesmo solvente que é de Aqs= 636 Nm. A sintese s6 é possivel
com esses iniciadores fluorescentes em baixas concentracdes radicalares.

A polimerizagdo em miniemulsdo e suas condi¢gbes ndo possibilitaram uma
incorporacgdo eficiente do fluoréforo 3, pois 0 mesmo sofreu decomposicdo para estruturas
menos conjugadas na presenca do iniciador AIBN. As propriedades fotofisicas mostraram
também mudancas significativas, como um deslocamento para menores comprimentos com
relacdo ao fluordéforo puro em CHCIl;. Com essa perda da conjugacdo o resultado da
incorporacéo foi de apenas 2,8 % do fluordforo 3.

As diferentes rotas para a obtencéo das nanoparticulas mangéticas apresentaram certa
tendéncia quanto & magnetizacdo de saturagdo: NPMm1> NPMm3 ~ NPM > NPMm2 que
corrabora com o tamanho determinado pela técnica de DRX. As amostras ndo apresentam
ciclo de histerese, indicando que as mesmas possuem um comportamento superparamagnético
(isso significa que sdo atraidas fortemente por um campo magnético, mas assim que esse
campo é removido, sua magnetizacdo € reduzida a zero).

A técnica de emulsificacdo A/O ndo promoveu a obtencdo das esferas magnéticas de
poliestireno partindo de particulas de ferro sem funcionalizacdo. Ja a emulsificacdo O/A na
presenca de um coestabilizador, como o hexadecano e na presenca de particulas magnéticas
modificadas com &cido oleico mantiveram a emulsdo mais estdvel e a producdo de
nanoesferas com comportamento superparamagnético.

O método de emulsificacdo/evaporacdo do solvente foi eficiente na obtencdo de
microesferas magnéticas com comportamento superparamagnético, sem aglomeracdo entre o
material magnético e fluorescente. A incorporacdo do fluoréforo 3 ficou em torno de 55 %,
considerado um rendimento ainda baixo para a utilizacdo das microesferas como suporte

solido nos testes de diagnadstico.
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Figura 1: Curva de calibracdo para do fluorofoto 1 (Cianina).
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Figura 2: Curva de calibracdo para o fluoréforo 2 (Esquaraina).
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Figura 3: Curva de calibracdo para o fluor6foro 3 (Esquaraina).
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Figura 4: Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis em CHCI3 do fluoréforo 3.
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