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"A mente que se abre a uma nova ideia
Jjamais voltara ao seu tamanho original.”

Albert Einstein
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1. APRESENTACAO

O uso de fontes renovaveis para preparar novos materiais tem atraido crescente atengao
nas uUltimas décadas. Polissacarideos estdo entre os mais intensivamente estudados
precursores, em particular a celulose, a quitina e o amido, pois sdo abundantes e disponiveis
em quase todos os lugares do mundo, sdo renovaveis, biodegradaveis, baratos, € podem ser
quimicamente modificados a uma variedade muito grande de estruturas macromoleculares
com uma ampla gama de propriedades e aplicagdes'.

Microesferas como padrao de tamanho tem sido utilizadas em uma variedade de
aplicagdes incluindo estimativa de tamanho de particulas e células, como controle de
instrumentos e calibragdes. Padroes de tamanho de particulas podem ser usados para validar
instrumentos de dimensionamento através de suas faixas dinamicas. Eles sdo adequados para
uso em verificagcdes de rotina como em calibragdo de instrumentos, corregdes, € no apoio as
boas praticas, como as publicadas pela ISO, Internacional ASTM, CEN, e outras
organiza¢des®. Além disso, 0 uso de material de referéncia permite a padronizacdo de
resultados entre as execugoes, instrumentos e laboratdrios, € também ao longo do tempo.

No inicio da década de 80, a Community Bureau of Reference (BCR) introduziu as
primeiras particulas padrao de referéncia de tamanho, as particulas de referéncia de quartzo.
Concomitantemente com a produgdo destes padrdes, houve o surgimento do Espalhamento de
Luz de Baixo Angulo (Low Angle Laser Scattering- LALLS), ou Difragdo a Laser, como um
método de andlise de tamanho de particula. Com o avango dessas técnicas de analise, as
particulas de quartzo se mostravam, até entdo, com formato aleatorio e propriedades Opticas
que poderiam afetar a difracio no instrumento’. Por essa necessidade de calibracio periodica
e confidvel dos instrumentos de analise desenvolvidos, surgem entdo particulas padrao de
tamanho de latex, monodispersas e que sdo as mais utilizadas até hoje, podem ser produzidas
por diferentes processos e possuem estreita faixa de distribuigao.

Visando, entdo, a importancia que hoje se tem em um processo quimico de se conseguir
matérias primas renovaveis, de extrema abundancia, facil extracdao, que ao final do processo
gerem produtos biodegradaveis, e que ainda tenham baixo custo, esse projeto propde uma
alternativa ao uso do latex como padrao de tamanho, através da sua substituicdo por particulas
de um polimero de amilopectina grafitizada. Tal polimero serd obtido através de uma reagao
de hidrofobizacao da amilopectina comercial utilizando um acido graxo como substituinte. As
particulas do novo polimero grafitizado serdo entdo obtidas com sua precipitacdo em um nao-

solvente (solvente polar) e purificadas por didlise e liofilizagao.



2. ESTADO DA ARTE

2.1 AMILOPECTINA

Plantas armazenam amido dentro de organelas especificas chamadas amiloplastos.
Quando energia € requerida para o trabalho celular, a planta hidroliza o amido com o auxilio
da enzima amilase, resultando em unidades de glicose.

O amido ¢ encontrado em numerosos produtos de base agricultural e, além do seu papel
essencial como um alimento, tem sido explorado em seu estado bruto ou apds modificagdes
em importantes processos industriais por exemplo, como aditivo na fabricagdo de papel e
como uma espécie de adesivo®. Sua estrutura é composta de dois polissacarideos: a amilose e

a amilopectina, sendo suas estruturas estdo representadas na Figura 1.
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Figura 1. Em (a) esta representada a estrutura molecular da amilose, enquanto que em (b) a da amilopectina.

A amilose ¢ um polimero linear de unidades de anidroglicose unidas através de ligagdes
a-1,4 glicosidicas. Ja& a amilopectina ¢ um polissacarideo com uma estrutura variavel
composta de unidades de glicose linearmente ligadas do tipo a-1,4 com ocasionais a-1,6 que

fornecem pontos de ramificacao. Cada molécula de amilopectina pode conter de 100 000 a



200 000 unidades de glicose, e cada ramo tem cerca de 20 ou 30 unidades de comprimento, de
modo que essas moléculas formam um emaranhado com formato quase esférico’.

Sabe-se que a amilopectina tem uma massa molar bastante elevada (107-109 g/mol),
entretanto ainda ha muito a estudar sobre a distribui¢do da mesma.

Esses dois tipos de ligagdes que constituem a amilopectina, fornecem caracteristicas de
uma molécula soluvel em dgua e que pode ser rapidamente degradada, pois tem muitos pontos
terminais devido as numerosas ramificagdes. Em contraste, a amilose contém muito poucas
ligagdes a-1,6, portanto poucas ramificacoes, o que faz com que seja hidrolisada mais
lentamente, tenha maior densidade e seja mais insoluvel em agua®.

Levando-se em consideracdo que para formagdo de nanoparticulas de polimeros pela
técnica de precipitagdo em nao-solvente, o polimero deve conter uma parte polar - que tenha
afinidade com o nao-solvente - e uma parte apolar que seja insolivel, um polimero que
contenha uma fracdo maior de amilopectina do que de amilose ¢ mais apropriado para tal
finalidade.

O amido ¢ feito de cerca de 70% em peso de amilopectina, embora varie dependendo da
fonte. Amidos com diferentes razdes de amilose/amilopectina sdo de interesse desde que os
dois componentes se comportam de forma muito diferente tanto em termos tecnologicos
quanto nutricionais.

As diferentes razoes de amilose/amilopectina no amido afetam sua gelatinizagdo, bem
como suas propriedades de cristalizagdo e sua reatividade em reagdes de derivatizagao.

Granule bound starch synthase (GBSS), ¢ uma enzima encontrada nas plantas que ¢
responsavel pela sintese da amilose. A supressdao da GBSS resulta em um amido com alta
porcentagem de amilopectina. Por outro lado, quando se quer que o biopolimero contenha
alta quantidade de amilose (mais de 60%), deve-se inibir simultaneamente duas enzimas que

sdo responsaveis pela ramificacio — starch-branching enzymes, SBE1 ¢ SBE2 .

2.2 DERIVATIZACAO DE ACUCARES

Nos tltimos tempos, o amido e seus derivativos vem sendo usados para a preparagao de
materiais biodegradaveis com potenciais aplicagdes em um grande nimero de areas como a
medicina, farmacia, agricultura, biologia, prote¢ao e remediagdo ambiental, entre outras.

O desenvolvimento de novos materiais a base de amido tem ganhado muito interesse

nos ultimos anos. Ultimamente esses estudos estdo bastante focados na preparacdao de amidos



termoplasticos, com ou sem a mistura de outro polimero, e na sintese de amidos
quimicamente modificados para infinitas aplicagoes.

Dada a presenga predominante de grupos hidroxila no amido e nos seus componentes -
amilose e amilopectina - o foco de atencao para tais modificacdes quimicas ¢ obviamente em
sua transformacao com diversos reagentes, incluindo esterificacao e eterificagio”.

Reacdes de esterificacdo em amido sao muito bem documentadas. Os primeiros acetatos
de amido foram j4 descritos na literatura em 1865 (Schuetzenberger, 1865)".

Em meados do século passado, muito trabalho nesse campo foi feito por varios grupos
nos Estados Unidos da América, principalmente pelos pesquisadores Mullen e Pascu em 1942
e Whistler e Hilbert em 1944. Whistler foi o que mais contribui para a literatura nessa area,
fazendo novos derivativos, principalmente de amido e seus polimeros constituintes, mas
também de outros polissacarideos®.

Um passo importante e também uma sintese comum de acetatos de amido foram
mencionados por Marcos e Mehlt-Retter (1972). Eles descreveram a reacao utilizando acido
acético anidro como um solvente reativo e induziram a acetilagdo usando uma solug¢do aquosa
de hidréxido de sédio (isso significou que ao longo dos anos, o tempo de reagdao poderia ser
diminuido cada vez mais). Biswas et al. (2008) descrevem a acetilagdo do amido em 2
minutos de rea¢dao feita em um forno de microondas utilizando-se iodo como catalisador.
Porém, visando-se a utilizagdo de ésteres de amido em escala industrial, sua sintese deve ser
mantida tdo simples e econdmica quanto possivel. Para isso necessita-se de um baixo excesso
de reagente, um tempo de reagdo curto, temperatura de reacdo moderada e que ainda seja
economicamente viavel’.

A maneira mais simples para esterificacdo do amido ¢ a utilizagdo de anidrido acético.
Mas mesmo uma reagdo de 15 horas sob 140°C de amido com anidrido acético resulta em
acetato de amido com grau de substitui¢io baixo e quantidade de acetato de apenas 8,7%.E
necessaria a utilizagdo de um ativador para conferir um alto grau de substituicdo e

consequentes boas propriedades mecanicas’.

2.3 NANOPARTICULAS

Nanoparticula ¢ um termo que define ambas nanoesferas e nanocéapsulas. Nanoesferas

tem sua estrutura do tipo matriz. J4 as nanocapsulas sdo sistemas vesiculares com uma
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cavidade consistindo em de um nucleo liquido interior rodeado por uma membrana

polimérica, assim como ilustra a Figura 2.

Parede Ativo Ativo Matriz
7 \00 |
OO
0.0.°
0°°
o

Figura 2. A esquerda uma representagio de nanocapsula e a direita de nanoesfera, ambas transportando algum
principio ativo (farmaco, etc). Retirado de
http://www.ital.sp.gov.br/cereal chocotec/news/4/microencapsulacao.php

2.3.1 Producio de nanoparticulas

Existem diversas maneiras nas quais nanoparticulas sdo produzidas. O processo
utilizado dependera principalmente do tipo de polimero que sera a base da mesma.

Nanoparticulas podem ser preparadas através da polimerizagdo de um mondmero
principalmente pelas técnicas de polimerizagdo em emulsdo ou miniemulsao, polimerizagao
interfacial e policondensagao interfacial. Ja no caso de nanoparticulas preparadas a partir de
polimeros pré-formados, as principais técnicas utilizadas em polimeros sintéticos sao
emulsificacdo seguida de evaporacdo de solvente, deslocamento de solvente seguido de
deposicao interfacial, emulsificagdo seguida de difusdo de solvente, e através do efeito
salting-out em polimeros sintéticos. Em polimeros naturais, as técnicas utilizadas sdo a de
emulsificacdo externa em oleo e principalmente a de precipitagdo de macromoléculas em nao-

solvente'”.

2.3.1.1 Precipitagdo de nanoparticulas em um nao-solvente

A técnica de precipitagdo de polimeros em nao-solvente para formagao de particulas
esféricas de tamanho nano ou micrométrico ¢ amplamente utilizada em diversas areas da
quimica, biologia, medicina, bioquimica, etc. Esta técnica ¢ explorada desde os anos 70, e

vem sendo aprimorada desde entao.
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Processos de precipitagdo em nao-solvente sdo largamente utilizados na industria. Esses
processos sao baseados no uso de dois solventes que sdo completamente misciveis. O soluto
que se quer fazer as nano/microparticulas deve ser soluvel no primeiro solvente, mas
insoluvel no segundo solvente. Assim portanto, a adicdo de um nao-solvente induz a
formacgdo de uma solugdo de dois liquidos e a supersaturacao e precipitacao do soluto.

A principal vantagem do processo ¢ que esse ndao exige aumento de temperatura e,
portanto, pode ser util na formag¢dao de nanoparticulas de polimeros e macromoléculas
sensiveis ao calor'’.

Existem varios métodos pelos quais o mecanismo de formacdo de nanoparticula ¢
procedido. Um deles e o mais simples, ¢ adicionar pequenas gotas da solugdo do polimero no
solvente miscivel sobre o ndo-solvente em branda agitagdo. Também existem mecanismos
mais sofisticados sendo recentemente propostos, nos quais sao utilizados fluidos supercriticos
como nao-solvente, ou at¢ mesmo gases. Abaixo, a Figura 3 mostra um equipamento
industrial adaptado para precipitacdo de nanoparticulas utilizando-se CO; supercritico como

ndo-solvente''.

POLIMERO
+

SOLVENTE

scCO4y
—

& e

o
N e

Nanoparticulas do
polimero

Figura 3. Fluxograma industrial de precipitagdo de nanoparticulas utilizando um fluido supercritico como nao-

solvente'.

No fluxograma mostrado acima, a solugcdo de polimero passa por um dispositivo que
forma microgotas como em um spray, € ¢ levado a um tanque onde entra em contato com o
fluido supercritico ndo-solvente''. O polimero sofre um mecanismo de “enrrugamento” por
causa da ma afinidade com o nao-solvente, formando entdo as nano/microparticulas. A Figura
4 apresenta a foto de microscopia eletronica de varredura de nanoparticulas de amoxilina

precipitadas pela técnica de nao-solvente utilizando-se CO, supercritico.
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(b)

Figura 4. Microscopia eletronica de varredura de amoxilina. Em (a) a amoxilina nao foi processada, e em (b) a

mesma foi precipitada utilizando-se CO,.

O método mais comum para o preparo de nanoparticulas inclui a solubilizacdo de
polimeros em um solvente organico, seguida pela dispersao em meio aquoso, ocasionalmente
com algum estabilizador, e juntamente com energia fornecida por agitacdo do sistema. As
particulas podem ser comercializadas ao final do processo, como uma suspensao ou em forma
de um po seco e fino, entretanto no ultimo caso, muito cuidado deve ser tomado para que a
estrutura das nanoparticulas nao seja afetada com a retirada do ndo-solvente. Esse mecanismo
tem sido proposto, na formagdo de nanocarreadores de fAirmacos em alternativa a sistemas
coloidais. A Figura 5 mostra um esquema da formagao de nanoparticulas de carreadores que
encapsulam um dado farmaco, ambos farmaco e polimero encapsulador sdo soliveis no
primeiro solvente, mas insolaveis em meio aquoso'.

Quando encontrado o par solvente/nao-solvente ideal para um tal polimero o tamanho
da particula pode ser modificado através de mudancas fisicas, como a velocidade de agitagao
do antisolvente na hora da adicdo da solucdo de polimero, o tamanho da gota de solugdo
adicionada, a velocidade de adi¢do das gotas, e principalmente a concentragdao de polimero na

solucao.
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Solugéo de farmaco

A >
«—— i
— — farmaco e albumina | e tlin )
2 . e I W b
Moléculas de albumina —_ .

Mistura do farmaco e da solugéo de albumina

Processo de precipitagdo no ndo-solvente

Sob agitacao

‘ @
-« % ® -
=
s *
Nanoparticula de albumina carregada de farmaco [ ™ e )
v’/

Suspensao de nanoparticulas

Figura 5. Esquema de formacdo de nanocarreadores de farmacos usando-se o método de precipitagdo em nao-

solvente, sob agitacdo'”.

2.4 PARTICULAS PADRAO DE REFERENCIA DE TAMANHO

NIST (Nacional Institute of Standards and Technology) introduziu microesferas padrao
polidispersas de vidro em 1965. As técnicas de laser estavam se tornando um dos mais
populares métodos de anélise de tamanho de particula, mas a calibragdo utilizando padroes de
quartzo se mostrou inaceitavel devido ao alto desvio de instrumento para instrumento. Como
algumas das variagdes foram atribuidas a forma irregular e as propriedades do quartzo o
Bureau Communautaire de Référence, em Bruxelas, mais comumente conhecido como
Bureau of Certified Reference (BCR), langou um novo conjunto de padrdes de referéncia
esféricas de poliestireno, revolucionando o mercado de particulas padrdo de tamanho'.

Hoje, essas particulas sdo as mais utilizadas em todos os tipos de analise e sdo
produzidas e certificadas principalmente pela NIST, que tem a venda padrdes rastreaveis de
tamanho constituidos por esferas de poliestireno monodisperso disponivel em diametros que
variam de 40 nm a 175 nm. As suspensdes sao conveniente embaladas em frascos conta-gotas

com 1% de solidos, e cada frasco ¢ fornecido com um certificado de rastreabilidade.
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2.4.1 Producio de nanoparticulas monodispersas de latex padrao

Particulas esféricas monodispersas de latex podem ser preparadas através de uma reagao
de polimerizagdo em emulsdo, onde os principais componentes para este processo sao o
mondmero, um meio de dispersao (usualmente a dgua), um agente emulsificante (surfactante)
e um iniciador solavel no solvente. O processo inicia-se com o mondmero sendo disperso em
uma emulsao aquosa, com o auxilio do agente emulsificante, formando entdo pequenas
particulas cujos diametros variam entre 1-100 um. De acordo com o mecanismo proposto por
Xia e colaboradores”, muitas moléculas do surfactante existem como micelas com
aproximadamente 10 nm de diametro e podem ser “inchadas” pelo mondmero. A formagao
dos polimeros de latex tem inicio com a decomposicao do iniciador solivel em agua, onde
uma grande quantidade de radicais livres primarios ¢ gerada. Esses radicais polimerizam uma
pequena quantidade do monomero que se encontra dissolvido na fase aquosa, resultando na
formagdo de ntcleos oligoméricos, que se apresentam na forma de minusculas particulas.
Subseqiientemente, estes nucleos “entram” nas micelas e eventualmente crescem em
particulas maiores até que todo o mondmero dissolvido em cada micela seja completamente
consumido. Ao mesmo tempo, o0 monomero encapsulado em gotas da emulsao atua como um
reservatorio, fornecendo uma reserva de unidades para que haja a repeticdo do ciclo de
crescimento das cadeias poliméricas, através de um processo de difusao. O crescimento dos
polimeros de latex termina no ponto em que todos os mondmeros tenham sido consumidos'”.

Para um polimero de latex que tem um tamanho de 100 nm, existem aproximadamente
1000 cadeias macromoleculares emaranhadas como espirais formando a esfera. Cada cadeia
comega e termina com um grupo funcional formado pela decomposicao do radical iniciador.
Nos casos em que o persulfato de potéssio ¢ utilizado como iniciador da reacao, a superficie
do polimero de latex preparado apresenta um grupo sulfato carregado negativamente como
grupo terminal da cadeia polimérica. A utilizacao da técnica de polimerizacao de emulsao tem
possibilitado a preparacao, em grande quantidade de esferas monodispersas de polimeros
como o polimetilmetacrilato (PMMA) e o poliestireno (PS), onde o tamanho das esferas
poliméricas de latex pode ser perfeitamente controlado em uma faixa que varia de 20 nm até
aproximadamente 1 pum.

A Figura 6, mostra o mecanismo de polimerizacdo em emulsdo para a formacao das
nanoparticulas monodispersas de poliestireno de acordo com a teoria proposta pos

Fikentscher e Harkins.
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Figura 6. Mecanismo de polimerizacdo em emulsdo com a formagdo de nanoparticulas de poliestireno'.

Na primeira parte da figura, esta representado o periodo de formagao das particulas, no
qual existem micelas de 5 a 10 nm, gotas de mondmeros estabilizados com surfactante (1-10
um), e o iniciador. O mondmero ¢ solubilizado dentro das micelas. O iniciador forma radicais
e mais tarde forma oligo-radicais com os pouquissimos mondmeros soliveis em agua. Esses
oligo-radicais sdo estabilizados pelo surfactante (micelas inchadas) ou solubilizados em
micelas contendo monomero. A polimerizacdo inicia € com ela a formag¢ao de pequenas
particulas de latex. J& na segunda parte da Figura 6, ha a representacio do periodo de
crescimento das particulas. Nesse periodo as particulas de latex crescem até as gotas de
mondmero em emulsdo esgotarem. Com o crescimento da area de superficie da particula, a
mesma adsorve mais moléculas de surfactante, ¢ ndo mais micelas. A terceira e ultima parte
da figura, representa o periodo do final da polimerizagdo, no qual o resto dos monomeros nas

particulas de latex sao polimerizadas.
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Figura 7. Microscopia eletronica de varredura de particulas monodispersas de poliestireno produzidas por
polimerizagdo em emulsdo.

Uma alternativa a polimerizagdo em emulsdo que tem sido explorada recentemente ¢ a
chamada polimerizagdo em miniemulsio'*.

Polimerizagdo em miniemulsdo esta atraindo crescente atencdo nos ultimos poucos
anos. Realmente, a versatilidade da técnica e seu potencial para sinteses de novos materiais de
valor agregado fascinam ambas comunidades académica e industrial.

Na polimerizagdo em miniemulsdo, 0 mondmero se encontra pré-disperso em gotas
nanométricas, estabilizado pela combina¢ao de um surfactante com eventualmente um co-
estabilizador, seletivamente solavel na fase organica'’. O surfactante tem a fungdo de
estabilizar as gotas de mondmero, evitando a coalescéncia das gotas de monomero. Ja o co-
estabilizador retarda a degradacdo de Ostwald (degradacao difusional), sendo sua escolha um
fator fundamental para a estabilidade da formulagdo. Na primeira etapa do processo de
polimerizacdo em miniemulsdo, pequenas gotas estaveis sdo formadas pela dispersao de um
sistema contendo a fase dispersa (gotas liquidas, oleo), a fase continua (fase aquosa), um
surfactante e um co-estabilizador (normalmente um hidréfobo). Para que a dispersdo ocorra ¢
necessario um mecanismo de alta agitacdo e ultrassonica¢dao, com o intuito de alcangar um
estado estacionario. A Figura 8 representa o mecanismo de formacao das gotas até se alcancar
o estado estacionario no qual o tamanho das goticulas possuem uma polidispersao muito

baixa'’.
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Figura 8. Apresentagdo da dindmica de uma miniemulsdo até alcangar o estado estacionario.

Ja na Figura 9, o mecanismo da polimerizacdo em miniemulsdo ¢ demonstrado. Na

primeira parte da Figura 9, a fase | ¢ composta por agua, surfactante e iniciador e a fase II ¢

composta por oleo e monomero. J&4 na segunda parte da figura estdo representadas as

cineticamente estaveis nanogoticulas formadas apos tratamento com ultrassom, as quais

possuem tamanho homogéneo. A ultima e terceira parte da figura representa a polimerizagao

que ocorre no interior das nanogotas, que também sdo chamadas de nanoreatores. Ao fim do

processo sao formadas nanoparticulas de latex monodispersas entre 50 € 500 nm de didmetro.
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processo de polimerizagdo

Figura 9. Mecanismo de polimerizagio em miniemulsio'”.
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3. OBJETIVOS

O presente projeto visa a obtencdo de nanoparticulas monodispersas de um biopolimero
de amilopectina esterificado através de uma técnica de precipitagdo em um nao-solvente.
Deseja-se obter, entdo, um produto que possa ser competitivo no mercado de particulas
padrao de tamanho com a vantagem de conferir ao produto final a qualidade de ser
biodegradavel, além de seus reagentes serem provenientes de fontes alternativas sustentaveis

de baixo custo e extremamente abundantes na natureza.
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4. PROPOSTA TECNOLOGICA

As mudangas no ambiente dos negdcios tem sido bastante profundas, principalmente
nos ultimos 20 anos, com o avango do movimento em prol do desenvolvimento sustentavel,
exigindo das empresas flexibilidade e transparéncia nas suas acoes.

Sustentabilidade representa promover a exploragdo de areas ou uso de recursos
planetarios (naturais ou nao) de forma a prejudicar o menos possivel o equilibrio entre o meio
ambiente e as comunidades humanas e toda a bioesfera que dele dependem para existir. Pode
parecer um conceito dificil de ser implementado e, em muitos casos economicamente
inviavel.

A grande maioria dos novos projetos dessa revolugdo tecnoldgica em busca da
sustentabilidade ¢ ainda economicamente desfavoravel. Entretanto, o presente trabalho propde
um projeto com visdo sustentdvel e que tenha como fontes alternativas matérias primas
abundantes e extremamente baratas resultando em uma viabilidade econOmica para sua
instalacao ao final do processo.

As particulas padrao de referéncia de latex sdao constituidas principalmente de
poliestireno. Essas sdo produzidas através da polimerizacdo em emulsdao do estireno. Por sua
vez o estireno ¢ produzido em quantidades industriais a partir do etilbenzeno, o qual ¢
preparado a partir do benzeno e etileno. O etileno esse que provem da industria petrolifera,
uma fonte esgotavel que ¢ o principal foco do desenvolvimento de projetos sustentaveis no
ramo da quimica.

Como alternativa a produgdo de particulas padrao de referéncia de poliestireno, este
projeto sugere sua substituicdo por particulas de polimero de amilopectina derivatizada, que
tem suas matérias primas abundantes ¢ de fontes alternativas ao petréleo — o amido e acidos
graxos. O polimero de amilopectina derivatizada (pAmyl-D) sera obtido através de uma

reacdo de esterificacao entre o biopolimero de amilopectina e um acido graxo.
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Figura 10. Estruturas de biopolimero de amilopectina (pAmyl) e polimero de amilopectina derivatizada (pAmyl-
D)

Além da caracteristica de sustentabilidade, o projeto tem a caracteristica da
biodegradabilidade. As particulas de amilopectina derivatizada sdo totalmente biodegradaveis
em meio ambiente favoravel ao contrario das particulas de poliestireno. Pois
biodegradabilidade e sustentabilidade sdo os maiores desafios para a sociedade cientifica nos

proximos anos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS

5.1.1 Polimero de Amilopectina (pAmyl)

A amilopectina utilizada inicialmente foi fornecida pela CornProducts Brasil, Amido de
Milho AMIDEX® 3001. Este ¢ um polimero de amido com porcentagem de amilopectina
entre 80 e 100%. Tal grau de amilopectina foi obtido pela empresa pela modificacdo genética
da planta do qual foi extraido o amido. O pAmyl tem também como caracteristica a sua baixa
massa molar, ou seja, as cadeias de amilopectina possuem menor quantidade de unidades de
glicose, facilitando assim sua organizacdo em forma de nanoparticulas quando utilizada a
técnica de precipitagdo em nao-solvente.

As principais aplicagdes desse amido comercial sdo: acabamento de tecidos,
aglomerado de madeira, detergentes, engomagem de fios, enzimas para detergente em po,
fabricagdo de adesivos para papelao ondulado, fabricacdo de adesivos a base de agua,
inseticidas soélidos, papel corrugado, produtos de limpeza em geral, sabao em barra, spray,
tablete para vaso sanitario, tabletes desodorantes, entre outros.

O pAmyl tem viscosidade de 1,2564 L/g, determinada no laboratério de bio e
macromoléculas da UFRGS por viscosimetro de Ostwald e massa molar de 5,61x 10°, obtido

por espalhamento de luz.

5.1.2 Acido estearico

Para a reacdo de derivatizagao (esterificagao) do pAmyl o acido carboxilico utilizado foi

o0 4cido estearico da marca Aldrich, com pureza de no minimo 95% e massa molar 284 g. Sua

féormula molecular e estrutura seguem abaixo, na Figura 1.

Acido O
CH;(CH,)14CO-H L

Estearico PN e N N N N g —CH

Figura 11. Estrutura e férmula molecular do acido estearico.
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5.1.3 Diciclocarbodiimida

O agente acoplador utilizado na reagdo de esterificacio foi o DCC,
dicilcocarbodiimida da marca Aldrich, com pureza de no minimo 98%, cuja formula

molecular e estrutura estao representados a seguir.

DCC Ci3HN, Q Q

Figura 12. Estrutura e férmula molecular do DCC

5.1.4 Dimetilaminopiridina (DMAP)

O catalisador utilizado na reagdo de esterificagdo do pAmyl foi dimetilaminopiridina
(DMAP) da marca ACROS, com pureza de 99% e massa molar de 122,17 g. A féormula e

estrutura molecular do DMAP sdo dadas abaixo, na Tabela 2.

DMAP C7H1()N2 N / N
CHs

Figure 13. Estrutura e férmula molecular do DMAP.

5.1.5 Solventes

O solvente utilizado na reagdo de esterificagdo do pAmyl, foi o dimetilsulfoxido
(DMSO).

Depois de purificado e seco, o polimero de amilopectina derivatizado (pAmyl-D) foi
solubilizado em acetona para posterior precipitagdo das nanoparticulas em um ndo-solvente —

agua destilada.

5.1.6 Membrana para dialise
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A primeira etapa de purificacdo do pAmyl-D foi feita por didlise por membrana, cuja
membrana utilizada foi da marca FisherbrandDialysis Tubing com massa molar de corte
(MWCO — Molar Weight Cut-off) entre 12000 ¢ 14000.

5.2 METODOS

5.2.1 Grafitizacdo do pAmyl

A reacdo de derivatizagdo do pAmyl ocorreu através de uma reagao entre um acido
carboxilico - acido estearico - e o grupo hidroxila das unidades de glicose do pAmyl. Essa ¢
uma reacdo de esterificacdo e se deu em solvente DMSO com o reagente de acoplamento
DCC ¢ o catalisador DMAP'®.

Como o pAmyl ndo tem uma regularidade na quantidade de unidades de glicose por
molécula, ou seja ndo tem uma massa molar exata e sim média, a propor¢do estequiométrica
entre a quantidade de pAmyl e a de acido estedrico foi feita calculando-se a massa de um mol
de 4cido (284 g) para seis moles de unidades de glicose (972 g). Essa ¢ a proporcao que
acreditou-se ser ideal para posteriormente haver a formacao das nanoparticulas no processo de
precipitacdo em nao-solvente. Considerando-se essa propor¢ao de esterificacao 1:6, a cada
seis unidades de glicose uma hidroxila sera esterificada, conforme o mecanismo de reacao a

seguir, representado pelo Esquema 1.

— R
N==C==N. HO q/ ®\H Sy
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Esquema 1. Mecanismo da reacdo de esterificacio do pAmyl'®.

O éster ativado ¢ formado na reacao do acido estearico com o agente acoplador DCC. O
produto ¢ chamado éster ativado pois a substituicdo de qualquer nucledfilo ird liberar
facilmente uréia como grupo de saida.

No esquema 1 ¢ mostrado o mecanismo da reagao de esterificagdo do pAmyl que ¢ dado
pela reacdo do éster ativado anteriormente pelo DCC e do pAmyl. Os produtos finais sendo,
entdo, o polimero de amilopectina derivatizado (pAmyl-D) e o subproduto dicicloexiluréia.

Usando DMSO como solvente da reagdo, foi primeiramente dissolvido o pAmyl e, apos
a solubilizagdo total desse, adicionados o acido estearico, o DCC e o DMAP nas quantidades

demonstradas na tabela abaixo.
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Tabela 1. Relagao das quantidades de reagentes utilizados da reagdo de graftizagdo do pAmyl.

Numero de mols Quantidade
pAmyl 0,2% 198,7 mg
Acido Estearico 0,2 57 mg
DCC 0,2 51 mg
DMAP - 4,7 mg
DMSO - SmL

* 198,7 mg de pAmyl correspondem a 0,2 mols considerando-se hipoteticamente que o pAmyl possue 6
unidades de glicose em sua estrutura. Essa hipétese é utilizada somente para efetuar o calculo da proporgao entre

a quantidade de hidroxilas e de acido estearico.

Os reagentes foram adicionados a um baldo volumétrico de 25 mL sob atmosfera inerte

de nitrogénio e deixados sob agitagdo magnética por aproximadamente 48h.

5.2.2 Purificacdo do pAmyl-D

5.2.2.1 Diélise por membrana

A primeira etapa de purificagcdo do pAmyl derivatizado, que engloba a sua separacdo do
solvente, dos catalisadores, subprodutos e acidos foi feita pela técnica de dialise por
membrana, utilizando-se uma membrana. Este ¢ um processo fisico quimico pelo qual duas
solucdes de concentragdes diferentes sao separadas por uma membrana semipermeavel e apos
um certo tempo as espécies passam pela membrana para igualar as concentragdes. Isso ocorre
pelo mecanismo de difusdo, no qual o fluxo de soluto se da de acordo com o gradiente de
concentracdo, sendo transferida massa de um local de maior para um de menor
concentrag:ﬁo”.

A solucgao reacional foi posta dentro da membrana semiseletiva e entdo mergulhada em
agua destilada por aproximadamente 3 dias. Devido ao peso molecular dos componentes da
solucdo e do tamanho dos poros da membrana, apenas o pAmyl-D fica retido dentro da
membrana, enquanto o solvente DMSO, o subproduto uréia, o catalisador regenerado DMAP
e o restante da molécula com massa molecular menor do que 16000g/mol ultrapassam a

membrana e sdao descartados.
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5.2.2.2 Liofilizacao

A segunda etapa de purificagdo do produto foi realizada por liofilizagdo do mesmo.
Essa ¢ uma técnica que remove a agua e solventes de substancias previamente congeladas
pelo processo de sublimacao, que ocorre quando a temperatura e a pressao parcial do vapor da
agua sao inferiores as do ponto triplo da mesma (610 Pa a temperatura de 0,01 °C, para a d4gua
pura)'®.

A secagem de um produto geralmente causa alguma perda de atividade ou algum outro
dano ao material. A liofilizag¢do ,entdo, ¢ um método de secagem que reduz significativamente
esses danos, secando o produto por sublimacdo apos um prévio congelamento e em seguida
submetendo-o a uma pressao negativa. Por esse motivo, a liofilizagao ¢ usada quando se quer
purificar materiais delicados e sensiveis ao calor.

Esse processo foi feito em um liofilizador TermoFisher modelo Micromoduly YO-115
na Central Analitica do Instituto de Quimica da UFRGS. O contetido que restou no interior da
membrana de didlise foi transferido para um baldo volumétrico apropriado para o
equipamento e submetido a um prévio e rapido congelamento utilizando-se nitrogénio liquido,

e entdo submetido a liofilizagdo durante aproximadamente 10 horas.

5.2.3 Precipitacao de nanoparticulas em nao-solvente

Como abordado anteriormente, para a precipitacdo de macromoléculas sob a forma de
nanoparticulas, a técnica mais utilizada ¢ a de precipitagdo em nao-solvente (desolvation).
Nessa técnica, a macromolécula (pAmyl-D nesse caso) ¢ dissolvida em um solvente com o
qual tenha afinidade (solvente 1) e entdo essa solucdo ¢ gotejada sobre um nao-solvente sob
agitacdo (solvente 2).

Portanto, ¢ importante encontrarmos a relacao ideal entre solvente 1 e solvente 2. O
nao-solvente utilizado foi dgua destilada, pois a reacdo de graftizacdo do pAmyl foi uma
reacdo de hidrofobizagdo do polimero. Enquanto que para o solvente 1, foram testados
isopropanol e acetona.

Como a concentragdo do polimero no solvente 1 no momento de adi¢do ao solvente 2 ¢
uma das variaveis mais provaveis que afetam o tamanho das nanoparticulas, foram feitas 2

concentragoes diferentes para cada tipo de solvente 1.
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e Sistema Isopropanol/Agua

Primeiramente, foi feita uma solu¢ao de 10 mg/mL de pAmyl-D em isopropanol. Para
isso, foram adicionados 10 mg do polimero em 10 mL de isopropanol. Dessa solugdo, foi
retiradas uma aliquota para o preparo de uma solucao mais diluida: 5 mg/mL. Resultando,

entdo, em duas solugdes como mostra a tabela abaixo.

Tabela 2. Relagao das solugdes de pAmyl-D em isopropanol.

Concentracio de pAmyl-D
IsoA 10 mg/mL
IsoB 5 mg/mL

Com uma pipeta Pasteur adicionou-se 2 mL da solugdo IsoA, gota a gota a uma
velocidade média de 1 gota/s, em um Erlenmeyer de 25 mL contendo 5 mL de dgua destilada

sob agitagdo branda. Repetiu-se o procedimento para a solugdo IsoB.
e Sistema Acetona/Agua
O procedimento de precipitacdo de nanoparticulas em nao-solvente para o sistema
acetona/agua foi analogo ao do sistema isopropanol/agua. Resultando em duas solugdes como

mostrado na tabela abaixo.

Tabela 3. Relagao das solugdes de pAmyl-D em acetona.

Concentracio de pAmyl-D
AceA 10 mg/mL
AceB 5 mg/mL

Repetiu-se o procedimento de adigdo das solucdes IsoA e IsoB para as solugdes AceA e
AceB em 5 mL de dgua destilada sob agitacao branda.

As solugdes de pAmyl-D IsoA, IsoB, AceA e AceB deram origem entdo a quatro
solucdes de possiveis nanoparticulas de pAmyl-D em dgua: IsoA-n, IsoB-n, AceA-n e AceB-

n, respectivamente.
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5.2.5 Analise de H'-RMN

A verificacao do sucesso da reagdo de esterificacdo do pAmyl foi realizada através da
Espectroscopia de Ressonancia Magnétcia Nuclear de Hidrogénio (RMN'H).

Foram analisados por RMN'H o polimero de partida — pAMyl — e o produto da reagdo —
pAmyl-D — utilizando-se o aparelho Varian - VNMRS, operando na frequéncia de 300MHz.
Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm.

As amostras foram preparadas utilizando 14 mg de cada polimero em tubos de RMN
com DMSO deuterado. A partir dos espectros, pode-se concluir se a reagdo foi bem sucedida

ou nao.

5.2.6 Analise pelo Infravermelho (FTIR)

Outra técnica utilizada na verificacdo do sucesso da reacdo foi a espectroscopia na
regido do infravermelho, a qual ¢ a maneira mais pratica para a analise qualitativa dos
compostos estudados.

A espectroscopia no infravermelho ¢ baseado no fato de que as ligagdes quimicas das
substancias possuem frequéncias vibracionais especificas, as quais correspondem a niveis de
energia da molécula. Tais frequéncias dependem da forma da superficie de energia potencial
da molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e eventualmente do
acoplamento vibronico. Se a molécula receber radiagdo eletromagnética com a mesma energia
de uma dessas vibragdes, entdo a radiacdo sera absorvida desde que sejam atendidas
determinadas condi¢des. Para que uma vibragdo apareca no espectro IV, a molécula precisa
sofrer uma variagdo no seu momento dipolar durante o movimento rotacional ou
vibracional .

Nessa etapa foi utilizado o espectrometro Varian modelo 640-IR operando no intervalo
de 4000 a 400 cm™, com uma resolucdo de 4 cm™. As amostras de pAmyl e pAmyl-D foram

prensadas em pastilhas de KBr em uma propor¢ao de 1:100 em peso e, entdo, a analise foi

procedida.
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5.2.7 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

No espalhamento quase-eldstico sdo consideradas as pequenas variagoes de intensidade
da luz espalhada, resultantes das flutuagdes do indice de refracdo da solu¢do dentro do
volume de espalhamento. As flutuagdes do indice de refragdo podem ser resultantes da
difusdo translacional das moléculas ou particulas em solugdo ou suspensdo, o denominado
movimento browniano. Essas flutuagdes podem ser correlacionadas e avaliadas em termos de
varios processos de relaxacao através de uma fungdo de correlacdo temporal, obtida por um
correlador, caracterizando a espectroscopia de correlagdo de fotons, mais conhecida com
Espalhamento de Luz Dinamico (Dynamic Light Scattering — DLS)***'.

Com medicoes dessas flutuagdes do indice de refracao € obtido o coeficiente de difusao
aparente (D,p) e consequentemente, através de uma extrapolagdo para concentragdo zero,

obtemos o coeficiente de difusao a dilui¢ao infinita Dy. Com Dy, o raio hidrodindmico R} das

particulas ¢ facilmente obtido através da relacao de Stokes-Einstein:

D - k,T
o 67MR,

onde kg ¢ a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura e 1 a viscosidade do solvente. De
forma hipotética, o raio hidrodindmico define o raio de uma esfera rigida que difunde com a
mesma velocidade da particula que esta sendo examinada pelo Espalhamento de Luz
Dinamico™*".

Assim, entdo, pode ser determinado o raio das nanoparticulas sintetizadas. Para tanto,
retirou-se uma aliquota de 1 mL das solu¢des IsoA-n e AceA-n, 2mL das solugdes IsoB-n e
AceB-n e em seguida todas foram diluidas em 10 mL de agua ultrapura. Essas solu¢des foram
colocadas em cubetas de quartzo e entdo encaminhadas para analise no equipamento de
espalhamento de luz que consiste de um laser He-Ne de 35 mW e comprimento de onda de
632,8 nm, modelo 127 da Spectra-Physics acoplado a um gonidometro BI-200M versao 2.0 e

com correlador digital BI-9000AT da Brookheaven Instruments, do laboratério de

Bio&Macromoléculas da UFRGS.
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LASER

Figura 14. Vista superior do equipamento de espalhamento de luz. O laser incide sobre a amostra localizada no
centro do gonidometro. A luz espalhada em determinado angulo € coletada e amplificada pela fotomultiplicadora

que envia os dados ao computador.

5.2.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscopio eletronico de varredura €, geralmente, usado para o estudo de estruturas
superficiais ou subsuperficiais de amostras com dimensoes relativamente grandes. As andlises
feitas por MEV tém alta profundidade de foco, o que significa ter diferentes relevos da
amostra simultaneamente em foco. Alta resolucdo também ¢ uma das principais
caracteristicas desta analise, que garante obter ampliagdo de detalhes proximos sem perda de
nitidez.

A preparacdo das amostras ¢ a obtencdo das imagens sdao relativamente simples.
Materiais ndo condutores, como a maioria dos polimeros, requerem, em geral, apenas
revestimentos condutivos ou o uso de baixa voltagem de aceleragao do feixe. A montagem da
amostra ¢ feita sobre suportes metalicos, utilizando adesivos condutivos, tais como fitas de
carbono ou suspensdes coloidais de prata ou carbono. O revestimento da amostra por um
filme condutor tem o objetivo de evitar o acimulo de carga negativa, no caso de a mesma ser
formada por um material ndo condutor. A camada de metal deve ser suficientemente continua
e fina (< 20nm) para que a superficie da amostra ndo seja mascarada, porém deve ser
adequada para conduzir o excesso de carga negativa. Os metais mais utilizados sdo o ouro e
platina, o aluminio e o carbono®.

Este estudo foi realizado através de analise por Microscopia Eletronica de Varredura,

em equipamento MEV JSM 6060 no Centro de Microscopia Eletronica — CME — da UFRGS.
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Foram gotejadas, as solugdes de nanoparticulas de pAmyl derivatizado sobre superficies
metalicas condutoras (stubbs) e deixados para secagem em dessecador sob temperatura
ambiente durante dois dias, entdo a mesma foi metalizada com ouro (procedimento realizado

pelos técnicos do CME) e a analise foi procedida.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 REACAO DE GRAFTIZACAO

6.1.1 Analise de H'-RMN

O RMN de proton da amilopectina, assim como da maioria dos agucares, ¢ muito
irregular e ndo possue os picos bem definidos para cada tipo de hidrogénio. Isso se deve ao
fato de a amilopectina ter muitas hidroxilas e entdo, ter muitas ligagdes de hidrogénio entre
suas moléculas e provavelmente intramoleculares também, dificultando a identificagao dos
picos.

O que mais se espera quando se compara os espectros de RMN de proton do pAmyl e
do pAmyl-D se a reacdo de esterificagdao foi bem sucedida, ¢ notar um surgimento de picos
caracteristicos de hidrogénio ligado a carbonos saturados nesse ultimo, devido as longas
cadeias de carbono saturado provenientes da esterificacdo do pAmyl com acido estearico, e a
diminui¢do dos sinais de hidrogénio ligados a grupos R-OH.

Comparando os espectros do pAmyl e do pAmyl-D, representados pelas Figuras 11 ¢ 12
respectivamente, pode-se afirmar que ocorreu uma diminuicdo da area dos picos situados
entre 4,5 ¢ 5,6 ppm que representam os hidrogénios dos grupos R-OH. Isso se deve a
diminui¢do da quantidade de hidrogénios desses grupos devido a esterificagdo de algumas
dessas hidroxilas, como se pode ver na Figura 10 (comparacao entre as estruturas).

Ao mesmo tempo que ha uma diminui¢do dos sinais dos hidrogénios das hidroxilas, ha
um aumento no sinal dos hidrogénios de carbono saturado localizados em aproximadamente

2,5 ppm, como esperado devido as longas cadeias de acido graxo substituidas no polimero.
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Sinais tipicos da amilopectina,
provenientes dos hidrogénios
ligados aos carbonos das hexoses

Sinais dos hidrogénios ligados
aos grupos hidroxila do pAmyl

— — 1 -
,EN8
I T T T ' = T T T [ T T T = } T T l T T 5 5 T T I T
6 5 4 : 2 1 ppm
b 0 =R e > § & e

Figura 15. Analise de RMN de préton do pAmyl.
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Nota-se um aumento das areas
dos picos referentes aos
hidrogénios ligados aos grupos

hidroxila do pAmyl
/ / / 7 /
T I T T T T l T T T T I T T T T I T T l T T l ]
6 5 4 3 2 1 PPm
%—;I_,_J L_r___l ;'_I—r__l L'_J L I 1
11.60 5.79 38.94 6.23
6.47 18.93 75 10.29

Figura 16. Analise de RMN de préoton do pAmyl-D.

6.1.1 Analise de Infravermelho

Os espectros de infravermelho das amostras de pAmyl e pAmyl-D seguem nas Figuras

14 ¢ 15.
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Com a reacao de esterificacdo, espera-se verificar nos espectros de infravermelho do
pAmyl-D o aumento do sinal de bandas caracteristicas de grupamentos —CH;, e o surgimento
de bandas caracteristicas de grupamentos que compdem o grupo funcional de um éster.

Analisando-se o espectro do pAmyl, identificamos as seguintes bandas, mostradas na

Figura 14 e identificadas na Tabela 7:

Tabela 4. Identificacdo das bandas de absor¢ao do espectro de infravermelho do pAmyl.

Comprimento de onda de absorcio

Grupo funcional responsavel pela

Identificagdo do grupamento

(cm™) absorc¢ao funcional na estrutura do pAMyl
HO
Banda larga caracteristica de
grupamentos —OH com ligacdes de _OH
3424 hidrogénio intramoleculares e o
intermoleculares . )
Grupamentos hidroxila presentes nas
unidades de glicose
Banda devido ao estiramento
o L Grupamentos —CH presentes nas
2928 assimétrico das ligagdes do grupamento . .
“CH unidades de glicose
HO
1021 Bandas caracteristicas de alcoois
1365 primarios Hidroxila ligada ao carbono no
grupamento —CH,-OH na unidade de
glicose
OH
1083 Bandas caracteristicas de alcoois OH
secundarios . . .
Grupamentos hidroxilas ligados a
carbonos secundarios da hexose
0\/
/ - —
) ) Ligac¢do —O-C-O- ciclica da hexose
1157 Banda caracteristica do das ligagdes

—0O-C-O- de um éter

\ i
7\0
Ligacdo —O-C-O- alifatica efetuando as
ligagdes glicosidicas
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Figura 17. Espectro de infravermelho do pAmyl.
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Ja analisando-se o espectro do pAmyl-D, identificamos as seguintes bandas, mostradas

na Figura 15 e detalhadas na Tabela 8:

Tabela 5. Tabela de identificagdo das bandas do espectro de infravermelho do pAmyl-D.

Comprimento de onda de absorcao
(cm™)

Grupo funcional responsavel pela
absorc¢iao

Identificagdo do grupamento
funcional na estrutura do pAMyl

3347

2921

2849

Banda larga caracteristica de
grupamentos —OH com ligacdes de
hidrogénio somente intermoleculares

Banda devido ao estiramento
assimétrico das ligagdes do grupamento
—CH2 linear

Banda devido ao estiramento simétrico
das ligagdes do grupamento —CH2
linear primarios

HO

OH
OH

Grupamentos hidroxila presentes nas
unidades de glicose

Grupamentos -CH, da cadeia
carbonica alifatica proveniente da
esterificaciio do pAmyl

Mesmos grupamentos dados acima
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Bandas caracteristicas de ligagdo -C=0
1657 deslocada pois existem muitos
grupamentos —OH préximos

0,

Grupamento —C=0 proveniente do
éster substituido em algumas
unidades de glicose

Banda entre 1000 e 1060 cm™ T

proveniente da ligagdo —C—O de éster

1024 -
sobreposta pelas bandas caracteristicas
de alcoois primarios
Liga¢do —C—O do éster proveniente da
reagdo de derivatizagdo do pAmyl
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Figura 18. Espectro de infravermelho do pAmyl-D.

Com o conjunto das andlises de RMN de préton e de espectroscopia no infravermelho,
pode-se concluir que houve a esterificagdo do pAmyl, ou seja, a reagdo de derivatizagao foi

bem sucedida nas condigdes propostas por esse projeto.
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6.2 FORMACAO DAS NANOPARTICULAS

6.2.1 Analise Visual

A primeira andlise a ser feita apos o preparo das nanoparticulas ¢ a andlise visual, no
qual se analisa a turbidez da solugdo que contém as nanoparticulas. Quando particulas de
tamanho submicro estdo dispersas em um solvente, essas ficam suspensas € ndo precipitam,
deixando uma aparéncia permanentemente turva mas ao mesmo tempo translucida na
solucdo'?.

Dentre as 4 solu¢des de pAmyl-D que foram precipitadas em dgua para a formacao de
nanoparticulas, apenas duas delas apresentaram essa turbidez caracteristica de nanoparticulas
em suspensao. Nas outras duas, houve a formacdo de um precipitado que decantou enquanto
que o liquido permaneceu transparente e incolor sem nenhuma turbidez. Essa relagdo

encontra-se descrita na Tabela 9.

Tabela 6. Relagao das solu¢des que aparentemente formaram nanoparticulas de pAmyl-D ou néo.

Solucio Aparéncia apés gotejada Formacao de nanoparticulas
¢ sobre o nao-solvente (agua) de pAmyl-D
IsoA Precipitado decantado + dgua Nao
IsoB Precipitado decantado + dgua Nao
AceA Leve turbidez permanente e Sim
translicida
AceB Leve turbidez permanente e Sim
translicida

Considera-se, entdo, que ao gotejarmos 2 mL das solu¢des AceA e AceB em 5 mL de
agua houve a formacao de nanoparticulas de pAmyl-D, enquanto que para as solugdes [soA e
IsoB nao houve a formagdao das nanoparticulas e sim uma precipitacdo de aglomerados
desorganizados do polimero. As Figuras 17 e 18 mostram a turbidez caracteristica de
nanoparticulas em suspensdao das solucdoes AceA-n e AceB-n. J4 a Figura 19 mostra a

formacgao de precipitados aglomerados nao organizados da solucao de IsoB-n.
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Figura 19. Comparag¢ao entre agua pura (direita) e uma suspensdo de nanoparticulas em agua, solugdo AceA-n.

S|

Figura 20. Comparagdo entre dgua pura (esquerda) e uma suspensdo de nanoparticulas em agua formada a partir
da solucdo AceB, a solucdo AceB-n.

1

Figura 21. Comparagdo entre agua pura (direita) e a solugdo IsoB-n (esquerda) no qual nota-se o precipitado
aglomerado de pAmyl-D ao fundo do tubo de ensaio.

A nao formacao de nanoparticulas a partir das solugdes IsoA e IsoB ¢ atribuida ao fato

de o sistema isopropanol/agua nao ser o ideal para tal. O par ideal de solvente/ndo-solvente

encontrado nesse estudo foi, portanto, acetona/agua.



40

6.2.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

A andlise foi feita utilizando-se dois softwares diferentes, o programa CONTIN e o
HML.
Na analise foi obtida uma curva de uma funcao de correlagdo temporal, demonstrada

nas Figuras 20 e 21, para as amostras de AceA-n e AceB-n respectivamente.
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Figura 22. Func¢ao de correlagdo temporal da amostra AceA-n.
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Figura 23. Func¢ao de correlagdo temporal para a amostra AceB-n.
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Para determinacao dos diametros das particulas em suspensao, o software CONTIN faz
uma transformada de Fourier e estabelece estatisticamente os possiveis diametros e suas
probabilidades de ocorréncia que tenham mesmo comportamento temporal que as curvas
mostradas acima.

Os resultados gerados por esse software estdo demontrados nas Figuras 22 e 23 abaixo.
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Figura 24. Gréfico de probabilidade de ocorréncia versus o diametro da particula, para a amostra AceA-n.
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Figura 25. Gréfico de probabilidade de ocorréncia versus o didmetro da particula, para a amostra AceB-n.
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d G(d) C(d) d G(d) C(d)
130.41 0 0| 257653 0 95
171.04 0 0| 3379.31 0 95
224 34 0 0| 443222 0 95
294 23 72 28 | 581318 0 95
385.91 100 67 | 762442 7 97
506.15 72 95 |10000.00 7 100
663.85 0 95
g70.69 0 95

1141 .97 0 95
149778 0 95
1964 .45 0 95

Figura 26. Dados do grafico de probabilidade x didmetro da particula, para a amostra AceA-n.

Para determinagdo dos didmetros das particulas em suspensao, o software HML prevé

um diametro efetivo da particula baseada na média das movimentagdes difusionais

observadas no tempo de analise. Geralmente essa analise gera um diametro um pouco maior.

Os resultados das analises pelo software HML sao demonstrados nas Figuras 26 e 27.

d G(d) C(d) d G(d) (d) d G(d) C(d)
79.31 0 0| 220563 0 96
107.30 0 O 298419 0 96
14318 0 1 | 4037.57 [ a7
196.42 0 o | 546277 7 99
265.75 95 29 | 7391.06 7 100
359.56 100 50 |10000.00 0 100
48645 85 70
658.20 0 g9
89054 0 93
1204.389 0 96
1830.20 0 98

Figura 27. Dados do grafico de probabilidade x didmetro da particula para a amostra AceB-n.
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Figura 28. Dados da analise pelo software HML da amostra de AceA-n.

STOPPED Ref Index: 1.331

First Delay: 2.4 psec Samples: 8.7163e+06
Last Delay: 100.0 msec Atat: £.9850e+05
Elapsed Time: 00:00:48 A CR [ava.): 16.0 kcps
Wavelength: £32.8 nm M. Base: 5.633%+04
Angle: 90.0 C. Base: 5.5977e+04
Temp: 23.0degC Base diff: 0.646%
Liquid: W ater Eff Dia: 476.5 nm
Viscosity: 0933 cP Paly: 0.222

Figura 29. Dados da analise feita pelo software HML da amostra AceB-n.

Analisando os resultados dados acima, pode-se concluir que a concentragdo das
solucdes de pAmyl-D no momento da precipitacio em agua, tem efeito no tamanho das
nanoparticulas precipitadas: quanto mais concentrada ¢ a solucdo de pAmyl-D em acetona,
maior sera o didmetro das nanoparticulas precipitadas em nao-solvente.

O diametro medido mais confiavel ¢ o analisado pelo software CONTIN, pois ¢ baseado
em uma andlise estatistica dos dados dos movimentos de difusdo. Sendo assim os didmetros

hidrodinamicos mais proximos aos reais sao de 385 nm para AceA-n e 359 para AceB-n.
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E interessante destacar também que, com a anélise de DLS, foi possivel observar que as
particulas formadas possuem uma polidispersdao extremamente baixa. Acredita-se que
otimizando o processo de precipitagdo em nao-solvente através de um gotejamento mais
controlado da solugdo de pAmyl/acetona, com volumes de gota iguais, velocidade de
gotejamento constante e agitagdo controlada podem ser obtidas nanoparticulas monodispersas

de pAMyl.

6.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Como nao houve a formagao de nanoparticulas com as solugdes IsoA e IsoB apenas as
nanoparticulas formadas a partir das solugdes AceA e AceB foram analisadas no microscopio.

As Figuras 28 e 29 apresentam imagens obtidas pela analise de Microscopia Eletronica
de Varredura — MEV — das nanoparticulas formadas a partir das solugdes AceA e AceB.

Por meio destas imagens € possivel corroborar que houve a formagdo de nanoparticulas
para o sistema acetona/agua AceA e também AceB.

E interessante destacar que as longas cadeias saturadas hidrofobicas que foram
introduzidas ao pAmyl através da reacao de esterificagdo interagem entre si com a presenga
de agua ficando no interior da nanoparticula enquanto que a parte hidrofilica do pAmyl
(unidades de glicose nao esterificadas) recobre a mesma. Como a analise de MEV ¢ feita em
meio seco, as amostras tiveram que ser secadas e assim a intera¢ao agua-cadeias hidrofébicas
que formava as nanoparticulas ndo existe mais. Em consequéncia disso, pode-se ver nas
Figuras 28 e 29 que algumas nanoparticulas comecaram a se abrir. Essa ¢ uma hipotese para
explicar a cavidade aberta observada das nanoparticulas.

Em agua, as cadeias poliméricas se “encolhem| tentando expulsar a agua das partes
hidrofébicas, formando uma estrutura termodinamicamente mais estavel: uma esfera. Outra
hipotese para explicar as cavidades destacadas e ao mesmo tempo a irregularidade das esferas,
¢ que em meio aquoso, moléculas de agua ficam situadas dentro da estrutura interagindo com
as partes hidrofilicas do pAmyl-D. Quando a amostra ¢ secada para andlise de MEV, essa
agua ¢ evaporada e as esferas ficam “murchas”.

Esses problemas de morfologia das nanoparticulas podem ser resolvidos, com a
proposta futura de adicdo de um agente reticulante, como por exemplo EDC (1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida) logo apds a etapa de formagdo das nanoparticulas com a

precipitacdo em nao-solvente.



45

Pode-se notar também que muitas nanoparticulas estdo deformadas pois estdo em
processo de gelatinizagdo. Isso se deve ao fato de que a temperatura da amostra se eleva

muito durante a analise de MEV, ultrapassando a temperatura de gelatinizagdo do polimero.

ao aquecimento dos
Sstubs.

Naneparticula ainda na forma
de micela sem aberturasessem
processo de gelatinizagdg_

18kl ¥9.5 Zrrn

Figura 30. Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas preparadas a
partir da solugdo AceA.

Nanoparticula com cavidade e
em processo de gelatinizagao.

Figura 31. Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas de pAmyl-D preparadas a

partir da solugdo AceB.
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Pode-se notar também uma concordancia entre as analises de DLS e de MEV quanto

ao diametro efetivo das nanoparticulas, AceA tendo 385,91 nm e AceB 359,56 nm.

6.3 COMPARACAO DE CUSTOS

Para serem analisados os custos de produg¢do de ambas as particulas de latex e de
pAmyl-D, foram calculadas as quantidades necessarias de reagentes para a preparacao de
260g de nanoparticulas, mostradas na Tabela 10, foram relacionados os equipamentos

necessarios, na Tabela 11 e a energia elétrica gasta em cada processo.

Tabela 7. Relagdo da quantidade de reagentes necessarios para producdo de 260 g de nanoparticulas de latex.

Quantidade necessaria para producéo de 260 g de

Reagente nanoparticulas de litex
Dodecilssulfato de sodio 39¢g
Peroxodissulfato de potéssio S2¢g
Borax 52¢g
Estireno 234 ¢
Estireno sulfonato de sodio 26 g

Tabela 8. Relagdo da quantidade de reagentes necessarios para producdo de 260 g de nanoparticulas de pAmyl-
D.

Reagente Quantidade necessaria para producio de 260 g de
nanoparticulas de pAmyl-D
pAmyl 200 g
Acido estearico 60 g
DMSO 4L
DMAP 2¢g

DCC 60 g
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Para determinacdo do custo de cada reagente foi feita uma pesquisa e cotacdes de
precos em diversos fabricantes e distribuidores. Os menores pregos encontrados estdao

apresentados na Tabela 12 a seguir.

Tabela 9. Relagdo da pesquisa de pregos dos reagentes necessarios para ambos 0s processos.

Reagente Preco (RS$) Quantidade
Dodecilssulfato de sodio 16,40 100 g
Peroxodissulfato de sodio 218,00 100 g

Borax 387,00 250 g

Estireno 186,00 1 kg

Estireno sulfonato de sédio 294,00 100 g
pAmyl 0,97 1 kg
Acido estedrico 17,56 250 g
DMSO 55,00 1L
DMAP 20,17 5¢g
DCC 36,92 100 g

A partir dos valores da Tabela 12 foram calculados os custos de materiais reagentes
para cada técnica. Nao foi levado em conta o custo de agua destilada nem de membrana para
dialise, pois ambas as técnicas utilizam quantidades semelhantes. Os resultados dos calculos

estao representados nas Tabelas 13 e 14.

Tabela 10. Relagdo de custos para preparagdo de 260 g de nanoparticulas de latex.

Reagente Prec¢o (RS) para producio de 260 g de
nanoparticulas de latex
Dodecilssulfato de sodio 6,39
Peroxodissulfato de potéssio 113,36

Borax 8,05
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Estireno 43,52
Estireno sulfonato de sodio 76,44
TOTAL RS 247,76

Tabela 11. Relagdo de custos para preparagao de 260 g de nanoparticulas de pAmyl-D.

Reagente Preco (BRL) para producéo de 260 g de
nanoparticulas de pAmyl-D
pAmyl 0,20
Acido estearico 421
DMSO 220,00
DMAP 8,07
DCC 22,15
TOTAL RS 254,63

A relagdo de equipamentos necessarios para cada tipo de processo estdo descritos na

Tabela 15, juntamente com o menor preco encontrado na pesquisa de cada equipamento.

Tabela 12. Relagdo e custo de equipamentos necessarios para produgdo de nanoparticulas de ambos os
processos.

LATEX pAmyl-D
Equipamentos Preco (RS) Equipamentos Preco (RS)
Agitador magnético R$ 409,86

Agitador magnético R$ 1067,58 sem aquecimento

com aquecimento (capacidade 5L)

(capacidade 5L)
Liofilizador R$ 15.000,00

TOTAL: RS 1067,58 TOTAL: RS 15.409,86
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Considerando-se que em média o custo de cada kW.h custa aproximadamente R$ 0,20, foi
calculado o gasto de energia elétrica para cada equipamento elétrico utilizado na produgao das

nanoparticulas dos dois processos.

Tabela 13. Relagdo de cada equipamento utilizado na produ¢do das nanoparticulas com sua poténcia, tempo de
uso, gasto em energia elétrica e custo da mesma.

Equipamento Poténcia Tempo de uso Energia elétrica Custo

Agitador magnético 500 W 24 h 12 kW.h RS 2,40
com aquecimento

Agitador magnético 25 W 48 h 1,2kW.h R$ 0,24
sem aquecimento

Liofilizador 600 W 10h 6 kW.h R$ 1,20

Considerando-se que a capacidade dos agitadores ¢ de 5L, e que nesse volume ¢é
possivel a produgdo de aproximadamente os 260 g de nanoparticulas, o valor de energia
elétrica gasta para a producao de cada 260 g de nanoparticulas de latex é de R$ 2,40.

A capacidade de um liofilizador ¢ de suportar oito recipientes de no maximo 1000 mL.
Para ndo sobrecarregar o equipamento e gerar supostos gastos posteriores, considera-se que o
liofilizador trabalhe com metade de sua capacidade, ou seja, 4L, totalizando assim
aproximadamente os 260 g de nanoparticulas de pAMyl-D. Portanto, somando-se os gastos
energéticos do agitador e do liofilizador, o custo para producdao de cada 260 g de
nanoparticulas é de R$ 0,84 (R$ 0,24 + RS 0,60).

Para analisar as vantagens econdmicas dos dois processos, deve-se separar o custo total
em: custo fixo, ou seja, custo de equipamentos e instalagdes, e custo varidvel, isto €, o custo
das matérias primas e energia elétrica que dependem do nivel de producado e da demanda.

Se for analisado apenas o custo total, o processo mais vantajoso economicamente ¢ o da
producao das nanoparticulas de latex, pois na producdo das nanoparticulas de pAmyl-D ha um
gasto relativamente grande ao se adquirir um dos equipamentos, o liofilizador.

Entretanto, no momento em que ja foram estabelecidas as compras e instalagcdes dos
equipamentos de custo fixo, o custo varidvel dos dois processos sdo praticamente

equivalentes. Isso ¢ uma grande vantagem, pois toda tecnologia desenvolvida hoje em dia
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voltada para o cunho ambiental, carrega um alto custo fixo e a0 mesmo tempo um alto custo
variavel, ndo instigando a vontade dos investidores para a instalacao dessas novas tecnologias.

A producdo das nanoparticulas de pAmyl-D, no entanto, carrega um custo fixo
relativamente alto, mas um custo varidvel extremamente baixo, podendo assim ser
interessante ao ver de investidores pois, além de continuar com os mesmos gastos variaveis,

apela para a tecnologia sustentavel, biodegradavel e de fontes alternativas.

6.4 PROPOSTAS FUTURAS

6.4.1 Adicao de um agente reticulante

Como discutido previamente, a cavidade das particulas observada pela analise de MEV
podem ter sido formadas durante a precipitacdo das nanoparticulas em nao-solvente (uma
morfologia propria das condigdes reacionais) ou simplesmente uma abertura das mesmas
devido a auséncia de agua na hora da analise.

Ambas hipoteses do problema podem ser resolvidas adicionando-se algum agente
reticulante sob a suspensao de nanoparticulas recém formadas. Essa adicdo promoveria uma
reticulagdo do polimero na superficie da nanoesfera, erradicando o problema da cavidade e ao
mesmo tempo erradicando o outro problema que ocorre quando a agua ¢ expulsa por secagem

- as nanoesferas murcham.

6.4.2 Ultracentrifugacio

Para garantir ainda mais a monodispersidade das nanoparticulas, além de se otimizar o
processo, pode-se ultracentrifugar as suspensdes de nanoparticulas e dividi-las em diversas
aliquotas de didmetros idénticos cada uma.

Isso ¢ possivel pois moléculas e particulas de diferentes massas, ou diferentes tamanhos
e formas, em geral, movem com diferentes velocidades em um dado campo centrifugal, isto €,
cada particula ou molécula de um determinado tamanho e massa terd coeficiente de

sedimentacao diferente das outras.



51

6.4.3 Estudo da possibilidade de uso como nanocarreador de farmacos

Polissacarideos anfifilicos tem encontrado um a gama grande em aplicagdes na ci€ncia
de coldides, tecnologia ambiental, e engenharias de biotecnologia e biomédicas.
Particularmente, eles vem se tornando o foco de muitos pesquisadores pela sua capacidade de
formar auto-agregados em solucdes aquosas com fim de desenvolver-se carreadors de
farmacos eficazes.

Nanocarreadores micelares podem proteger o farmaco contra degradacao, controlar a
liberacao do mesmo, e promover uma boa estabilidade coloidal.

Muitos trabalhos cientificos estdo envolvendo nanocarreadores de fAirmacos formados
por nanoparticulas de amilopectina derivatizada de maneira a tornd-la hidrofébica,
principalmente com reacao com PLA -poli(acido latico). Portanto, uma outra proposta futura
seria estudar as propriedades do pAmyl-D como um nanocarreador de farmaco, devido a sua

fracao hidrofobica e total compatibilidade biologica.

6.4.3 Estudo das propriedades mecanicas e térmicas do pAMyl-D

Nos ultimos quize anos, muitos artigos cientificos tem sido publicados descrevendo a
modificagao de amido para torna-lo em um material termopléstico. O amido em si pode ser
plastificado com diferentes compostos organicos de baixa massa molar para produzir, por
exemplo filmes, espumas e pecas plasticas. A vantagem do uso de amido nativo para
producao de material termoplastico ¢, obviamente, que esse ¢ biodegradavel e ¢ extremamente
barato. Mas comparado com polimeros sintéticos, o amido frequentemente demonstra pobres
propriedades mecanicas. As principais razoes que causam essas pobres propriedades sdo a sua
natural hidrofilicidade e portanto relativamente grande absorvedor de agua, assim como a
fragilidade do material resultante.

Modificag¢des quimicas sao necessarias para melhorar significativamenteas propriedades
mecanicas. A acetilagdo de amido resulta em boas propriedades termoplésticas de
processamento, melhora as propriedades mecanicas e aumenta a hidrofobicidade.

Uma das propostas futuras, ¢ um estudo das propriedades mecanicas e térmicas do
polimero derivatizado obtido nesse projeto tecnolégico, o pAmyl-D, assim como o estudo das
propriedades mecanicas de polimeros de amilopectina derivatizados com diferentes acidos
organicos com diferentes graus de substituicao, utilizando-se a mesma rota sintética proposta

nesse projeto.
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6.4.4 Estudo de novas morfologias com graus de substituicio da reacio de esterificacao

diferentes e acidos graxos diferentes

Outra proposta para o futuro, ¢ a de um estudo abrangendo a influéncia na morfologia
das nanoparticulas quando sdo variados o grau de substituicdo da reagdo de graftizacdo da
amilopectina e o tamanho da cadeia do acido carboxilico substituido. Assim como um estudo
da influéncia da velocidade de agitacao, da temperatura e pressao no processo de precipitagao

das nanoparticulas.
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7. CONCLUSOES

Neste projeto, foi obtida com sucesso a derivatizacdo do polimero de amilopectina
através de uma reacao de esterificacdo do mesmo. Utilizando, entdo de técnicas de produgao
de nanoparticulas, foi concluido que através do processo de precipitagdo em nao-solvente foi
possivel obter as nanoparticulas com polidispersao baixa do polimero resultante da reagao de
derivatizacdo utilizando-se o sistema acetona/agua como solvente/ndo-solvente.

O processo ainda pode ser otimizado, principalmente na parte de custos através de um
estudo mais detalhado das condigdes reacionais da esterificagdo revendo-se as quantidades
dos reagentes mais custosos e determinacao do menor tempo de reacao. Pode-se concluir que
a proposta de substituicdo das particulas padrao de latex pelas de pAmyl-D ¢ valida e pode

ainda ser um processo muito mais barato, apos ser feita a otimizacao da técnica.
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