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Apresentacao

Rafaella Takehara Paschoalin
Osvaldo N. Oliveira Jr.

AplicacGes inovadoras de materiais poliméricos com técnicas sofisticadas
e otimizadas requerem o conhecimento das interdependéncias entre estrutura
e propriedade. Este livro aborda as aplicacdes tecnoldgicas e técnicas de pro-
cessamento dos polimeros mais utilizadas atualmente. Por ser de carater in-
trodutdrio, as autoras e os autores apresentaram os fundamentos da estrutu-
ra, do processamento e das propriedades desses materiais. Foram discutidas
as correlacGes entre estrutura quimica, composicdo, caracteristicas morfold-
gicas e propriedades macroscdpicas de materiais poliméricos, proporcionando
um equilibrio entre conhecimento tedrico e aplicacdo da ciéncia dos polime-
ros. Enfase foi dada a possibilidade de utilizar tal conhecimento para manipu-
lar as propriedades e funcionalidades dos materiais a partir do controle de sua
estrutura e da adaptacdo de técnicas de processamento, pois um alto nivel de
controle permite transformar matérias-primas em produtos e tecnologias de
grande valor para a sociedade.

Devemos ressaltar uma motivacao importante para a concepcao deste
livro, que ¢ a disponibilidade limitada de literatura cientifica em polimeros
em lingua portuguesa. Esta obra contém doze capitulos com contetdo atua-
lizado e exemplos ilustrativos, tanto de aplicacoes quanto de metodologias
de processamento. Com a variedade de conceitos e exemplos apresentados,
esperamos que o(a) leitor(a) — iniciante ou ja familiarizado com a ciéncia de
polimeros — possa apreciar como o paradigma em que se baseia o contro-
le das propriedades e processamento de polimeros leva a aplicacées que

transformaram a sociedade nas ultimas décadas.



Prefacio

Leticia Vitorazi

Organizadora

Este livro apresenta uma miscelénea de tépicos especiais em materiais
poliméricos, com foco especial em polimeros em solugdo. A obra contem-
pla a descricdo de polimeros naturais, incluindo sua extracdo, purificacdo e
caracterizacdo, usando como exemplo os polissacarideos, por conta da sua
abundéncia natural e importancia tecnoldgica. As aplicacGes biomédicas e
na industria de alimentos de alguns desses biopolimeros também s3o enfa-
tizadas. Polimeros naturais sdo de complexa processabilidade devido a fa-
cilidade de degradacdo frente ao aguecimento, parametro fundamental no
processamento de polimeros termopldsticos empregando, por exemplo, ex-
trusdo. Nesse ambito, apresenta-se uma técnica de processamento de ob-
tencdo de filmes para polimeros naturais utilizando solucGes poliméricas. O
método apresentado é chamado de casting, em que uma solucdo polimérica
€ espalhada sobre uma superficie e, apds a secagem do solvente, a pelicula
polimérica é formada.

Posteriormente, segue-se para uma sequéncia de capitulos que des-
crevem o emprego de polimeros, sintéticos e naturais, em solucdo, além
de alguns exemplos de estruturas formadas e potenciais aplicagoes. Poli-
meros podem se coassociar e formar coacervados, por exemplo, pela inte-
racao eletrostatica entre polieletrdlitos de carga oposta. Ainda, polimeros
podem se autoassociar em solucdo e formar nanoestruturas com diferen-
tes morfologias, como é o caso dos copolimeros em bloco anfifilicos. Como
possibilidade de aplicacdo simples e classica, é apresentado um capitulo
de biossensores baseados em filmes de polimeros nanoestruturados, que
aborda a preparacdo e caracterizacdo de arquiteturas enzimaticas-polimé-
ricas nanoestruturadas em um estudo de caso de biossensor para deteccao
de cancer de prostata.

Uma nova sequéncia de capitulos leva ao leitor a importancia das nano-

particulas poliméricas, com descricdo dos seus principais métodos de sintese



com técnicas top down e bottom up, além da funcionalizacdo e caracteriza-
c3o dessas nanoparticulas, com destaque na aplicacdo biomédica. Em se-
guida, apresentamos as suspensdes poliméricas, com énfase em modifica-
¢3o superficial por meio da técnica de leito fluidizado.

Dando continuidade a apresentacdo da importancia de polimeros em
solucdo, algumas técnicas versateis de manipulagdo de solucdes polimé-
ricas sdo apresentadas. Nesse tdpico, destaca-se a eletrofiacdo e a fiacdo
por sopro em solucdo. Enquanto a primeira trata do uso da diferenca de
potencial na obtencdo de fibras, a segunda é baseada no uso de capilares
e fluxo de gas na obtencdo de nanomateriais. Um exemplo de fiacdo por
sopro em solucdo é a aerografia, bastante empregada atualmente no reco-
brimento de superficies.

Para finalizar, escolheu-se apresentar a impressao 3D, uma técnica re-
centemente aplicada aos polimeros termoplasticos no desenvolvimento de
estruturas sélidas, mostrando que o processamento de polimeros sdlidos,
como estrutura de engenharia, também vem se desenvolvendo ao longo dos
anos. Além das convencionais engenharias de pecas automotivas e de mi-
nusculos componentes da industria de telecomunicacées, atualmente essa
técnica tem sido amplamente utilizada para aplicacdes biomédicas e na en-
genharia de tecidos.

Essa € a ideia central do livro que lhes é apresentado, de modo que
possa ser consultado tanto por alunos de graduacao quanto por alunos de
pods-graduacdo que estdo iniciando suas pesquisas em diferentes linhas, com
foco nas técnicas usadas para polimeros em solucdo que podem ser Uteis na
elaboracdo de estruturas controladas em solucdo, mas também de materiais

como fibras ou filmes.
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Extracao, purificacao e caracterizacao
guimica de polissacarideos

Shayane da Silva Milhorini**
Vanessa Suzane Schneider?
Carina Boaron?!

Francié Assis Melo Faria’
Lucimara Mach Cértes Cordeiro?
Giuliana Cozzella Campo Grande?”

INTRODUCAO

Os carboidratos sdo os compostos organicos mais abundantes no
planeta, sendo encontrados como monossacarideos, dissacarideos, oli-
gossacarideos ou, na maioria das vezes, como polissacarideos (Reid,
1997; Avigad; Dey, 1997). Na natureza, as unidades de aclicar raramente
encontram-se como monossacarideos isolados, mas na forma de molé-
culas maiores com diversos mondmeros ligados entre si. Esses polimeros
participam da estrutura da parede celular de plantas, fungos e bactérias,
da matriz extracelular de tecidos animais e do armazenamento de energia
(Prestegard; Liu; Wildman, 2017). Quimicamente, sdo moléculas de po-
liildroxialdeidos, poliidroxicetonas ou compostos que possam ser hidroli-
sados a essas unidades.

Os monossacarideos sdo a forma mais simples desses compostos e po-
dem estar ligados para formar estruturas maiores, como os oligossacarideos
(polimeros com menos de vinte unidades monossacaridicas) e os polissa-
carideos (mais de vinte unidades). As moléculas que apresentam mais de
um tipo de monossacarideo em sua cadeia sdo chamadas de carboidratos
complexos, como as galactomananas, formadas por residuos de galactose
e manose (Seeberger, 2017). Esses biopolimeros diferem entre si quanto a

configuracdo do carbono anomérico, os tipos de mondémeros que constituem

* Autores correspondente: Shayane da Silva Milhorini (shayanedasilva.s@gmail.com)
Giuliana Cozzella Campo Grande (giu.cozzella@gmail.com)
1 Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Programa de Pés-Graduac&do em Ciéncias (Bioguimica), Setor de Ciéncias

Bioldgicas, Centro Politécnico, Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba-PR.
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sua cadeia, os tipos de ligacdo que unem esses residuos, o grau de ramifica-
cao e o comprimento das cadeias (Nelson; Cox, 2011).

Os polissacarideos representam uma relevante classe de compostos
bioativos por apresentarem uma variedade de atividades bioldgicas (Simdes
et al., 2003) que sdo intrinsecas aos seus parametros estruturais (Srivas-
tava; Kulshreshtha, 1989). Estudos demonstram que os polissacarideos
obtidos a partir de diferentes fontes, como plantas, fungos, vinhos, algas
e bactérias, apresentam atividades antioxidantes (Schneider et al., 2020),
anti-inflamatdrias (Bezerra et al., 2018; Carbonero et al., 2008), gastropro-
tetoras (Abboud et al,, 2019; Nascimento et al., 2013; Cipriani et al., 2006),
antivirais (Cassolato et al., 2008), antitumorais (Adami et al., 2018; Adami et
al., 2020; Tamiello at al., 2018a), antinociceptivas (Nascimento et al., 2016;
Leivas et al., 2016), entre outras.

Na indUstria, os polissacarideos s&do aplicados por possuirem diferentes
propriedades quimicas. A carboximetilcelulose (CMC), por exemplo, é adicio-
nada as sobremesas congeladas com a finalidade de inibir o crescimento dos
cristais de gelo, atuando como um estabilizante. Na indUstria farmacéutica, o
mesmo composto atua como agente de revestimento de comprimidos, devido
a sua insolubilidade na acidez estomacal e solubilidade no intestino. Ainda, na
indUstria cosmética, a CMC pode ser adicionada com a finalidade de propor-
cionar estabilidade em emulsdes e locoes (lzydorczyk; Cui; Wang, 2005). Ou-
tro grande exemplo de aplicacdo industrial de carboidratos sdo as pectinas,
moléculas abundantes em plantas superiores, caracterizadas, principalmente,
pela presenca de aclcares acidos em sua estrutura (Aspinall, 1970).

Na industria alimenticia, as pectinas atuam como agentes gelificantes
em alimentos, como geleias e produtos de confeitaria, e podem ser usa-
das como uma alternativa ao uso da gelatina (lzydorczyk; Cui; Wang, 2005).
Além desses polissacarideos, a goma guar é muito utilizada como aditivo
alimentar, de modo a favorecer a textura dos alimentos, uma vez que os
emulsifica, engrossa e estabiliza (Goldstein; Alter; Seaman, 1973). Na in-
dustria cosmética, essa goma favorece o espessamento e a emulsdo dos
produtos (Chudzikowski, 1971). Outro polissacarideo com aplicacdo indus-
trial é a carragenana, amplamente utilizada como espessante, gelificante e

estabilizante de alimentos (Campo et al., 2009).
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Existem diversos métodos para extrair, purificar e caracterizar esses
biopolimeros. Esse capitulo resume alguns métodos para a obtencdo de po-
lissacarideos brutos ou purificados, bem como as técnicas mais comumente

utilizadas para sua caracterizacdo quimica.

EXTRAGAO DE POLISSACARIDEOS

A aplicacdo e o estudo dos polissacarideos estdo vinculados a extra-
cao e ao isolamento eficientes. O processo de extragao sempre envolve uma
transferéncia de massa de uma fase para outra. Fatores como temperatura,
pH, pressao e forca idnica do solvente podem afetar a extracdo do material
polimérico. Para a escolha de um método de extracdo adequado, deve-se
levar em consideracao a natureza da estrutura da parede celular da ma-
téria-prima utilizada. Além disso, é preciso ter em vista a inalteracdo das
propriedades polissacaridicas como massa molar média ponderal (Mw),
conformacdo estrutural e tipos de ligacdes glicosidicas, uma vez que essas
caracteristicas sdo as principais responsaveis pelas propriedades bioativas
desses polimeros (Wang et al., 2016).

Preliminarmente, os compostos apolares, como os lipidios, podem ser
removidos da matéria-prima desidratada com algum solvente orgénico,
como acetona, etanol ou misturas de cloroférmio e metanol. Em seguida,
a extracdo dos polissacarideos é realizada. Por meio da variacdo das con-
dicOes de extracao, partindo de condicGes mais brandas para mais fortes
(pelo aumento da temperatura do solvente, por exemplo), diferentes po-
lissacarideos podem ser obtidos. Em geral, a extracdo desses polimeros é
realizada com dgua na temperatura ambiente, seguida de um processo de
centrifugacao ou filtracdo para remover o material ndo solubilizado (Abreu
et al., 2019; Milhorini et al., 2018). Esse material pode, posteriormente, ser
submetido a extracdo com dgua quente ou outras solucdes aquosas (Cam-
po Grande, 2019; Chaves; lacomini; Cordeiro, 2019; Schneider; lacomini;
Cordeiro, 2019).

Solucdes alcalinas, como hidréxido de sédio (NaOH) ou hidréxido de
potassio (KOH) 10%, também sdo amplamente utilizadas para a extracdo

desses polimeros da parede celular (Nascimento et al., 2013; Schneider;
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lacomini; Cordeiro, 2019). Nessas condicdes, os polissacarideos que inicial-
mente ndo foram extraidos sdo liberados da complexa rede das paredes
celulares. O borohidreto de sédio (NaBH,) € normalmente adicionado para
reduzir o risco de reacdes de B-eliminacdo, em que os residuos redutores
da cadeia polissacaridica podem ser sequencialmente eliminados em meio
fortemente alcalino (Izydorczyk, 2005).

Outras técnicas tém ganhado destaque na comunidade cientifica e in-
dustrial, tanto por ampliarem o rendimento de obtencao de material quan-
to por serem ambientalmente favoraveis, tais como: a extracdo com liquido
pressurizado (Pressurized liquid extraction — PLE); a extracdo assistida por
ultrassom (Ultrasonic-assisted extraction — UAE); a extracao enzimatica as-
sistida (Enzymatic-assisted extraction — EAE); entre outras.

A PLE consiste em utilizar pressdes supercriticas, que possibilitam aque-
cer o solvente acima do ponto de ebulicdo e manter o estado liquido. Dessa
forma, a constante dielétrica da dgua e sua viscosidade sdo modificadas, via-
bilizando a solubilizacdo de polissacarideos (Plaza; Turner, 2015). J4 na UAE,
a onda de ultrassom contribui para o inchaco e a hidratacdo da parede celular
e, consequentemente, sua ruptura e transferéncia desses biopolimeros para a
solucdo aquosa (Hromadkova; Ebringerovd; Valachovi¢, 1999). Enquanto isso,
a estratégia de uso da EAE apresenta a vantagem de as enzimas catalisarem
seletivamente a regiao de degradacao das paredes e membranas celulares,
permitindo uma liberacao e extracao eficientes de compostos bioativos (Ferri
et al., 2020). Esses processos apresentam o beneficio de ndo demandar recu-

peracgao de solvente no final da extracao.

PURIFICAGCAO DE POLISSACARIDEOS

Uma vez que o procedimento de extracao foi realizado, os polis-
sacarideos podem ser obtidos a partir do extrato bruto. Esses biopo-
limeros sdo insollveis em solventes orgénicos, de forma que podem
ser precipitados a partir de uma solugcdo aquosa neutra utilizando um
solvente organico miscivel com agua, como o etanol (Morrison, 1996).
Essa precipitagdo pode ser realizada com etanol em excesso (3:1, v/v),

que permite a recuperacao dos polissacarideos no precipitado, enquan-
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to as moléculas de baixa Mw, como os oligossacarideos, sdo mantidas
no sobrenadante (Alquini, 2010). Além da precipitacdo com excesso de
etanol, também é possivel realizar a precipitacdo seriada, que consiste
na adicdo gradual de etanol. Uma vez que uma amostra pode conter po-
lissacarideos com diferentes caracteristicas fisico-quimicas, como Mw e
grau de ramificacao, a adicdo gradual de etanol permite a precipitacao
seletiva dessas macromoléculas, com a obtencdo de polimeros distin-
tos dependendo da concentracao de etanol utilizada (Bian et al., 2010;
Peng et al., 2011; Peng et al., 2013).

A adicdo de solvente orgdnico em uma solucdo aquosa resulta ndo
apenas na precipitacdo de polissacarideos, mas também de proteinas
(Burgess, 2009; Yoshikawa et al., 2012). Devido a isso, em muitas situ-
acoes é necessario realizar a remocdo das proteinas de um extrato ou
fracdo polissacaridica. Para isso, diferentes técnicas podem ser apli-
cadas, como o uso de enzimas proteases (Zha et al., 2012; Zeng et al.,
2019); o tratamento com &cido tricloroacético (TCA), que pode ser rea-
lizado utilizando diferentes concentracées do acido (Zeng et al., 2019);
a adsorcao em resina (Liu et al., 2010; Shi et al., 2019); o método de
Sevag, utilizando cloroférmio e n-butanol para precipitar as proteinas
de uma solucdo de polissacarideos (Sevag; Lackman; Smolens, 1938;
Staub, 1965); e a utilizacdo de solucdo alcalina aliada ao aumento da
temperatura, que assim como em extracoes alcalinas, necessita da adi-
cao de NaBH, para proteger a unidade redutora do polissacarideo, evi-
tando sua degradacdo (Smiderle et al., 2008; Silva, 2017).

Além da remocdo de proteinas, é necessdario considerar que, para
obter um polissacarideo purificado, os diferentes polissacarideos pre-
sentes na amostra devem ser separados. Com esse objetivo, sao aplica-
das metodologias de separacao e purificacdo que possuem como base
as caracteristicas fisicas e quimicas dessas biomoléculas, como solubi-
lidade em agua, massa molar, carga da molécula, capacidade de formar
complexos com ions metédlicos Cu (ll), composi¢cdo monossacaridica, ti-
pos de ligacdo e configuracdo do carbono anomérico.

O processo de congelamento e descongelamento (Gorin; lacomini,

1984) é um método utilizado para separar polissacarideos que possuem
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solubilidades diferentes em dgua fria. Esse método, que apresenta as
vantagens de ser simples e de baixo custo, é eficaz devido as diferencas
no grau de ramificacdo dos polissacarideos contidos na mistura, pois as
moléculas lineares ou menos ramificadas tendem a precipitar em dgua
fria, enquanto as mais ramificadas permanecem sollveis (Ruthes et al.,
2013; Ruthes; Smiderle; lacomini, 2015). Apds a realizacdo do proce-
dimento de congelamento e descongelamento por repetidas vezes, os
polissacarideos podem ser facilmente separados por centrifugacdo, uma
vez que as moléculas soldveis em agua fria sdo obtidas no sobrenadante
e as insoluveis no precipitado (Gorin; lacomini, 1984).

A utilizacdo de um dnico método, como congelamento e desconge-
lamento, corrigueiramente ndo é o suficiente para a purificacdo de um
polissacarideo, visto que mais de uma molécula presente na mistura
pode ser soluvel ou insolivel em agua fria. Dessa forma, outras carac-
teristicas das moléculas que comp&em a amostra devem ser pondera-
das para a escolha de outros métodos de purificacdo.

Uma possibilidade ¢é realizar a separacdo dos polissacarideos con-
siderando suas diferencas de Mw. Para averiguar se os polissacarideos
de uma amostra possuem Mw distinta, pode-se analisad-la por cromato-
grafia de alta performance por exclusao de tamanho acoplada a um de-
tector de indice de refracao (High Performance Size Exclusion Chroma-
tography — Refraction Index Detector, HPSEC-RI). Um cromatograma
com perfil heterogéneo, ou seja, com dois ou mais picos, evidencia que
a amostra é composta por polissacarideos com Mw diferentes (exem-
plo: amostras P e SP) (Figura 1). J& um perfil homogéneo, ou seja, com
apenas um pico, indica que a amostra é composta por um polissacarideo
puro ou por polissacarideos com Mw similares (exemplo: amostra ESP)
(Figura 1) (Milhorini et al., 2018).
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FIGURA 1 — PERFIS DE ELUICAO DAS FRAGOES POLISSACARIDICAS P, SP E ESP
OBTIDOS EM HPSEC-RI
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Fonte: Adaptado de Milhorini et al. (2018).

Para amostras que apresentam um perfil heterogéneo, metodologias
de purificacdo baseadas nessa heterogeneidade podem ser escolhidas.
Membranas de didlise com porosidade especifica podem ser utilizadas, nas
quais os polissacarideos de tamanho superior ao da porosidade da membra-
na ficam retidos, enquanto os de tamanho inferior sdo eluidos da membrana
(Smiderle, 2008; Komura, 2009; Silva, 2017). Além da didlise, membranas
especificas podem ser utilizadas em processos de ultrafiltracdo. Para isso,
um sistema de filtragem adequado deve ser empregado, no qual é aplica-
da pressao pelo acoplamento com um cilindro de ar comprimido (Paredes,
2015; Chaves, 2015; Campo Grande, 2019).

As membranas utilizadas tanto no processo de didlise como na ultra-
filtracdo sdo projetadas para a purificacdo de proteinas. Portanto, a escolha
de uma porosidade adequada para a purificacdo de uma mistura de polis-
sacarideos pode ser dificil, uma vez que essas biomoléculas podem adquirir
diferentes conformacdes em solucdes aquosas, o que influencia no perfil de

eluicdo. Devido a isso, mesmo apresentando Mw maior que a porosidade
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escolhida, os polissacarideos podem ser eluidos através da membrana de
dialise ou ultrafiltracdo (Ruthes; Smiderle; lacomini, 2015).

Além dos métodos supracitados, a utilizacdo de diferentes tipos de
técnicas cromatograficas é uma alternativa no processo de purificacdo.
A cromatografia de permeacao em gel, por exemplo, pode ser escolhida
quando se tem uma mistura de polissacarideos com diferentes Mw. O
gel a ser utilizado vai depender da distribuicdo de massa dos polissaca-
rideos, sendo que os géis de Sephadex, Sepharose, Bio-gel, Sephacryl,
Superdex e Superose sdo os mais comuns (Tang et al., 2020).

Ha métodos de purificacdo que ndo se baseiam na Mw dos polissacari-
deos. A cromatografia de troca ibnica, por exemplo, pode ser utilizada quan-
do a mistura possui polissacarideos neutros e carregados (Ruthes; Smiderle;
lacomini, 2015). Para isso, diferentes colunas podem ser empregadas, como
dietilaminoetil (DEAE) celulose, DEAE Sepharose Fast Flow, DEAE-Sepha-
dex e Q-Sepharose (Tang et al., 2020).

Outra metodologia é a purificacdo por precipitacdo por meio da for-
macao de complexos dos polissacarideos com fons metalicos Cu (Il). Para
a realizacdo desse procedimento, é utilizado o reagente de Fehling (Jones;
Stoodley, 1965), em que duas solucbes sao empregadas: uma solucao al-
calina, composta por hidréxido de potassio, tartarato de sddio e potassio
tetra-hidratado; e uma solugao de sulfato de cobre (l) (Sovrani, 2016; Silva,
2017). Os ions metdlicos Cu (ll) formam complexos na presenca de grupos
reativos (COOH, OH, NH,), levando a precipitacdo do polissacarideo capaz
de formar esse complexo (Ruthes; Smiderle; lacomini, 2015).

Alguns dos polissacarideos que tendem a ficar no sobrenadante, ou seja,
nao sdo precipitados pelo reagente de Fehling, sdo o glicogénio (Silva, 2017),
a arabinogalactana (Tamiello et al., 2018), a arabinana (Cordeiro; Almeida; la-
comini, 2015) e a B-glucana (Sovrani et al., 2017), embora ja tenha sido rela-
tada a precipitacdo desse ultimo polimero (Smiderle, 2008). Os polissacaride-
os que normalmente precipitam no tratamento com reagente de Fehling sao:
fucogalactana (Ruthes et al,, 2012), fucomanogalactana (Ruthes et al., 2013),
galactana (Brito et al., 2018), manogalactana (Smiderle et al., 2008), homo-
galacturonana (Tamiello et al., 2018) e glucuronoxilana (Schneider; lacomini;
Cordeiro, 2019).
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Outras metodologias simples e efetivas podem ser utilizadas no pro-
cesso de purificacdao. Por exemplo, o tratamento brando com NaOH 0,1
mol/L é um método de baixo custo que pode ser empregado para separar
glucanas insoluveis em dgua que possuem diferentes configuragdes ano-
méricas e graus de ramificacdo (Jesus et al., 2018). Além disso, tratamen-
tos com enzimas como B-glucanase (Smiderle, 2012), a-amilase (Smiderle,
2012; Milhorini et al., 2018), galactanase (Leivas; lacomini; Cordeiro, 2015)
e inulinase (Chaves; lacomini; Cordeiro, 2019) s3o eficientes na remocao de
polissacarideos indesejados, que sdo degradados e, posteriormente, remo-

vidos por precipitacdo etandlica e didlise.

CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA QUIMICA
DOS POLISSACARIDEOS

N3o hd uma metodologia Unica apropriada para a andlise qualitativa e
quantitativa de carboidratos (Nagy; Peng; Pohl, 2017; Nelson; Cox, 2011).
Essa falta de ferramentas analiticas tem dificultado uma maior compreensao
da relacdo entre a estrutura e as funcdes bioldgicas dos carboidratos, além
de prejudicar o desenvolvimento de novas aplicacdes (Nagy; Pohl, 2015).
Atualmente, é necessario o uso em conjunto de métodos cromatograficos,
espectrofotométricos e espectrométricos na elucidacdo estrutural desses
biopolimeros, baseando-se inicialmente em seus constituintes unitarios, os
monossacarideos.

Para a compreensdo da composicdo monossacaridica (tipos de mo-
ndmeros e suas quantidades), primeiro é realizada a despolimerizacdo
do polissacarideo por meio de hidrélise acida (Figura 2). Nessa etapa,
as ligacBes glicosidicas sdo rompidas com o emprego de acido sulfurico,
acido cloridrico, acido trifluoroacético (TFA) ou outro acido facilmente
removivel, para formar monossacarideos livres (Brummer; Cui, 2005). Em
seguida, a andlise da composicdo monossacaridica é realizada por méto-
dos como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Clae), Cromatografia
de Troca Anidnica de Alto Desempenho com Deteccdo Amperométrica

Pulsada (High Performance Anion-Exchange Chromatography with Pul-
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sed Amperometric Detection — HPAEC-PAD), ou Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrémetro de Massa (CG-EM).

Para a analise por cromatografia gasosa, faz-se necessaria a deriva-
tizacdo da molécula, visando a obtencdo de compostos volateis e termi-
camente estdveis. Um método classico foi estabelecido por Wolfrom e
Thompson (1963a). Nesse método, inicialmente, as aldoses e cetoses pre-
sentes na amostra hidrolisada sdo reduzidas a alcool, utilizando o agente
redutor NaBH, (Figura 2); dessa maneira, evita-se a mutarrotacdo e a con-
sequente conversado entre as formas a, B, piranosidica e furanosidica dos
monossacarideos. Em seguida, os grupos hidroxilas sdo acetilados com
anidrido acético (Wolfrom; Thompson) (Figura 2). Dessa forma, os monos-
sacarideos, agora convertidos em acetatos de alditdis, tornam-se volateis
e adequados para serem analisados em CG-EM. A identificacao e a quanti-
ficacdo dos monossacarideos s3o realizadas utilizando os dados de tempo
de retencao e/ou perfil de fragmentacao (Sassaki; Souza, 2013).

Honda et al. (1989) desenvolveram outro método de derivatizacdo pré-
-coluna de carboidratos utilizando 1-fenil-3-metil-5-pirazolona (PMP), que
produz derivados com bom rendimento, permitindo sua analise por Clae
(Shen; Perreault, 1998).

FIGURA 2 — REPRESENTACAO DOS PROCESSOS DE HIDROLISE E DERIVATIZACAO DE
POLISSACARIDEOS PARA ANALISE DE COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

A H(|:=o CH,OH CH,0Ac
H CH,OH . CH,OH H H—(l:—OH H—?—OH H—(|:—OAc
4 o ¢ °. TFA  HO—C—H  NaBH; HO—C—H Acy,O AcO—C—H
OH H OH H —> | ) | | — |
N fe) O/ hidrolise H_?_OH reducio H—?—OH acetilagio H_?_OAC
o
H OH H OH n H—(i‘,—OH H—C—OH H—C—OAc
CH,OH CH,OH CH,0Ac
D-glucana D-glucose D-glucitol Hexaacetato de D-glucitol

B

I
Ac= —C—CHj3

a) Reacoes quimicas do processo de formacdo de acetatos de alditol para anélise de com-
posigdo monossacaridica.

b) Grupamento acetil.

Fonte: As autoras (2020).
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No que se referem as anélises de dcidos urbnicos, essas sdo mais com-
plexas em relacdo aos monossacarideos neutros. Isso ocorre possivelmente
por consequéncia da maior estabilidade de suas ligacdes glicosidicas e, dessa
forma, a hidrédlise se torna menos eficiente devido a menor liberacdo de acidos
urdnicos como mondmeros. Além disso, uma vez liberados, os acidos urdnicos
degradam-se mais rapidamente sob condi¢Ges dcidas em comparagdo com
acucares neutros (Andersson; Westerlund; Aman, 2006). Sassaki et al. (2008)
também apontaram que os acetatos de acidos urdnicos sdo inadequados para
andlise em cromatografia gasosa, uma vez que o grupo carboxilico C-6 ndo
permite a sua eluicdo na coluna. Por esse motivo, a quantificacdo dos &ci-
dos urbnicos é usualmente realizada a partir de métodos colorimétricos. Uma
técnica comumente empregada é a reacdo utilizando m-hidroxidifenil, que
produz complexos de cor rosa (Brummer; Cui, 2005). Esse método apresenta
elevada sensibilidade e especificidade, com pouca interferéncia por actcares
neutros (Filisetti-Cozzi; Carpita, 1991).

A anélise de composicdo monossacaridica €, com frequéncia, combinada
com o experimento de Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN). Essa técnica
permite a identificagdo dos monossacarideos, a elucidacdo da configuracdo
dos carbonos anoméricos (a ou B) e o estabelecimento dos tipos de ligacoes
glicosidicas. Diversos ntcleos atbmicos podem ser estudados, sendo que os
nucleos mais comumente observados em carboidratos sdo *3C e 'H e, com
menor frequéncia, os nucleos °N, °F e 3'P (Duus; Gotfredsen; Bock, 2000).

A técnica utiliza uma regido de baixa energia do espectro eletromagné-
tico, a das radiofrequéncias, e baseia-se nas propriedades magnéticas dos
nucleos. Nem todos os nicleos de uma molécula apresentam sinais na mes-
ma frequéncia. Isso ocorre em funcdo dos ntcleos serem rodeados por elé-
trons e, no contexto molecular, estarem em ambientes quimicos diferentes
uns em relacao aos outros (Pavia et al., 2016).

Os espectros obtidos podem ser unidimensionais (1D) ou bidimen-
sionais (2D). Os primeiros, geralmente de nucleos de 'H ou 13C, sdo sim-
ples de serem adquiridos. Andlises mais complexas, com uma riqueza
maior de detalhes estruturais, sdo os mapas de correlagdoes bidimen-
sionais, como experimentos de HSQC (Heteronuclear Single Quantum

Coherence Spectroscopy), COSY (Homonuclear Correlation Spectroscopy)
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e TOCSY (Total Correlation Spectroscopy), que permitem identificar a in-
teracdo entre nucleos distintos. A identificacdo das ligacSes glicosidicas
€ normalmente feita pelos experimentos de NOESY (Nuclear Overhau-
ser Enhancement Spectroscopy) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Correlation). De acordo com os deslocamentos quimicos observados para
cada sinal nos espectros de RMN e a comparacao com os dados publica-
dos na literatura, é possivel realizar a determinacdo dos grupos quimicos,
a identidade dos monossacarideos, os tipos de ligacdo e a configuracéo
de carbonos anoméricos, sendo uma analise indispensavel na elucidacdo
estrutural de carboidratos (Duus; Gotfredsen; Bock, 2000).

Outra importante andlise para a caracterizacdo estrutural é a meti-
lacdo, que visa a descoberta da posicdo das ligacdes glicosidicas entre
0s monossacarideos que comp&em a cadeia polissacaridica. Essa técnica
baseia-se em uma reacdo de alquilacdo dos residuos de acucar, de forma
que todas as hidroxilas livres, ou seja, hidroxilas que nao pertencem a ne-
nhuma ligacdo, sdo passiveis de serem metiladas (Pettolino et al., 2012).
O método de Ciucanu e Kerek (1984), ilustrado na Figura 3, é amplamente
empregado e utiliza como agente metilante o iodeto de metila (Mel) em
meio fortemente basico. Os polissacarideos metilados sdo posteriormen-
te hidrolisados em meio acido e temperatura elevada, e as unidades mo-
nossacaridicas resultantes passam pelos processos de reducdo com bo-
rohidreto de sddio deuterado (NaBD,) e acetilagdo com anidrido acético,
gerando derivados de acetatos de alditol parcialmente metilados (AAPM).
Os AAPM sdo analisados por CG-EM e a interpretacdo dos dados é base-
ada em dois parédmetros: o tempo de retencdo e o perfil de fragmentacao
de cada um dos derivados metilados obtidos, que sdo comparados aos pa-

droes de acglcares metilados (Pettolino et al., 2012).
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FIGURA 3 — REPRESENTACAO DOS PROCESSOS DE METILAGAO, HIDROLISE E
DERIVATIZACAO DE POLISSACARIDEOS PARA ANALISE DE METILACAO EM CG-EM

CH,OMe CH,OMe

CH,OH CH,OH
Metilagao
Mel /
OMe H OMe H
H

D-galactana
Hidrolise
TFA
CHDOAc CHDOH HC—0
H——F——OMe Acetilagio H——O0Me  Redugio H——1——OMe
Ac)0 NaBDy
CG-EM 1 MeO H —= MeO i (—— MeoO——H
AcO——H HO———H HO———H
H——OAc H—1—OH H—F—OH
CH,OMe CH,OMe CH,OMe

1,4,5-tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil-D-galactitol 2,3,6-tri-O-metil-D-galactitol 2,3,6-tri-O-metil-D-galactose

B o C H

Ac=——C—CHjs Me= —C—H

a) ReagBes quimicas do processo de formac&o de acetatos de alditol parcialmente metilados.
b) Grupamento acetil.

c) Grupamento metil.

Fonte: As autoras (2020).

Como descrito anteriormente, existem limitagdes na analise dos aclca-
res acidos por CG-EM. Para que os polissacarideos que apresentam acidos
urbnicos possam ser analisados por metilacdo, é necessario submeté-los
previamente ao processo de carboxirreducdo. Ao final do processo, os agu-
cares acidos transformam-se em seus correspondentes neutros (ex. acido
galacturdnico em galactose) e podem ser, posteriormente, metilados e ana-
lisados (Pettolino et al., 2012). Existem diversos métodos disponiveis para a
reducdo do grupamento carbonila, entre eles, um método utilizando carbo-
diimida, desenvolvido por Taylor e Conrad (1972).

Mais uma estratégia empregada no estudo da estrutura de polissacari-
deos ¢ a degradacdo controlada de Smith, que pode ser utilizada para elu-

cidar a cadeia principal de determinados polissacarideos (Ruthes; Smiderle;
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lacomini, 2015). Nesse procedimento, a amostra é tratada com o agente oxi-
dante periodato de sddio, o que leva a oxidacdo dos monossacarideos que
apresentam hidroxilas adjacentes livres (Abdel-Akher et al,, 1952). O tipo
de ligacdo é um determinante para a ocorréncia dessas hidroxilas (Figura
4). Por exemplo, os monossacarideos unidos por ligaces do tipo (1—6) ou
(1—4) possuem hidroxilas vicinais livres, portanto, podem ser oxidados. Os
mondmeros unidos por ligacdes (1—3), por sua vez, ndo apresentam hidro-
xilas adjacentes livres e nao sofrem o processo de oxidacao (Abdel-Akher
et al., 1952).

FIGURA 4 — DIFERENTES TIPOS DE LIGACOES GLICOSIDICAS

3
H OH
N |n
— 6)-D-glucose-(1—
. 6 -
H,OH
H O_ H
H
4K oH H !
3 2
H OH
n

— 4)-D-glucose-(1— —» 4,6)-D-glucose-(1—=

— 3)-D-glucose-(1—

Hidroxilas adjacentes livres estdo representadas em azul.
Fonte: As autoras (2020).

24



Apds a oxidacao, a amostra é reduzida com NaBH, e hidrolisada par-
cialmente com TFA pH 2,0 (Silva, 2017; Sovrani et al.,, 2017; Cantu-Jun-
gles et al., 2018). No processo de hidrdlise, apenas os monossacarideos
que foram oxidados serdo hidrolisados e removidos da amostra. Portanto,
ao final do procedimento, permanecerdo os monossacarideos resistentes
a oxidacdo. A molécula resultante da degradacdo controlada de Smith é
analisada por RMN (Silveira, 2015; Sovrani et al., 2017).

Esse método ¢ muito utilizado na elucidacdo estrutural de B-glucanas que
apresentam ligacoes do tipo (1—3) e (1—6), uma vez que a cadeia (1—3) ligada
é resistente a oxidacdo, enquanto a (1—6) é oxidada (Figura 5). Esse experimen-
to evidencia se a cadeia principal é (1—3) ligada, se monossacarideos ligados
(1—3) estao presentes nas ramificacbes ou se ha uma cadeia principal alternati-

va, contendo ligacoes (1—3) e (1—6) (Ruthes; Smiderle; lacomini, 2015).

FIGURA 5 — REPRESENTAGCAO DA DEGRADAGCAO CONTROLADA DE SMITH
REALIZADA EM UMA B-GLUCANA COM UMA CADEIA PRINCIPAL (1—-3) LIGADA E
COM RAMIFICACAO NOC-6 POR UNIDADES (1—6) LIGADAS

B E s NN L,
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Fonte: As autoras (2020).
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Finalmente, a determinacdo da Mw do polissacarideo purificado tam-
bém ¢ importante e pode ser realizada por analise cromatografica, como
HPSEC (Ruthes et al., 2013; Milhorini et al., 2018; Campo Grande, 2019). O
acoplamento do cromatdgrafo a um detector RI permite o calculo da massa
molar relativa pela comparacdo com uma curva de padrées de dextranas
(Milhorini et al., 2018; Chaves; lacomini; Cordeiro, 2019; Schneider; lacomini;
Cordeiro, 2019). O cromatdgrafo pode, ainda, estar acoplado a um detector
de espalhamento de luz, o que permite o calculo da massa molar absoluta
de forma precisa, sem a necessidade da utilizagao de padroes (Ruthes; Smi-
derle; lacomini, 2015).

CONCLUSAO

Os polissacarideos s3o moléculas organicas de alta massa molar, formadas
por unidades menores, os monossacarideos. Entre si, esses polimeros variam
quimicamente quanto a sua composicao, tipo de ligacdo glicosidica, configura-
¢do do carbono anomérico, grau de ramificacdo e massa molar. Com a finalidade
de extrair, isolar e desvendar a estrutura quimica de um polissacarideo, diversas
etapas sdo fundamentais. Primeiramente, a fim de obter essas biomoléculas a
partir de determinada matéria-prima, deve-se escolher um método de extracdo.
Para um maior rendimento e variedade dos polissacarideos obtidos, mais de
um processo e forma de extracdo podem ser realizados sequencialmente. Vi-
sando obter moléculas puras a partir do extrato bruto, diferentes processos de
purificacao podem ser utilizados, sendo escolhidos com base nas propriedades
quimicas e fisicas dos polimeros presentes na amostra.

Por fim, para compreender a estrutura de um polissacarideo purificado, va-
rios métodos de caracterizacdo quimica devem ser executados conjuntamente,
uma vez que ndo ha, até o momento, uma Unica técnica capaz de desvendar to-
das as caracteristicas dessas moléculas. Este capitulo trouxe um compilado dos
métodos tradicionais mais empregados no estudo desses biopolimeros, desde

sua extracdo até as etapas mais avancadas de sua caracterizacdo.

26



REFERENCIAS

ABBOUD, K. Y. et al. Gastroprotective Effect of Soluble Dietary Fibres from
Yellow Passion Fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa) Peel against Ethanol-In-
duced Ulcer in Rats. Journal of Functional Foods, v. 54, p. 552-558, 2019.

ABDEL-AKHER, M. et al. A New Procedure for the Determination of the Fine
Structure of Polysaccharides. Journal of the American Chemical Society,
v. 74, p. 4970-4971, 1952.

ABREU, H. et al. Gelling Functional Property, Anti-Inflammatory and
Antinociceptive Bioactivities of B-D-Glucan from the Edible Mushroom
Pholiota nameko. International Journal of Biological Macromolecules,
v. 122, p. 1128-1135, 2019.

ADAMI, E. R. et al. Antineoplasic Effect of Pectic Polysaccharide from
Green Sweet Pepper (Capsicum annuum) on Mammary Tumor Cells In
Vivo And In Vitro. Carbohydrate Polymers, v. 201, p. 208-292, 2018.

ADAMI, E. R. et al. Polysaccharides from Green Sweet Pepper Increase the
Antineoplasic Effect of Methotrexate on Mammary Tumor Cells. Interna-
tional Journal of Biological Macromolecules, v. 158, p. 1071-1081, 2020.

ALQUINI, G. Caracterizacdo estrutural de polissacarideos obtidos do corpo
de frutificacdo e cultivo submerso de Agaricus bisporus. 66 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias-Bioquimica) — Setor de Ciéncias Bioldgicas, Uni-
versidade Federal do Parana, Curitiba, 2010.

ANDERSSON, R.; WESTERLUND, E.; ,&MAN, P. Cell-Wall Polysaccharides:

Structural, Chemical and Analytical Aspects. In: ELIASSON, A. C. (ed.).
Carbohydrates in food. 2. ed. Boca Raton: CRC Press, 2006. p. 142-149.

ASPINALL, G. O. Pectins, Plant Gums and Other Plant Polysaccharides.
In: PIGMAN, W. (ed.). The Carbohydrates. 2. ed. New York: Academic
Press, 1970. p. 515-536.

AVIGAD, G.; DEY, P. M. Carbohydrate metabolism: storage carbohydra-
tes. In: DEY, P. M.; HARBORNIE, J. B. (ed.). Plant Biochemistry. San Diego:
Academic Press, 1997. p. 143-204.

BEZERRA, I. L. et al. Structural Characterization of Polysaccharides from
Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon and Sauvignon Blanc Wines: An-
ti-Inflammatory Activity in LPS Stimulated Raw 264.7 Cells. Carbohy-
drate Polymers, v. 186, p. 91-99, 2018.

27



BIAN, J. et al. Isolation and Fractionation of Hemicelluloses by Graded
Ethanol Precipitation from Caragana korshinskii. Carbohydrate Research,
v. 345, p. 802-809, 2010.

BRITO, D. R. et al. Partially Methylated Galactans Containing Different
Proportions of 3-O-Methyl-Galactose from Pleurotus citrinopileatus.
Carbohydrate Research, v. 458-459, p. 29-34, 2018.

BRUMMER, Y.; CUI, S. W. Understanding Carbohydrate Analysis. In: CUI, S.
W. (ed.). Food Carbohydrates: Chemistry, Physical Properties, and Applica-
tions. Boca Raton: CRC Press, 2005, p. 67-104.

BURGESS, R. R. Protein Precipitation Techniques. In: BURGESS, R. R,
DEUTSCHER, M. P. (ed.). Methods in Enzymology. v. 463, p. 331-342, 2009.

CAMPO, V. L. et al. Carrageenans: Biological Properties, Chemical Modifi-
cations and Structural Analysis — A Review. Carbohydrate Polymers, v. 77,
p. 167-180, 20009.

CAMPO GRANDE, G. C. Polissacarideos das folhas de Piper umbellatum e
Piper regnellii e atividade anti-inflamatdria de Piper umbellatum. 87 f. Dis-
sertacdo (Mestrado em Ciéncias-Bioquimica) — Setor de Ciéncias Bioldgic-
as, Universidade Federal do Paranad, Curitiba, 2019.

CANTU-JUNGLES, T. M. et al. In Vitro Fermentation of Cookeina speciose

Glucans Stimulates the Growth of the Butyrogenic Clostridium cluster XIVa
in a Targeted Way. Carbohydrate Polymers, v. 183, p. 219-229, 2018.

CARBONERO, E. R. et al. Lentinus edodes Heterogalactan: Antinociceptive
and Anti-Inflammatory Effects. Food Chemistry,v. 111,n. 3, p. 531-537, 2008.

CASSOLATO, J. E. F. et al. Chemical Structure and Antiviral Activity of the
Sulfated Heterorhamnan Isolated from the Green Seaweed Gayralia oxy-
sperma. Carbohydrate Research, v. 343, n. 18, p. 3085-3095, 2008.

CHAVES, P. F. P. Polissacarideos de infusdo de camomila (Chamomilla recu-
tita [L.] Rauschert): caracterizacdo estrutural e atividades antinociceptiva e
antillcera gastrica. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias-Bioquimica) —
Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2015.

CHAVES, P. F. P,; IACOMINI, M.; CORDEIRO, L. M. C. Chemical Characteriza-
tion of Fructooligosaccharides, Inulin and Structurally Diverse Polysacchari-
des from Chamomile Tea. Carbohydrate Polymers, v. 214, p. 269-275, 2019.

CHUDZIKOWSKI, R. J. Guar Gum and its Applications. Journal of the Society
of Cosmetic Chemists, v. 22, p. 43-60, 1971.

28



CIPRIANI, T. R. et al. Polysaccharide from a Tea (Infusion) of Maytenus ilici-
folia Leaves with Anti-Ulcer Protective Effects. Journal of Natural Products,
v. 69, p. 1018-1021, 2006.

CIUCANU, |.; KEREK, F. A Simple and Rapid Method for the Permethyla-
tion of Carbohydrates. Carbohydrate Research, v. 131, p. 209-217, 1984.

CORDEIRO, L. M. C.; ALMEIDA, C. P; IACOMINI, M. Unusual Linear
Polysaccharides: (1—5)-a-L-Arabinan, (1—3)-(1—4)-a-D-glucan and
(1—4)-B-D-xylan from Pulp of Buriti (Mauritiaflexuosa), an Edible Palm
Fruit from the Amazon Region. Food Chemistry, v. 173, p. 141-146, 2015.

DUUS, J.; GOTFREDSEN, C. H.; BOCK, K. Carbohydrate Structural Deter-
mination by NMR Spectroscopy: Modern Methods and Limitations. Che-
mical Reviews, v. 100, p. 4589-4614, 2000.

FERRI, M. et al. Advances in Combined Enzymatic Extraction of Ferulic
Acid from Wheat Bran. New Biotechnology, v. 56, p. 38-45, 2020.

FILISETTI-COZZI, T. M. C. C.; CARPITA, N. C. Measurement of Uronic
Acids without Interference from Neutral Sugars. Analytical Biochemistry,
v. 197, p. 157-162, 1991.

GOLDSTEIN, A. M.; ALTER, E. N.; SEAMAN, J. K. Guar Gum. In: WHIST-
LER, R. (ed.). Industrial Gums: Polysaccharides and their Derivatives.
2. ed. Academics Press, 1973, p. 303-319.

GORIN, P. A.J.; IACOMINI, M. Polysaccharides of the Lichens Cetraria islan-
dica and Ramalina usnea. Carbohydrate Research, v. 128, p. 119-132, 1984.

HONDA, S. et al. High-Performance Liquid Chromatography of Reducing
Carbohydrates as Strongly Ultraviolet-Absorbing and Electrochemically
Sensitive 1-phenyl-3-methyl- 5-Pyrazolone Derivatives. Analytical Bio-
chemistry, v. 180, n. 2, p. 351-357, 19809.

HROMADKOVA, Z.; EBRINGEROVA, A.; VALACHOVIC, P. Comparison
of Classical and Ultrasound Assisted Extraction of Polysaccharides from
Salvia officinalis L. Ultrasonics Sonochemistry, v. 5, p. 163-168, 1999.

IZYDORCZYK, M. S. Understanding the Chemistry of Food Carbohydra-
tes. In: CUI, S. W. (ed.). Food Carbohydrates: Chemistry, Physical Proper-
ties, and Applications. Boca Raton: CRC Press, 2005, p. 1-65.

IZYDORCZYK, M. S.; CUI, S. W.; WANG, Q. Polysaccharide Gums:
Structures, Functional Properties and Applications. In: CUI, S. W. (ed.).
Food Carbohydrates: Chemistry, Physical Properties, and Applications.
Boca Raton: CRC Press, 2005. p. 269-314.

29



JESUS, L. I. et al. Simple and Effective Purification Approach to Disso-
ciate Mixed Water Insoluble a- and B-D-glucans and its Application on
the Medicinal Mushroom Fomitopsis betulina. Carbohydrate Polymers,
v. 200, p. 353-360, 2018.

JONES, J. K. N.; STOODLEY, R. J. Fractionation Using Copper Complexes.
In: WHISTLER, R. L. (ed.). Methods in Carbohydrate Chemistry. New York:
Academic Press, 1965. v. 5. p. 36-38.

KOMURA, D. L. Pleurotus ostreatus variedade florida: caracterizacao
estrutural de polissacarideos do micélio e exopolissacarideos. 79 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias-Bioquimica) — Setor de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2009.

LEIVAS, C. L.; IACOMINI, M.; CORDEIRO, L. M. C. Structural Characteri-
zation of a Rhamnogalacturonan I-arabinan-type | Arabinogalactan Ma-
cromolecule from Starfruit (Averrhoa carambola L.). Carbohydrate Poly-
mers, v. 121, p. 224-230, 2015.

LEIVAS, C. L. et al. Substitued Galacturonan from Starfruit: Chemical
Structure and Antinociceptive and Anti-Inflammatory Effects. Internatio-
nal Journal of Biological Macromolecules, v. 84, p. 295-300, 2016.

LIU, J. et al. A Simple Method for the Simultaneous Decoloration and De-
proteinization of Crude Levan Extract from Paenibacillu spolymyxa EJS-3
by Macroporous Resin. Bioresource Technology, v. 101, p. 6077-6083, 2010.

MILHORINI, S. S. et al. Fucogalactan from the Giant Mushroom Macrocybe
titans Inhibits Melanoma Cells Migration. Carbohydrate Polymers, v. 190,
p. 50-56, 2018.

MORRISON, I. M. Fractionation of Cell Wall Components. In: LINSKENS,
H. F.; JACKSON, J. F. (ed.). Plant Cell Wall Analysis. Berlin: Springer,
1996.v. 17. p. 1-17.

NAGY, G.; PENG, T.; POHL, N. L. B. Recent Liquid Chromatographic Ap-
proaches and Developments for the Separation and Purification of Car-
bohydrates. Analytical Methods, v. 9, p. 3579-3593, 2017.

NAGY, G.; POHL, N. L. B. Monosaccharide Identification as a First Step
toward de Novo Carbohydrate Sequencing: Mass Spectrometry Strategy
for the Identification and Differentiation of Diastereomeric and Enantio-
meric Pentose Isomers. Analytical Chemistry, v. 87, p. 4566-4571, 2015.

30



NASCIMENTO, G. E. et al. Structure of a Galactoarabinoglucuroxylan from
Tamarillo (Solanum betaceum), a Tropical Exotic Fruit, and its Biological
Activity. Food Chemistry, v. 141, p. 510-516, 2013.

NASCIMENTO, G. E. et al. Arabinoxylan from Mucilage of Tomatoes (Solanum
lycopersicum L.): Structure and Antinociceptive Effect in Mouse Models. Jour-
nal of Agricultural and Food Chemistry, v. 64, n. 6, p. 1239-1244, 2016.

NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de bioquimica de Lehninger. 5. ed.
Porto Alegre: Artmed, 2011.

PAREDES, L. L. R. Caracterizacdo estrutural dos carboidratos de yacon
(Smollanthus sonchifolius) e propriedades bioldgicas e reoldgicas dos fruto-
oligossacarideos. 107 f. Tese (Doutorado em Ciéncias-Bioquimica) — Setor
de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2015.

PAVIA, D. L. et al. Introducdo a espectroscopia. 5. ed. Washington: Cen-
gage Learning, 2016.

PENG, P. et al. Studies on the Starch and Hemicelluloses Fractionated by
Graded Ethanol Precipitation from Bamboo Phyllostachys bambusoides f.
shouzhu Yi. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 59, p. 2680-2688,
2011.

PENG, X. et al. Graded Ethanol Fractionation and Structural Characteri-
zation of Alkali-Extractable Hemicelluloses from Olea europaea L. Bio-
resources,v.8,n.1,p. 1110-1123, 2013.

PETTOLINO, F. A. et al. Determining the Polysaccharide Composition of
Plant Cell Walls. Nature protocols, v. 9, p. 1590-1607, 2012.

PLAZA, M.; TURNER, C. Pressurized Hot Water Extraction of bioactives.
Trends in Analytical Chemistry, v. 71, p. 39-54, 2015.

PRESTEGARD, J. H.; LIU, J.; WILDMAN, G. Oligosaccharides and Poly-
saccharides. In: VARKI, A. et al. (ed.). Essentials of Glycobiology. 3. ed.
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2017.

REID, J. S. G. Carbohydrate Metabolism: Structural Carbohydrates. In:
DEY, P. M.;; HARBORNE, J. B. (ed.). Plant Biochemistry. San Diego: Aca-
demic Press, 1997. p. 205-236.

RUTHES, A. C. et al. Structural Characterization and Protective Effect

Against Murine Sepsis of Fucogalactans from Agaricus bisporus and
Lactarius rufus. Carbohydrate Polymers, v. 87, p. 1620-1627, 2012.

31



RUTHES, A. C. et al. Fucomannogalactan and Glucan from Mushroom
Amanita muscaria: Structure and Inflammatory Pain Inhibition. Carbohy-
drate Polymers, v. 98, p. 761-769, 2013.

RUTHES, A. C.; SMIDERLE, F. R.; IACOMINI, M. D-Glucans from Edible Mu-
shrooms: A Review on the Extraction, Purification and Chemical Characteri-
zation Approaches. Carbohydrate Polymers, v. 117, p. 753-761, 2015.

SASSAKI, G. L. et al. Application of Acetate Derivatives for Gas Chro-
matography- Mass Spectrometry: Novel Approaches on Carbohydrates,
Lipids and Amino Acids Analysis. Journal of Chromatography A, v. 1208,
p. 215-222, 2008.

SASSAKI, G. L; SOUZA, L. M. Mass Spectrometry Strategies for Structural
Analysis of Carbohydrates and Glycoconjugates. In: COELHO, A. V.; FRANCO,
C. M. F. (ed.). Tandem Mass Spectrometry: Molecular Characterization. Croatia:
IntechOpen, 2013. p. 81-115.

SCHNEIDER, V. S.; IACOMINI, M.; CORDEIRO, L. M. C. B-L-Araf-Contain-
ing Arabinan and Glucuronoxylan from Guavira Fruit Pomace. Carbohy-
drate Research, v. 481, p. 16-22, 2019.

SCHNEIDER, V. S. et al. Dietary Fibres from Guavira Pomace, a Co-Pro-
duct from Fruit Pulp Industry: Characterization and Cellular Antioxidant
Activity. Food Research International, v. 132, p.109065, 2020.

SEEBERGER, P. H. Monosaccharide Diversity. In: VARKI, A. et al. (ed.).
Essentials of Glycobiology. 3. ed. New York: Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, 2017.

SEVAG, M. G.; LACKMAN, D. B.; SMOLENS, J. The Isolation of the Com-
ponents of Streptococcal Nucleoproteins in Serologically Active Form.
The Journal of Biological Chemistry, v. 124, p. 425, 1938.

SHEN, X.; PERREAULT, H. Characterization Of Carbohydrates Using A Com-
bination Of Derivatization, High-Performance Liquid Chromatography And
Mass Spectrometry. Journal of Chromatography A, v. 811, p. 47-59, 1998.

SHI, Y. et al. An Environmentally Friendly Deproteinization And Deco-
lorization Method For Polysaccharides Of Typha angustifolia Based On
A Metal lon-Chelating Resin Adsorption. Industrial Crops&Products,
v. 134, p. 160-167, 2019.

SILVA, S. Polissacarideos do cogumelo Macrocybe titans: caracteri-
zacdo estrutural e atividade bioldgica. 101 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias-Bioquimica) — Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Fede-
ral do Parana, Curitiba, 2017.

32



SILVEIRA, M. L. L. Caracterizacdo estrutural e acao antinociceptiva e
anti-inflamatdria de Polissacarideos Isolados de Pleurotus sajor-caju.
196 f. Tese (Doutorado em Ciéncias-Bioquimica) — Setor de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2015.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P; MENTZ,
L. A.; PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5. ed.
Porto Alegre/Florianépolis: Editora da UFRGS/Editora da UFSC, 2003.

SMIDERLE, F. R. Caracterizacio estrutural de alguns polissacarideos pre-
sentes no basidioma de Pleurotus pulmonarius e aplicacées. 71 f. Disser-
tacdo (Mestrado em Ciéncias-Bioquimica) — Setor de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2008.

SMIDERLE, F. R. et al. A 3-O-Methylated Mannogalactan from Pleurotus

Pulmonarius: Structure and Antinociceptive Effect. Phytochemistry, v. 69,
p. 2731-2736, 2008.

SMIDERLE, F. R. Polissacarideos produzidos por basidiomicetos e ascomi-
ceto: caracterizacdo estrutural e atividade imunomoduladora. 159 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias - Bioquimica) — Setor de Ciéncias Bioldgicas, Uni-
versidade Federal do Parand, Curitiba, 2012.

SOVRANI, V. Caracterizacdo estrutural de polissacarideos do cogumelo Pho-
liota nameko. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias-Bioquimica) — Setor
de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2016.
SOVRANI, V. et al. Structural Characterization and Rheological Properties
Of A Gel-Like B-D-glucan from Pholiota nameko. Carbohydrate Polymers,
v. 169, p. 1-8, 2017.

SRIVASTAVA, R.; KULSHRESHTHA, D. K. Bioactive Polysaccharides from
Plants. Phytochemistry, v. 28, n. 11, p. 2877-2883, 1989.

STAUB, A. M. Removal of Protein — Sevag Method. In: WHISTLER, R. L.
(ed.). Methods in Carbohydrate Chemistry. Academic Press, New York, v. 5,
p. 5-6, 1965.

TAMIELLO, C.S. et al. Structural Features of Polysaccharides from Edible Jambo
(Syzygium jambos) Fruits and Antitumor Activity of Extracted Pectins. Interna-
tional Journal of Biological Macromolecules, v. 118, p. 1414-1421, 2018a.
TAMIELLO, C. S. et al. Arabinogalactan from Edible Jambo Fruit Induces
Different Responses on Cytokine Secretion by THP-1 Macrophages in the
Absence and Presence of Proinflammatory Stimulus. International Journal
of Biological Macromolecules, v. 107, p. 35-41, 2018b.

33



TANG, W. et al. Consecutive and Progressive Purification of Food-Derived Na-
tural Polysaccharide: Based on Material, Extraction Process and Crude Polysac-
charide. Trends in Food Science & Technology, v. 99, p. 76-87, 2020.

TAYLOR, R. L.; CONRAD, H. E. Stoichiometric Depolymerization of Polyu-
ronides and Glycosaminoglycuronans to Monosaccharides Following Re-
duction of their Carbodiimide-Activated Carboxyl Groups. Biochemistry,
v.11,n.8, p. 1383-1388, 1972.

WANG, J. et al. Reviews on Mechanisms of In Vitro Antioxidant Activity of Poly-
saccharides. Oxidative Medicine and Cellular Longetivity, v. 16, p. 1-13, 2016.
WOLFROM, M. L.; THOMPSON, A. Reduction with Sodium Borohydri-
de. In: WHISTLER, R.L.; WOLFROM, M. L. (ed.). Methods in Carbohydrate
Chemistry. New York: Academic Press, 1963a. v. 2. p. 65-67.

WOLFROM, M. L.; THOMPSON, A. Acetylation. In: WHISTLER, R. L.; WOL-
FROM, M. L. (ed.). Methods in Carbohydrate Chemistry New York: Academic
Press, 1963b.v. 2. p. 211-215.

YOSHIKAWA, H. et al. Mechanistic Insights into Protein Precipitation by Alcohol.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 50, p. 865-871, 2012.
ZHA, X. Q. et al. Polysaccharides in Laminaria japonica (LP): Extraction, Physi-
cochemical Properties and their Hypolipidemic Activities in Diet-Induced Mouse
Model of Atherosclerosis. Food Chemistry, v. 134, p. 244-252, 2012.

ZENG, X. et al. Effects of Deproteinization Methods on Primary Structure
and Antioxidant Activity of Ganoderma lucidum Polysaccharides. Inter-

national Journal of Biological Macromolecules, v. 126, p. 867-876, 2019.

34



Biopolimeros com aplicacoes biomédicas
e na industria de alimentos

Valdir Aniceto Pereira Junior®
Carina Boaron?

Francié Assis Melo Faria?
Genilza da Silva Mello*

INTRODUGCAO AOS BIOPOLIMEROS

Os polimeros desempenham um papel de extrema importancia na
sociedade, estando presentes em quase todos os setores da medicina, da
agricultura, da construcdo civil, de embalagens e de eletroeletronicos. O
petrdleo apresenta-se como a principal matéria-prima para a producdo de
materiais poliméricos, e essa relacdo de dependéncia, atrelada ao aumento
do seu preco por causa dos conflitos geopoliticos no Oriente Médio, bem
como a necessidade de reducdo dos indices de poluicdo e a expansdo de
mercados consumidores representados por paises com grande densidade
populacional, como a india e a China, resultou no desenvolvimento dos bio-
polimeros, alternativas mais baratas e eco-friendly (Black, 2012).

Biopolimeros sdo biomoléculas poliméricas com seus mondmeros liga-
dos por meio de ligacOes covalentes, obtidos diretamente de fontes naturais
ou quimicamente sintetizados utilizando componentes naturais como ma-
térias-primas, podendo ser extraidos de micro-organismos, crustaceos ou
plantas, principalmente (Mohan et al., 2016). Uma caracteristica destaca-
vel da grande maioria dos biopolimeros é a biodegradacdo: a capacidade de
degradacdo em um periodo de tempo curto e de forma limpa, produzindo
moléculas simples encontradas no ambiente (CO, e H,O, por exemplo) apds

a sua decomposicdo enzimatica (Tang et al., 2012).
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Na medicina, os biopolimeros sdo empregados na forma de biomate-
riais, apresentando uma interface com os sistemas bioldgicos, na perspecti-
va de avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, érgdo ou funcao
do corpo. Nesse caso, esses materiais precisam ser biocompativeis, ou seja,
aceitaveis pelo organismo sem produzir efeitos indesejaveis (Ratner et al.,
2005; Chan; Ngan; King, 2009; Hasan; Pandey, 2015).

Na agricultura os biopolimeros sdo aplicados, principalmente, na forma
de biofilmes, preservando frutas, legumes e sementes contra a acao deterio-
rante causada por micro-organismos e outros patégenos, favorecendo, desta
forma, o seu crescimento e melhorando sua producdo (Hernandéz-Lauzardo
et al., 2008; Badawy; Rabea, 2011).

Os biopolimeros tém se destacado em diversas aplicagGes, incluindo a pre-
servacao de alimentos (Dutta et al., 2009; Shahidi; Arachchi; Jeon, 1999), o uso na
industria farmacéutica, a fabricacdo de embalagens (Yadav et al.,, 2018; Franco et
al., 2004) e a biorremediacao por meio da adsorcao de metais pesados, corantes e
outros residuos poluentes no meio ambiente (Gutnick; Bach, 2000). Uma das prin-
cipais vantagens desses materiais esta na possibilidade de extracdo de fontes reno-
vaveis, como plantas, oferecendo alternativas sustentaveis. Além disso, micro-or-
ganismos desempenham um papel crucial na producao de biomateriais, incluindo
polissacarideos, poliésteres e poliamidas. Recentemente, os bioplasticos derivados
de algas também tém se mostrado uma opcao promissora para atender a crescente

demanda por materiais biodegradaveis e sustentdveis (Mohan et al., 2016).

CLASSIFICAGCAO DOS BIOPOLIMEROS: RELEVANCIA POR AREA

De acordo com Mohan et al. (2016), os biopolimeros podem ser classifi-
cados de acordo com a degradabilidade, tipo de cadeia polimérica, natureza
de repeticdo monomérica e aplicacdo:

1. degradabilidade: biodegradaveis e ndo biodegradaveis;

2. cadeia polimérica: poliésteres, polissacarideos, poliamidas, policar-

bonatos e polimeros vinilicos;

3. natureza da unidade repetida: polissacarideos (unidades repetidas

de monossacarideos), proteinas (unidades repetidas de aminodacidos) e

acidos nucleicos (unidades repetidas de nucleotideos), entre outros;
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4. exemplos de aplicacoes: bioplasticos, biodetergentes, biossurfac-

tantes, biofloculantes e bioadesivos.

De acordo com Zhu et al. (2001), os biopolimeros podem ser divididos em
trés categorias distintas, de acordo com a sua origem e sintese:

Categoria 1: polimeros diretamente extraidos da biomassa. Exem-

plos: polissacarideos (amido, celulose, pectina etc.) e proteinas (ca-

seina, gluten etc.);

Categoria 2: polimeros sintetizados a partir de biomonémeros reno-

vaveis. Exemplo: PLA (polilactato);

Categoria 3: polimeros produzidos por micro-organismos ou bactérias

modificadas geneticamente. Exemplo: poli(hidroxialcanoatos) (PHASs).

Por fim, Shankar e Rhim (2018) classificaram apenas os biopolimeros de

acordo com a sua fonte de obtencao:

1. biopolimeros naturais: carboidratos (amido, produtos lignoceluldsi-

cos, gomas pectina, quitina e quitosana), proteinas de origem animal

(caseina, coldgeno e gelatina) e vegetal (gluten);

2. sintetizados quimicamente: dcido polilatico, alcool polivinilico, alcool

poliglicdlico, policaprolactona e succinato de polibutileno.

3. microbianos: polihidroxibutirato-hidroxivalerato, polihidroxibuti-

rato, polihidroxialcanoatos.

BIOPOLIMEROS MAIS ESTUDADOS

Abaixo estdo descritos alguns dos biopolimeros mais estudados na atualidade
e uma visdo geral de seu processo de obtencdo e estrutura quimica.

PLA ou Polilactato: sdo poliésteres alifaticos e hidrofdbicos (Figura 1)
sintetizados quimicamente por polimerizacdo do acido latico, obtido em es-
pecial por meio da fermentacdo bacteriana da glicose, aplicando-se poten-
cialmente na fabricacdo de embalagens e materiais para uso médico (Hamad
et al., 2015). O &cido latico pode ser encontrado na forma de dois isdmeros
opticos: L (levogiro) e D (dextrogiro) -acido latico (L-(+)-LA e D-(-)-LA, res-
pectivamente). A producdo deste dcido pela via eletroquimica resulta em uma
mistura opticamente inativa (50/50) das formas D e L (Jamshidian et al., 2010).

De maneira ndo analoga, o acido obtido por via biotecnoldgica é opticamente
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ativo e, dependendo do tipo de micro-organismo empregado na fermentacao,
resulta em propriedades distintamente importantes quando polimerizado
(Gupta; Revagade; Hilborn, 2007).

Considerando a producao biotecnolégica do PLA, inicialmente o pro-
cesso ocorre com a extracdo do amido da biomassa e posterior conversao
em glicose por hidrdlise dcida ou enzimatica; em seguida, o caldo acuca-
rado é fermentado por bactérias. O acido latico é produzido a partir do
piruvato em condicOes de anaerobiose. A fermentacao pode ser conduzida
em batelada ou em processo continuo, e o acido, na maior parte das vezes,
necessita ser separado do caldo fermentado. O processo de purificacao
mais comum envolve a neutralizacao seguida de filtracdo, concentracdo e
acidificacao (Datta; Henry, 2006).

FIGURA 1 — FORMULA ESTRUTURAL DO MERO PLA

CHs

Fonte: Os autores (2021).

PHA ou Polihidroxialcanoatos: representam uma abrangente fa-
milia de poliésteres naturais, produzidos principalmente por bactérias
gram-positivas e gram-negativas em condicGes aerdbicas e anaerdbicas
(Kim et al., 2007; Zinn; Witholt; Egli, 2001). Eles sado classificados, de
acordo com o numero de carbonos na cadeia lateral, em curtos (menos
de 5 dtomos de C), médios (5-14 atomos de C) e de longo comprimento

(mais de 14 atomos de C) e, dependendo da composicdo monomeérica,
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podem ser utilizados na producdo de embalagens, filmes flexiveis, dentre
outras aplicacoes (Kunasundari; Sudesh, 2011).

Biorreatores sdo utilizados na biossintese de PHA por bactérias em
condicBes excessivas de fonte de carbono, bem como na auséncia de pelo
menos um nutriente essencial para o desenvolvimento celular (N, P, Mg,
Fe etc.). O polimero é entdo acumulado dentro das células bacterianas
em forma de granulos, compreendendo até 90% de sua massa em base
seca. O material é, em seguida, extraido por solventes, filtrado para a re-
mocao dos restos celulares, precipitado, dessolventizado e seco. Poste-
riormente, é empregado na formulacdo de varios produtos e aplicacdes.
Enzimas podem ser utilizadas para a extracdo do polimero, neste caso, a
biomassa produzida é tratada com enzimas hidroliticas no intuito de re-
mover uma porc¢do ndo PHA da célula, liberando desta forma os granulos
do polimero (Raza; Abid; Banat, 2018). A estrutura geral dos PHA esta

representada na Figura 2.

FIGURA 2 — ESTRUTURA GERAL DOS PHAS, NA QUAL O R REPRESENTA O
GRUPAMENTO -CH,

Fonte: Os autores (2021).

PA ou Polimeros de Amido: o amido é um polimero semicristalino for-
mado por: (1) amilose, apresentando cadeia linear, insolivel em dgua em

temperatura ambiente, composta por unidades o.-D-glucopiranosidicas li-
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gadas por ligagoes a-(1—4); e (2) amilopectina, composta pelas mesmas
unidades, porém contendo um alto nivel de pontos de ramificacdo a-(1—06)
entre um grupo hidroxila de uma cadeia de glicose e o carbono 6 da glico-
se de outra cadeia (Figura 3) (Cura; Jansson; Krisman, 1995; Nilsson et al.,
1996). Assim, os PA s3o polissacarideos, modificados quimicamente ou n3o,
produzidos a partir do amido extraido de milho, batata, trigo ou mandioca,
principalmente. Os PA podem ser utilizados na producdo de embalagens,
em blendas com polimeros sintéticos e na confeccdo de filmes flexiveis.
Gomes et al. (2001) afirmam que a fabricacdo de filmes de PA é realizada
a partir de extrusoras simples ou de dupla rosca, com adicao de plastificantes.
A forca de cisalhamento e a alta temperatura (>55°C) submetida na massa
produzem uma desestruturacdo das ligagdes glicosidicas do amido, promo-
vendo um rearranjo intermolecular e originando um material termoplastico
denominado amido desestruturado ou gelatinizado. Além disso, o amido e
seus derivados podem ser aplicados na industria téxtil, na producdo de pa-
pel e adesivos. Na indUstria farmacéutica pode ser aplicado em cosméticos e
como adjuvante farmacéutico, podendo também ser aplicado em detergentes
e pesticidas. Por ser biodegradavel e extraido de fontes renovaveis, seu uso

tem sido ampliado nos mais diversos segmentos (Mohan et al., 2016)

FIGURA 3 — ESTRUTURA QUIMICA DA AMILOSE E AMILOPECTINA

A: Amilose
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B: Amilopectina

Fonte: Os autores (2021).

Celulose, quitina e quitosana: assim como o amido, a celulose (Figu-
ra 4) é um homopolissacarideo constituido por unidades de o.-D-glucopi-
ranoses. O que diferencia os dois polissacarideos é, principalmente, o tipo
de ligagdo: os mondmeros de celulose sdo (1—4) ligados, favorecendo
a formacao de ligacoes fracas intra e intermoleculares entre as hidroxi-
las e atomos de oxigénio das unidades glucopiranosidicas, facilitando a
formacao de estruturas lineares e agregadas (microfibrilas de celulose).
A celulose é o principal polissacarideo da parede celular vegetal e o po-
limero natural mais utilizado na producdo de materiais biocompativeis.
Na area biomédica, tém sido produzidas nanofibrilas de celulose apds a
remocao de lignina por retificacdo mecanica ou fluidizacdo, formando um
gel que pode ser aplicado na producao de filmes para diversas aplicacoes
médicas (Mohan et al., 2016).

A quitina (Figura 4) é um polissacarideo estruturalmente relacionado
a celulose, constituida de unidades 3-(1—4) ligadas de N-acetilglucosa-

mina e abundante nas paredes celulares de fungos, radulas de moluscos,
carapacas de crustdceos e exoesqueletos de insetos, sendo o segundo
biopolimero mais abundante depois da celulose (Augustine et al., 2013).

No ambito industrial, esse polissacarideo é extraido de crustdceos com

41



solventes acidos para a remocdo de carbonato de célcio, seguido da re-
mocado de proteinas com extracdo alcalina e branqueamento para remo-
ver pigmentos (Rinaudo, 2006).

A quitosana, por sua vez, é um polissacarideo policatidnico, sendo
o derivado da quitina mais importante, e constituida por unidades de
N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina B-(1—4) ligadas (Figura 4)
(Mohan et al., 2016). Esse derivado possui grau de desacetilagao de apro-
ximadamente 50% e é solivel em solucdo acida devido a protonacdo do

grupamento -NH, ligado ao C2 da D-glucosamina (Rinaudo, 2006).

FIGURA 4 — ESTRUTURAS QUIMICAS DA QUITINA, QUITOSANA E CELULOSE

- 1 — Quitina
OH
( NH
. 0 HCW—%\ o 5 X
- \ / ~ _
HO N0 - Quitosana
NH, <
OH
n

. 3 — Celulose

Fonte: Os autores (2021).
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Xantana (exopolissacarideo): é produzida por bactérias do género Xan-
thomonas campestris a partir de carboidratos extraidos do milho ou da ca-
na-de-aclcar, com ampla utilizacdo na drea de alimentos e na industria de

cosméticos (Silva et al., 2009). A xantana é um polieletrdlito de D-glucoses

[(1—4) ligadas, com ramificacdes alternadas nas posicdes C-3, constituidas
por trés monossacarideos (um acido glucurbnico entre dois residuos de ma-
nose). Grupamentos acetato podem estar O-6 ligados no residuo de manose
ndo terminal e cerca de metade desses residuos terminais contém &cidos
pirtvicos ligados nas posicoes O-4 e O-3 (Abbaszadeh et al., 2015). A massa
molecular da xantana varia de 2 a 12x10° g.mol*, dependendo da prepara-
cao da amostra (Jansson; Kenne; Lindberg, 1975).

As moléculas de goma xantana que adotam uma conformacéao helicoi-
dal (simples ou dupla-hélice) podem ser descritas como hastes rigidas sem
tendéncia para associacdo, resultando num comportamento de um espes-
sante. A goma xantana pode ser usada na presenca de eletrélitos e pode
formar gel elastico e termorreversivel quando associado a goma locusta. A
goma xantana é completamente solivel em dgua em estado liquido, inde-
pendentemente de sua temperatura, podendo produzir alta viscosidade em
baixas concentracbes e apresentando 6tima estabilidade em altas tempera-
turas e variacoes de pH (Linden; Lorient, 1996).

Dextrana (exopolissacarideo): sdo homopolimeros com uma cadeia
principal de D-glucopiranoses a.-(1—6) ligados, com proporcdes variaveis
de ramificacGes, dependendo da bactéria utilizada. S3o produzidos a partir
da sacarose por bactérias acido-laticas, em especial as do género Leuconos-
toc. O substrato é transformado em polissacarideo sem ter que adentrar a
célula, devido a acdo da dextrana-sacarase excretada pelo micro-organismo
na presenca de sacarose. A enzima atua na molécula de sacarose, catalisan-
do a transferéncia dos residuos glucosil do dissacarideo sacarose ao polime-
ro de dextrana, liberando frutose (Heize et al., 2006).

Colageno: é uma escleroproteina abundante em ossos, pele, tenddes
e cartilagens, sendo a proteina mais abundante do corpo humano e possuin-
do uma massa de aproximadamente 3x10° g mol®. A cadeia polipeptidica do
coldgeno é constituida, principalmente, por residuos de aminodcidos de glici-

na, prolina e hidroxiprolina. Existem, aproximadamente, 22 tipos de colageno
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no corpo humano, sendo os do tipo I, II, Ill e IV os amplamente estudados
(Augustine et al., 2013).

CARACTERIZACAO

A caracterizacdo quimica e fisica dos biopolimeros € amplamente realizada
utilizando diversas técnicas analiticas. Entre elas, destacam-se a espectrosco-
pia na regido do infravermelho (IV), a difracdo de raios X (DRX), a ressonéancia
magnética nuclear de carbono-13 e hidrogénio-1 (RMN 13C e 1H), a analise ter-
mogravimétrica (TG), além de testes mecanicos, como o de tracdo, e analises
de permeabilidade ao vapor d'agua (PVA). Essas técnicas permitem determinar
propriedades fundamentais dos biopolimeros, como massa molecular, tama-
nho, grau de associacao, dispersao, conformacao e a presenca de interagoes
especificas, entre outras caracteristicas relevantes (Mohan et al., 2016).

A espectroscopia na regido do infravermelho fornece informacoes precisas
relacionadas aos modos vibracionais das moléculas de determinada substancia.
O interesse da técnica esta no fato de que o conjunto de bandas do espectro
(especifico para cada substéncia para bandas isoladas) vincula-se a vibracoes
de um determinado grupo funcional ou de certo tipo de ligacdo do composto
analisado, e desta maneira se estabelece a composicado e configuracao estrutu-
ral da espécie quimica por meio de seu espectro de infravermelho (Hamm; Lim;
Hochstrasser, 1998). A reflexao total atenuada (ATR), utilizando a transforma-
da de Fourier (ATR-FTIR), € uma técnica de facil operacdo, e a espectroscopia
visivel-préxima ao infravermelho (VIS-NIR) é vantajosa para mensurar consti-
tuintes bioldgicos (Mohan et al. 2016).

Difracdo de raios X: é uma técnica constantemente usada na determi-
nacao da estrutura cristalina e na investigagao da estrutura fina do material.
Os raios X sdo um tipo de radiacdo eletromagnética de comprimento de onda
entre 0,5 0,25 A, e so produzidos quando elétrons, com elevada velocida-
de, chocam-se contra uma placa de metal, liberando a radiagao em todas as
dire¢des. Ao incidirem sobre os planos cristalograficos da amostra, sdo difra-
tados com determinado angulo, que é definido pela forma e tamanho da cela
cristalografica do composto. Aintensidade indicada no grafico, que apresenta
a intensidade versus dngulo de Bragg, é descrita como a soma das intensida-

des relativas de todos os raios difratados na mesma direcao (Drenth, 1994).
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Assim, essa técnica promove a obtencdo de informacdes qualitativas e quan-
titativas referentes a estrutura do material polimérico e, partindo deste princi-
pio, distingue os distintos estados de ordenamento da matéria. O amido nati-
vo, por exemplo, apresenta picos no difratograma referentes a cristais do tipo
A. Esses picos sofrem reducdo apds o processo de gelatinizacdo, mostrando a
formacao de estruturas amorfas (Mohan et al., 2016).

Ressonéncia magnética nuclear (RMN): utiliza-se, na quimica orgénica,
principalmente as RMN de 'H e de *3C para determinar a estrutura dos com-
postos. A analise por RMN 'H é mais facilmente obtida do que a RMN 13C,
pois os nucleos de hidrogénio possuem demasiada abundancia natural. Os
ntcleos de '3C estdo presentes nas moléculas com apenas 1,11% da abun-
dancia natural do carbono, contra 99,98% do ?C. Sua sensibilidade total
é de apenas 1,6% da sensibilidade do 'H, por isso a necessidade de maior
quantidade de amostra ou tempo de andalise para obtencdo de um espectro
de RMN 13C. Diferentemente, o *>C, mais abundante, ndo apresenta o feno-
meno da ressonancia (Bovey; Miaru, 1996).

Andlise termogravimétrica (TG): é uma técnica de analise térmica que
informa as variagdoes da massa da amostra em funcao do aumento da tempe-
ratura em atmosfera inerte ou oxidante (Brown, 1998), utilizando para isso
uma termobalanca. O termograma permite obter a temperatura de desidra-
tacao, combustado, oxidacao e, principalmente, sobre a degradacao do mate-
rial submetido a taxa de aquecimento constante. A calorimetria exploratdria
diferencial (DSC) € uma técnica que pode ser acoplada a TG para estudar o

comportamento térmico dos biopolimeros (Mohan et al., 2016).

BIOPOLIMEROS COM APLICAGOES BIOMEDICAS

Tratando das aplicacdoes biomédicas de biopolimeros, varios trabalhos
tém dado destaque ao papel desses materiais devido a sua biocompatibili-
dade e biodegradacao, especialmente nas areas de controle de liberagdo de
drogas, engenharia de tecidos, biossensores, membranas de didlise e trata-
mento de feridas (Augustine et al., 2013; Yadav et al., 2015). A biocompati-
bilidade ¢ a capacidade do material em promover uma resposta adequada

do hospedeiro em uma dada aplicacdo. Os polimeros biodegradaveis devem
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sofrer degradacdo in vivo e in vitro sem produzir metabdlitos estranhos ao
organismo ou produtos que nao consigam ser eliminados (Augustine et al.,
2013). As propriedades de biocompatibilidade, natureza atdxica, potencial
antimicrobiano e cicatrizante de alguns biopolimeros vém sendo aproveita-
das nas diversas esferas da medicina, conforme abordado a seguir.

Biopolimeros de alginato: dentre os biopolimeros naturais, o alginato
é o mais popular. Na biomedicina, os alginatos sdo usados para liberacdo
controlada de medicamentos, encapsulamento, scaffolds em ligamentos,
engenharia de tecidos etc. O alginato é um heteropolissacarideo formado
por unidades de dcidos D-manurbnico e L-glucurénico e tem se mostrado
eficaz em sistemas de liberacdo de farmacos por imobilizacdo na estrutura
polissacaridica por meio de interacdes entre os grupamentos carboxilato. O
alginato de calcio mostrou-se eficaz na imobilizacdo de nanoparticulas de
prata em sutura cirdrgica intestinal, inibindo o crescimento de Staphylococ-
cus aureus e Escherichia coli (Augustine et al., 2013).

Biopolimeros de PLA: o PLA é um biopolimero bioabsorvivel, o que o
torna vantajoso em servicos de transplantes como, por exemplo, na producao
de stents em que o fato de ser absorvido pelo corpo evita uma segunda cirur-
gia para sua retirada (Rebelo; Fernandes; Fangueiro, 2017). Alguns trabalhos
avaliaram a unido de polimeros, como PLA e o acido poliglicélico (PGA) ou
polietileno (PE) para a substituicdo de placas e parafusos no tratamento de
defeitos dsseos e no fornecimento de uma estrutura-molde para formacdo
de cartilagem (Onar, 2014). Enquanto o PLA pode ser absorvido pelo corpo,

outros polimeros podem fornecer suporte mecénico, justificando a utilizacdo

de copolimeros (Rebelo; Fernandes; Fangueiro, 2017).

Biopolimeros de celulose, pectina e carragenanas: a nanocelulose vem
sendo utilizada como curativo pelas suas propriedades antimicrobianas, es-
pecialmente quando associada ao zinco. Além disso, por facilitar a deposicdo
de fosfato e cdlcio, as nanoceluloses tém sido aplicadas também na regene-
racdo dssea. Alguns estudos demonstraram ainda que nanofibrilas de celulo-
se melhoram a cinética de liberacdo de farmacos (Augustine et al., 2013). Ja
foi demonstrado que a metformina associada a nanocelulose, por exemplo,

reduz a adesdo, migracdo e invasdo de células de melanoma (Tayeb et al,
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2018). A celulose obtida da bactéria Acetobacter xylinum vem sendo utilizada
como scaffold (matriz para crescimento celular) na regeneracdo de tecidos,
pela sua semelhanca com a matriz extracelular. Outros ésteres de celulose
extraidos de tecidos vegetais, a carboximetilcelulose (CMC), hidroxipropilce-
lulose (HPC) e hidroxietilcelulose (HEC), ja vém sendo usados na industria
farmacéutica como adjuvantes (Augustine et al., 2013).

A pectina, um polissacarideo anidnico extraido da parede celular de célu-
las vegetais, principalmente de frutas citricas, vem sendo utilizada na indus-
tria farmacéutica como agente espessante. Esse polissacarideo € composto
por ramnogalacturonanas do tipo | (RGI) e Il (RGIl) e homogalacturonana,
sendo a ultima o componente principal (Munarin; Tanzi; Petrini, 2012). Para a
aplicacdo biomédica, é importante observar a composicdo monossacaridica e
o grau de ramificacdo do polimero, uma vez que tais caracteristicas interferem
nas propriedades de formacdo do gel para aplicacoes de adesao celular, mu-
coadesividade e propriedades antimetastaticas (Munarin; Tanzi; Petrini, 2012).

As carragenanas (CG), uma classe de polissacarideos lineares, anidnicos,
hidrofilicos e naturalmente sulfatados, extraidos de algas vermelhas, forma-
das por unidades alternadas de D-galactose e 3,6-anidrogalactose, vém sen-
do usadas na indUstria farmacéutica devido a suas caracteristicas reoldgicas
(Augustine et al., 2013). Ainda, suas propriedades de biocompatibilidade, ca-
pacidade de formacado de géis e alta viscosidade fizeram das carragenanas um
dos biopolimeros mais estudados na atualidade para aplicaces biotecnoldgi-
cas e médicas (Pacheco-Quito; Ruiz-Caro; Veiga, 2020).

Embora existam seis classes principais de carragenanas — kappa (K-), iota
(&), lambda (N-), mu (u-), nu (v-), beta (B-), e Theta (8-) — somente trés classes
sdo bastante empregadas na area biomédica: kappa (k-), iota (1-) e lambda (\-)
carragenanas (Campo et al., 2009). Dentre as atividades bioldgicas desses
polissacarideos, destacam-se as antivirais, antibacterianas, anticoagulantes,
hipolipemiantes, imunomodulatdrias, citotdxicas e antioxidantes (Wijesekara;
Pangestuti; Kim, 2011).

Biopolimeros derivados de proteinas — coldageno e lectinas: dentre
os biopolimeros proteicos, o coldgeno vem tendo destaque. O coldgeno do
tipo |, uma proteina fibrosa com estruturas ala2 compostas pelos residuos

de aminodcidos Gly-X-Y (onde X e Y podem ser, principalmente, Gly, Pro,
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Ala e Hyp), é o mais abundante no organismo humano. Esse biopolimero
promove a sustentacao da matriz extracelular, interage com o citoesqueleto,
favorecendo a troca entre a célula e a matriz, além de proporcionar sitios de
ligacdo para glicosaminoglicanos e proteinas. A capacidade do coldgeno de
formar camadas automontadas por interacdes fracas torna essa classe de
biopolimeros importante na engenharia de tecidos e regeneracdo tecidual
(Freeman et al., 2015; Li; Wu, 2018). Muitos estudos estdo sendo realizados
visando novo tratamento que aprimore o processo de cicatrizacdo. Nesse
sentido, o coldgeno apresenta uma caracteristica importante, pois atrai fi-
broblastos, ativa macrofagos e estimula o crescimento dos fibroblastos e
queratindcitos, além de fortalecer o tecido cicatricial (Catalina et al., 2013).

As lectinas tém um importante papel na drea de nutracéuticos.
Trata-se de proteinas e glicoproteinas de origem natural, encontradas em
micro-organismos, animais e plantas, e que se ligam seletivamente, de ma-
neira ndo covalente, a carboidratos, sendo capazes de aglutinar células e/ou
precipitar polissacarideos ou glicoconjugados (Berg; Tymoczko; Stryer, 2002;
Praseptiangga, 2017). A aglutinacao se deve ao fato de a lectina ter ao me-
nos dois locais de ligacdo e, portanto, ser capaz de reticular através de
sua interacdo com glicoproteinas e glicoconjugados, principalmente (Berg;
Tymoczko; Stryer, 2002). A classificagdo de lectinas é feita baseada em suas pro-
priedades bioquimicas e na sequéncia de aminoacidos, sendo as lectinas animais
do tipo C (dependentes de cdlcio) as mais amplamente representadas (Berg; Ty-
moczko; Stryer, 2002).

Muitas lectinas j& demostraram atividade antiviral (Hoorelbeke et al,
2010), antifungica e antibacteriana (Sa et al.,, 2009) a partir de diversas ori-
gens, o que pode ser investigado e aplicado dentro dos campos da medici-
na, ciéncia de alimentos, ciéncias farmacéuticas, bioquimica e glicobiologia
(Praseptiangga, 2017). As propriedades de adesdo de lectinas tém sido apro-
veitadas na terapéutica e diagndstico (Sharon; Lis, 2004). Tais caracteristicas de
adesdo a superficie celular parecem estar relacionadas a atividade imunomodu-
latdria dessas glicoproteinas (Majee; Biswas, 2013), e podem ser aproveitadas
no transporte controlado de farmacos (Neutsch et al., 2013) e no desenvolvi-

mento de biossensores (Silva; Coelho; Correia, 2016).
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Biopolimeros de quitina: a quitina e seus derivados tém um grande po-
tencial para as industrias biomédica, farmacéutica, alimenticia e ambiental,
devido as suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, como a capacidade
de formar filmes, nanomembranas e nanoparticulas, além de possuir ativi-
dade nematicida, antitumoral, antioxidante, antimicrobiana, dentre outras.
Esse polissacarideo pode ser utilizado, por exemplo, na area de biotecno-
logia, como biossensor e como mobilizador de enzimas e células inteiras;
na biomedicina, pode ser utilizado como pele artificial ou conduto nervoso
para regeneracado nervosa; nos cosmeéticos, como ingrediente para produtos
para cabelos e pele; no setor alimenticio, para preservar a comida, filtragcdo e
clarificacdo de frutas, entre muitas outras aplicacdes possiveis em diversos
setores (Philibert; Lee; Fabien, 2017).

Outros biopolimeros importantes para aplicacées biomédicas: dentre
os PHAs, destaca-se o poli(3-hidroxibutirato), um polimero com proprieda-
des mecénicas e fisicas comparaveis ao polipropileno. Tais caracteristicas
tornam esse biopolimero apropriado para o desenvolvimento de veiculos
de liberacdo de farmacos, especialmente para perfis de liberacdo de ordem
zero. Outros biopolimeros que vém sendo utilizados em sistemas de libera-
¢3o de farmacos sdo os poli-ortoésteres do tipo IV, polianidridos, poli-alquil-
cianoacrilatos e polifosfoésteres (Augustine et al., 2013).

O 4cido hialurénico e seu derivado, o hialuronato, sdo polissacarideos do
tipo glicosaminoglicano e tém sido usados, principalmente, na forma de so-
lugdes viscosas, como substitutos do fluido sinovial em pacientes com os-
teoartrite e como agentes aceleradores de recuperacdo de fraturas dsseas
(Augustine et al., 2013). Nos ultimos anos, o acido hialurdnico tem sido utili-
zado também na industria cosmética como preenchedor, agente antirrugas e
regenerador tecidual (Huynh; Priefer, 2020). Os dois polissacarideos sdo al-
tamente higroscdpicos e produzem géis com baixas propriedades mecénicas,
mas aplicaveis como implantes na engenharia de tecidos e como adjuvantes
na cicatrizacdo e no reparo de cartilagem. Isso pode ser obtido por meio da re-
ticulacdo covalente do polissacarideo com outros biopolimeros, como o colé-
geno. Os hidrogéis hibridos resultantes, hialuronato/coldgeno, demonstraram
possuir algumas propriedades funcionais da matriz extracelular de tecidos

humanos, mostrando grande potencial para a regeneracao de ossos e carti-
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lagens. Também é possivel a combinacdo de hialuronato com heparina para o
crescimento tecidual em tecidos danificados (Liu et al., 2012).

Alguns biopolimeros podem ser utilizados para producdo de fibras pela
técnica de electrospinning. Eles incluem dacido hialurénico, celulose, seda, ge-
latina, colageno, entre outros. Além disso, também é possivel misturar biopo-
limeros e polimeros sintéticos para criar novos biomateriais com propriedades
especificas, como resisténcia mecéanica, estabilidade térmica e resisténcia a
barreira. Assim, o tratamento de doencas a partir da criacdo de materiais bio-
logicamente ativos e de nanofibras eletrofiadas faz parte da medicina regene-
rativa moderna (Wréblewska-Krepsztul et al., 2019).

Alguns polimeros naturais, como colageno, pectina, quitosana, alginato,
entre outros, vém sendo aproveitados na forma de hidrogéis. Os hidrogéis
sdo redes poliméricas com alta afinidade pela dgua, porém ndo se dissol-
vem nela devido a sua estrutura reticulada quimicamente ou fisicamente.
Os hidrogéis sdo preparados a partir de macromoléculas contendo grupos
hidrofilicos com alta capacidade de absor¢do, como -OH, -COOH, -SO_H
etc. Além disso, os hidrogéis possuem baixa energia superficial, que facilita
sua biocompatibilidade e minimiza a adesdo de proteinas e células dos teci-
dos circundantes apds um implante, por exemplo. Assim, hd uma gama de
aplicacdes de hidrogéis em diversos setores industriais, como o alimenticio,

o biomédico, o farmacéutico, entre outros (Liu et al., 2012).

BIOPOLIMEROS COM APLICAGCOES NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

A grande maioria dos materiais relacionados a alimentos contém algum
tipo de biopolimero: alguns sdo usados como emulsificantes, outros como
espessantes ou endurecedores. Esses biopolimeros podem ser extraidos de
fontes diversas: bactérias, plantas, algas marinhas ou animais; e tém se des-
tacado por suas propriedades de biodegradacao, biocompatibilidade e por
serem extraidos de fontes renovaveis (Augustine et al., 2013).

Biopolimeros como aditivos alimentares: os aditivos alimentares com-
preendem uma classe de substancias que sdo adicionadas propositalmente

ao alimento para atingir algum propdsito tecnoldgico, como o aumento no
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tempo de prateleira ou melhoria das caracteristicas organolépticas (Motar-
jemi; Moy; Tood, 2014).

A goma xantana, um polissacarideo, é amplamente aplicada na industria
de alimentos como agente de suspensdo e espessante de chocolate e polpas
de frutas. Além disso, sua caracteristica pseudoplastica em solucdo pode ser
aproveitada na producdo de alimentos, pela capacidade dessa goma em pro-
mover alta viscosidade mesmo em baixas concentracoes. Essa propriedade se
mantém em uma ampla faixa de pH (1-13) e de temperatura (Palaniraj; Jayara-
man, 2011; Sharma et al., 2006). Em produtos de panificacao, a goma xantana
pode ser utilizada para aumentar a vida de prateleira desses produtos e de
massas refrigeradas. Pode ser utilizada também como substituta de ovos em
massas, sem alterar as caracteristicas organolépticas, além de aumentar a
incorporacao de ar na massa, melhorando o volume e a textura, em especial
nos produtos livres de gluten (Sharma et al., 2006).

A celulose bacteriana, por ser livre de pectinas, lignina e hemicelulo-
ses, tem sido utilizada na indulstria de alimentos na confeccdo de molhos,
sorvetes, dentre outros alimentos, por suas propriedades como espessan-
te, modificadora de textura e estabilizante (Augustine et al., 2013).

As gelanas e curdlanas sao gomas produzidas por micro-organismos
e utilizadas na industria como agentes espessantes, gelificantes e estabi-
lizantes. A primeira, um heteropolissacarideo extraido de Pseudomonas
elodea, com unidades monossacaridicas de D-glucose, L-ramnose e acido
D-glucurdnico, possui caracteristicas gelificantes na presenca de sais com

fons magnésico, calcio e potassio. As curdlanas sdo homopolissacarideos

formadas por glucanas [3(1—3) ligadas, extraidas de Alcaligenes faecalis
var. myxogenes e formam géis quando aquecidas (Augustine et al., 2013).
Os exopolissacarideos (EPS) de bactérias acido-lacticas (BALs) tém se
destacado na producdo de aditivos naturais seguros para alimentos ou in-
gredientes funcionais naturais, principalmente por apresentarem papel es-
sencial nas caracteristicas fisico-quimicas (viscosidade, estabilizacdo ou li-
gacdo a agua) e sensoriais (palatabilidade) dos produtos alimentares finais,
aumentando, assim, a possibilidade de substituir ou reduzir o uso de hidro-

coloides externos (Torino; Valdez; Mozzi, 2015). Além disso, tem-se utilizado
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culturas produtoras de EPS na elaboracao de leites e bebidas fermenta-
das, para otimizar caracteristicas como viscosidade, textura, estabilidade e
caracteristicas organolépticas (Cerning, 1995; Ruas-Madiedo; Hugenholtz;
Zoon, 2002), dentre outras propriedades dos produtos finais, além de evitar
a sinerese (separacdo do soro de leite) durante a fermentacdo ou armazena-
mento (Torino; Valdez; Mozzi, 2015).

Ha um interesse crescente no uso de coacervados a base de biopolime-
ros, assim, nos ultimos anos, houve um aprimoramento em relacdo ao seu
desempenho. Diferentes biopolimeros com varias caracteristicas podem ser
utilizados com o intuito de produzir cadpsulas sob medida para sistemas ali-
mentares. O alginato (um polissacarideo poliurdnico), por exemplo, é usado
para encapsular vitaminas (Augustine et al., 2013). Como perspectiva futura
frente a esse tema, espera-se desvendar a utilizacdo do encapsulamento
de bioativos em coacervados, abarcando os varios estagios do processo de
digestdo humana e avaliando os beneficios fisioldgicos que podem conferir
(Moschakis; Biliaderis, 2017).

Biopolimeros na producdo de embalagens de alimentos: a industria
de embalagens de alimentos visa, cada vez mais, a obtencao de materiais
que garantam a qualidade de seus produtos e que ajudem a melhorar e
prolongar o tempo de prateleira. Nesse sentido, os polimeros ja sdo fre-
quentemente utilizados para essa finalidade, mas biopolimeros vém sendo
demandados, visando um menor impacto ambiental (Valdés et al., 2014).
Os biopolimeros comerciais disponiveis mostram uma limitacdo de uso pelo
seu desempenho: apresentam baixa resisténcia térmica, fragilidade, além de
precos relativamente altos, limitando sua aplicacdo. Portanto, sdo necessa-
rias modificacdes pelo uso de aditivos que melhorem seu desempenho para
uso como embalagem de alimentos (Valdés et al., 2014). Para essa finali-
dade, os biopolimeros precisam atender a alguns requisitos: agir como uma
barreira seletiva para gases e agua; permitir uma respiracao lenta, porém
controlada; permitir uma atmosfera modificada para o alimento, levando a
extensdo da vida de prateleira; diminuir a migracdo de lipidios, evitando a
modificacdo da embalagem; manter a integridade estrutural dos polimeros

para melhor manipulacdo e processamento mecénico; servir como aditivo
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alimentar corporativo (agente de sabor, corantes, antioxidantes, agentes an-
timicrobianos), entre outros (Tharanathan, 2003).

No Quadro 1 est3o listados os principais biopolimeros naturais aplicaveis
na producdo de embalagens para a industria de alimentos, apds a otimizagdo

de suas propriedades fisico-quimicas com plastificantes e outros aditivos.

QUADRO 1 — BIOPOLIMERQOS DE ORIGEM NATURAL PARA USO EM EMBALAGENS
DE ALIMENTOS E COMPOSITOS

Origem Biopolimeros
Animal Gelatina e coldgeno
Marinha Quitina e quitosana
Microbiana Acido polilatico, pululanas e polihidroxi-alcanoatos

. Lipidios: cera de abelha, cera de carnauba, acidos graxos livres;

i . Hidrocoloides de proteinas: zeina, soro de leite, soja e gluten de trigo;
Agricola

. Hidrocoldides de polissacarideos: celulose, lignocelulose, gomas,

pectina e amido.

Fonte: Adaptada de Tharanathan (2003).

Embora os biopolimeros ainda sejam pouco aplicados na producdo de
embalagens, o uso de copolimeros tem se mostrado promissor: a incorpora-
c3o de lipidios e hidrocoloides, por exemplo, pode melhorar as propriedades
individuas de ambos (Tharanathan, 2003). Tais filmes costumam ser produzi-
dos via casting, uma vez que o método de extrusdo pode levar a degradacdo
do biopolimero (Tharanathan, 2003). Para melhorar as funcionalidades da
embalagem, a qualidade e a seguranca dos alimentos, é possivel a insercdo de
compostos naturais as matrizes poliméricas, produzindo embalagens ativas.
Os compostos naturais podem ser provenientes de plantas, frutas, especiarias
ou residuos agricolas. A incorporagdo de 6leos essenciais, por exemplo, pode
ser (til na inibicdo da atividade microbiana, aumentando, assim, o tempo de
prateleira (Akram et al., 2019).
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O amido é uma das principais matérias-primas utilizadas na fabricacdo
de filmes comestiveis e embalagens biodegradaveis na industria de alimen-
tos. Contudo, a fraca barreira a umidade e as propriedades mecanicas ina-
dequadas desses filmes limitam a sua aplicagao (Tang et al., 2012). Uma
abordagem possivel é a revalorizacdo de residuos agricolas como reforco
nos biopolimeros. Os biocompdsitos, obtidos a partir de biopolimeros e re-
forcados com fibras naturais, podem oferecer importantes contribuicoes na
producdo alternativa de polimeros, reduzindo a dependéncia de combusti-
veis fésseis e os impactos ambientais relacionados.

As fibras naturais sdo materiais extraidos de vegetais (fibras de plan-
tas), animais e minerais, sendo essas trés categorias as principais para a sua
extracdo (Valdés et al., 2014). As fibras sdo constituidas, principalmente,
por holocelulose (celulose, hemicelulose e lignina), com menores teores de
aclcares, amido, proteinas, extrativos e cinzas (Hamza, et al., 2013). H4 mui-
tas vantagens de incorporar fibras naturais nas matrizes de biopolimeros,
como, por exemplo, baixa densidade, custo, disponibilidade, reciclabilidade,
compatibilidade com o meio ambiente, degradacdo total no solo sem emis-
sdo de compostos téxicos em condicGes de compostagem e boas proprieda-
des mecanicas (Valdés et al., 2014).

Alguns materiais proteicos também vém sendo investigados para a pro-
duc3do de embalagens. Esses biopolimeros possuem melhor capacidade de
formacdo de filmes, além de possuirem baixo custo e natureza biodegra-
davel; contudo, os filmes preparados a partir de proteinas apresentam alta
permeabilidade ao vapor, dentre os quais, destacam-se os filmes produzidos
a partir de gluten, proteina de soja e gelatina (Tang et al., 2012).

Dentro da biodiversidade marinha, um grande grupo que se apresenta
como um importante biorrecurso disponivel sdo as algas marinhas (Prasep-
tiangga, 2017). A producio de biopolimeros a base de algas marinhas, como
os polissacarideos agarose, carragenana e alginato, mostrou-se como um
importante recurso para a producao de embalagens de alimentos. As car-
ragenanas sdo galactanas sulfatadas, enquanto a agarose é formada por

galactanas lineares. O alginato, por sua vez, € composto por unidades de

acidos 3-D-manurénico e a-L-gulurénico (Alba, Kontogiorgos; 2018).
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Além disso, o uso de recursos renovaveis, incluindo biopolimeros a base
de algas marinhas, devido a sua biodegradabilidade, ganhou importancia
em vista da preocupagao ambiental e qualidade dos produtos fabricados. A
aplicacdo desses materiais é como filme e revestimento comestivel (Prasep-
tiangga, 2017). Hu et al. (2016) prepararam filmes contendo blendas de qui-
tosana/agarose em diferentes proporcoes e verificaram que os filmes con-
tendo 60% de agarose apresentaram melhor resisténcia a tracdo, tensio,
taxa de transmissdo de vapor d’dgua e aumento da atividade antibacteriana,
quando comparados aos filmes contendo apenas quitosana. Filmes conten-
do dgar (um polissacarideo formado por agarose e agaropectina) mostraram
propriedades mecénicas satisfatérias sem a adicdo de agentes plastificantes,
quando extraidos de Gelidium sesquipedale (Martinez-Sanz; Martinez-Abad;
Lépez-Rubio, 2019). Biopolimeros a base de alginatos e carragenanas tém
sido amplamente difundidos devido as suas boas propriedades de barreira ao
oxigénio, didxido de carbono e lipidios, além de suas propriedades mecanicas,
como resisténcia a tracdo e alongamento a ruptura (Praseptiangga, 2017).

A quitosana, um produto natural obtido a partir da desacetilacdo da
quitina, tem boas caracteristicas para formar filmes: os grupamentos NH,
das unidades de 2-deoxi-2-aminoglucose podem ser protonados e formar
interacdes eletrostaticas em um ambiente acido (Tang et al., 2012).

Outro exemplo sao as pectinas, que possuem capacidade gelificante e
espessante, atingindo a firmeza desejada e alterando a textura dos géis em
diversos produtos. Por esses motivos, a pectina tem sido usada em alimen-
tos, cosméticos e aplicagcdes de condicionamento ambiental para modificar
a liberacdo de compostos de fragrancias e melhorar a percepcdo de sabo-
res. A pectina também pode interagir com o calcio, assim como o algina-
to, e tem sido estudada para a liberacdo controlada de produtos quimicos
organicos, volateis ou proteinas. A pectina, quando usada em combinacao
com proteinas de qualidade alimentar, como proteinas de gelatina e soja,
tem a capacidade de formar hidrogéis comestiveis que podem ser utiliza-

dos para a producao de embalagens (Liu et al., 2012).
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CONCLUSAO

Este capitulo apresentou informacGes relacionadas aos aspectos de
producdo de biopolimeros, além de suas aplicagdes nas industrias de ali-
mentos e biomédica. Atualmente, essa producdo se apresenta como uma
alternativa para diversos problemas que o setor industrial encontra, princi-
palmente no que refere ao seu desenvolvimento e estabilidade. As pesqui-
sas desenvolvidas na atualidade sdo, principalmente, na area de engenharia
bioguimica e biotecnologia, por envolver tecnologia de producdo baseada
em mecanismos naturais e seres vivos para sintetizar matérias-primas que
ndo prejudiqguem o meio ambiente. Portanto, a consideravel demanda rela-
cionada a esses produtos caracteriza-se em um importante fator contribu-
tivo para a manutencado e o desenvolvimento de processos produtivos de
biomateriais poliméricos com aplicacdes em diversas areas.

Apesar de todas as vantagens, os biopolimeros apresentam algumas limi-
tacSes técnicas que dificultam o seu processamento, bem como o uso do pro-
duto final. Assim, varios grupos de pesquisa desempenham estudos referentes
a modificacdo dos biopolimeros, na perspectiva de viabilizar o processamento e
uso em diversas aplicagdes. Para isso, blendas, compdsitos e nanocompdsitos
tém sido estudados no interesse de melhorar suas propriedades, como a resis-
téncia térmica e mecénica, as propriedades reoldgicas (densidade e viscosida-

de), a interacao ativa para gases, a degradabilidade e o processamento.
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Filmes de biopolimeros via casting

Joyce Fagundes Gomes Motta!
Geraldine Nancy Rodriguez Perea?
Nathdlia Ramos de Melo*"

Leticia Vitorazi®*

INTRODUCAO

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (lupac) define bio-
polimeros como substéncias compostas por um tipo de biomacromolécula,
sendo que as biomacromoléculas incluem as proteinas, o acido nucleico e os
polissacarideos (Vert et al., 2012). Os biopolimeros podem ser classificados
em biodegradaveis ou ndo biodegradaveis (Niaounakis, 2015). Os biodegra-
daveis sdo aqueles que se degradam por acdo de microrganismos, tais como
fungos e bactérias, em um determinado periodo de tempo e ambiente. Ja os
ndo biodegraddveis ndo se degradam nestas condicSes e levam anos para
conseguirem éxito na total degradacao (Vert et al., 2012).

Os biopolimeros podem ser também classificados de acordo com sua
base em biobaseados ou a base de combustiveis fésseis. E importante res-
saltar que nem todo polimero biobaseado ¢ biodegradavel, e existem poli-
meros a base de combustiveis fdsseis que sdo biodegradaveis (Niaounakis,
2015). Exemplos de biopolimeros biobaseados e biodegradaveis incluem PHB
(poli-3-hidroxibutirato), PLA (poliacido lactico) e amido. Ja os biopolimeros a
base de combustiveis fdsseis e biodegradaveis incluem o PBS (polibutileno

succinato), PCL (poli(e-caprolactona)) e PES (polietersulfona). Exemplos de
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biopolimeros biobaseados e ndo biodegradaveis sdo ndilon 11 (poliamida 11)
(Tokiwa et al., 2009) e PE (polietileno) verde, obtido, por exemplo, a partir de
etanol de cana de actcar (Otoni et al., 2017; Santos et al., 2019).

O termo artificial deve ser usado para designar os biopolimeros quimi-
camente modificados (Vert et al., 2012). Por exemplo, a quitina, que é um
polimero extraido das conchas de crustaceos e que apresenta baixa solu-
bilidade em dgua. A partir de modificacbes quimicas, obtém-se a quitosa-
na, que é um polimero artificial, solivel em meio aquoso acido (Pillai; Paul;
Sharma, 2009). A celulose é um polissacarideo de origem vegetal, sendo
comercialmente disponivel, principalmente, a partir do algoddo e da madei-
ra (Odian, 2004). Esta pode ser modificada dando origem a, por exemplo,
hidroximetilcelulose (Abdel-Halim, 2014), carboximetilcelulose (Chen et al,,
2020) e acetato de celulose (Assis et al., 2020).

Por meio de polimeros em geral é possivel obter materiais polimé-
ricos na forma de filmes convencionais, e estes ainda podem ter pro-
priedades peculiares, como os filmes termoencolhiveis (shrink films) e
os aderentes (climb films). Adicionalmente, podem ser produzidos tanto
em monocamadas quanto em multicamadas de laminacdo (Niaounakis,
2015). De acordo com a ASTM D883-20 (2012), filmes sdo como pelicu-
las finas cuja espessura nao deve ultrapassar 250 um.

Embora a questdao ambiental seja preocupante nos dias atuais, existe
uma limitacdo de muitos biopolimeros durante o processamento, relacio-
nada principalmente a degradacdo térmica que precede a obtencdo do
material fluidoviscoso (Odian, 2004). Entre os polimeros naturais, o ami-
do é um raro exemplo de polimero que pode ser extrudado, sendo obtido
na forma de fluidoviscoso, com aquecimento, na presenca de aditivo para
criar um “amido termoplastico” (Morris, 2016).

Nesse sentido, técnicas de processamento em que o polimero é solubili-
zado em vez de “fundido” sdo vantajosas, como as técnicas casting, também
chamadas de técnicas “a frio”. O método casting consiste em uma técnica de
facil manuseio para producdo de filmes, sendo considerado uma boa alter-
nativa para a industria de embalagens.

A metodologia casting é mais comum para obtencdo de filmes bio-

poliméricos. Exemplos de bases de biopolimeros para o preparo de fil-
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mes via casting sao amido (Basiak; Lenart; Debeaufort, 2017), pectina
(Jantrawut et al., 2017), alginato de sédio (Mahcene et al., 2020), quitosana
(Souza et al., 2017), proteina de soro do leite (Andrade et al., 2018) e acetato
de celulose (Goncalves et al., 2019a). Podem ser empregados solventes or-
ganicos, como acetona ou aquosos, dependendo diretamente da solubilida-
de do polimero (Li; He, 2016; Versino et al., 2016; Endres; Weichold, 2019).

Visto isto, este capitulo objetiva explanar sobre a producdo de filmes
pelo método casting, bem como apresentar algumas técnicas de caracteri-

zacao destes filmes.

PREPARACAO E FABRICACAO

Método casting

O método casting é baseado na evaporacdo do solvente quando a solu-
¢do filmogénica, contendo um polimero e um solvente apropriado, é espalha-
da em uma superficie lisa para obtencdo de um material, no caso, um filme,

como ilustrado na Figura 1 (Tapia-Blacido; Sobral; Menegalli, 2013)

FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA OBTENCAO DE FILMES VIA
CASTING EM BATELADA
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Fonte: As autoras (2020).
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Para utilizacdo do método casting, a observacdo de alguns fatores é
indispensavel para se obter éxito no processo, como a solubilidade do poli-
mero, seja em agua ou em um solvente organico (Siemann, 2005). Amidos,
como exemplo, requerem ser submetidos ao processo de gelatinizacdo para
serem soluveis em dgua (Versino et al., 2016). Ja a pectina e o alginato de
sddio devem ser intumescidos em dgua previamente ao preparo da solucdo
(Li; He, 2016; Siracusa et al., 2018). A quitosana e o acetato de celulose
devem ser solubilizados em condicBes especificas, sendo a quitosana em
solugdes aquosas contendo dcidos, como o acido acético, de modo que o pH
resultante seja menor que 6,5, e o acetato de celulose, soltivel em acetona
(Endres; Weichold, 2019; Assis et al., 2020).

Outras condicGes necessarias para produzir filmes através do método
casting incluem a formacdo de solucbes estdveis com um minimo de teor
de sélidos e viscosidade, que apds secos, sobre uma superficie que tam-
bém deve ser compativel, possam permitir que o filme formado se des-
prenda com facilidade (Siemann, 2005).

Pode-se espalhar a solucdo filmogénica em uma superficie com o uso de
espalhadores com espacamento conhecido; neste caso, é extremamente impor-
tante compreender parametros como a viscosidade e o tempo de secagem, pois
podem influenciar na espessura do filme obtido (Danglad-Flores; Eickelmann;
Riegler, 2018; Paolicelli et al., 2018). Um exemplo de um projeto de espalhador

pode ser observado na Figura 2.

FIGURA 2 — ESPALHADOR MANUAL DE POLIMERO EM SOLUCAO PARA FORMACAO

DE FILMES

Vista Frontal
do espalhador

Fonte: As autoras (2020).
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Também é possivel utilizar recipientes ao invés de placas, neste caso, o
controle da espessura pode ser feito pela gramatura (g.cm™) desejada (Lu-
chese et al., 2018; Cardoso et al., 2019).

As solucdes filmogénicas podem ser espalhadas ou acondicionadas em
diversos materiais, como acrilico, desde que respeitem a temperatura de tran-
sicdo vitrea (Tg) do material, quando este for aquecido durante o procedimen-
to de secagem (Costa; Carvalho; Riffel, 2017). No caso de filmes laminados,
vale ressaltar que a laminacdo pode ser feita em laminadores semi-industriais
operando em modo batelada (Martelli; Barros; Assis, 2014).

A taxa de evaporacdo é critica no processo de formacdo do filme e de-
pende de fatores como temperatura, pressdo atmosférica, fluxo de ar e umi-
dade relativa, as quais devem ser ajustadas conforme as condicoes de pro-
cessamento (Felton, 2013).

No método casting convencional ou casting de bancada, que é um méto-
do em batelada (bench casting), espalha-se a solucéo filmogénica sobre uma
superficie plana ou acondiciona-se em um recipiente e estes permanecem
imdveis durante o processo de secagem (evaporacdo do solvente). E um méto-
do interessante que pode exigir aparatos mais simples, no entanto, ¢ limitado
devido a baixa produtividade, que é principalmente associada ao tempo de
remocao do solvente.

Pode-se ainda aplicar o método casting continuo, empregando o méto-
do de transporte continuo implementado em equipamento de revestimento,

como apresentado na Figura 3.

FIGURA 3 — REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA OBTENCAO DE FILMES VIA
CASTING CONTINUO
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Fonte: As autoras (2020).
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No método casting continuo, a solucdo filmogénica é aplicada na forma
de lamina Umida sobre um filme suporte (geralmente sdo usados filmes de
poliéster), que é movido por rolos nas duas extremidades da maquina. A
espessura aplicada da lAmina Umida é definida e ajustada por um dispositivo
de laminacdo denominado faca. A ldmina Umida pode ser pré-aquecida em
unidade de pré-secagem via infravermelho e segue para a secagem final por
conveccgao de ar em fornos com sistema de exaustdo. Ao final do proces-
so, os filmes sdo bobinados automaticamente e podem ser destacados do
suporte. A principal vantagem dessa técnica € a producdo de filmes com a
espessura controlada e com o tempo de secagem reduzido. Neste caso, uma
maior produtividade é alcancada (Vanderlei, 2019).

Otoni et al (2018) fizeram uma comparacgao da taxa de producdo de um
processo de obtencdo de um filme de biocompdsito empregando as técnicas
de casting continuo e em batelada. Os autores observaram que, empregan-
do o método de casting continuo em equipamento de dimensdo de 4 m?,
foi possivel obter 1,56 m? de filme de biocompdsito por hora de producio,
equivalendo a 37,4 m? por dia de producao. A mesma quantidade, se fosse
obtida em casting de batelada, necessitaria de superficie de 37,4 m?, o que
restringe a produtividade (Otoni et al., 2018).

Se tratando da indUstria de alimentos, tanto os filmes quanto os re-
vestimentos tém sido estudados para aplicacdo em diversos produtos. Se a
intencdo for a producdo de filmes comestiveis (edible films), estes se limitam
apenas ao uso de componentes apropriados ao consumo humano, ou seja,
componentes de grau alimenticio, incluindo desde a matriz polimérica ao
solvente e aditivos (Otoni et al., 2017), podendo ser utilizados, até mesmo,
residuos de alimentos.

A diferenca entre filmes e revestimentos esta relacionada diretamente
ao local de secagem da solucdo filmogénica (método casting). Os filmes sdo
produzidos para depois serem aplicados a superficie dos alimentos, enquan-
to os revestimentos sao formados diretamente sobre os alimentos, mediante
aimers3o do produto na solucdo ou a aspersdo da solucdo no produto, isto é,
a secagem, neste caso, ocorre no produto (Otoni et al., 2017).

A técnica casting permite o emprego de aditivos e a sua utilizacdo

exerce papel importante no desenvolvimento dos filmes. Aditivos podem
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ser incorporados na solucdo filmogénica para atuar na modificacdo de
propriedades finais filmes resultantes, em relacdo aquelas dos polimeros
originais, como as propriedades mecanicas, de barreira e até mesmo de
atividade dos materiais (Rabello; De Paoli, 2013).

Quando na formulacdo do material é adicionado um aditivo que possa
atuar no produto embalado de forma desejavel, ou seja, quando é permi-
tida uma interacao intencional da embalagem com o produto, a exemplo
de produtos alimenticios, temos as ditas “Embalagens Ativas”. Exemplos
dessas embalagens incluem aquelas contendo agentes antimicrobianos ou
antioxidantes incorporados, que podem ser liberados gradativamente para o
produto, podendo prolongar a validade comercial (Atarés; Chiralt, 2016; Su-
derman; Isa; Sarbon, 2018) e reduzindo a necessidade destes aditivos serem
aplicados diretamente no produto.

As formulacdes dos filmes também podem ser adicionadas nanoparticu-
las, podendo ser uma fase de reforco estrutural na matriz biopolimérica, bem
como cargas ativas e reabsorviveis (Bharadwaz; Jayasuriya, 2020), ou argila,
como a montmorilonita, empregada no aprimoramento de propriedades de
barreira (Nouri et al., 2018).

CARACTERIZAGAO

Solucées filmogénicas

Pode-se avaliar as propriedades das solucbes filmogénicas utilizando
analises reoldgicas. Mediante estudo em redmetro, é possivel determinar o
comportamento da viscosidade em funcdo da concentracdo do polimero ou
da presenca de aditivos. As propriedades reoldgicas sdo de suma importan-
cia para se ter uma reprodutibilidade do processo de formacao dos filmes
pelo método casting.

Por meio de estudos rotacionais, podem ser determinadas as cur-
vas de fluxo e, assim, o comportamento do fluido. Os fluidos podem ser
newtonianos ou ndao newtonianos. Fluidos newtonianos ndo apresentam
variacao da viscosidade em fungao da taxa de cisalhamento, enquanto

que fluidos ndo newtonianos nao apresentam linearidade entre a tensao
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de cisalhamento e a taxa de cisalhamento. Assim, as viscosidades variam
em funcao da taxa de cisalhamento (Schramm, 2000).

Adicionalmente, os estudos oscilatérios podem fornecer informacées
sobre a viscoelasticidade do material. Pode-se determinar o médulo de ar-
mazenamento (G’) e o mddulo de perda (G”), bem como a tangente delta,
que é arazdo entre G” e G". A temperatura de gel ou de fusdo pode ser con-
firmada a partir do ponto de cruzamento entre as curvas de G’ e G”. Quando
a curva de G">G’ ou quando G">>G’, o comportamento é predominante de
liquido. Quando G’>>G", o comportamento é de estrutura do tipo gel, de um
solido elastico (Mezger, 2015; Zhang et al., 2020).

A viscosidade de uma solucao pode aumentar ou diminuir com a tem-
peratura, taxa de cisalhamento (alta ou baixa), tipo de aditivo (ex: plasti-
ficante) e combinacdes dessas variaveis. Dessa forma, a viscosidade deve
ser conhecida para garantir a seguranca e a qualidade, bem como para o
projeto de equipamentos e processos que exijam o calculo da transferéncia
de calor e quedas de pressdao ou modelagem de tratamentos (Chen et al.,
2008; Ayala; Vargas; Agudelo, 2014).

Caracterizacdo dos materiais formados pelo método casting

Espessura

A espessura dos filmes pode ser determinada com auxilio de um micré-
metro. A média do nimero de pontos medidos representa a espessura final.
O numero de pontos medidos, de acordo com a literatura, varia entre 5 e
10 (Akhter et al., 2019; Gongalves et al., 2019a; Lee; Jeong; Kanmani, 2019;
Fernandes et al., 2020; Pella et al., 2020).

Caracterizacdo morfoldgica

Para avaliacdo da superficie e da secao transversal dos filmes, pode
ser utilizado um microscépio eletrénico de varredura (MEV). Por meio
deste equipamento é possivel observar as caracteristicas microestrutu-
rais de componentes solidos, como os filmes. O principio de funciona-
mento do MEV se dd com o auxilio de um feixe de elétrons de pequeno

diametro que permite explorar a superficie da amostra, ponto a ponto,
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por linhas continuas, e transmitir o sinal do detector a uma tela que esta
sincronizada com aquela do feixe incidente (Canevarolo Jr., 2004; Deda-
vid; Gomes; Machado, 2007).

Faz-se necessdrio que o feixe de elétrons interaja com a amostra. Pos-
to isto, alguns elétrons s3o absorvidos pela amostra, que deve conduzi-los
para o fio terra. Sendo assim, as amostras precisam ser condutoras. Por
isso, pode-se recobrir a amostra para melhorar o nivel de emissdo de elé-
trons, aprimorando a construcdo da imagem. Diante desses fatos, é suge-
rido que se faca o recobrimento por deposicdo de fons metalicos utilizando
ouro (Au), liga de ouro-paladio (Au-Pd), platina (Pt), entre outros (Dedavid;
Gomes; Machado, 2007).

Pode-se resfriar as amostras em nitrogénio liquido e, posteriormente,
realizar uma fratura no material para analisar a regido da ruptura, uma vez
que este sistema permite encontrar e observar composicoes essenciais e sua
distribuicdo em estruturas celulares e moleculares em estado vitreo, poden-
do ser bidimensionais ou tridimensionais (Kuo, 2008).

Outra avaliacdo morfoldgica dos filmes que pode ser realizada é por
meio da microscopia de forca atémica (AFM = Atomic Force Microscopy).
A AFM permite obter imagens de superficies de filmes mesmo que eles
estejam submetidos a diversas condicdes, tais como ar, vacuo e meio li-
quido, com resolucdes atébmicas de um décimo de nanémetro (Bernardes
Filho; Mattoso, 2003; Ali; Maiz, 2018). Diferindo do MEV, que exige um
sistema de vacuo para a andlise, a AFM difere-se por conseguir fornecer
informacdes que ndo sdo distinguidas pelo MEV, devido a forma como as
imagens sao obtidas.

A AFM é baseada na utilizacdo de uma agulha micrométrica, a qual é
imobilizada em um cantilever e levada para a proximidade da superficie da
amostra. A avaliacdo é realizada através da interacdo entre a ponta da agu-
Lha e a superficie. Para obter imagens, a agulha varre a superficie da amos-
tra, utilizando um sistema de alinhamento no qual um feixe de luz é capaz
de incidir sobre o cantilever e refletir em um sensor que é capaz de corrigir
a posicao do cantilever, mantendo-o em contato com amostra (Bernardes
Filho; Mattoso, 2003; Marrese; Guarino; Ambrosio, 2017).
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Caracterizacdo mecénica

Por meio de um instrumento universal de teste mecénico, o texturome-
tro, trés parametros podem ser avaliados quanto as propriedades mecéanicas
dos filmes por meio de suas caracteristicas, mediante o uso de corpos de
prova adequados (que sigam padroes estabelecidos, como ASTM e ISO). O
texturébmetro é capaz de mensurar a forca/trabalho de compress&o ou esti-
ramento de maneira constante, descrevendo as caracteristicas da amostra
por meio de um registro grafico, mostrando a forca usada ao longo da ana-
lise (Barros et al., 2013).

Os parédmetros analisados sdo: resisténcia a tracdo, médulo de elastici-
dade (Young) e alongamento na ruptura. A resisténcia a tracdo representa a
resisténcia do filme em relacdo a deformac&o por alongamento quando é sub-
metido a uma forca (Carvalho et al., 2017). J& o mddulo de elasticidade esta
associado a rigidez do filme (Gongalves et al., 2019b) e o alongamento na
ruptura indica o quanto o filme é capaz de estirar antes de ocorrer sua ruptura,

ou seja, expressa sua flexibilidade e extensibilidade (Goncalves et al., 2019a).

Caracterizacdo térmica

Uma das técnicas que podem ser usadas para medir e analisar o com-
portamento dos filmes poliméricos ao calor é a calorimetria diferencial de
varredura, DSC (do inglés, Differential Scanning Calorimetry). Por meio da
curva obtida pelo DSC ¢é possivel avaliar parametros como temperatura de
transicdo vitrea (Tg), temperatura de fusdo cristalina (T ), temperatura de
cristalizacdo (T ) e capacidade calorifica (Muller; Michell, 2016).

O DSC opera por meio da transferéncia de calor, comparando uma
amostra, que pode ser o filme, com uma referéncia. Isto € possivel por meio
da manutencdo da diferenca de temperatura entre a amostra e a referéncia
ser nula, compensando a energia dada a amostra sempre que ela for subme-
tida a uma mudanca de fase ou transicdo térmica que necessite de mais ou
menos energia. Assim, tem como resultado uma compensacdo de poténcia
que é proporcional a quantidade de calor transferido para a amostra (Miller;
Michell, 2016; Drzezdzon et al,, 2019).
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J& as andlises termogravimétricas (TGA, do inglés Thermal Gravimetric
Analysis) podem ser utilizadas para complementar ou suplementar a DSC. Esta
técnica permite mensurar a perda de massa do filme polimérico em funcdo da
temperatura ou do tempo em uma atmosfera controlada (Erickson, 1999).

Na pratica, uma temperatura desejada € ajustada e as mudancas da mas-
sa sdo observadas. O aumento da temperatura é realizado com a temperatu-
ra linearmente crescente em taxa pré-determinada. Por isso, podem ocorrer
diferentes mudancgas de acordo com as taxas de aquecimento, que devem,

portanto, ser realizadas de diferentes modos (Rydz; Musiot; Janeczek, 2015).

Propriedades dticas

Por meio de um colorimetro, no qual os filmes sdo alocados, os parame-
tros [*a*b* do sistema CIELAB podem ser avaliados por transmitancia. O L*
representa a luminosidade do filme e varia de 0 a 100. Portanto, quanto mais
préximo de 100, mais claro o filme se encontra, e mais proximo de 0, mais es-
curo. Ja o croma a* indica o eixo verde-vermelho (-a = verde, +a = vermelho) e
o croma b* azul-amarelo (-b = azul, +b = amarelo) (Silveira et al., 2020).

A opacidade também pode ser determinada com o auxilio do colorimetro
ou de um espectrofotdmetro por meio de medidas de absorbancia, em compri-
mento de onda que varia conforme a caracteristica do material ou metodologia
a ser usada (Haghighi et al., 2019; Navia Porras et al., 2019; Silva et al., 2019).

Propriedades de barreira

As propriedades de barreira dos filmes indicam sua resisténcia a per-
meantes, tais como gases — oxigénio, didxido de carbono, nitrogénio ou
monodxido de carbono, vapor de umidade e até mesmo aromas (Kropf;
Yancey; Yancey, 2014). Podem ser mensurados utilizando método gravi-
métrico, em umidade relativa e temperaturas controladas (Al-Hashimi et
al., 2020; Marismandani; Husni, 2020) ou ainda equipamentos que tém a
funcdo de avaliar tanto a permeabilidade ao vapor d’dgua quanto aos ga-
ses (Nagar et al., 2020).
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CONCLUSAO

Filmes a base de biopolimeros podem ser obtidos pelo método casting.
Dentre os biopolimeros, ganham destaque os estudos com os biodegrada-
veis, considerados uma boa opc¢do para as industrias, por contribuirem posi-
tivamente com o meio ambiente.

O método casting é versatil e permite a producdo dos filmes, por exem-
plo, na presenca de reforcos para obtencdo de bio e nanocompdsitos, ou na
presenca de agentes ativos, resultando em “filmes ativos”, com proprieda-
des antimicrobianas ou antioxidantes. Adicionalmente, filmes e revestimen-
tos comestiveis também podem ser produzidos por essa técnica.

Embora o método casting de batelada seja versatil e promissor, produ-
cOes em grandes escalas ainda sao limitadas. Estas tendem a ser adaptadas
ao método de casting continuo para minimizar a problematica desta limitac&o.

Quanto aos filmes, podem ser destinados a diversos ramos como a in-
dustria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos. Para tal, as técnicas de
caracterizacdo dos materiais sao importantes para direcionar a aplicacao
dos filmes, incluindo a espessura, caracterizagdes morfoldgicas, mecénicas,

térmicas, propriedades dpticas e de barreira.
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INTRODUCAO

Complexos de polieletrolitos (PECs) sdo definidos como complexos co-
loidais formados entre polieletrdlitos catibnicos e anibnicos em solucdo aquo-
sa, que se associam principalmente por interacGes eletrostaticas. O processo
de formacao dos PECs ocorre a partir da mistura de uma solucao contendo
um polication a um polidnion, ou vice-versa, e pode levar a uma separacio de
fases no sistema (Meka et al.,, 2017; Lalwani; Eneh; Lutkenhaus, 2020).

Um sistema qualquer constituido de misturas de polimeros pode so-
frer separacao de fases do tipo associativa ou segregativa. A separacao de
fases segregativa resulta em fases nas quais cada uma se apresenta rica
em um dos componentes poliméricos (composicdo polimérica assimétrica).
Isso acontece quando a interacdo efetiva entre os polimeros é repulsiva e/ou
quando um dos polimeros tem maior afinidade pelo solvente do que o outro.
Em contrapartida, a separagdo associativa € favorecida quando ha interacdo
atrativa suficientemente forte entre os polimeros. Uma fase concentrada em
ambos os polimeros é separada de uma fase que contém basicamente o sol-
vente (Piculell; Lindman, 1992).
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A coacervacdo advém de um processo de separacdo de fases do tipo
associativa, com a formacao de duas fases liquidas. A fase coloidal concen-
trada, rica em polimero, ¢é a fase de coacervados que coexiste em equilibrio
com uma solucdo aquosa diluida, pobre em polimero (De Kruif; Weinbreck;
De Vries, 2004; Bhargavi; Dhathathreyan; Sreeram, 2020). Os coacervados
geralmente tem forma esférica bem definida e sdo observados como gotas
dispersas na solucdo aquosa. Ja os precipitados, que também podem ser
formados a partir de uma separacao de fases associativa, apresentam es-
truturas irregulares que podem ser diferenciadas dos coacervados a partir
de imagens de microscopia éptica. Adicionalmente, gotas de coacervados
coalescem formando uma fase de alta viscosidade na forma de gel, em um
processo que pode ser acelerado por centrifugacdo. Uma fase de coacerva-
dos, na forma de gel, ndo pode ser redispersa por agitacao, enquanto a de
precipitados é facilmente redispersa (Priftis; Tirrell, 2012).

Coacervados podem ser simples ou complexos. Nos coacervados com-
plexos, a separacdo de fases advém da mistura de no minimo dois polimeros
que se associam, enquanto nos coacervados simples a separacdo de fases é
induzida pela presenca de um solvente pobre ou incompativel. Para o caso do
polimero quitosana, por exemplo, uma coacervacdo simples pode ser obtida
por meio da adi¢do da solucdo polimérica de pH acido a um meio precipitante,
que pode ser aquoso ou metandlico, contendo hidroxido de sédio. Ja a coa-
cervacdo complexa pode ser obtida via associacdo com polimeros anibnicos,
como o alginato e a carboximetil celulose de sddio (Peniche et al., 2003).

Dentre as principais aplicacdes dos sistemas de coacervados e PECs
estdo as areas farmacéutica e alimenticia. O emprego de coacervacdo sim-
ples ou complexa € util para microencapsulacdo, uma vez que pode for-
necer altas taxas de encapsulacdo quando comparada com outros méto-
dos, podendo auxiliar na estabilizacdo de aditivos reativos, sensiveis ou
volateis, mascarar o sabor desagradavel e/ou atuar na liberagdo contro-
lada de certos ingredientes (Gouin, 2004; Santos; Carvalho; Garcia-Ro-
jas, 2021; Zhang et al., 2021). Adicionalmente, os coacervados podem ser
empregados no tratamento de aguas residuais de efluentes industriais
(Valley et al., 2019), na confeccao de adesivos verdes (Wei et al., 2019), bem

como em biomateriais (Yang et al., 2018; Pham et al., 2019), incluindo hidro-
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géis de auto-cura (self-healing) (Nam et al., 2019) e compactacdo de DNA
para transfeccao (Ribeiro et al., 2017), entre outros.

A complexacdo de polieletrélitos que resulta nos coacervados é prove-
niente principalmente das interacdes eletrostdticas entre as espécies catid-
nicas e anibnicas. Contudo, algumas outras forcas podem ser relevantes na
formacdo dos complexos coacervados, como a ligacdo de hidrogénio, forcas
de van der Waals e interagdes hidrofdbicas (Kose; Bayraktar; Heinz, 2018).
As ligacbes de hidrogénio ocorrem a partir de grupos que contém atomos
de hidrogénio ligado a atomos eletronegativos, como nitrogénio, oxigénio ou
fldor. Elas podem ser encontradas na formacdo de coacervados entre espécies
como pectina e gelatina, por exemplo (Schmitt et al., 1998). As forcas de van
der Waals atuam sobre todos os tipos de atomos ou moléculas, mesmo nos
totalmente neutros (Kudlay; Ermoshkin; Olvera De La Cruz, 2004). As intera-
¢Oes hidrofébicas sdo governadas pela entropia e favorecidas com o aumento
da temperatura. Essas interacGes sdo essenciais na estabilizagdo térmica dos
complexos coacervados e apresentam consideravel influéncia das mudancas
conformacionais do polimero (Schmitt et al., 1998). As interacdes intermole-
culares podem ser de baixo (para interagoes fracas) ou de longo alcance (para
interacoes fortes), dependendo do grau de ionizacdo e da concentracao dos
polieletrélitos (Kose; Bayraktar; Heinz, 2018).

Estudos apresentam o trabalho de Von F. W. Tiebackx (1911) como o pri-
meiro relato sobre coacervados complexos e o de Bungenberg, de Jong e Kruyt
(1929), como o primeiro estudo sistematico sobre o assunto (De Kruif; Weinbre-
ck; De Vries, 2004). Dentre as teorias desenvolvidas para explicar a formacao
de coacervados estdo a de Voorn-Overbeek, Veis-Aranyi, Nakajima-Sato e a
de Tainaka. Nenhuma dessas teorias consegue prever um comportamento ge-
ral para todas as separacdes de fase associativas que levam a coacervacao, no
entanto, fornecem informacdes importantes para compreender o processo de
interacdo dos polimeros em solucdo (Schmitt et al., 1998).

A teoria de Voorn-Overbeek, desenvolvida a partir do sistema gelatina/
goma de acdcia, considera que a coacervacdo é um processo espontineo e
que as cadeias das macromoléculas de carga oposta estdo associadas entre

si como resultado de forcas eletrostaticas para formar a fase de coacerva-
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dos, aprisionando moléculas de solvente. Esses estudos mostraram que a
coacervacao é predominantemente dirigida pela carga e pelo comprimento
da cadeia de polimero (Ghosh; Bose; Tang, 2021).

Ja a teoria de Veis-Aranyi, desenvolvida a partir de gelatinas, afirma que
inicialmente ocorre a interacdo entre as macromoléculas de carga oposta
por meio de interacdo eletrostatica, formando agregados. Esses agregados
se rearranjam lentamente para formar os coacervados. A coacervacao com-
plexa é considerada um processo de duas etapas em vez de um processo
espontaneo, como previsto pela teoria de Voorn-Overbeek (Schmitt et al.,
1998). Frequentemente, sao observados sistemas em que o processo de
coacervacao ocorre em duas etapas, como previsto pela teoria Veis-Aranyi
(Aberkane et al., 2010; Vitorazi et al., 2014; Kayitmazer, 2017).

A teoria de Nakajima-Sato é baseada em estudos realizados a partir de siste-
mas sintéticos e modifica a teoria de Voorn-Overbeek para incluir o pardmetro de
interacdo de Huggins. No entanto, a teoria de Tainaka esta de acordo com a teoria
de Veis-Aranyi pela formacao de pares agregados de policdtions e polidnions na
fase diluida, mas sem considerar um emparelhamento especifico de carga. As-
sume-se que os agregados de polimeros presentes na fase inicial se condensam
para formar um coacervado. Nesse caso, os agregados sdo presentes tanto na
fase diluida quanto na fase de coacervado, e as forcas motrizes para a separacdo
de fases sdo forgas eletrostaticas e atrativas (Schmitt et al., 1998).

Geralmente, se observa que os coacervados comecam a se formar quan-
do a carga liquida dos complexos se aproxima de zero. Embora a formacao de
coacervados complexos requeira macroions de cargas opostas, as interacées
eletrostaticas nem sempre s3o o fator dominante para a coacervacdo. De fato,
para alguns sistemas, o ganho de entropia quando ha liberacdo de contra-ions
pode superar a contribuicdo entalpica decorrente de interacGes eletrostaticas,
além de haver contribuictes de interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio e hi-
drofébicas (Kayitmazer, 2017; Neitzel; Hoe; Tirrell, 2021).

Por exemplo, Alonso e colaboradores mostraram que a interacao
de poli(dcido acrilico) (PAA) e poli(dialildimetil amoénio) (PDADMAC)
ndo € apenas dirigida por interacSes eletrostaticas e ligagdes de hidro-

génio tem um papel fundamental no processo, sendo essas altamente
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dependentes do pH. Em valores baixos de pH, a interacdo entre PAA e
PDADMAC foi exotérmica e resultou em associacdo imediata e forma-
¢cdo do complexo. Em valores altos de pH, em que a carga do PAA au-
menta e interacdes eletrostaticas deveriam ser mais fortes, a interacdo
foi endotérmica em valores de pH acima de 6 e em pH 13 n3do houve
interacao entre os polieletrélitos, provavelmente devido a interacdo do
PAA com a dgua, por meio de ligacdo de hidrogénio, ser mais favoravel
que a complexacao desse com PDADMAC (Alonso et al., 2013).

Contudo, quando em pH 13, na presenca de ureia, que reconheci-
damente interfere em ligacdes de hidrogénio, os experimentos de calo-
rimetria de titulacdo isotérmica (ITC) mostraram um processo exotér-
mico (Alonso et al., 2013). A presenca de eletrélito durante a formacéao
dos PECs e coacervados pode auxiliar a associacao pela diminuicdo da
repulsdo intramolecular de cargas no poli-ion. No entanto, altas con-
centracdes de eletrdlitos geralmente levam a uma forte blindagem
eletrostdtica entre os polieletrélitos que extinguem a interacdo (Insua;
Wilkinson; Fernandez-Trillo, 2016).

O efeito de blindagem eletrostatica em solugdes com alta concen-
tracao de sais foi empregado por Yan et al. (2010) para a obtencdo de
nanoagulhas magnéticas. Uma solucdo de nanoparticulas magnéticas
revestidas, negativamente carregadas, foi misturada a uma solucao
de polimero catiénico a 1 mol.L'* de NH,CL. A mistura foi dialisada em
membranas em um aparato condicionado entre imas e quando a con-
centracdo atingiu 0,46 mol.L! as espécies comecaram a interagir, for-
mando nanoagulhas magnéticas em que o crescimento foi orientado
pelo campo magnético (Yan; Fresnais; Berret, 2010).

Hadian et al. (2016) estudaram, por densitometria dptica, o efeito

da forga ibnica na formagdo de complexos de -lactoglobulina e goma
arabica, e observaram que o aumento da forca idnica teve efeito signi-
ficativo na diminuicdo da interacdo entre os polimeros. Além disso, os
autores verificaram a influéncia da natureza do sal e, de acordo com os
resultados, a formacdo do complexo é inibida na presenca de cations

divalentes Ca?* quando comparada ao cation monovalente Na*, o que
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provavelmente ocorre pois o ganho entrépico, quando liberados dois
ions monovalentes, é duplamente maior do que quando um Unico ion
divalente é liberado (Hadian et al., 2016).

Assim como em qualquer processo que ocorra espontaneamente, a
coacervacao é favorecida em processos em que o AG é negativo, condicido
que ¢é alcancada quando AH do processo é altamente negativo ou quando
o termo TAS é altamente positivo. Por essa razdo, processos exotérmicos
sdo considerados como sendo dirigidos entalpicamente, enquanto pro-
cessos endotérmicos sdo ditos dirigidos entropicamente. Em geral, pode
se dizer que a complexacdo/coacervacdo polieletrdlito-polieletrdlito é
entropicamente dirigida. Porém, para sistemas de proteina-polieletrélito
e sistemas de micelas-polieletrélito, em que um coloide esta envolvido,
complexacdo ou coacervacao pode ser entropicamente ou entalpicamen-
te dirigida e depende da natureza dos componentes (Barreleiro; Olofs-
son; Alexandridis, 2000; Kayitmazer, 2017).

H4, ainda, sistemas em que se observam dois processos sucessivos,
sendo o primeiro atribuido a interacdo eletrostatica entre as macromo-
léculas (formacdo de complexos), enquanto o segundo € atribuido a coa-
cervacao (Aberkane et al., 2010; Vitorazi et al., 2014; Kayitmazer, 2017).
A Figura 1 apresenta uma curva de entalpia de um experimento obtido
por ITC para a adicdo de poli(acrilato de sédio) (PANa) em PDADMAC
em que podem ser observados esses dois processos sequenciais. Em
alguns casos, por exemplo, para a adicao de PDADMAC em PANa, o se-
gundo processo passa de exotérmico para endotérmico e esse compor-
tamento pode indicar que o sinal e a magnitude da carga da particula de
PEC podem influenciar o custo de energia para atingir sua condensacao

em goticulas coacervadas neutras (Liu; Chapel; Schatz, 2017).
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FIGURA 1 — ISOTERMA DE ASSOCIAGAO PARA A ADICAO DE SOLUGAO DE PANa (20
x107 mol.L'*; VERMELHO) EM PDADMAC (2 x10* mol.L'}; VERDE)
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Fonte: Adaptada de Vitorazi et al. (2014).

A ordem de mistura das solucdes dos polimeros PANa e PDADMAC
também foi um parametro importante na estrutura dos PECs. Além do
processo de coacervacdo, em uma direcao de titulagdo é exotérmica e na
direcdo oposta é endotérmica, notou-se que, se adicionando a solucdo
de PANa sobre a solucdo de PDADMAC, para baixas razoes de carga,
houve a formacgao de agregados carregados positivamente, seguida pelo
decréscimo de valor de potencial zeta e coacervacdo nas razdes de car-
ga proxima a estequiometria e neutralidade de superficie. Ja para altas
razoes de carga (Z>1), agregados carregados negativamente sdo forma-
dos. No caso da adicdo de PDADMAC a solucdo de PANa, inicialmente,
agregados carregados negativamente foram formados e, em seguida, se
transformaram em coacervados ao redor da estequiometria e potencial
zeta neutro (Vitorazi et al., 2014).

Liu et al. (2017) estudaram as caracteristicas termodindmicas e ciné-
ticas de coacervados formados pelos mesmos polieletrdlitos PANa e
PDADMAC e observaram a presenca de nanoparticulas de complexos de
polieletrélito que coexistem com uma certa quantidade de goticulas de

coacervados, mesmo longe da razdo estequiométrica (Z~1), sendo essas
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nanoparticulas, provavelmente, precursoras da coacervagdo que ocorre na
estequiometria de cargas. Isso sugere entdo que, para o sistema estudado,
os eventos podem ndo ser consecutivos, e sim ocorrerem simultaneamen-
te. Esse cendrio pode ser observado na Figura 2, que apresenta o mecanis-
mo proposto para a associacdao de PANa de diferentes massas molares e
PDADMAC (Liu; Chapel; Schatz, 2017).

FIGURA 2 — MECANISMO DE ASSOCIACAO PANa (VERMELHO) E PDADMAC (ROXO)
EM DIFERENTES RAZOES DE CARGA PARA a. PANa DE BAIXA MASSA MOLAR E PARA
b. PANa DE ALTA MASSA MOLAR

—
S
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o
)

PAA longa o

Fonte: Liu; Chapel; Schatz (2017)* .

Os complexos coacervados podem ser formados a partir da mistu-
ra de diferentes tipos de polieletrélitos. Polieletrélitos sintéticos foram
relatados em aplicagGes como membranas para destiladores, processos
de didlise e purificacdo de dgua (Koése; Bayraktar; Heinz, 2018). Como
exemplos de espécies sintéticas estdo PANa e PDADMAC (Vitorazi et
al., 2014), poliestireno sulfonato (PSS) e PDADMAC (Wang; Schleno-
ff, 2014; Mousseau et al., 2016), entre outros. Dentre os polimeros na-

turais ou biopolimeros estdo as proteinas e polissacarideos (Schmitt et

*Reproduzida e traduzida com permissdo da Elsevier a partir de: Liu; Chapel; Schatz (2017).
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al., 1998), sendo que a formacao de complexos coacervados entre es-
sas espécies ainda € alvo de extensos estudos, principalmente devido
as suas caracteristicas de biocompatibilidade dos PECs e coacervados
(Kose; Bayraktar; Heinz, 2018). Dentre os sistemas de coacervacao pro-
teina/polissacarideo, frequentemente estudados estdo lisozima/pectina
(Souza et al., 2018), caseina/goma arabica (Li et al.,, 2018) e gelatina/
pectina (Joshi; Rawat; Bohidar, 2018).

Adicionalmente, PECs e coacervados podem ser formados a partir de
DNA, que é um polieletrélito carregado negativamente, e agentes cati6-
nicos, como polimeros, lipideos ou surfactantes. Novos materiais tém sido
amplamente estudados visando a sua compactacao (Eldred et al., 2005;
Huang et al., 2008; Li et al., 2016; Jung; Lodge; Reineke, 2018; Martin-
-Herranz et al., 2004). Esses complexos sao extremamente importantes no
desenvolvimento de vetores nao virais para transporte de genes.

Uma das condigdes para o bom desempenho da terapia genética é o
transporte efetivo do DNA através da membrana celular, o que, por sua
vez, é dependente do tamanho do complexo formado. Por essa razéo,
a escolha de agentes de compactacao efetivos, no caso de transporte
ndo viral, € um fator determinante (lkonen; Murtomaki; Kontturi, 2008;
Nimesh; Chandra, 2008). Dentre as espécies catidnicas utilizadas para
essa finalidade, podem-se destacar os surfatantes brometos de dodecil
e hexadeciltrimetilamdnio, DTAB e CTAB, respectivamente (Zhu; Evans,
2006), lipideos como o 1,2-dioleoil-3-trimetilamdnio-propano, DOTAP,
(Radler et al., 1997; Koltover; Salditt; Safinya, 1999) e polimeros e den-
drimeros sintéticos constituidos de poli(amido amina) (PAMAN) (Braun
et al., 2005), poli-lisina (Eldred et al., 2005), polietlilenoimina (PEIl) (Pe-
tersen et al., 2002; Bellettini et al., 2017), entre outros.

PREPARACAO

Uma das vantagens no preparo de coacervados estd na facilidade
metodoldgica, uso de poucos reagentes e emprego de solugdes aquo-
sas. Em geral, uma solucdo contendo um polimero catidnico é adicionada

sobre a solucdo do anidnico ou vice-versa, com a mistura sob agitacdo.
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Essa adicao pode se dar de duas formas: por meio de titulacdo ou pela
mistura direta das solucgoes.

Um dos métodos mais empregados para o preparo dos coacervados é
a titulacdo, em que se pode utilizar a técnica de calorimetria de titulacdo
isotérmica na obtencdo de parametros termodinamicos e espalhamento de
luz/potencial zeta para obtencdo de informacgdes estruturais/carga super-
ficial dos PECs e coacervados durante o processo de associacdo. Nesse
caso, sugere-se o emprego de solucoes titulantes cerca de 10x mais con-
centradas do que as tituladas, levando em consideracao a quantidade de
grupamentos catidnicos e anidnicos dos polimeros (Vitorazi et al., 2014).

No método realizado pela mistura direta das solucées, uma quanti-
dade especifica de uma solucdo estoque contendo o polimero catibénico é

adicionada de uma vez no anidnico, ou vice-versa, sob agitacdo. A adicao

pode ser feita com auxilio de uma seringa (Liu et al., 2016).

O par de polieletrélitos PANa e PDADMAC serd usado como exemplo
para se apresentar um método util de estabelecer as proporcGes entre os
polimeros ou razdo de carga durante um experimento de titulacdo ou
mistura direta. Para os experimentos em que houver a adicdao de PDAD-
MAC sobre PANa, que serd chamado de Tipo |, pode-se estabelecer a
razdo de carga Z+/-=[PDADMAC]/[PANa], em que [PANa] e [PDADMAC]
sdo as quantidades molares dos meros PANa (massa molar 95 g.mol?)
e PDADMAC (massa molar 162 g.mol?), respectivamente. Para o expe-
rimento do Tipo Il, guando houver a adicdao de PANa sobre PDADMAC,
pode-se estabelecer a razdo de carga Z-/+=[PANa]/[PDADMAC]. Nesse
caso, durante uma titulacdo, a razdo de carga do experimento sempre
sofrera incrementos (Vitorazi et al., 2014). Os experimentos do Tipo | e ll

podem ser observados na Figura 3.
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FIGURA 3 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DE PREPARO DE UMA TITULAGAO OU MISTURA
DIRETA DO TIPO I E Il PARA O SISTEMA PANa E PDADMAC

Tipo I Tipo 11
PDADMAC PANa
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/ \CI Na
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\_/
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N \_/
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Fonte: Os autores (2020).

CARACTERIZAGAO

Para caracterizar os PECs e complexos coacervados, varias técnicas
podem ser utilizadas, de acordo com o que se deseja observar na amostra
(Schmitt et al.,, 1998) e algumas sao brevemente descritas. Por exemplo,
as técnicas como o espalhamento dindmico de luz (DLS), espalhamento de
raios-X a baixo angulo (SAXS) e espalhamento de néutrons a baixo angulo
(SANS) fornecem informagdes como o tamanho das particulas, forma, in-
teracdo particula-solvente e indice de dispersidade (Fang et al., 2018; Wei;
Zhu; Huang, 2019; Liu; Chapel; Schatz, 2017). Informacoes sobre a carga
superficial do PEC ou do coacervado e sua estabilidade também podem
ser obtidas a partir de experimentos de determinacdo de potencial zeta por
meio de mobilidade eletroforética (Duhoranimana et al., 2018).

A partir de técnicas como microscopia confocal de varredura a laser
(CSLM), microscopia eletrénica de varredura (MEV), criomicroscopia ele-

tronica de transmissdo (Cryo-TEM) e microscopia de forca atbmica (AFM) é
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possivel obter imagens com alta resolucdo a dimensdes reduzidas (Schmitt
et al,, 2001; Souza et al., 2018; Xiao et al., 2019; Kayitmazer et al., 2007). Mi-
croscopia dptica também vem sendo empregada na caracterizacdo de gotas
de coacervados (Liu; Chapel; Schatz, 2017). Técnicas como espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) e espectroscopia de ab-
sorcao UV-Vis fornecem informac8es quanto a composicdo quimica dos com-
plexos, sendo a espectroscopia UV-Vis frequentemente usada para o monito-
ramento da turbidez de sistemas de coacervados e da desnaturacdo térmica
de proteinas e DNA, por exemplo, na presenca de poliions de cargas opostas
(Bellettini et al., 2017; Pei et al., 2019; Xiao et al., 2019)

Dentre as técnicas de calorimetria para caracterizacdo de PECs e coa-
cervados encontram-se a calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) e a calo-
rimetria diferencial de varredura (DSC). Experimentos de ITC fornecem infor-
macoes sobre o reconhecimento molecular entre ligantes e macromoléculas,
indicando as caracteristicas termodindmicas dessa interacdo, ja que é possivel

se obter dados como constantes de associacao (K), estequiometria, variacoes

de entalpia (AH), entropia (AS) e energia livre de Gibbs para a associacdo (AG)
(Coles et al., 2008; Olofsson; Loh, 2009; Vitorazi et al., 2014).

A partir de experimentos de DSC, é possivel avaliar a estabilidade de bio-
polimeros, como DNA e proteinas, e obter informacdes sobre mudancas estru-
turais e energéticas na presenca de outros compostos, variando a concentracdo
desses compostos, bem como a razédo de carga desses com o DNA/proteina, por
exemplo. Também, experimentos de DSC s3o capazes de fornecer informagdes
importantes sobre a cooperatividade de uma transicdo. Essa informacdo pode
ser obtida comparando a entalpia de van't Hoff (obtida por meio da analise dos
dados calorimétricos) e a entalpia calorimétrica. A razdo AH , /AH_ fornece in-
formacdo quantitativa sobre a natureza da transicdo, isso &, fornece uma medida
da fracdo da estrutura que se decompde como uma Unica entidade termodina-
mica, ou seja, define o tamanho da unidade cooperativa (Ladbury; Doyle, 2004).

A técnica de “stopped-flow” com espalhamento de luz (SF) é utiliza-
da para monitorar principalmente os estdgios iniciais da cinética de com-

plexacdo de sistemas de coacervados, e é especialmente U(til para sistemas
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em que os polieletrdlitos interagem fortemente e a complexacdo ocorre em
condicdes fora de equilibrio (Liu et al., 2016).

CONCLUSAO

Estudos envolvendo a formacao de PECs, coacervados e propostas de me-
canismos de formacdo com base em dados estruturais e termodindmicos vém
aumentando significativamente. Os diversos fatores, como forca ibnica, tempe-
ratura, natureza das espécies e ordem de adicdo influenciam as caracteristicas
estruturais e também os parédmetros termodindmicos envolvidos na formacdo
dos PECs, sendo possivel manipular esses parametros para influenciar as ca-
racteristicas das estruturas formadas, direcionando suas aplicacdes. Técnicas
como DLS, PZ e ITC, entre outras, tém sido usadas para avaliar a formacdo e
estabilidade dos PECs e coacervados em diferentes condicoes, como tempera-
tura, forca ibnica e pH, sendo que a partir de ITC é possivel, em um Unico expe-
rimento, determinar pardmetros termodindmicos de interacdo como variacdo de
entalpia, variacdo da energia livre de Gibbs e variacdo de entropia.

Considerando o enorme numero de variaveis que se pode estudar para um
sistema, como natureza dos polieletrdlitos, bem como pardmetros que podem
ser variados na formacdo do complexo, gerando diferentes estruturas com dife-
rentes propriedades, a aplicagdao de PECs e coacervados vem se diversificando
e, cada vez mais, novas possibilidades se abrem no contexto da biomedicina,
industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas e engenharia de materiais,

trazendo inovacao e funcionalidade para varios segmentos do meio cientifico.
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Controle das estruturas de autoassociacao
de copolimeros em bloco em solucao por
gatilhos fisico-quimicos

Guilherme Augusto Ferreira®

A AUTOASSOCIAGAO DE COPOLIMEROS EM BLOCO EM SOLUGCAO

Copolimeros em bloco sdo polimeros formados por dois ou mais tipos
de blocos quimicamente distintos e, geralmente, imisciveis, ligados entre
si covalentemente. A Figura 1 ilustra esquematicamente os dois tipos de
copolimeros em bloco que serdo enfatizados ao longo desse texto: copo-
limeros do tipo dibloco AB e do tipo tribloco ABC, formados por meio da
combinacdo de dois ou trés blocos hipotéticos A, B e C. Na presenca de um
solvente seletivo para um dos blocos, esses copolimeros podem ser classifi-
cados como espécies anfifilicas, nos quais um dos blocos interage bem com
o solvente e o outro, ou os outros, apresenta pouca ou nenhuma interacao.
No caso do solvente ser a dgua, esses blocos sdo chamados de hidrofilicos e

hidrofdbicos, respectivamente (Alexandridis; Lindman, 2000).

FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DE COPOLIMEROS
DIBLOCO FORMADOS PELOS BLOCOS A E B E COPOLIMEROS TRIBLOCO FORMADOS
PELOS BLOCOS A, BEC

W e R v Ceweeeee « «
B C Dibloco AB Tribloco ABC

> 9

Fonte: O autor (2020).

Quando dissolvidos em dgua, em baixas concentracdes, esses copoli-
meros em bloco tendem a migrar do seio da solucdo para a superficie, for-

mando um filme superficial em que o bloco hidrofdbico esta voltado para

* Autor correspondente.
1 Departamento de Fisico-Quimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia (UFBA), Salvador-BA, e-mail: ferreira.

guilherme@ufba.br.
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fora e o bloco hidrofilico para dentro da solucdo, semelhante ao compor-
tamento de um surfactante (também chamado de tensoativo), de modo a
minimizar as interacdes desfavoraveis entre o bloco hidrofébico e o solvente
(Figura 2). A partir de determinada concentracdo, os copolimeros em bloco
deixam de migrar para a superficie do liquido e comecam a se autoassociar
em solucdo, formando agregados de diferentes arquiteturas, sendo as mice-

las o tipo mais simples (Figura 2) (Holmberg et al., 2002).

FIGURA 2 — EQUILIBRIO DINAMICO ENTRE MOLECULAS EM SOLUCAO DE UM
COPOL/MERO EM BLOCO ANFIFILICO NO ESTADO LIVRE (A), AGREGADAS EM MICELAS
(B) E FORMANDO UM FILME SUPERFICIAL (C)

Fonte: O autor (2020).

As micelas, agregados geralmente esféricos que podem apresentar
outras formas, como sera discutido adiante, com tamanho na escala nano-
métrica, se compdem por um nucleo formado pelo bloco hidrofébico e uma
superficie formada pelo bloco hidrofilico, que possui grande afinidade pela
agua. No caso de um solvente apolar, as micelas também s3do formadas, po-
rém, com a estrutura reversa, de modo a sempre minimizar as interacdes
desfavoraveis entre os proprios blocos incompativeis entre si e entre os blo-

cos que nao interagem bem com o solvente (Holmberg et al., 2002).
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As micelas esféricas sdo o tipo de arranjo mais simples formado pela
autoassociacdo de copolimeros em bloco em solucdo. Contudo, outros tipos
de agregados, com morfologias de diferentes complexidades, podem ser
obtidos. A arquitetura dos agregados formados depende da geometria das
moléculas anfifilicas que os comp&em, e pode ser prevista pelo parametro
de empacotamento critico CPP (do inglés Critical Packing Parameter), defini-
do como a razdo entre volume ocupado pelo bloco hidrofébico, o produto da
area efetiva ocupada pelo bloco hidrofilico e o comprimento do bloco hidro-
fébico (Holmberg et al., 2002), conforme representado na Figura 3.

Dependendo dos valores de CPP, copolimeros em bloco podem se asso-
ciar em solucdo, gerando estruturas de diferentes complexidades (Figura 3). A
medida que os valores de CPP aumentam, agregados de menor curvatura sao
formados, como as micelas cilindricas e as estruturas bicontinuas, passando
pelas bicamadas, com curvatura proxima de zero, chegando até a estruturas

reversas (Groschel; Walther, 2017), com curvatura negativa (Figura 3).

FIGURA 3 — RELAGAO ENTRE CPP (DO INGLES CRITICAL PACKING PARAMETER) DE
COPOLIMEROS EM BLOCO DO TIPO AB E A CURVATURA DOS DIFERENTES TIPOS DE
AGREGADOS RESULTANTES DA SUA AUTOASSOCIAGAO EM SOLUCAO

Estruturas normais Estruturas reversas

%‘é\&%%@'%%%

Micelas esféricas  Micelas cilindricas Estrutura biconti Estrutura bicontinua Micelas cilindricas Micelas esféricas

<— Curvatura =—
Neste esquema, considerando a dgua como solvente, a parte hidrofilica é representada pelo

bloco azul, enquanto a parte hidrofébica corresponde ao bloco vermelho.
Fonte: Adaptado de Kobayashi; Millen (2015) e Doncom et al., (2017).
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Durante muito tempo, a obtencdo de diferentes nanoestruturas
formadas pela autoassociacdo de copolimeros em bloco em solugdo foi
extensamente investigada, focando nas mudancas na morfologia dos
agregados, dependendo da estrutura quimica dos blocos, na proporcao
entre eles e no tipo de solvente empregado. Um exemplo desses estu-
dos é o classico trabalho de Cameron, Corbierre e Eisenberg (1999), que
estudaram agregados formados pela associacao de poli(estireno)-blo-
co-poli(acido acrilico), PS-b-PAA, em misturas de dgua e dimetilforma-
mida (DMF). Dependendo da proporcdo entre o bloco hidrofébico (PS)
e hidrofilico (PAA), os autores obtiveram uma variedade de nanoestru-
turas, como micelas esféricas, cilindricas, lamelas, vesiculas, estruturas
em formato de aro e bicontinuas (Figura 4).

Nos ultimos anos, o uso de gatilhos fisico-quimicos tem se mostrado
uma alternativa viavel e igualmente precisa no controle de estruturas de
associacdo de copolimeros em bloco, em alternativa aos métodos usuais,
que geralmente requerem uma mudanca na estrutura molecular inicial, o
que implica em laboriosas etapas de sintese envolvendo o uso de mond-
meros e agentes de polimerizacdo caros, além do consumo de solventes
orgénicos, de elevada toxicidade e pouco ambientalmente amigdveis, o

que acaba limitando as aplicagbes das nanoestruturas obtidas.
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FIGURA 4 — IMAGENS OBTIDAS POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
(TEM, DO INGLES TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY) E RESPECTIVAS ILUSTRA-
COES PARA AS ESTRUTURAS DE ASSOCIACAO FORMADAS POR COPOLIMERQOS EM
BLOCO DO TIPO POLI(ESTIRENO)-BLOCO-POLI(ACIDO ACRILICO), PS-b-PAA, EM MIS-
TURAS DE AGUA E DIMETILFORMAMIDA (DMF), CONTENDO DIFERENTES PROPOR-
COES ENTRE 0S BLOCOS HIDROFOBICO, REPRESENTADO EM VERMELHO, E HIDROFI-
LICO, REPRESENTADO EM AZUL. EM TODOS OS CASOS, OS CARACTERES SUBSCRITOS
SE REFEREM AO NUMERO MEDIO DE UNIDADES REPETITIVAS PARA CADA BLOCO

Micelas cilindricas Estrutura bicontinua Fragmentos de lamelas
PS,g0-b-PAA,, PS190-b-PAA,, PS,35-b-PAA,,

Lamelas Vesiculas Estrutura em arame Micelas intumescidas
PS,o-b-PAA; PS410-b-PAA; PS10-b-PAA;; PS;00-b-PAA,

Fonte: Adaptado de Mai e Eisenberg (2012).

GATILHOS FiSICO-QUIMICOS COMO CONTROLADORES DAS
ESTRUTURAS DE ASSOCIAGAO

Dentre os diferentes tipos de gatilhos fisico-quimicos, o pH da so-
lucdo é um dos mais investigados na literatura e exerce importante pa-
pel no controle dos agregados resultantes. Exemplos incluem o estudo
(Lovett et al., 2015) de copolimeros dibloco do tipo poli(glicerol mono-
metacrilato)-bloco-poli(2-hidroxipropil metacrilato), PGMA-b-PHPMA,
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sintetizados pela técnica de RAFT (do inglés Reversible Addition—Frag-
mentation Chain-Transfer Polymerization), onde o bloco PGMA foi fun-
cionalizado com grupos terminais do tipo acido carboxilico (Figura 5a).
Devido a diferenca de hidrofobicidade entre os blocos, em baixas con-
centracdes, os copolimeros em bloco PGMA-b-PHPMA se associam em
solucdo aquosa formando micelas cilindricas, onde o nlcleo é formado
pelo bloco PHPMA e a superficie é composta pelo bloco PGMA contendo
grupos carboxilicos.

Devido a forma alongada, as micelas resultantes aumentam a visco-
sidade das solucdes, resultando em géis de elevada resisténcia ao esco-
amento. Contudo, a adi¢do de hidréxido de sédio, NaOH, em quantidades
suficientes para elevar o pH da solucdo para valores maiores que quatro,
acima do pKa dos grupos carboxilicos, promove uma transicdo de micelas
alongadas para micelas esféricas (Figura 5b), resultando na diminuicdo
da viscosidade das solucdes. Tal transicao foi comprovada por imagens
de TEM, que mostram a existéncia de estruturas cilindricas e esféricas,
dependendo do pH do meio (Figura 5c-d).

Os autores mostraram ainda que a transicdo € um processo rever-
sivel, no qual as micelas alongadas e consequentemente a viscosidade
elevada das solucdes sao recuperadas pela diminuicao do pH do meio
através da adicao de quantidades adequadas de uma solucdo acida. A re-
versibilidade da transicao foi novamente verificada por imagens de TEM,
onde é possivel ver as estruturas alongadas recuperadas (Figura 5e) e
pela observacdo visual da resisténcia ao escoamento das amostras arma-
zenadas em tubos invertidos (Figura 5f).

O estudo ainda indicou outros tipos de transicdes, como a de vesicu-
las para micelas alongadas, e consequente mudancga na viscosidade das
solucbes, para copolimeros com outras proporcdes entre os diferentes

blocos, em funcao do pH.

FIGURA 5 — A) ESTRUTURA MOLECULAR DO COPOLIMERO EM BLOCO POLI(GLICEROL
MONOMETACRILATO)-BLOCO-POLI(2-HIDROXIPROPIL ~ METACRILATO),  PGMA-b-
PHPMA, CONTENDO GRUPOS TERMINAIS COOH LIGADOS AO BLOCO PGMA. B)
ESQUEMA REPRESENTATIVO DA TRANSIGAO REVERSIVEL DE MICELAS ALONGADAS
FORMADAS PELA ASSOCIAGAO DO PGMA-b-PHPMA, EM SOLUGAO AQUOSA, PARA
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MICELAS ESFERICAS DE ACORDO COM O pH DA SOLUCAOQ. IMAGENS DE TEM PARA
UMA SOLUGAO DE PGMA-b-PHPMA EM C) pH ABAIXO DE QUATRO, D) pH ACIMA DE
QUATRO, E) pH REESTABELECIDO PARA ABAIXO DE QUATRO. F) FOTOGRAFIAS DOS
TUBOS INVERTIDOS CONTENDO AS AMOSTRAS ORIGINAL (pH ABAIXO DE QUATRO) E
RECUPERADA (pH REESTABELECIDO PARA ABAIXO DE QUATRO)

a)  rooc » /\'s\n’s

R=H  ONyKo o0 8
K{“Krou
o

PGMA-b-PHPMA

original recuperada

Fonte: Adaptada de Lovett et al. (2015).

Além do pH, outro gatilho fisico-quimico amplamente investigado
no controle da autoassociacdo de copolimeros em bloco em solucio é
a temperatura. Esse gatilho é particularmente importante quando pelo
menos um dos blocos que compdem o copolimero € termorresponsi-
vo, como é o caso do poli(N-isopropril acrilamida), PNIPAM. O PNIPAM
apresenta um comportamento do tipo LCST (do inglés Lower Critical
Solution Temperature). Isso significa que, em baixas temperaturas, o
polimero se dissolve completamente em dgua e acima de determinada
temperatura, 32° C nesse caso, passa de uma conformacdo estendida,
interagindo bem com o solvente, para uma conformacao colapsada, se-
parando-se da solucao.

Por conta desse comportamento, varios copolimeros em bloco con-
tendo PNIPAM vém sendo investigados, visando, especialmente, o uso
de sua termorresponsividade no controle das estruturas de associacao
resultantes. Entre esses copolimeros, destaca-se o dibloco poli(tert-
-butilacrilato)-bloco-poli(N-isopropil acrilamida), PtBuA-b-PNIPAM,
contendo grupos terminais do tipo amdnio quaternario ligados ao bloco

PNIPAM (Figura 6a). Esse copolimero em bloco se associa formando
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micelas esféricas, em concentracdes a partir de 1 mg.mL?, quando dis-
solvido em tetrahidrofurano (THF), solvente posteriormente substitui-
do por agua (Moughton; QO’reilly, 2010). O tamanho médio das micelas
resultantes, expresso em funcao do seu didmetro hidrodindmico, medi-
do por DLS (do inglés Dynamic Light Scattering), gira em torno de vinte
nm (Figura 6b).

O aquecimento continuo da solucdo de micelas em temperaturas
acima da LCST do bloco PNIPAM resultou num aumento consideravel no
tamanho dos agregados apds, aproximadamente sete dias (Figura 6b),
indicando, possivelmente, uma mudanca na morfologia das micelas. A
formacdo de vesiculas sob aguecimento foi verificada por imagens de
TEM para amostras fixadas com molibdato de aménio, que interage se-
letivamente com os grupos de amdnio quaterndrio positivos da super-
ficie dos agregados. As imagens (Figura 6¢) mostram agregados esfé-
ricos com tamanho médio no intervalo de 100-200 nm, possuindo uma
estrutura de bicamadas, confirmando a transicdo de micelas esféricas

para vesiculas através da temperatura (Figura 6c¢).
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Diametro hidrodindmico / nm

FIGURA 6 — A) ESTRUTURA MOLECULAR DO COPOLIMERO EM BLOCO POLI(TERT-
BUTILACRILATO)-BLOCO-POLI(N-ISOPROPIL ACRILAMIDA), PTBUA-8-PNIPAM,
CONTENDO GRUPOS TERMINAIS DE AMONIO QUATERNARIO LIGADOS AO
BLOCO PNIPAM. A ESTRUTURA DO COPOLIMERO TAMBEM E REPRESENTADA
ESQUEMATICAMENTE, ONDE O BLOCO PTBUA TEM COR AZUL CLARO, O BLOCO
PNIPAM, VERMELHO, E O GRUPO AMONIO QUATERNARIO E APRESENTADO EM
VERDE. B) VARIAGAO NO DIAMETRO HIDRODINAMICO DOS AGREGADOS FORMADOS
PELA AUTOASSOCIAGAO DO PTBUA-b-PNIPAM A 65 °C EM FUNGAO DO TEMPO DE
AQUECIMENTO. C) IMAGENS OBTIDAS POR TEM DOS AGREGADOS ABAIXO E ACIMA DA
LCST DO BLOCO PNIPAM E REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA TRANSICAO MICELA-
VESICULA DE ACORDO COM A TEMPERATURA. NESSE ESQUEMA, OS BLOCOS PNIPAM
COLAPSADOS, ACIMA DA LCST, SAO REPRESENTADOS EM AZUL ESCURO

a) c)
io 0 OLNH
175 S\ 735\ g W
%
cl®

b) PtBuA-b-PNIPAM
200
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Fonte: Adaptado de Moughton e O'Reilly (2010).

Outro gatilho fisico-quimico amplamente empregado no controle das es-

truturas de associacao de copolimeros em bloco em solucdo € a introducdo de

gases, como o CO, e N,, que se dissolvem na solucdo e mudam suas proprieda-

des, afetando, consequentemente, as formas dos agregados. Nesse caso, pelo

menos um dos blocos que constituem o copolimero deve possuir um grupo ioni-

zavel, que ird responder as mudancas de pH no ambiente, causadas pela disso-

lucdo do gas. Grupos ionizaveis que apresentam responsividade ao CO, gasoso

sao, geralmente, baseados em aminas com diferentes graus de substituicao.
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Yan e Zhao (2013) estudaram a autoassociacdo de um copolimero
tribloco formado por um bloco hidrofilico de poli(éxido etileno), abrevia-
do como E, um bloco hidrofébico baseado em poli(estireno), abreviado
como S, e um bloco intermediario de poli((N-amidina)dodecilacrilamida)),
abreviado como A, sendo esse ultimo um bloco sensivel a presenca de
CO,. O copolimero EAS resultante da combinacdo entre os blocos com
diferentes graus de hidrofobicidade (Figura 7a), se associa em solucao,
formando estruturas microtubulares (Figura 7b).

A medida que o gas CO, é borbulhado em solucdo, a diminuicdo de
pH resultante da formacdo de espécies acidas, como o dcido carbdbnico
(H,CO,), leva a ionizagdo do bloco A, causando mudangas no balanco
entre os blocos hidrofilico e hidrofébico e, consequentemente, sucessi-
vas mudancas na forma dos agregados para vesiculas e, por fim, micelas
esféricas (Figura 7b). Essas mudancas morfoldgicas foram confirmadas
por imagens de TEM (Figura 7c-e), por medidas de turbidez das solugdes
resultantes (Figura 7f) e por medidas de tamanho, expresso em funcao
do raio hidrodindmico obtido por DLS, das estruturas obtidas (Figura
79). Interessantemente, a forma inicial dos agregados é recuperada,
através do borbulhamento de gds N, e da consequente desprotonacao
do bloco A (Figura 7a-b).

Além dos apresentados acima, varios outros gatilhos podem ser usa-
dos no acurado controle das nanoestruturas resultantes da associacado de
copolimeros em bloco em solucdo. Dentre outros exemplos, vale ressal-
tar o controle por luz com diferentes comprimentos de onda (Yan et al.,
2011), vélido para aqueles copolimeros onde pelo menos um dos blocos
é fotossensivel, o controle pela adicdo de espécies idnicas, como ions
metalicos (Knight et al., 2018) e surfactantes i6nicos (Ferreira; Piculell;
Loh, 2018), que se ligam seletivamente a um bloco polimérico de carga
oposta e, ainda, a combinacdo de dois ou mais gatilhos fisico-quimicos,
quando um dos blocos responde a mais de um tipo de estimulo, como
pH e temperatura (Jimenez; Yoshida, 2015), pH e luz (Zhao et al, 2016) e
temperatura e luz (Yang; Cao; Wang, 2015).
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FIGURA 7 — A) ESTRUTURA MOLECULAR DO COPOLIMERO TRIBLOCO EAS E SEU
COMPORTAMENTO NA PRESENCA DOS GASES CO, EN,. B) TRANSICOES MORFOLOGICAS
DOS AGREGADOS DE EAS CAUSADAS PELO BORBULHAMENTO DOS GASES CO, E
N,. IMAGENS OBTIDAS POR TEM PARA C) MICROTUBOS, D) VESICULAS E E) MICELAS
FORMADAS PELA ASSOCIAGAO DE EAS EM SOLUGOES CONTENDO CONCENTRAGOES
CRESCENTES DE CO, DISSOLVIDO. F) VARIACAO NA TURBIDEZ DAS AMOSTRAS
CONTENDO AGREGADOS DE EAS EM FUNGCAO DO TEMPO DE BORBULHAMENTO DE
CO,.G) DISTRIBUICAO DE RAIO HIDRODINAMICO (R.) PARA OS DIFERENTES AGREGADOS
DE EAS EM SOLUGAO. EM F) E G), S, S, E'S, SE REFEREM AOS DIFERENTES ESTADOS DE
AGREGAGAO (MICROTUBOS, VESICULAS E MICELAS, RESPECTIVAMENTE)
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POTENCIAIS APLICAGCOES

O delicado controle dos agregados baseados em copolimeros em
bloco por diferentes tipos de gatilhos fisico-quimicos possibilita o uso
das estruturas resultantes em varios campos, como catalise, sensores,
formulacdes coloidais e em aplicacbes biomédicas. Nesse ultimo caso,
especialmente, muitos exemplos podem ser encontrados na literatura.
Dentre eles, destaca-se a aplicacao de estruturas de associagao na libe-
racdo controlada de moléculas de interesse bioldgico, como farmacos.

Sun et al. (2015) investigaram o uso de micelas termorresponsi-
vas de copolimeros em bloco na liberagdo controlada de doxorrubici-

na (DOX), um farmaco amplamente usado no tratamento de cancer. As
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micelas estudadas s3o baseadas no bloco hidrofilico PNIPAM, que se
agrega em temperaturas superiores a 32°C, como discutido anterior-
mente, ligado a um dos trés seguintes blocos, apresentados em ordem
crescente de hidrofobicidade: poli(N-acriloil-2-pirrolidona), PNP, poli(N-
-acriloil-5-metdxi-2-pirrolidona), PMNP, e poli(N-acriloil-5-butdxi2-pir-
rolidona), PBNP.

Os trés copolimeros em bloco resultantes, PNIPAM-b-PNP, PNIPAM-
-b-PMNP e PNIPAM-b-PBNP, cujas estruturas estao apresentadas na Fi-
gura 8a, foram dissolvidos numa solucdo aquosa contendo o farmaco e se
associaram em micelas esféricas, onde as moléculas de DOX, substancia
com baixa solubilidade em dgua, se acomodaram preferencialmente no
nucleo hidrofébico dos agregados (Figura 8a). O aguecimento das so-
lucbes em temperaturas superiores a LCST do bloco PNIPAM levou ao
colapso desse bloco e consequente agregacao das micelas (Figura 8a),
de acordo com dados de DLS (Figura 8b), causando a liberacao da droga
encapsulada em todos os sistemas investigados (Figura 8c).

Curiosamente, foi observada uma maior porcentagem de liberacao
de DOX para micelas cujo nucleo é composto por blocos menos hidro-
fébicos (Figura 8c), indicando a forte interagdo do farmaco com o inte-
rior hidrofébico das micelas. Outro fato muito importante observado é
que as formulacGes de DOX encapsulada pelas micelas apresentaram
toxicidade contra células de cancer de mama semelhante ao farmaco
nao associado (Figura 8d), indicando o grande potencial das formulacoes
obtidas na liberacdo controlada por temperatura de substancias de inte-
resse bioldgico, de modo a melhorar a eficdcia do tratamento de cancer,
podendo a estratégia ser estendida a outras drogas e, consequentemen-
te, outros tipos de doencas. Além de moléculas organicas, como a DOX,
estudos também mostram que a liberacdo de outros tipos de agentes de
interesse bioldgico, como o dxido nitrico (NO), um poderoso cicatrizante
de feridas, também pode ser controlada por nanoestruturas responsi-
vas de copolimeros em bloco em solucdo (Cabrini; Champeau; Oliveira,

2020), mostrando a versatilidade dos sistemas obtidos.
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FIGURA 8 — A) REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA AUTOASSOCIAGAO DOS TRES
DIFERENTES COPOLIMEROS EM BLOCO EM SOLUGAO CONTENDO O FARMACO DO-
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TEMPERATURA. B) DISTRIBUICAO DE DIAMETRO HIDRODINAMICO (D,) DE MICELAS
DO COPOLIMERO PNIPAM,,-b-PNP,; EM DIFERENTES TEMPERATURAS. C) PORCEN-
TAGEM DE LIBERACAO DE DOX PELAS MICELAS DOS DIFERENTES COPOLIMEROS EM
BLOCO ABAIXO E ACIMA DA LCST DO BLOCO PNIPAM. D) VIABILIDADE DE CELULAS
DE CANCER DE MAMA EXPOSTAS A 37° C, DURANTE 72 HORAS, AO FARMACO DOX,
MICELAS DE PNIPAM_,-b-PNBP, E MICELAS DE PNIPAM,,-b-PNBP,, CONTENDO DOX.
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Fonte: Adaptado de Sun et al. (2015).

Devido a delicada relacdo entre a nanoestrutura e suas proprieda-

des, varias outras aplicacdes para agregados de copolimeros em bloco

em solucdo tém sido investigadas nos ultimos anos, além daquelas vol-

tadas para a biomedicina. Exemplos dessas aplicagdes incluem a catdlise
(Ferreira; Loh, 2019), sensores (Datta et al., 2018), a fotdnica (Stefik et

al.,

2015) e o uso das estruturas de associacao como templates para a

sintese de materiais inorganicos (Li et al., 2015). A aplicacdo das nanoes-

truturas obtidas também vem sendo bastante investigada com o intuito

112



de obter nanoreatores que possam ser utilizados em reacoes de interesse
quimico e bioldgico.

Nesse sentido, destacam-se os trabalhos de Yan et al. (2013) e Feng
et al. (2016) em que vesiculas de copolimeros em bloco, também chama-
das de polimerssomos, foram usadas para a separacdo de particulas de
diferentes tamanhos e como reatores para reacdes enzimaticas.

O copolimero em bloco utilizado foi baseado em um bloco hidrofilico
de poli(etileno glicol), PEG, ligado covalentemente ao bloco CO,-respon-
sivo poli(N-amidina)dodecilacrilamida, PAD, de carater mais hidrofdbico,
ja mencionado anteriormente. O copolimero em bloco resultante, PEG-b-
-PAD, cuja estrutura molecular estd representada na Figura 9a, se asso-
cia, em solucao aquosa, formando os polimerssomos, estruturas vesicu-
lares formadas por uma bicamada, semelhante a uma membrana lipidica,
contendo um compartimento aquoso interno (Figura 9b). A medida que
o gas CO, é borbulhado em solucdo, a ionizagdo e consequente mudanca
reversivel na conformacao de uma fracdo do bloco PAD causam um au-
mento no tamanho dos polimerssomos (Figura 9b), conforme demons-
trado por dados de TEM e DLS, seguida de uma diminuicao gradativa na
espessura das bicamadas que os compoéem (Figura 9c).

Foi observado que quanto maior o tempo de borbulhamento do gas
CO, nas solucbes, menor a espessura (Figura 9c) e maior a permeabili-
dade das bicamadas. A ultima observacao foi demonstrada por meio do
estudo de liberacdo de nanoparticulas de poli(etilenoimina), PEl, de 5 nm
(PEI-5) e de 25 nm (PEI-25) contidas no compartimento interno aquoso
dos polimerssomos. As nanoparticulas de PEI-5 foram liberadas apds
cerca de dez minutos de borbulhamento de COZ, enquanto as de PEI-25
continuaram aprisionadas, indicando que, mesmo com o crescimento das
nanoestruturas e consequente diminuicao na espessura das bicamadas,
essas nanoparticulas eram grandes demais para penetrar as bicamadas
e alcancar o meio aquoso externo (Figura 9d). Apds cerca de trinta minu-
tos de borbulhamento continuo do gds, as bicamadas foram facilmente
penetradas pelas nanoparticulas de PEI-25, sendo essas liberadas para

a solucdo (Figura 9d).
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Os polimerssomos obtidos, cujo tamanho, espessura das bicamadas
e permeabilidade podem ser controlados através da adicdo de quantida-
des adequadas de CO,, foram usados como nanoreatores para a formacao
da mioglobina oxigenada (oxi-Mb), a partir da reacdo da proteina mio-
globina (Mb), localizada no compartimento interno aguoso das vesiculas,
com o tripeptideo glutationa na forma oxidada (GSH), na presenca de gas
oxigénio (O,). A subsequente hidrélise da oxi-Mb causada pela adicdo da
enzima tripsina também foi investigada. Os autores observaram que, na
auséncia de CO,, a proteina Mb ndo foi convertida em oxi-Mb, uma vez
que as moléculas de GSH ndo apresentaram penetracdo suficiente nas
espessas bicamadas das pequenas vesiculas de PEO-b-PAD (Figura 9e).

O aumento na permeabilidade dos polimerssomos, causada pela
adigdo do gds CO,, possibilitou a formacdo da oxi-Mb através da reacao
da Mb com GSH na presenca de oxigénio (Figura 9e). A hidrélise da
oxi-Mb mediada pela tripsina foi somente observada apds um periodo
mais longo de borbulhamento de CO,, uma vez que a enzima é uma
macromolécula que apenas consegue penetrar as vesiculas e alcancar
o0 substrato (oxi-Mb) gquando as bicamadas possuem permeabilidade
suficientemente alta para permitir a difusdo da tripsina (Figura 9e). E
importante salientar que todas essas mudancas podem ser revertidas
através do borbulhamento de gas N, e consequente desprotonacdo do
bloco PAD (Figura 9a-b).

FIGURA 9 — A) ESTRUTURA MOLECULAR DO COPOLIMERO EM BLOCO POLI(ETILENO
GLICOL)-b-POLI(N-AMIDINA)DODECILACRILAMIDA, PEG-b-PAD, NA PRESENCA
DOS GASES CO, EN,. B) REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DOS DIFERENTES TIPOS
DE POLIMERSSOMOS (OU VESICULAS) OBTIDOS NA AUSENCIA E PRESENGA
DO GAS CO,. Q) VARIAGAO NA ESPESSURA DAS BICAMADAS QUE COMPOEM
0S POLIMERSSOMOS APOS DIFERENTES TEMPOS DE BORBULHAMENTO DO
GAS CO, NAS SOLUGOES AQUOSAS. D) PORCENTAGEM DE LIBERAGAO DAS
NANOPARTICULAS DE PEI-5 E PEI-25 PELOS POLIMERSSOMOS EXPOSTOS A
DIFERENTES TEMPOS DE BORBULHAMENTO DO GAS CO,. B) REPRESENTACAO
ESQUEMATICA DO USO DOS POLIMERSSOMOS EXPOSTOS A DIFERENTES TEMPOS
DE BORBULHAMENTO DO GAS CO, COMO NANOREATORES PARA A FORMAGAO
DA MIOGLOBINA OXIGENADA (OXI-MB), A PARTIR DA REACAO DA PROTEINA
MIOGLOBINA (MB), LOCALIZADA NO COMPARTIMENTO INTERNO AQUOSO DAS
VESICULAS, COM O TRIPEPTIDEO GLUTATIONA NA FORMA OXIDADA (GSH),
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NA PRESENCA DE GAS OXIGENIO (0,) E SUBSEQUENTE HIDROLISE DA OXI-MB
MEDIADA PELA ENZIMA TRIPSINA
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A autoassociacdo de copolimeros em bloco em solucdo vem sendo am-
plamente investigada nos ultimos anos por diferentes ramos da ciéncia. Os
estudos iniciais foram de grande importancia ao mostrarem o comporta-

mento anfifilico dessas espécies e os tipos de nanoestruturas que podem
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ser alcancadas, dependendo da sua composicao e da seletividade do sol-
vente. Visando um controle acurado dos agregados formados e uma definida
relacdo entre estrutura e propriedades, varias novas classes de copolimeros
em bloco foram preparadas e o seus comportamentos foram minunciosa-
mente estudados, de modo a responderem especificamente a determinados
estimulos externos, os gatilhos fisico-quimicos.

O uso desses gatilhos no controle das estruturas de autoassociacao
tem se mostrado promissor e vem possibilitando o desenvolvimento de
aplicacOes direcionadas para os materiais resultantes, indicando o grande
potencial do uso de copolimeros em bloco em diversas dreas. As principais
barreiras que impedem uma maior aplicabilidade dos sistemas aqui apre-
sentados sdo baseadas na baixa estabilidade quimica e coloidal dos agrega-
dos, em alguns casos, na baixa biocompatibilidade dos polimeros e de seus
produtos de degradacéo, no caso de aplicacdes biomédicas, e, sobretudo, as
laboriosas e pouco ambientalmente amigdveis rotas de preparo dos copoli-
meros em bloco, precursores das nanoestruturas.

No que se refere aos gatilhos fisico-quimicos, a sua praticidade e
aplicabilidade em sistemas multicomponentes, onde o estimulo pode
acarretar mudancas indesejadas em outras espécies presentes, ainda de-
vem ser melhor exploradas. Esses constituem alguns dos varios desafios
que devem ser vencidos para que as nanoestruturas de copolimeros em
bloco apresentadas nesse capitulo sejam difundidas e ganhem aplica-

¢Oes mais praticas.
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INTRODUCAO

A nanotecnologia e a nanociéncia tém demonstrado que sdo fatores
imprescindiveis para a evolucdo da tecnologia. Sendo uma ciéncia multi
e interdisciplinar, a nanotecnologia envolve os campos da fisica, quimica,
ciéncia dos materiais e outras ciéncias da engenharia, fazendo com que as
aplicacGes nanotecnoldgicas se espalhem por todos os ramos da ciéncia
e da tecnologia (Kolahalam et al., 2019).

Tal ciéncia compreende os elementos basicos conhecidos como “na-
nomateriais”, que possuem tamanho inferior a 100 nm, pelo menos em
uma dimensdo, sendo, portanto, menores que os materiais contidos na
microescala. Os nanomateriais apresentam propriedades fisico-quimicas
Unicas, diferentes dos materiais comuns, logo, tais caracteristicas sdo in-
trinsecamente dependentes do seu tamanho e forma (Behera et al., 2019;
Kolahalam et al., 2019). Pode-se dizer entdo que a nanociéncia abrange
os estudos de interacGes moleculares, sendo aplicada em qualquer area
tecnoldgica cujo desempenho do processo final é dependente das caracte-
risticas dos materiais introduzidos em escala nanométrica.

As interacGes entre moléculas e superficies constam entre os aspectos
mais estudados da ciéncia moderna e tiveram seu inicio de desenvolvimen-
to em meados dos anos 1960. Uma das interacdes mais notdveis entre mo-
léculas e substratos é a auto-organizacdo esponténea entre atomos e mo-
léculas em superficies de arranjos ordenados (Smith; Lewis; Weiss, 2004;

Mozafari et al., 2016). Essa automontagem em massa pode proporcionar a
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obtenc3o de estruturas altamente ordenadas em escala nanométrica, sen-
do a forca das interacBes entre as moléculas e substratos dependentes da
natureza quimica de ambos (Singh; Kaur; Comini, 2020).

As monocamadas automontadas (self-assembled monolayers —
SAMs) s3o tipicamente formadas pela exposicdo de uma superficie de
moléculas com grupos quimicos que, por afinidade, interagem com o
substrato ou com o material incorporado neste. Podem ser formadas di-
retamente a partir de uma solucdo ou mediante uma técnica de padro-
nizacdo, sendo o processo de solucdo o mais utilizado devido a simpli-
cidade de formacao e aptidao de realizacdo em temperatura e pressao
ambientes (Smith; Lewis; Weiss, 2004; Shuturminska et al., 2018).

Uma das técnicas de preparacdo de SAMs envolve o uso de moléculas
anfifilicas. Além dessa abordagem, é possivel realizar a preparacao a partir
de uma cadeia macromolecular, com énfase em polimeros que possuam
caracteristicas quimicas que favorecam sua ligacdo a superficie. Assim,
essas unidades podem exibir reatividade na superficie ou serem indireta-
mente atraidas por ela. Para distinguir as SAMs convencionais das SAMs
derivadas de macromoléculas poliméricas, utiliza-se o termo PSAM (mo-
nocamadas poliméricas auto-organizadas, do inglés self-assembled poly-
mer monolayers). As PSAMs oferecem uma ampla gama de funcionalida-
des exclusivas a superficie, sendo notaveis por sua estabilidade e melhor
processabilidade em comparagao com as SAMs tradicionais. (Love et al.,
2005; Park; Kim; Han, 2010; Hasan; Pandey, 2018).

A estrutura de uma PSAM n3o apresenta simplicidade, como a de uma
SAM, em que os eixos moleculares se estendem e se alinham normalmente
a superficie. Uma PSAM, devido as longas cadeias macromoleculares em
estado permanente, apresenta tendéncia a formacdo de bobinas, com isso,
maximiza sua entropia de conformacao, minimizando o alongamento das ca-

deias (Park; Kim; Han, 2010), como ¢ visto na Figura 1.

FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UMA MONOCAMADA
POLIMERICA AUTOMONTADA
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Fonte: Park; Kim e Han (2010)*

Por estarem ligadas a superficie, essas moléculas de cadeia longa apre-
sentam conformacdes que variam de acordo com a maneira pela qual as ca-
deias poliméricas sdo enxertadas na superficie. O modo de enxertia pode
ocorrer por intermédio de ligacBes Unicas ou multiplas, pela extremidade ou
pela lateral da cadeia (Park; Kim; Han, 2010).

Segundo Park, Kim e Han (2010), mesmo que as SAMs e PSAMs apre-
sentem diversas caracteristicas comuns, sdo observadas diferentes caracte-
risticas conformacionais Unicas das cadeias macromoleculares, sendo elas:

I.  PSAMs cobrem completamente a superficie mesmo com uma densida-
de de enxerto muito menor que a dos SAMs;

II. PSAMs ndo apresentam espessura relacionada ao comprimento das ca-
deias macromoleculares, podendo variar com a densidade do enxerto, a
posicdo do enxerto na cadeia e a energia de interacdo polimero-substrato;

lll. PSAMs geram, de forma esponténea, padrées nanoscopicos via sepa-
racdo por microfase, quando se encontram com copolimeros em bloco de
unidades de mon6mero quimicamente distintas;

IV. PSAMs podem apresentar alteracao nas conformacdoes macromolecula-

res devido a temperatura, qualidade do solvente, pH e outros.

* Imagem reproduzida e traduzida de Park; Kim; Han (2010) com permissao da Royal Society of Chemistry, com licenca de

numero 1120478-1. https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2010/cs/b918135k#!divAbstract.
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Vale ressaltar que, como vantagem, a formacao simples das SAMs,
apresentando camadas molecularmente bem definidas, possibilita a mo-
dificacdo de superficie em nanoescala, podendo ser alterada com ligantes
bioldgicos. J& como desvantagens destacam-se a sua camada molecular
de fina espessura, a estabilidade limitada a longo prazo e comum presenca
de defeitos. As PSAMs apresentam estabilidade a longo prazo, propor-
cionam a preparacao por meio de enxerto e possuem camadas com maior
espessura. Em relacdo as suas desvantagens tém-se a complexidade do
seu preparo e da sua estrutura, formando superficies com caracteristicas
asperas (Hasen; Pandey, 2018). De modo geral, ambas representam um
método promissor para o desenvolvimento de novos materiais para a en-
genharia de superficies e interfaces.

Ressalta-se ainda que as caracteristicas superficiais podem influen-
ciar na eficiéncia e no comportamento do material. A modificacdo e o
ajuste dessas caracteristicas tornam-se essenciais para atender a de-
manda especifica, objetivando sempre a melhoria do desempenho do
material em questdo. Uma forma de modificar estas caracteristicas é me-
diante o revestimento da superficie por meio da deposicao de filmes finos
(Abegunde et al., 2019).

A terminologia “filme fino” é aplicada a matéria condensada, limita-
da a duas dimensoes, organizada em camadas incorporadas em uma su-
perficie. Em relacdo a espessura desses filmes, classificam-se em filmes
nanométricos (faixa de 0,1 a 100 nm), micrométricos (de 0,1 a 100 um) e

milimétricos (entre 0,1 e 100 mm) (Minassian-Saraga, 1994).
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APLICACOES NA AREA BIOMEDICA
PSAMs

As PSAMSs, devido ao controle das interacoes interfaciais, apresentam
uma vasta variedade de aplicacoes, incluindo umedecimento, adesao, auto-
montagem controlada de materiais macios, superficies responsivas a esti-
mulos, dispositivos biomédicos, eletrdnica orgénica, microfluidica e sintese
modelada de nanomateriais (Park; Kim; Han, 2010).

De acordo com trabalhos encontrados na literatura, na drea biomédica, a
aplicacao de PSAMs inclui producao de nanocarreadores, biossensores e bio-
chips, sistemas de diagndsticos, deteccdo e tratamentos de doencas, sistemas
de entrega de medicamentos (Park et al., 2007; Chhadra et al., 2010, Samanta;
Sarkar, 2011; Yang et al., 2014; Mouffok et al., 2015; Nasri; Mirshekarpour, 2015;
Cuietal., 2019, Raza et al., 2019), dentre outros, como mencionado a seguir.

Os polissacarideos tém mostrado propriedades relevantes para a pro-
ducdo de monocamadas automontadas para aplicacées biomédicas. Nano-
materiais de camadas automontadas de quitosana, por exemplo, mostraram
bom potencial em sistemas de liberacdo de farmacos (Yang et al., 2014). A
presenca de grupamentos hidroxila, acetoamino e amino fazem da quitosana
uma macromolécula versatil para essa aplicacdo, corroborado por sua anfi-
filicidade e por também apresentar caracteristica de polieletrdlito, possibili-
tando interacdo eletrostatica (Yi et al., 2005).

As monocamadas ocorrem de forma espontanea na natureza em di-
versas biomoléculas, tais como o DNA, em proteinas e nas biomembranas.
Assim, alternativas que utilizam tais biomoléculas sdo promissoras, princi-
palmente por conta da biocompatibilidade. Sdo exemplos de biomoléculas
poliméricas aplicaveis em SAMs para uso biomédico os peptideos sintetiza-
dos por métodos de fase sdélida e os peptideos funcionalizados com adicdo
de enzimas, anticorpos ou marcadores fluorescentes (Castillo-Ledn; Ander-
sen; Svendsen, 2011; Rubert-Perez et al., 2015).

Raza et al. (2019) mencionam a construcao de nanocarreadores (lipos-
somos, micelas, nanotubos, dendrimeros e peptideos) devido ao destaque
de vantagens como ampla seletividade, multifuncionalidade, especificidade,

biocompatibilidade e controle preciso da liberacao de medicamento. Nano-
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medicamentos baseados em sistemas transportadores de peptideos auto-
montados foram estudados nos ultimos anos para utilizagdo no combate
ao cancer, uma vez que esses peptideos sdo promissores para formacao de
vesiculas de entrega de medicamentos, como nano-hidrogéis, contendo ca-
racteristicas e funcionalidades exclusivas.

Park et al. (2007) relataram a construcdo de biomoléculas com base em
PSAMs contendo funcdes duplas, sendo uma bio-reativa (pds-funcionaliza-
veis) e uma bio-inerte (anti-incrustantes). Os autores utilizaram, como subs-
tratos, solucdes a base de SiO, (diéxido de silicio), formando PSAMs com copo-
limeros de PEG (polietilenoglicol), enfatizando que esse conjunto de PSAMs
com dupla func¢do pode ser aplicado na area de biossensores e biochips.

Destaca-se também o desenvolvimento de variadas técnicas de imobili-
zacdo de biomoléculas nas superficies, especificamente biopolimeros, dian-
te de modificacao de uma monocamada funcional automontada. Tal sistema
apresenta possibilidade de aplicacdo para desenvolvimento de novos bios-
sensores, detectores em nanoescala de patégenos e outros metabdlitos que
se relacionam com a saude humana (Samanta; Sarkar, 2011).

Nanoparticulas poliméricas automontadas como novos e inteligentes
agentes de contraste para deteccdo precoce do cancer usando imagens de
ressonancia magnética foram desenvolvidas por Mouffok e seus colaborado-
res em 2015. As nanoparticulas foram desenvolvidas pela automontagem do
um copolimero dibloco poli (etilenoglicol-b-trimetilsilil metacrilato), carrega-
do com um complexo hidrofébico de gadolinio (tBuBipyGd) para exploracdo
do pH acido nos tecidos cancerigenos. Diante de andlise de ressonéncia mag-
nética in vitro, os autores observaram que as micelas carregadas com tBuBi-
pyGd apresentavam sensibilidade ao pH devido a ativacdo da capacidade de
geracdo de imagens em um ambiente acido. Com isso, revelou-se o potencial
uso para deteccdo precoce de cancer por meio de ressondncia magnética.

Chhabra et al. (2010) citam o desenvolvimento de um sistema nanoes-
trutural de DNA automontado, gerando arquiteturas em escala nanométrica
com formacao de padroes de DNA que vao da simplicidade (deteccao, com-
putacdo e entrega de farmacos) a complexidade (estruturas para a construcéo

de matrizes de proteinas e de nanoparticulas). Os autores mencionam a po-
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tencialidade da aplicacdo desses sistemas em diagndsticos e procedimentos
terapéuticos na nanomedicina.

Uma nano-pré-droga polimérica semicondutora (SPNpd), com uma es-
trutura cuidadosamente delineada para terapia sinérgica ativada por hipdxia
no tratamento de cancer, foi sintetizada por Cui et al. (2019). O SPNpd foi au-
tomaticamente montado a partir de um polimero anfifilico semicondutor (PEG
— polietilenoglicol), no qual foram enxertadas cadeias laterais da quimiodro-
ga por meio de ligantes clivdveis em resposta a hipdxia. Este estudo revelou
que o SPNpd inibiu de maneira eficaz o crescimento tumoral em camundon-
gos, evidenciando que este sistema, uma pré-droga polimérica fototerapéuti-
ca ativada por hipdxia, possui consideravel potencial para ser empregado no
tratamento do cancer.

Nasri e Mirshekarpour (2015) prepararam e caracterizaram produtos co-
loidais a base de nanoparticulas compostas por um polimero biocompativel
(carboximetilcelulose de s6dio — CMCNa) para uso em sistemas de liberacéo
controlada e direcionada de medicamentos, via mucosa. Cadeias poliméricas
de CMCNa foram automontadas com a incorporacao de estruturas micelares
de polissorbatos. Foi constatada a grande e eficaz potencialidade desse siste-

ma de entrega de medicamentos com liberacdo controlada e especifica.

Filmes finos poliméricos

Os filmes finos poliméricos desempenham funcdo cada vez mais im-
portante em aplicacGes tecnoldgicas, sendo empregados, por exemplo,
como dispositivos eletrocrémicos e fotoluminescentes, sensores, células
solares, revestimentos, adesivos e litografia a diodos orgénicos emisso-
res de luz e varios dispositivos baseados em material orgénico, incluindo
sensores e detectores magneto-dpticos empregados nas mais diversas
areas (Hashin, 2010).

A formagdo de uma camada de filme fino possibilita ajustar de forma
precisa as caracteristicas quimicas e fisicas de uma membrana, melhorando
sua performance (seletividade, fluxo, resisténcia quimica e propriedades an-
ti-incrustantes e antibacterianas). Os procedimentos de formacao de filmes

finos apresentam vantagens uUnicas sobre outros métodos tradicionais, como
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o enxerto, favorecendo a ampliacdo da sua aplicabilidade a polimeros de baixa
energia superficial, os quais geralmente dificultam a modificacdo por meio de
outras técnicas. Além disso, essa técnica apresenta viabilidade, possibilitando
a funcionalizacao de materiais de baixo custo com pequenas quantidades de
produtos quimicos ativos de custos elevados (Mavukkandy et al., 2020).

Destaca-se que, ao realizar ajustes de superficies com filmes finos na-
noestruturados, controlando as suas propriedades interfaciais em nanoes-
cala, permite-se alcancar diversas possibilidades para aplicacdes bioldgicas.
A preparacdo de filmes finos poliméricos com propriedades adequadas ca-
pazes de induzir respostas bioldgicas desejadas em nivel celular, promove a
aproximacdo de areas de pesquisas da fisica, quimica, ciéncia dos materiais,
biologia e medicina (Muzzio et al., 2020).

Na drea biomédica, destacam-se as aplicacdes dos filmes finos em dis-
positivos para diagndsticos de doencas, revestimentos biocompativeis em
implantes (revestimentos repelentes de proteinas, revestimentos antitrom-
bogénicos, que evitam a coagulacdo do sangue ao redor de implantes e re-
vestimentos antibacterianos), na engenharia de tecidos, na administracao de
medicamentos e na terapia genética (Hashin, 2010; Vendra; Krishnan, 2011;
Mozafari et al., 2016; Nistor; May, 2017).

O uso de filmes finos com propriedades de biocompatibilidade e biodegra-
dabilidade, compostos por estruturas otimizadas, ocasionam melhoria signifi-
cativa na integracao dos implantes. Dentre as justificativas de tal uso, cita-se
a associacao das tecnologias de revestimento, evitando problemas de fixacao
rapida de implantes em tecidos naturais, bem como a biocompatibilidade por
periodos de tempo mais longos no corpo humano (Mozafari et al., 2016).

O uso de PSAMs e filmes finos como revestimento para implantes bio-
médicos, ortopédicos e dentdrios tem proporcionado uma melhora signi-
ficativa nos resultados clinicos a longo prazo, sendo possivel desenvolver
revestimentos mais adequados para células humanas, capazes de inibir a
adesdo de bactérias. Revestimentos organicos, especialmente os polimé-
ricos (polietilenoglicol — PEG; poli (L-acido lactico-co-acido glicdlico) —
PLGA,; poli(éxido de etileno) — PEO, tém extensa aplicacdo em implantes,

uma vez que a maioria desses materiais apresenta boa interacdo com células
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de mamiferos, além de propriedades adicionais em alguns casos (o PEO, por

exemplo, apresenta propriedades antimicrobianas) (Chen, 2016).

PREPARACAO

Para a preparacgao das PSAMs e dos filmes finos poliméricos, diversas

formas sdo utilizadas, sendo estas abordadas e descritas na sequéncia.

PSAMs

As PSAMs s3do formadas, geralmente, por polimeros estruturados em
forma de copolimeros, na forma de bloco e aleatdria.

a) Copolimeros em bloco: constituem-se por dois ou mais blocos ma-
cromoleculares quimicamente distintos e ligados de forma covalente, po-
dendo auto montar-se em nanoestruturas ordenadas mediante o processo
de separacdo por microfase. Tal processo impulsiona-se pela entalpia de
formacao dos blocos constituintes, havendo impedimento da separacao ma-
croscépica devido a conectividade quimica dos blocos. Uma forma de reali-
zar ajustes estruturais dos copolimeros de bloco automontados é por meio
da variacdo das combinacdes dos monbémeros contendo as mais diversas
funcionalidades quimicas. Além disso, a alteracdo das massas moleculares
e das composicoes dos blocos pode ser realizada pelo ajuste da forma e do
tamanho (Park; Yoon; Thomas, 2003; Park; Kim; Han, 2010);

b) Copolimeros aleatdrios: constituem-se de unidades de repeticdo
com partes responsaveis por funcionalizacdo e partes de ancoragem. Essas
unidades de repeticdo distribuem-se uniformemente ao longo da espinha
dorsal e, com isso, os padrdes de microdominio ndo sdo formados, logo, a
superficie dos copolimeros aleatdrios é regular quanto ao nivel molecular.
Ressalta-se que esses copolimeros aleatdrios apresentam facil sintetizacdo
a partir de varias combinacdes de multiplos mondémeros, com diferentes fun-
cionalidades quimicas ou fisicas. Outro fator de destaque é que os copoli-
meros aleatdrios auxiliam no ajuste de energia superficial, mantendo uma
topografia de superficie lisa, e, devido a heterogeneidade quimica apenas
em nivel molecular, a superficie da PSAM apresenta uniformidade em esca-

las maiores de comprimento (Park; Kim; Han, 2010).
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Vale ressaltar que, nas PSAMs compostas por copolimero, a maior fra-
c3o da cadeia polimérica encontra-se livre e atua no transporte de funcio-
nalidades e apenas uma pequena fracdo das unidades repetitivas da cadeia
polimérica é utilizada na ancoragem. As cadeias de copolimeros que formam
as PSAMs podem ser projetadas e sintetizadas de forma independente e a
funcionalizagcdao pode ocorrer posteriormente, com a insercdo no substrato
(Park; Kim; Han, 2010).

Métodos de enxertia

Como ja mencionado, as PSAMs geralmente s3o preparadas por meio de
enxertia de cadeias de copolimeros na superficie. Nesse método pode haver
a variagao da densidade do enxerto de acordo com as condicoes utilizadas,
como, por exemplo, concentracdo de polimero, qualidade de solvente, organi-
zacao macromolecular e afinidade quimica dos polimeros em relacdo a super-
ficie (Park; Kim; Han, 2010).

Cadeias poliméricas que apresentam varios locais reativos sdo imedia-
tamente revestidas superficialmente por imersdo. A concentracdo da solu-
cao de revestimento pode ser otimizada, devendo ser maior que uma certa
concentracdo minima para uma cobertura total da superficie. Quando o co-
polimero for anfifilico e capaz de formar micelas no solvente utilizado no
revestimento, a PSAM deve ser formada abaixo da concentracdo micelar cri-
tica (CMC). Acima do CMC, as micelas formam-se e aderem-se a superficie,
formando filmes mais espessos do que as PSAMs (Park; Kim; Han, 2010).

As unidades de repeticao ou blocos de repeticao que nao apresentam
adsorcao superficial direta proporcionam condicées de deposicdo autolimi-
tadas para a preparacao de PSAM, bem como de funcionalizacdo. Ao rea-
lizar o enxerto superficial de cadeias poliméricas, a parte n3do reativa dos
polimeros sofre saturacdo sobre a superficie do substrato, formando uma
camada de bloqueio e dificultando a adsorcdo de cadeias poliméricas livres
a superficie (Park; Thomas, 2002; Park; Kim; Han, 2010).

Tanto as monocamadas aleatdrias quanto as monocamadas em bloco
quanto as de modo aleatdrio podem ser preparadas diante da enxertia de

polimeros funcionalizados na extremidade ou pelo método de polimerizacdo
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iniciada na superficie (SIP). Polimeros dotados de apenas um grupo final reativo
apresentam enxertia em baixas densidades, por métodos singulares de reves-
timento por imersao. Neste caso, para sanar o problema da baixa densidade
de enxertia, pode-se moldar ou revestir, por centrifugacdo sobre o substrato,
uma pelicula fina do polimero reativo final, aquecendo-a em uma temperatura
suficientemente alta. Executa-se uma lavagem com solvente do filme de poli-
mero que nao reagiu, sendo dessa forma produzida apenas uma monocamada
enxertada. Ao passo que a enxertia com altas densidades pode ser sintetizada
por SIP a partir de um SAM de iniciadores (Mansky et al., 1997; Edmondson;
Osborne; Huck, 2004; Park; Kim; Han, 2010).

a) PSAMs de copolimeros em bloco enxertados na extremidade: ao en-
xertar cadeias de copolimeros em bloco na superficie, por suas extremidades,
s3o formadas escovas de copolimero em bloco. Tais blocos possuem liberdade
conformacional suficiente para apresentar comportamentos de separacao por
microfase. A morfologia de separacao por microfase na monocamada de escova
é determinada por diversos fatores, como as energias superficiais dos blocos de
polimeros em exposicdo ao ar ou ao solvente, as interacdes energéticas entre
os blocos de polimero e as superficies do solvente ou substrato, assim como a
estrutura, composicao e propriedades moleculares (Park; Kim; Han, 2010);

b) PSAMs de copolimeros aleatdrios enxertados na extremidade: ao
enxertar cadeias aleatdrias de copolimeros na superficie por suas extremida-
des, formam-se escovas aleatdrias de copolimeros. Tais escovas ndo apresen-
tam microdominio de separacdo por fase, mas caracteristicas superficiais amor-
fas e uniformes, podendo ser usadas no controle de energia superficial de modo

semelhante aos PSAMs copolimeros aleatérios (Park; Kim; Han, 2010).

Filmes finos poliméricos

A elaboracao de filmes finos ordenados a partir de automontagem de
moléculas é realizada mediante a inclusdo de solucdes (moléculas/polime-
ros previamente dissolvidos em um determinado solvente com concentracao
determinada) no substrato ideal. As moléculas interagem com o substrato,
ocasionando a formacdo de morfologias distintas posteriormente a evapo-

racao do solvente. Por fim, ndo hd apenas interacdes entre molécula-molé-
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cula, molécula-solvente e molécula-substrato. A organizacdo final também
resulta em forcas de tensdo superficial aplicadas a solucdo durante a evapo-
racao (Palermo; Samorl, 2007).

Dentre as técnicas de fabricacdo de filmes finos poliméricos destacam-
-se a Langmuir-Blodgett (LB) e a Layer-by-Layer (LbL) (Park et al., 2011,
Park et al., 2018; Maximino et al., 2019). As técnicas LB sdo ordenaveis, eco-
logicamente corretas, econbmicas, possibilitam a repetibilidade e apresen-
tam maior tolerancia diante das condicdes de processamento variaveis. Os
filmes produzidos por LB sdo amplamente usados como revestimento, uma
vez que a sua tecnologia é simples, repetivel e proporciona previsibilidade
das estruturas dos filmes depositados (Mavukkandy et al., 2020).

Na forma de automontagem, destaca-se o uso da técnica LBL que pro-
porciona a formacdo de filmes poliméricos com multicamadas, depositados
na superficie do substrato via adsorcdo alternativa dos materiais que estéo
interagindo. Essa técnica pode ocorrer por meio dos métodos de: spin coa-
ting, dip coating, casting e sublimacdo. Tratam-se de técnicas de deposicdo
de uma solucdo polimérica (solucdo precursora) a um substrato apds a eva-
poracdo do solvente. As técnicas diferenciam-se conforme a forma de depo-
sicao, o formato do substrato e os meios utilizados para a total evaporacao
do solvente (Faria, 2011; Maximino et al., 2019).

Spin-coating

Essa técnica permite a formacao de filmes por meio da incorporacdo de
um liquido (precursor polimérico) no substrato e, através da centrifugacdo,
o liquido sofre uma aceleracdo centrifuga, fazendo com que se espalhe por
todo o substrato. O polimero torna-se rigido sobre o substrato assim que o
excesso de solvente evapora (Faria, 2011; Zhang; Hoshino, 2019).

Neste processo, a espessura, a morfologia e a topografia da super-
ficie do filme dependem da concentragao, viscosidade, volatilidade, di-
fusividade da solucdo e massa molar dos solutos, além do tempo e da
velocidade de rotagao. O controle da aceleracao rotacional permite maior

controle da espessura final do filme. A maior desvantagem deste pro-
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cesso é o grande desperdicio de material (Jesus, 2009; Vitorino, 2011;
Mavukkandy et al., 2020).

Dip-coating

Trata-se de uma técnica de deposicdo de filmes por imersado, na qual o
substrato é mergulhado em uma solucdo precursora polimérica por um pe-
riodo de tempo determinado, sendo retirado posteriormente com velocidade
controlada e constante, sem nenhum tipo de vibracao. A retirada da amos-
tra é realizada até que ocorra total evaporacdo do solvente e a deposicdo da
amostra sobre a superficie. Esta técnica de imersao vertical consiste em cinco
etapas: imersao, emersao, deposicdo, drenagem e evaporacao (Faria, 2011).

A espessura do filme depende da velocidade de imersdo/emersao do subs-
trato na solucdo, sendo possivel a obtencdo de um filme mais fino aplicando-se
uma menor velocidade de remogdo da amostra. Além disso, outros fatores que
interferem na espessura sdo o dngulo de inclinacdo do substrato em relagdo a
superficie da solucdo, a concentracao e viscosidade da solucdo precursora e o
tempo de deposicao (Jesus, 2009; Faria, 2011; Vitorino, 2011).

Casting

Trata-se de um método menos eficiente que o spin-coating e o dip-co-
ating para a construgdo de filmes finos poliméricos. Essa técnica tem como
base o espalhamento da amostra polimérica sobre um substrato. A forma-
c3o do filme sobre a superficie da placa se da apds a evaporacdo de todo o
solvente e, consequentemente, a coalescéncia das cadeias poliméricas do
filme ou de sua blenda, a qual pode ser acelerada com o aquecimento (Pe-
reira Junior; De Arruda, Stefani, 2014).

Nessa técnica, a espessura do filme é controlada pelo ajuste da con-
centracdo da amostra no solvente. Filmes obtidos por esta técnica sdo
desorganizados, mas representam uma forma rapida e facil para modifi-
cagdes na superficie de eletrodos para obtencdo de sensores eletroqui-
micos (Jesus, 2009; Faria, 2011).
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Sublimacao

Trata-se de uma técnica na qual a fonte de sublimag3do e o substrato
encontram-se a uma distancia da ordem de milimetros e o sistema ¢ sub-
metido a uma pressao na faixa do médio a baixo vacuo, o que faz com que a
saida das moléculas da fonte para o substrato seja de maneira diferenciada
da técnica de evaporacdo térmica, na qual a distancia fonte-substrato é
maior (da ordem de cm) e a pressao é na faixa de alto vacuo. Essas condi-
cOes resultam em altas taxas de deposicdo e permitem a utilizacdo de altas
temperaturas de substrato (Pinheiro et al., 2005; Goncalvez et al., 2009).

Essa técnica tem a vantagem de ndo requerer equipamento elaborado
para estabelecer a pressdo de deposicdo desejada, além de apresentar altas
taxas de deposicdo em relacdo as outras técnicas (Gongalves et al., 2009).
Os parametros de controle dessa técnica sdo: temperaturas da fonte e do
substrato, distancia fonte-substrato e pressdo (Pinheiro et al., 2005).

No Brasil, existem diversos grupos de pesquisa empenhados no de-
senvolvimento de técnicas de preparacdo de filmes finos, utilizando di-
ferentes tipos de substratos, com o intuito melhorar as propriedades de
materiais. Uma das técnicas de grande destaque, que apresenta baixo
custo e maior confiabilidade, é a producdo de filmes na forma de LEDs
orgénicos e poliméricos, contendo melhores propriedades e menor custo

do que os de materiais inorganicos (Brauman; Szuromi, 1996).

CARACTERIZAGAO

A seguir sdo elencadas as principais formas de caraterizacao de

PSAMs e filmes finos poliméricos.

PSAMs

Na caracterizagdo de PSAMs destacam-se as técnicas descritas por
Schreiber (2000); Smith; Lewis e Weiss (2004); Shuturminska et al. (2018);
e Chimisso et al. (2020):

|. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR): fornece informacdes sobre a presenca de moléculas na superficie,
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podendo disponibilizar informacdes sobre a composicdo quimica e a ordem
da monocamada;

Il. Elipsometria: utilizada para analisar e compreender a espessura
das PSAMs;

Ill. Espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS): apresenta infor-
macoes sobre a composicdo quimica, a estrutura e o estado de ligacdo
das PSAMs. Ainda, fornece dados sobre a cobertura e a densidade de
empacotamento das moléculas mediante a analise de atenuacdo de fo-
toelétrons do substrato (ouro);

IV. Microscopia de forca atémica (AFM) e Microscopia eletrénica de
varredura (MEV): determinacdao da morfologia dos PSAMs, podendo
identificar possiveis defeitos;

V. Angulo de contato através de Goniémetro: fornece informacoes
sobre a molhabilidade da superficie formada, auxiliando na verificacdo
da qualidade da estabilidade das PSAMs.

Filmes finos poliméricos

As principais técnicas utilizadas para a caracterizacdo de filmes fi-
nos desenvolvidos com os mais diversos substratos e diferentes téc-
nicas sao, de acordo com Albert e Epps (2010); Murthy et al. (2016) e
Kruchinin et al. (2018):

|.  Gravimetria: determina a quantidade da substancia depositada;

Il. Espectrofotometria molecular na regido do UV-visivel: deter-

mina os parametros dpticos (indice de refracdo e porosidade) e es-

pessura dos filmes fabricados;

Ill. Difratometria de raios X (DRX): fornece dados sobre a fase crista-

lina e o tamanho dos cristais dos filmes;

IV. Microscopia de forca atémica (AFM) e microscopia eletrénica de

varredura (MEV): avalia as caracteristicas morfoldgicas dos filmes;

V. Elipsometria: mede a espessura e a rugosidade da superficie por

meio de analise dptica;

VI. Ainda, podem ser citadas as técnicas de ressonancia plasmoni-

ca de superficie, espectrometria de massas de ions secundarios por
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tempo de voo, espectroscopia vibracional, espectrometria de massas
de ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz de superficie
(MALDI-TOF), espectroscopia de retro dispersao de Rutherford (RBS)
e espectroscopia de estrutura fina de absorcao de raios X na borda
(NEXAFS), dentre outras (Murthy et al., 2016).

CONCLUSAO

Observa-se, nas ultimas décadas, uma busca incessante pelo de-
senvolvimento de materiais que apresentem potencial revolucionario
para as mais diversas aplicacoes. O emprego das PSAMs em diferen-
tes dreas deve-se ao fato de sua facilidade de preparo, bem como das
suas caracteristicas envolvidas na tecnologia de superficie. Na drea bio-
médica, as PSAMs abrangem as areas de reconhecimento molecular
e biomolecular, biossensores, deteccdo, diagndsticos e tratamento de
doencas, entrega de medicamentos, dentre outras aplicacoes de suma
relevancia. Os filmes finos poliméricos sdo aplicados, no que se refere a
engenharia e ciéncia de materiais, essencialmente no ramo da eletréni-
ca e na area biomédica para fins de diagndstico, principalmente. Ambos
os materiais (PSAMs e filmes finos poliméricos), possuem importancia
de aplicacdo biomédica, no entanto, também s3o utilizados nas demais
areas tecnoldgicas de producdo de bens de consumo. As técnicas de
caracterizagao sao bastante conhecidas e comuns aos outros materiais.
Portanto, é imprescindivel o incentivo da pesquisa e do desenvolvimen-
to desses materiais visando o avanco tecnoldgico das diversas areas do
conhecimento, tendo em vista a facilidade e a possibilidade de pesquisa

para producdo desses materiais.
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Biossensores baseados em
polimeros nanoestruturados

Stanley Bilatto"

INTRODUCAO

Casos de intoxicacao de origem alimentar causados por micro-or-
ganismos sdo comuns no Brasil e no mundo. Contudo, em muitos dos
surtos ndo se consegue identificar qual € o micro-organismo causador da
contaminacdo. Além disto, as andlises tradicionais usualmente empre-
gadas para identificacdo do micro-organismo sdo muitas vezes caras e
demoradas. Diagndsticos rapidos podem prevenir os surtos epidémicos,
bem como permitir intervenc8es rapidas e a tomada de decisbes corres-
pondentes. Deste modo, o desenvolvimento de métodos para uma rapida
deteccao de micro-organismos, similar a um sistema de triagem, focado
em indicar se ha ou ndo a contaminacao por patogénicos antes da realiza-
cdo de testes especificos, é de grande interesse (Bilatto, 2016).

Biossensores sdo dispositivos analiticos que utilizam um biorecep-
tor seletivo com afinidade para uma amostra ou um analito de interes-
se. O bioreceptor (geralmente uma espécie biogquimica como anticorpos,
células, DNA, oligonucleotideos, enzimas etc.) (Newman; Turner, 2005;
Turner, 2013) é acoplado a um transdutor que utiliza um tipico mecanis-
mo bioquimico de reconhecimento e converte o resultado de interacdo em
um sinal mensuravel. Para a escolha do bioreceptor, deve-se conhecer as
caracteristicas do elemento biolégico a ser detectado e as possiveis in-
teracdoes que possam ser mensuradas. Com a definicdo do bioreceptor,
pode-se definir qual transdutor a ser utilizado.

E possivel aplicar diferentes técnicas de deteccdo de acordo com
o transdutor utilizado, incluindo as eletroquimicas (Saxena; Das, 2016);

impedéncia elétrica (Soares et al., 2015); gravimétrica (Afonso et al., 2013)

* Autor correspondente.
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e Optica (Wang; Wolfbeis, 2015).No caso da deteccdo elétrica/eletroqui-
mica, o sinal mensurdvel pode ser caracterizado pela transferéncia de car-
gas entre um reagente e a superficie; pela diferenca de potencial relativa
ao aumento da concentracdo de ions na reagdo e quanto as mudancas na
conduténcia e capaciténcia (Fernandes 2012; Stradiotto; Yamanaka; Zano-
ni, 2003; Wang, 1999), o que pode ser alcancado com o auxilio de polime-
ros condutores.

A combinacdo da especificidade de uma reacdo enzimdtica com a pre-
cisdo de medidas eletroquimicas faz com que o uso de enzimas associadas
a um eletrodo se apresente como uma das mais simples e eficientes classes
de biossensores. Os produtos e subprodutos de reacSes enzimaticas podem
apresentar caracteristicas eletroativas, podendo ser detectadas por métodos
elétricos e/ou eletroquimicos (Bilatto, 2016). A enzima deve ser imobilizada
sobre um transdutor condutor e o sinal elétrico obtido € correlacionado com
a espécie ou concentracdo do substrato a ser detectado (Correa et al. 2014).

Neste capitulo abordaremos a preparacado e caracterizacao de arquite-
turas enzimaticas-poliméricas nanoestruturadas utilizadas em biossensores
na deteccdo de patogénicos, utilizando microeletrodos interdigitados, enzi-
mas, polimeros condutores e a técnica de espectroscopia de impedancia. Um
exemplo da variedade de aplicacBes deste tipo de arquitetura serd apresen-

tado em um estudo de caso para deteccdo de cancer.

MICROELETRODOS INTERDIGITADOS

Microeletrodos apresentam como caracteristica uma maior velocidade
na taxa de renovacdo de reagentes em sua superficie. A difusdo de uma
pequena quantidade de substéncias do seio da solucdo até a interface ele-
trodo/solucdo ja é suficiente para ocasionar uma completa renovacdo desta,
quando comparada a macroeletrodos convencionais, além de necessitar de
menores concentragoes de ions eletroativos na formacgao da dupla camada
(Varshney; Li, 2009). Os microeletrodos sao capazes de monitorar pequenas
mudancas nas propriedades elétricas dessa regido (Yang; Li; Erf, 2004). Mi-
croeletrodos interdigitados (MEI’s) sdo interessantes transdutores para uti-

lizacdo em biossensores, devido a possibilidade de miniaturizacdo de dispo-
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sitivos e integracdo com micro- e nanofluidica (Bilatto et al., 2017), além
do grande nimero de pares de digitos que podem contribuir multiplas
vezes para o aumento do sinal de deteccdo (Van Gerwen et al., 1998).
A relacdo sinal-ruido melhora significantemente, melhorando os li-
mites de deteccdo para concentracdes de analito mais baixas. Quanto
menor a distancia entre os digitos, maior poderd ser a relacdo de sinal
obtido (Ronkainen; Halsall; Heineman, 2010). Se analisados com a téc-
nica de espectroscopia de impedéncia, os MEl's geralmente respondem
a presenca de bactérias na camada ativa (Varshney; Li, 2007); apresen-
tam baixa queda 6hmica (Yang; Guiseppi-Elie, 2008); atingem rapida-

mente o estado estaciondrio e possuem uma rapida cinética de reacao.

PREPARACAO

Os MEIl's podem ser modificados superficialmente utilizando filmes
poliméricos nanoestruturados, com ou sem espécies imobilizadas, ge-
rando elementos sensoriais capazes de converter respostas de reagdes
guimicas/bioquimicas em sinais mensuraveis. Ainda, o uso de filmes po-
liméricos nanoestruturados pode aumentar drasticamente a sensibilida-
de (Correa et al., 2014). Entre as técnicas empregadas com sucesso na
producdo de filmes com elevada organizacdo em nivel molecular, com-
binado a elevada sensibilidade e controle morfoldgico, estio as técnicas
de Langmuir-Blodgett (LB) e automontagem por adsorcdo fisica (LbL,
do inglés Layer-by-Layer) (Decher; Hong; Schmitt, 1992). Em conjunto
com estas técnicas, podem ser utilizados polimeros condutores, e pe-
quenas alteracdes em sua superficie ou na solucdo em andlise podem
gerar grandes mudancas em sua eletroatividade.

Estes polimeros possuem a habilidade de transferir eficientemente
a carga elétrica gerada por reacbes bioguimicas para o circuito eletréni-
co, que pode ser observada por técnicas elétricas/eletroquimicas (March;
Nguyen; Piro, 2015). Outra vantagem consiste na simplicidade em se fun-
cionalizar a superficie polimérica com biomoléculas, servindo o polime-
ro como matriz suporte e minimizando a desnaturacdo das biomoléculas
(Correa et al., 2014; Lvov et al., 1995; Lvov; Decher; Sukhorukov, 1993).

142



Enzimas podem ser imobilizadas utilizando a técnica de LbL, alter-
nando camadas poliméricas e enzimaticas. Antes da imobilizacdo das
enzimas, deposita-se duas camadas poliméricas para favorecer o cres-
cimento dos filmes enzimaticos (Constantine et al., 2003), as chamadas
“camadas-colchdo”.

Segundo estudos (Jin et al., 1995), a dependéncia da resposta do
eletrodo com o nimero de camadas enzimadticas é alcancada com a de-
posicdo de até 6-7 camadas, onde ocorre a transicdo da dependéncia
cinética para a difusional, obtendo uma resposta elétrica constante.

As solucdes enzimaticas devem ser preparadas utilizando solucado
tampao no pH de dtima atividade enzimatica e posteriormente sua ca-
racteristica catidnica ou anidnica deve ser analisada para a definicdo das
camadas de LbL.

CARACTERIZAGAO

Medidas elétricas (espectroscopia de impedéancia)

Medidas de espectroscopia de impedancia provém informacdes que
podem ser correlacionadas com a atividade bacteriana através da compo-
sicdo e variacdo do meio. As bactérias produzem metabdlitos em contato
com o meio, mudando a sua composicao e, consequentemente, mudan-
do as respostas na impedancia elétrica (Strassburger; Hossbach; Seidel,
1991; Sheppard; Tucker; Wu, 1993; lvnitski et al., 1999).

O uso da técnica de espectroscopia de impedancia utilizando ele-
trodos modificados com filmes superficiais foi discutido por Taylor e
Macdonald (1987), propondo o uso de circuitos equivalentes para a ana-
lise e caracterizacao do sistema, podendo ser identificadas mudancas
na dupla camada elétrica, na solucdo eletrolitica e no filme depositado,

conforme apresentado esquematicamente na Figura 1.
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FIGURA 1 — CIRCUITO EQUIVALENTE PARA ELETRODO METALICO RECOBER-
TO COM FILME CONDUTOR (CONFORME DESCRITO EM RIUL JR ET AL. 2003 E
TAYLOR ET AL. 1987)

— eletrélito
Gd =
% Gt — dupla camada
——cg
————Cd N
— filme
Gb —e o -
— eletrodo

Fonte: O autor (2021).

Neste circuito equivalente, a presenca do filme que recobre o ele-
trodo é representada pela combinacdo paralela do capacitor Cb com o
resistor Gb. Estes componentes estdo em série com a impedancia do
eletrélito que contém trés outros componentes: a capacitancia geomé-
trica do espaco inter-eletrodo preenchido com o eletrdlito (Cg); a capa-
citdncia da dupla camada (Cd), que é carregada a partir da resisténcia
da solucdo (Gd); e a resisténcia total do eletrélito representada por (Gd
+ Gt). Gt permite a transferéncia de carga através da interface filme/
eletrdlito (Taylor; Macdonald, 1987; Riul Jr et al., 2003).

A dependéncia da capacitancia total (C) com a frequéncia, referente

ao circuito equivalente (FIGURA 1), estd apresentada na Figura 2.
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FIGURA 2 — REPRESENTACAO DA DEPENDENCIA DA CAPACITANCIA VS. FREQUENCIA
PARA O CIRCUITO EQUIVALENTE APRESENTADO NA FIGURA 1

+H

]
]
]
]
— ]
L 1
S : :
(& | I
= | |
«0 1 |
L — i 1
(& i 1
-4 Dupl(:ia ! ' Geometria
| H |
8 camada .  Filme i eletrodo
I ]
(]
]
]
]

Frequéncia (Hz)

Regides de (1) baixas frequéncias — correlacionado com as modificagbes na dupla camada;

(2) médias frequéncias — correlacionado com as modificacdes no filme;

(3) altas frequéncias — correlacionado com as caracteristicas geométricas do eletrodo e da solucgo.
Fonte: O autor (2021).

A regido de baixa frequéncia (1) sofre efeito majoritario de modificaces
referentes a dupla camada, enquanto a regido de médias frequéncias (2),
entre 10?2 - 10* Hz apresentam efeitos dos filmes sobre os eletrodos. Em fre-
quéncias acima de 10° Hz (3), a impedancia do sistema esta relacionada com
os resultados da capacitancia geométrica e da solucdo (Taylor; Macdonald,
1987; RiulJr et al., 2003; Riul Jr et al., 2002).

A deteccdo de bactérias patogénicas em amostras alimenticias pode
ocorrer por meio do monitoramento da condutividade ou da impedancia das
amostras. Esta deteccdo € possivel porque o metabolismo bacteriano modi-
fica a concentracdo do eletrdlito do meio em que estd suspenso, alterando
significantemente as caracteristicas elétricas (lvnitski et al., 1999). Medidas
em uma frequéncia ou em multiplas frequéncias tornam o uso desta técnica
muito sensivel na deteccdo de fendbmenos ocorridos na interface eletrodo/

solucdo (Gomez; Bashir; Sarikaya, 2001).

145



Com o intuito de simplificar as medidas de impedancia, sem a necessida-
de da utilizacdo de eletrodos de referéncia (o que facilita na miniaturizacdo do
sistema) e sem a presenca de pares redox, vem sendo muito utilizadas as ana-
lises de Impedéancia Elétrica, onde pode-se avaliar variacdes na resisténcia e na
capacitancia em uma larga faixa de frequéncia, abrangendo todas as regides e
interfaces onde podem ocorrer as interagdoes/deteccoes entre eletrodo/analito
(Ivnitski et al., 1999).

Caracterizacao superficial

O crescimento dos filmes automontados pode ser acompanhado utili-
zando a técnica de espectroscopia UV-Vis e a caracterizacdo morfoldgica
pela técnica de microscopia de forca atémica (AFM).

A técnica de dicroismo circular auxilia na verificagdo de que as enzimas
continuam em sua forma ativa apds a imobilizacdo nos filmes automonta-
dos, verificando a presenga das estruturas secundarias a-hélice e folhas-,
ou desnaturadas, com a auséncia destas bandas caracteristicas.

A espectroscopia de adsorcao e reflexao no infravermelho com polari-
zacdo modulada (PM-IRRAS) pode ser utilizada para caracterizar a intera-

¢do entre as moléculas bio-ativas e os filmes finos.

ESTUDO DE CASO

Soares et al. (2019) desenvolveram um biossensor de céncer de prdstata
via deteccdo por espectroscopia de impedéncia do biomarcador PCA3, o que
pode reduzir a repetida realizacdo de biopsias durante o diagndstico. Neste caso,
a técnica de LbL foi utilizada para imobilizar o DNA complementar (ssDNA) do
PCA3 em micro-eletrodos interdigitados, com o auxilio do polimero natural qui-
tosana e nanotubos de carbono, os quais mantém a atividade das biomoléculas,
além de aumentar o sinal elétrico no caso dos nanotubos. A adsorcdo de cada
camada foi monitorada com o auxilio das técnicas de PM-IRRAS e AFM. Como
resultado, foi obtida uma alta seletividade e sensitividade ao PCA3, com detec-
¢do de 0,128 nmol/L, confirmada pelas medidas de impedancia e PM-IRRAS.
Este estudo demonstra a versatilidade e a importancia da aplicacdo de arquite-

turas poliméricas no desenvolvimento de biossensores.
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CONCLUSAO

O desenvolvimento de métodos de rapida deteccdo é crucial para a
salde da sociedade. Os filmes poliméricos nanoestruturados em sensores
e biossensores com o auxilio da técnica de impedancia elétrica sdo ferra-
mentas imprescindiveis para uma gama de aplicacoes, como na avaliacdo de
insumos, na deteccdo de contaminantes e no diagndstico de doencas. Estes
podem apresentar maior sensibilidade que os de sistemas comerciais, além
de possuirem grande possibilidade de miniaturizacdo. O uso de polimeros
condutores na superficie dos eletrodos pode prover resultados desde a de-
teccdo global até especificos, demonstrados pelo sinergismo alcancado com

a funcionalizacdo de diferentes tipos de biomoléculas.
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Sintese e caracterizacao de
nanoparticulas poliméricas

Thais Dolzany de Oliveira'

INTRODUCAO

A nanotecnologia é a ciéncia que estuda os materiais na escala nanomé-
trica (10° m = 1 nm). Dentre os nanomateriais mais utilizados, destacam-se
as nanoparticulas (NPs) que, devido ao seu tamanho, apresentam proprie-
dades fisicas e quimicas distintas das moléculas e de matéria de maior es-
cala de mesma composicao, principalmente por apresentarem maior razao
area superficial/volume e alta energia superficial e, portanto, alta reativida-
de (Ferrari et al., 2005; Ferreira; Cemlyn-Jones; Robalo Cordeiro, 2013).

As nanoparticulas poliméricas (NPPs) podem ser classificadas
como nanoesferas e nanocdpsulas, conforme sua organizacdo estrutu-
ral. As nanoesferas sdo particulas formadas por uma matriz sélida e,
em geral, como o préprio nome diz, apresentam-se de forma esférica.
J& as nanocdpsulas sdo vesiculas poliméricas que contém um nucleo
liquido que pode ser de 6leo ou dgua. Uma representacdo esquematica

€ apresentada na Figura 1.
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FIGURA 1 — ILUSTRACAO DE NANOCAPSULAS E NANOESFERAS. A MOLECULA
OU FARMACO PODE SER RETIDO NO MEIO LIQUIDO OU ADSORVIDO NA PAREDE
POLIMERICA DAS NANOCAPSULAS. ENQUANTO QUE NAS NANOESFERAS PODE
ESTAR RETIDO NA MATRIZ POLIMERICA OU ADERIDO A SUPERFICIE DA NANOESFERA

Parede polimérica
SN

o Matriz
o © polimérica
Nucleo liquido cC)) ° o
(o]
Molécula Molécula
Nanocapsulas Nanoesferas

Fonte: A autora (2020).

As NPPs tém um grande destaque para sintese de materiais biomé-
dicos, por exemplo, como carreador de medicamentos. A incorporacao de
um farmaco ou molécula as NPPs pode se dar durante ou apds a sintese,
de acordo com o resultado desejado. Geralmente, um composto hidrofilico
deve ser adicionado a fase aquosa e, no caso de um composto hidrofébico,
adicionado a fase oleosa. As NPPs permitem uma liberacdo de forma con-

trolada, conforme a degradacdo do polimero (Kanwar et al., 2012).

SINTESE DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS

A escolha do método adequado para a sintese desempenha um pa-
pel muito importante e compreende varios fatores, tais como o polimero
que sera utilizado, a drea de aplicacdo e o tamanho desejado das NPPs.

As NPPs, assim como os demais nanomateriais, podem ser preparados
de duas principais formas. Top down (de cima para baixo), no qual as NPPs
sdo obtidas a partir de um polimero pré-formado. Métodos como evapora-
cdo de solvente, salting-out e tecnologia de fluido supercritico podem ser
utilizados para a preparacdo de NPs a partir de polimeros pré-formados. A
segunda forma é chamada de bottom up (de baixo para cima) e, ao contrario

da anterior, a sintese € realizada a partir de dtomos ou moléculas individuais
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que sdo depositados em uma superficie regular para que se autoagrupem. A
polimerizacdo de monémeros pode ser obtida por varias técnicas como po-
limerizacdo em emulsao, miniemulsao, microemulsao e polimerizagao inter-
facial (Mishra et al., 2014). Diferentes técnicas de preparacao de NPs estdo

representadas na Figura 2.

FIGURA 2 — PRINCIPAIS TECNICAS DE SINTESE DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS
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Fonte: A autora (2020).

Dispersao de polimeros pré-formados (top down)

Evaporacao de solvente

A evaporacao de solvente foi o primeiro método desenvolvido para a sin-
tese de NPPs a partir de um polimero pré-formado (Vanderhoff; El Aasser;
Ugelstad, 1979). Nesse método, as solucoes de polimero sdo preparadas em
emulsGes, que consistem em uma fase organica: solventes organicos como
diclorometano ou dimetilformamida e uma fase aquosa que consiste em agua
e um agente surfactante como, por exemplo, o poli (dlcool vinilico), polissor-

bato-80, e poloxamer-188. Apds a formagdo de uma emulsdo estavel, o sol-
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vente organico é evaporado sob pressdo reduzida ou por agitacdo continua.
Apds a completa evaporacdo do solvente, as NPPs podem ser coletadas por

meio de ultracentrifugacao (Birnbaum et al., 2000).

Nanoprecipitacao

O método de nanoprecipitacdo, também chamado de método de des-
locamento de solvente, baseia-se na deposicdo interfacial de um polimero
apos o deslocamento de um solvente orgénico polar com a utilizagdo de um
tensoativo para prevenir a coalescéncia das goticulas a partir de uma solu-
c3o lipofilica. Para isso, a fase organica ¢ dispersa lentamente na fase aquo-
sa, sob agitacdo magnética moderada, resultando na diminuicdo de tensao
interfacial entre as duas fases, que aumenta a area de superficie e leva a
formacdo de goticulas pequenas de solvente orgénico. Através da rapida
difusdo do solvente, as NPs sao rapidamente formadas. Segue-se entdo a
remocao do solvente sob pressao reduzida e, entao, precipitacao das NPPs
por ultracentrifugacao (Wang et al., 2016; Mukherjee et al., 2019).

Salting-Out

O método de salting-out surgiu com Bindschaedler, Gurny e Doelker
(1988) como uma versao modificada do processo de emulsao, evitando o
uso de solventes clorados e surfactantes ao utilizar sais com o intuito de di-
minuir a toxicidade. O polimero é dissolvido em solucdo organica polar (fase
oleosa). Solventes comumente utilizados sado tetraidrofurano e acetona. A
fase aquosa consiste no surfactante e solucdo saturada de eletrdlito. Os
eletrdlitos ndo devem ser soluveis no solvente organico. Um dos sais mais
utilizados é o cloreto de magnésio hexa-hidratado. A fase oleosa é emulsifi-
cada em fase aquosa, sob forte forga de cisalhamento por agitador mecéanico
suspenso. Para diminuir a forca ibnica no eletrélito, a dgua destilada é adi-
cionada a emulsdo 6leo/dgua formada sob agitagdo magnética. Ao mesmo
tempo, os solventes orgénicos hidrofilicos migram da fase oleosa para a fase
aquosa, o que resulta na formacao das NPs. Por fim, os sais sao removidos e

as NPs purificadas por ultracentrifugacao.
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Tecnologia de fluido supercritico

Com a crescente preocupacao a respeito da toxicidade dos solventes
organicos, surgiu uma necessidade de novos métodos mais seguros, tanto
para as pessoas quanto para o meio ambiente, na producao de NPs. A tec-
nologia de fluido supercritico ¢ um dos métodos desenvolvidos para esse
propdsito, sendo dividida em duas principais técnicas: expansao rapida da
solucdo supercritica e rapida expansao da solucdo supercritica em solvente
liquido, que estdo descritas a seguir (Rao; Geckeler, 2011).

Na tradicional expansdo rdpida da solucdo supercritica, uma solucio
€ preparada dissolvendo o soluto em um fluido supercritico, seguido pela
rapida expansdo da solugdo através de um orificio ou um bocal capilar em
ar a temperatura ambiente. A supersaturacdo acompanhada pela rapida di-
minuicdo da pressdo na expansao resulta em nucleacdo homogénea e, com
isso, a formacgdo de particulas bem dispersas (Rao; Geckeler, 2011).

A segunda técnica, expansao rapida da solucdo supercritica em solven-
te liquido apresenta uma pequena e importante modificacdo, que consiste
em expandir a solucdo supercritica em um solvente liquido ao invés de ar, ou
seja, a solucdo expansivel passa pelo bocal em uma cdmara contendo agua
em temperatura ambiente. Como o polimero é insoluvel em agua, ele preci-

pita e entdo as nanoparticulas sdo formadas (Rao; Geckeler, 2011).

Polimerizacdo de mondémeros (bottom up)

A polimerizacao pode ser classificada em dois grupos: etapas e ca-
deias. As polimerizacGes em etapas se caracterizam por uma série de re-
acoes entre grupos funcionais reativos presentes nos monémeros. Ja nas
polimerizagdoes em cadeia utiliza-se um iniciador para formar um centro
ativo que entdo inicia e difunde de forma répida a polimerizacdo, usual-

mente por aquecimento, formando cadeias longas (Flory, 1953).

Polimerizacao em emulsao

A polimerizacdo em emulsdo é um método em que os monémeros sdo
dispersos em uma fase continua, geralmente dgua com a presenca de um

surfactante e a polimerizacao ocorre pela presenca de radicais livres prove-
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nientes da decomposicao de um iniciador soluvel ou parcialmente soltvel na
fase continua. O uso de dgua como meio de dispersdo permite a dissipacdo
de calor durante o processo de polimerizacao. As NPPs obtidas por este

método tém geralmente 100 nm de didmetro (Canevarolo JR., 2006).

Polimerizacao em miniemulsao

A polimerizacao em miniemulsdo consiste na distribuicdo de pequenas
goticulas em uma fase continua utilizando cisalhamento elevado, através de
técnicas de ultrassom ou homogeneizadores de alta pressdo. A vantagem da
miniemulsdo em relacdo a anterior é que essa utiliza um coestabilizador de
baixa solubilidade na fase continua, gerando uma barreira de difusdo do mo-
ndmero para o meio aquoso, dificultando o transporte das gotas pequenas
para as grandes e, com isso, gerando maior estabilidade na suspensao final
(Landfester, 2009; Jenjob et al., 2019).

Polimerizacdo em microemulsao

A polimerizacdo em microemulsdo apresenta algumas vantagens em re-
lacdo ao método de emulsao, tais como o tamanho e a morfologia da particu-
la obtida, o nimero médio de cadeias poliméricas, que sdo consideravelmente
menores, além de obter um resultado mais homogéneo (Ganguli et al., 2008).
Nesse método, um iniciador tipicamente soluvel em agua é adicionado a fase
aquosa de uma microemulsdo termodinamicamente estdavel, contendo micelas
inchadas, ent3o a polimerizacdo comeca espontaneamente e é influenciada pe-
las quantidades de sistemas surfactantes, que possuem uma tensao na inter-
face dleo/dgua perto de zero. Os tipos de iniciador e concentracgdo, surfactante,
mondmero e temperatura da reacdo sdo alguns dos fatores criticos que afe-
tam a cinética de polimerizacdo em microemulsdo e as propriedades das NPPs
(Eastoe; Warne, 1996; Jenjob et al., 2019).

Polimerizacao interfacial

A polimerizac3o interfacial é baseada na dissolucdo de dois mondmeros
“complementares” em um solvente no qual o polimero é insolidvel. Com a

adicao das duas fases ocorre a polimerizacdao de um filme na interface das
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solugdes, que deve ser removido para abrir espaco para os demais monéme-

ros polimerizarem (Landfester et al., 2010; Rao; Geckeler, 2011).

FUNCIONALIZACAO DE NANOPARTICULAS

Uma das caracteristicas mais importantes dos nanomateriais, que
permite sua extensa faixa de aplicacGes, é a sua capacidade de executar
funcdes especificas. O termo funcionalizacdo, comum em nanotecnolo-
gia, refere-se a execucdo de algumas funcdes quimicas ou bioldgicas por
meioda projecao e manipulacao desses materiais, de forma controlada e
pré-determinada (Toma, 2004).

Para modificar a superficie da nanoparticula de modo que altere seu com-
portamento, por exemplo, € possivel adicionar um peptideo para aumentar a
capacidade da NP de atravessar a barreira hemato-encefalica ou prolongar o
tempo de circulagdo sanguinea, entre outras possibilidades. A funcionalizacdo
pode ser considerada essencial para sua utilizacdo na drea biomédica (Pichot,
2004). A insercdo dos grupos funcionais nos polimeros pode ocorrer durante a
polimerizacdo, com o uso de monémeros especificos, ou por meio de posterior
modificacdo quimica no polimero (Tian et al., 2012).

A conjugac3do por meio de ligacdo covalente é interessante, pois fornece
uma rota para a formagdo de uma camada biofuncional, sendo a biomolécula
ligada de maneira irreversivel e estavel. Geralmente, os protocolos de conjuga-
¢ao consideram a disposicdo dos grupos funcionais na biomolécula e na nano-
particula funcionalizada. Os procedimentos mais comuns para imobilizar mo-
léculas sdo em suportes que contém grupos carboxilas. Por exemplo, o grupo
amina da biomolécula forma uma ligacdo peptidica com o grupo carboxilico da
nanoparticula, constituindo a etapa de ativacdo (Mahon et al., 2012).

Enquanto a técnica de adsorcdo nio especifica envolve o acoplamento
do elemento bioldgico por meio de ligacdes fracas, tais como forca de van der
Waals, forcas eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio ou interaces hidrofdbi-
cas, aimobilizacdo é alcancada simplesmente pelo contato das particulas com
o material bioldgico pelo tempo suficiente para que o equilibrio da adsorcdo
seja atingido (Welsch et al.,, 2013).
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CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a microscopia ele-
trénica de transmissdo (MET) tém sido amplamente empregadas para
observar a morfologia e tamanho das NPs. A MEV utiliza um feixe de elé-
trons no lugar de fétons, como nos microscépios épticos, para explorar
a superficie da amostra, enquanto a MET pode permitir a diferenciacdo
entre nanocapsulas e nanoesferas, possibilitando também a determina-
cdo da espessura da parede das nanocdapsulas (Schaffazick et al., 2003).

No entanto, o método mais comumente utilizado é o espalhamento
de luz dindmico, devido a sua facilidade e rapidez, e se baseia na relacéo
Stokes-Einstein. Resumidamente, a velocidade da difusdo das NPs em uma
suspensao liquida que ocorre com o movimento Browniano é dependente do
tamanho, temperatura e viscosidade do liquido. As NPs de menor tamanho
movimentam-se mais rapido do que as de maior tamanho. O equipamen-
to captura o espalhamento de luz pelas particulas individuais e analisa por
meio de um software, determinando assim a distribuicdo do didmetro e a
concentracao de NPs presentes na suspensdo (Schaffazick et al., 2003).

Além do tamanho das NPs, existem outras caracteristicas que devem ser
observadas, como o potencial zeta, a temperatura e o pH. O potencial zeta
reflete o potencial de superficie das NPs e pode sofrer alteracées com a disso-
ciacdo de grupos funcionais na superficie ou da adsorcdo de espécies idnicas
presentes na suspensdo de NPs. Um alto valor em mddulo, ou seja, indepen-
dentemente de ser negativo ou positivo, indica uma melhor estabilidade da
suspensao, pois grandes forcas repulsivas tendem a evitar a agregacao das
NPs. Alguns componentes podem ser incorporados a sintese para aumentar
a estabilidade da suspensdo como o polietilenoglicol, peptideos, proteinas,
anticorpos, entre outras estratégias possiveis (Cancino et al., 2014).

A temperatura é outro fator importante que deve ser observado duran-
te e apds a sintese para a preservacao do material. O polimero é sensivel a
maiores temperaturas, pois o calor pode iniciar o seu processo de degrada-
¢3o e erosdo. Durante a sintese, o pH deve ser mantido dentro da faixa de-
sejada para evitar alteracdes no resultado, como, por exemplo, tamanhos di-

ferentes. Apds a sintese, o monitoramento do pH pode fornecer informacdes
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relevantes sobre a estabilidade de suspensbes nanoparticuladas em funcao
do tempo e, por exemplo, a alteracdo do pH pode ser indicio de degradac&o

do polimero (Owen et al., 2012).

CONCLUSOES

O conhecimento de vdrias técnicas de sintese de NPPs permite uma esco-
lha mais adequada para cada projeto. Apesar do grande avanco nas técnicas de
sintese nos ultimos anos, ainda é necessario desenvolver um maior controle no
tamanho das NPPs obtidas. Além disso, as preocupacdes com o meio ambiente
também devem ser consideradas no desenvolvimento de novos materiais. Com
esforcos de equipes multidisciplinares sera possivel permitir novas aplicagdes e

aprimorar as NPPs.

159



REFERENCIAS

BINDSCHAEDLER, C.; GURNY, R.; DOELKER, E. Process for Preparing a
Powder of Water-Insoluble Polymer which Can Be Redispersed in a Liquid
Phase, the Resulting Powder and Utilization Thereof. Patent WO, v. 88,
p. 08011, 1988.

BIRNBAUM, D. T.; KOSMALA, J. D.; BRANNON-PEPPAS, L. Optimization of
Preparation Techniques for Poly(Lactic Acid-Co-Glycolic Acid) Nanoparti-
cles. Journal of Nanoparticle Research: An Interdisciplinary Forum for Nano-
scale Science and Technology, v. 2, n. 2, p. 173-181, 2000.

CANCING, J.; MARANGONI, V. S.; ZUCOLOTTO, V. Nanotechnology in Me-
dicine: Concepts and Concerns. Quimica Nova, v. 37, n. 3, p. 521-526, 2014.

CANEVAROLO JR., S. V. Ciéncia dos polimeros. Sao Paulo: Artiliber, 2002.
EASTOE, J.; WARNE, B. Nanoparticle and Polymer Synthesis in Micro-

emulsions. Current Opinion in Colloid & Interface Science, v. 1, n. 6,
p. 800-805, 1996.

FERRARI, M. Cancer Nanotechnology: Opportunities and Challenges. Nat.
Rev. Cancer,v.5,n. 3, p. 161-171, 2005.

FLORY, P. J. Principles of Polymer Chemistry. Ithaca: Cornell University, 1953.
GANGULI, Ashok K. et al. Microemulsion Route to the Synthesis of Nano-
particles. Pure and Applied Chemistry, v. 80, n. 11, p. 2451-2477, 2008.
JENJOB, R.; PHAKKEEREE, T.; SEIDI, F.; THEERASILP, M.; CRESPY, D. Emul-
sion Techniques for the Production of Pharmacological Nanoparticles. Ma-
cromolecular Bioscience, v. 19, 2019.

KANWAR, J. R. et al. Nanoparticles in the Treatment and Diagnosis of Neu-
rological Disorders: Untamed Dragon with Fire Power to Heal. Nanomedici-
ne: Nanotechnology, Biology, and Medicine, v. 8, p. 399-414, 2012.
LANDFESTER, K. Miniemulsion Polymerization and the Structure of Poly-
mer and Hybrid Nanoparticles. Angewandte Chemie International Edition,
v. 48, p. 4488-4507, 2009.

LANDFESTER, K.; WEISS, C. K. Encapsulation by Miniemulsion Polymeriza-
tion. In: CARUSO, Frank (ed.). Modern Techniques for Nano- and Microreac-
tors/-reactions. Berlin: Springer Berlin Heidelberg, 2010. p. 1-49.
MAHON,E. et al. Designing the Nanoparticle-Biomolecule Interface for
“Targeting and Therapeutic Delivery”. Journal of Controlled Release, v. 161,
p. 164-174,2012.

160



MISHRA, V., KESHARWAN!I, P, JAIN, N. Functionalized Polyme-
ric Nanoparticles for Delivery of Bioactives. Drug Nano-carriers,
v. lll, p. 91-123, 2014.

MUKHERJEE A. et al. Lipid-Polymer Hybrid Nanoparticles as a Next-Gene-
ration Drug Delivery Platform: State of the Art, Emerging Technologies, and
Perspectives. Int J Nanomedicine, v. 19, n. 14, p. 1937-1952, 20109.

OWEN, S. C.; CHAN, D. P. Y; SHOICHET, M. S. Polymeric Micelle Stability.
Nano today, v. 7, n. 1, p. 53-65, 2012.

PICHOT, C. Surface-Functionalized Latexes for Biotechnological Applica-
tions. Current Opinion in Colloid & Interface Science, v. 9, p. 213-221, 2004.
RAO, J. P,; GECKELER, K.E. Polymer Nanoparticles: Preparation Techni-
ques and Size-Control Parameters. Progress in polymer science, v. 36, n. 7,
p. 887-913, 2011.

SCHAFFAZICK, S. R. et al. Caracterizacdo e estabilidade fisico-quimica de
sistemas poliméricos nanoparticulados para administracdo de farmacos.
Quimica Nova, v. 26, p. 726-737, 2003.

TIAN, H. et al. Biodegradable Synthetic Polymers: Preparation, Functio-
nalization and Biomedical Application. Progress in Polymer Science, v. 37,
p. 237-280, 2012.

TOMA, H. E. O mundo nanométrico: a dimensdo do novo século. Sdo Paulo:
Oficina de Textos, 2004.

VANDERHOFF, J. W.; EL AASSER, M. S,; UGELSTAD, J. Polymer Emulsifica-
tion Process. US Patent 4.177.177 (1979).

WANG, Y.; TAN, Y. Enhanced Drug Loading Capacity Of 10-Hydroxycamp-
tothecin-Loaded Nanoparticles Prepared by Two-Step Nanoprecipitation
Method. Journal of Drug Delivery Science and Technology, v. 36, p. 183-
191, 2016.

WELSCH, N. et al. Adsorption of Proteins to Functional Polymeric Nanopar-
ticles. Polymer, v. 54, p. 2835-2849, 2013.

161



Suspensoes poliméricas para recobrimento
de material particulado em leito mdvel

Mariana Ferreira Avila®
Karina Luzia Andrade?
Raul Favaro Nascimento?®

INTRODUCAO

O recobrimento é um importante processo aplicado em diferentes seto-
res industriais, como quimico, alimenticio, agricola e farmacéutico. Consiste
na modificacdo das propriedades quimicas e fisicas de diferentes materiais
particulados com a finalidade de agregar caracteristicas favoraveis ao pro-
duto final, tais como:

¢ Modificar, sustentar e/ou retardar o principio ativo de um medicamento;

e Ativar ou produzir um catalisador;

e Colorir comprimidos e alimentos (fatores estéticos);

e Mascarar sabores e odores indesejaveis;

e Proteger sélidos contra agentes ambientais, em particular, umi-

dade, luminosidade, calor excessivo e produtos téxicos;

e Melhorar as propriedades de manuseio, entre outros.

A escolha do equipamento utilizado no processo de recobrimento estd
diretamente associada as propriedades fisicas e quimicas das particulas e as
condicBes de processo, como: tamanho e densidade das particulas, escala
de producdo, demanda de energia, geometria do equipamento e custos ope-
racionais. Dentre os diversos equipamentos utilizados para o recobrimento
de particulas com suspens&es poliméricas empregando material particula-
do, destacam-se os leitos fluidizados e leitos de jorro.

A utilizac3o de leito mdvel é justificada por suas caracteristicas fluidodi-
namicas, como o movimento ciclico e continuo dos sélidos, responsavel por
garantir a homogeneidade do produto e o intimo contato fluido-sdlido, o que
proporciona altas taxas de transferéncia de massa e de calor, permitindo que

as particulas sejam recobertas e secas simultaneamente, obtendo produtos
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de elevada qualidade, estabilidade e protecao (Zhang; Hoffmann; Tsotsas,
2020; Almeida; Rocha 2008).

Para que ocorra efetivamente o processo de recobrimento em leito
modvel é importante que exista uma boa ades3o particula-suspens3o, isto
significa que o trabalho de adesdo juntamente com as caracteristicas do
sélido e da suspensdo sdo fatores determinantes neste processo (For-
oughi-Dahr et al., 2017). Portanto, materiais que apresentam maior ener-
gia superficial possuem maior receptividade da suspensdo e maior capaci-
dade de formacdo de camada sobre sua superficie (Xie et al. 2020; Rocha;
Donida; Marques, 2009).

SUSPENSAO DE RECOBRIMENTO E O MATERIAL PARTICULADO

O processo de recobrimento possui a finalidade de revestir totalmente
a superficie através da aspersdo de uma solucdo sobre as particulas em mo-
vimento em um leito, sendo geralmente uma suspensao polimérica o agen-
te de recobrimento (Yusof et al., 2019; Foroughi-Dahr et al., 2017; Rocha;
Taranto; Moris, 2009).

Segundo Freire e Oliveira (1992), os principais tipos de recobrimento di-
videm-se em trés grupos: recobrimento com suspensdes a base de acucar, re-
cobrimento por pelicula e recobrimento por solidificacdo de material fundido.

Recobrimento com suspensdes aquosas a base de aclcar: a aplicacdo
do recobrimento em comprimidos com solugdes de aglcar realiza-se em va-
rias etapas, que fazem com que o processo completo, em equipamento con-
vencional, dure de horas a dias para cada carga de comprimidos. O processo
comum, utilizando esse tipo de solucdo, ocorre da seguinte forma: aplicacao
de uma cera sobre o comprimido (etapa de selamento); um pré-recobrimen-
to com um xarope menos viscoso; o recobrimento propriamente dito com a
solugdo e um polimento final. Devido a estas varias etapas, o produto final
tem o tamanho bastante aumentado e o volume do comprimido chega a
ser 50% superior ao original. Como consequéncia, o recobrimento protege
eficientemente a droga das condicOes externas e mascara o sabor e/ou odor
indesejavel. E uma técnica também utilizada para o recobrimento de balas e

confeitos (Epstein; Grace, 2011).
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Recobrimento a base da solidificacdo de materiais fundidos: as principais
diferencas referentes aos procedimentos utilizados neste tipo de recobrimen-
to sdo: o material é atomizado sobre as particulas no estado fundido e, geral-
mente, ndo se utiliza solventes. O recobrimento é obtido por resfriamento do
leito, provocando a solidificacdo do material de cobertura sobre as particulas.
Um exemplo de aplicacdo desta técnica é o recobrimento de fertilizantes mui-
to sollveis com enxofre para reduzir a taxa de liberacdo do nutriente.

Recobrimento por pelicula: esta operacdo consiste na deposicdo por
atomizacdo de uma membrana fina e uniforme na superficie das particulas,

conforme Figura 1.

FIGURA 1 — MECANISMO DE RECOBRIMENTO EM PELICULA

Solugéo de
recobrimento

A
i
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ATOMIZACAO UMEDECIMENTO E EVAPORAGAO PARTICULA
ESPALHAMENTO RECOBERTA

Fonte: Os autores (2020).

Os componentes principais de uma composicdo para o recobrimento por
pelicula sdo um polimero base, um plastificante, pigmentos corantes e um
solvente, sendo os principais polimeros utilizados os derivados de celulo-
se, como o acetato ftalico de celulose e o hidroxi-propril metilcelulose, ou
acrilicos como copolimeros de dcido metacrilico e do metacrilato de metila,
ou, ainda, para finalidade adsorvente, biopolimeros naturais como quitosana
e alginato de sddio. A maioria dos polimeros empregados sdo sollveis em

agua ou em solventes de base orgénica; caso o polimero ndo seja soluvel
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em dgua, como exemplo do metilcelulose, alguns acrilicos e biopolimeros
podem ser aplicados na forma de dispersdes aquosas (Yusof et al., 2019;
Avila et al., 2020).

A incorporacdo de um plastificante na formulacao tem a finalidade de
dar flexibilidade a pelicula final, de forma a suportar melhor os esforcos (Xie
et al., 2020). Ja os solventes tém a funcdo de facilitar a deposicdo dos mate-
riais formadores de pelicula a superficie do substrato. As principais vanta-
gens desse processo sao:

e Pequena variacdo de massa, tamanho e forma do produto final;

e Curto tempo de processamento;

e Maior eficiéncia e rendimento do processo;

¢ Flexibilidade das formulacoes;

e Maior resisténcia da cobertura.

De acordo com Kleinbach e Riede (1995), cada produto recoberto pos-
sui diferentes requisitos de qualidade. Porém, muitas aplicacbes, como a
coloracdo de alimentos, producdo de adsorventes e a geracao de produtos
com efeito retardado exigem um recobrimento uniforme e de mesma es-
pessura em toda sua superficie. Sendo assim, classifica-se o processo de
recobrimento nos tipos A, B ou C.

O recobrimento do tipo A é considerado o recobrimento ideal, em que
sua superficie se apresenta intacta, com espessura uniforme e liberacéo da
substancia de interesse de forma gradual. J& recobrimentos do tipo B tam-
bém se apresentam intactos, entretanto, podem ocorrer variacbes em sua
espessura, tamanho do nucleo da particula e/ou na prépria camada de re-
cobrimento. E, por uUltimo, os recobrimentos do tipo C podem apresentar
avarias semelhantes as observadas no tipo B, porém com buracos e fissuras
em sua estrutura, o que pode ocasionar em perdas ou inutilizacdo de suas
substancias a depender de sua aplicacdo (Kleinbach; Riede, 1995).

O desempenho deste processo depende das caracteristicas inerentes
aos materiais de recobrimento e do sélido, consequentemente da fluidodi-
namica e também da ades3o recobrimento-particula. Sendo assim, no pro-

cesso de recobrimento, a gota é capturada pelo sélido e seca, formando o
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filme aderido, diferenciando-se do processo de secagem, em que a gota é
capturada pelo sélido, seca e desprende-se, pois ndo existe forca suficiente
para manté-la aderida. Diante disto, o mecanismo de crescimento das parti-
culas em um leito é governado por dois principios.

Aglomeracdo: resulta da aderéncia de pequenas particulas pela for-
macao de pontes liquidas e sélidas entre elas. Este mecanismo promove a
formacdo de particulas maiores com pelo menos duas vezes seu tamanho
inicial, chamadas de aglomerados.

Formacdo de camadas: corresponde a deposicdo de um ingrediente so-
bre toda a superficie da particula.

Portanto, no processo de recobrimento estuda-se o mecanismo de for-
macao de camadas, em que as gotas da suspensao sdo aderidas ao sélido e
formam um filme sobre a particula, com a formacdo da camada inicial. Con-
sequentemente, com a deposicao de suspensao sobre a camada formada,

tém-se a formacado de diversas camadas, conforme a Figura 2.

FIGURA 2 — MECANISMO DE CRESCIMENTO DAS PARTICULAS POR FORMACAO
DE CAMADAS
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Fonte: Os autores (2020).

A adesdo das gotas do material de revestimento na particula envolve a ca-
racteristica da molhabilidade e espalhamento sobre o sélido. A molhabilidade
de um sdlido por um liguido pode ser quantificada pelo angulo de contato entre

as trés fases presentes: sélido-liquido-gas.

CARACTERIZAGAO DOS MECANISMOS DE ADESAO
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Durante a operacdo de recobrimento est3o presentes trés fases, a fase
sélida (particulas), liquida (suspensdo de recobrimento) e a gasosa (o ar de
movimentacao), e devido a interacdo entre as fases, ocorrem diferentes fe-
némenos simultaneamente:

e Interacdo gds-sdlido, ou seja, o contato do ar de movimentacéo

com as particulas dentro do leito mével;

e Aspersdo do material de recobrimento na forma de gotas;

e Espalhamento das gotas sobre a superficie das particulas, seguida

pela formacgdo de uma camada liquida e a adesdo da gota na particula

(transferéncia de massa) ou coalescéncia das gotas sobre a superficie

das particulas antes da secagem (transferéncia de calor) das gotas para

formacdo da camada de recobrimento;

e Formacao de camadas ou superposicao de diferentes camadas de gotas

sobre a particula; apds ciclos de molhamento-secagem, um filme continuo

sera formado, com uma espessura controlada e de composicao estabelecida.

Diante disto, o desempenho do processo de recobrimento depende de
um conjunto de caracteristicas do sélido e do liquido de recobrimento e da
adesdo liquido-sdlido (Xie et al., 2020). A adesdo das gotas da suspensao
polimérica envolve a caracteristica da molhabilidade e espalhamento do re-
cobrimento sobre o sélido.

A energia de molhamento, ou seja, a molhabilidade de um sélido, de-
pende do angulo de contato entre as trés fases presentes: sélido-liquido-
-gas. O angulo de contato, 8 , é definido como o dngulo subtendido pela
tangente da fronteira gas-liquido a partir do ponto trifdsico e a tangente
3 fronteira sélido-liquido a partir do mesmo ponto. E uma propriedade
dependente das caracteristicas quimicas e fisicas das superficies da par-
ticula (sélido) e da suspensdo de recobrimento (liquido), como higrosco-
picidade, rugosidade e tensdo superficial (Adamson, 1990).

A tensdo superficial de um liquido pode ser definida como a forca de
tensdo superficial por unidade de comprimento, ou seja, representa a forca
necessaria para estender a superficie por unidade de distdncia (ou equiva-
lente, energia requerida para criar uma unidade de drea superficial para uma

dada interface).
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Um balanco de tensdes interfaciais, como mostra a Figura 3, fornece o dngu-

lo de contato, e é definido pela equacdo de Young (Equacdo 1):

npcosf + o, = o5 (1)

FIGURA 3 — ANGULO DE CONTATO DO SISTEMA SOLIDO-LIQUIDO-GAS

oy, vapor

liguido

solido
Fonte: Os autores (2020).

Quando a base da superficie sélida é receptiva ao liquido, o angulo de
contato ¢ inferior a 90°, indicando que o sdélido € molhado pelo liquido. Para
superficies ndo receptivas, o dngulo de contato é superior a 90°, indicando
que o liquido ndo molha bem o sdélido. Nas condicGes limites, 8 = 0° e 6 =
180°, a molhabilidade é completa e ndo ha molhabilidade, respectivamente
(Decker; Frank; Garoff, 1999; Kwok; Neumann, 1999).

O efeito da molhabilidade também pode ser quantificado a partir do tra-
balho de adesdo, W_,, Equacao 2 (Neumann; Good, 1979):

Vea = op(1 +cost (2)

Altos valores de trabalho de adesdo indicam uma boa molhabilidade
com possibilidade de alta adesao, enquanto que baixos valores de adesao
indicam uma baixa molhabilidade (Neumann; Good, 1979; Adamson, 1990;
Iveson et al., 2001). Quando 6 = 0°, o trabalho de ades3do entre o sélido e o
liquido € igual ao trabalho de coesdo do liquido W ;, definido na Equacdo 3,
que corresponde ao trabalho requerido para separar uma unidade de area
de uma interface. Assim, o liquido pode se espalhar indefinidamente sobre

a superficie, uma vez que, energeticamente, o sistema ¢ indiferente ao fato
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de o liquido estar em contato com si mesmo ou com o sélido. Em oposicdo,

se 8 =180°cosf =-1eW,,=0, ndo hd consumo de energia de Gibbs para

separar o sélido e o liquido.

Wer = 20y, (3)

A determinacdo da molhabilidade é comumente realizada a partir do
angulo de contato do sistema sélido-liquido-gds e da tens3o superficial do
liquido. Dentre as metodologias existentes, o angulo de contato em sélidos
pode ser medido por andlise de imagens da gota séssil ou pendente, ou para
pos, através de penetracao capilar de diferentes liquidos em um leito fixo de
particulas (Adamson, 1990; Awaja et al., 2009).

J& para determinacdo da tensdo superficial da suspensdo poliméri-
ca, utiliza-se métodos como: tensidmetro de duNouy (anel), método de
Wilhelmy (placa) e método da gota (Castellan, 1986; Adamson, 1990).

Um outro fator determinante para o éxito no processo de recobrimento é
o conhecimento da reologia das suspensoes de recobrimento, pois auxilia no
estabelecimento de uma relacdo entre a taxa de alimentacdo do liquido e do
ar no bico atomizador, além da importante contribuicdo no espalhamento da
superficie do material particulado.

As medidas reoldgicas padrdo sdo obtidas em equipamentos cuja
geometria produz um escoamento viscosimétrico. A grande maioria das sus-
pensdes poliméricas utilizadas no processo de recobrimento de particulas
apresenta comportamento dilatante ou pseudopldstico, e muitos apresen-
tam um comportamento de tixotropia ou reopetia, o que pode facilitar ou
dificultar o procedimento experimental (Rosa; Moraes Junior, 2019).

DETERMINACAO DA EFICACIA DO PROCESSO DE RECOBRIMENTO

Monitoramento em tempo real do processo

Com a crescente automacao dos processos industriais, a aplicacdo de
técnicas de monitoramento em tempo real para o acompanhamento do
comportamento do leito de particulas é de extremo interesse para projetar,
analisar e controlar o processo de recobrimento de particulas (ROSA et al.
2020). As medidas em tempo real, além de possibilitarem o monitoramen-

to continuo da cinética de crescimento do tamanho de particula, também
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permitem o melhor entendimento dos fendmenos que ocorrem durante o
processo, possibilitando assim o controle de pardmetros criticos tais como
o tamanho das particulas e teor de umidade e, consequentemente, a manu-
tencdo de condicdes estdveis de fluidizacdo durante a operacdo de recobri-
mento de sdélidos em leito fluidizado (Silva; Taranto, 2015).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para monitoramento on-line
(medida em tempo real através de uma amostragem continua ou quase conti-
nua ou através de um by-pass no processo), in-line (medida e andlise realizada
diretamente dentro do equipamento) e at-line (medida de uma amostra proximo
a0 processo No ambiente de producao).

A Velocimetria de Filtro Espacial (VFE) (Spatial Filter Velocimetry —
SFV) é uma técnica in-line de monitoramento do tamanho de particulas que
tem sido bastante empregada nos ultimos anos em processos de aglome-
racdo e recobrimento em leito fluidizado (Langner et al., 2020; Shibayama;
Funatsu, 2021; Silva; Taranto, 2015). O monitoramento in-line do tamanho
de particulas através desta técnica é comumente realizado por meio de son-
das compactas que permitem medicoes em tempo real do tamanho e da ve-
locidade de particulas sdlidas. A técnica de VFE permite obter informacoes
da velocidade e do tamanho das particulas quando essas passam por um fei-
xe de laser e a sombra das particulas é registrada por um conjunto de fibras
Opticas. As informacGes de tamanho obtidas por esta técnica se baseiam no
calculo do comprimento de corda (x), que consiste na distancia entre dois
pontos na sombra da particula. O comprimento de corda (x) representa o

tamanho da particula.

Eficiéncia

A eficiéncia do processo () de recobrimento é definida como a razdo entre a
massa de sdlidos aderida as particulas e a massa de sélidos na suspensao adicionada
ao leito (Kucharski; Kmie¢, 1989; Foroughi-Dahr et al., 2017; Lipin; Lipin; Wéjtowicz,
2020). Para avaliar a eficiéncia do recobrimento (n) a partir do crescimento das par-
ticulas experimental (§ ) pode-se adotar a razdo entre o crescimento obtido experi-

mentalmente e o crescimento tedrico (Equacbes 4 e 5), ou seja, 0 maximo crescimento
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obtido, considerando que toda a massa de liquido atomizada fosse aderida a da parti-

cula, ndo havendo perdas por elutriacdo e também nas paredes do leito.

Steérico = quspensﬁo-Psuspen_f.'ﬁ?-t.empo-cséh'dos (4)
Massa inicial
&
p= e (5)
Stedrico

Anélises qualitativas dos processos de recobrimento

A superficie do material particulado recoberto com suspensao polimérica pode
ser analisada com o auxilio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e por meio
de técnica semiquantitativa (EDS), com a utilizacdo de microscépio eletronico.

A partir de analises de imagens de microscopia eletronica de varredura pode-se
observar mudancas de textura na superficie das particulas recobertas, apresentacéo
de aspectos opacos e rugosos, assim como espessura uniforme e homogeneidade da

distribuicdo superficial das particulas.

CONCLUSAO

O processo de recobrimento de material particulado com suspensées poliméri-
cas em leitos mdveis gera resultados satisfatdrios, tanto do ponto de vista do desem-
penho do processo como da qualidade do produto final. A grande vantagem na utili-
zacdo de leitos mdveis com a finalidade de recobrimento esta na ampla flexibilidade
de formulacoes para as mais diversas aplicacoes, com a possibilidade de confirmacao
da efetividade do recobrimento, apenas se assegurando de que a interacao entre a

suspensdo polimérica e o material particulado atende as caracteristicas de adesdo.
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INTRODUCAO

A engenharia de tecidos, ramo da engenharia biomédica, € um campo de
estudos interdisciplinar que compreende a regeneracdo de ossos, cartilagens,
nervos, figado, retina, cérnea, tecido cardiaco e pele, dentre outros (Agrahari et
al., 2017; Nagarajan et al., 2017). Trata-se de uma area que objetiva reparar a
fungdo normal de drgdos, tecidos e células, por meio do uso de andaimes fibrosos
e fatores de crescimento. Torna-se, portanto, fundamental a idealizacdo de um
material contendo caracteristicas fisico-quimicas necessarias e apropriadas para
a sua aplicacdo na medicina regenerativa (Nagarajan et al., 2017).

Dentre as diversas técnicas utilizadas para a producdo de andaimes fibro-
sos, a eletrofiacdo (electrospinning) é de grande interesse e valia por representar
uma técnica versatil para producdo continua de fibras nas dimens&es de micro
ou nanoescala (Figura 1), ser de facil obtencdo, baixo custo e com capacidade

para producdo em nivel industrial.
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FIGURA 1 — IMAGEM DE MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA (MEV) DE
UM ANDAIME FIBROSO

Fonte: Os autores (2020).

Essas fibras apresentam caracteristicas Unicas, com destaque para
elevada relacdo superficie-volume, estabilidade, permeabilidade, poro-
sidade controlada e analogia morfoldgica com a matriz extracelular, for-
necendo suporte estrutural e ambiente oportuno, disponibilizando fa-
tores de crescimento para diferenciacdo de células (Huang et al., 2003;
Dong; Kennedy; Wu, 2011; Nagarajan et al., 2016; Zhou et al., 2016;
Nagarajan et al., 2017; Gao et al., 2019; Wu et al., 2020).

Ainda, essa alta porosidade auxilia a permeabilidade ao ar, funda-
mental para a respiracao celular. A presencga de pequenos poros oca-
siona absorcao eficaz dos exsudatos, ajustando a desidratacao da lesao
e preservando-a de infeccdes bacterianas (Rho et al., 2006; Agrahari,
et al., 2017). Outra caracteristica de grande importancia dos andaimes
eletrofiados trata-se das propriedades mecanicas reguldveis, que evitam

a contracdo da lesdo durante o implante. Destacam-se ainda caracteris-
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ticas como homeostase otimizada, flexibilidade e resisténcia mecénica
do andaime e possivel funcionalizacdo com diversas moléculas bioativas
(Agrahari et al., 2017).

PREPARACAO

A producao de andaimes fibrosos pode ser feita com o uso de po-
limeros naturais e/ou polimeros sintéticos. Os polimeros naturais sdo,
em geral, biocompativeis e biodegradaveis, mas apresentam algumas
limitagdes como dificuldades nas técnicas de processamento, instabili-
dade e propriedades mecanicas frageis (Bediam et al., 2017; Nagarajan
et al., 2017). Para superar essas limitacGes, a combinacdo de polime-
ros naturais entre si e/ou com outros polimeros sintéticos tem se de-
monstrado uma alternativa interessante. Os polimeros sintéticos, alguns
destes biocompativeis, possuem excelentes propriedades mecanicas e
seu uso combinado a um polimero natural garante um reforco mecani-
co e maior estabilidade ao conjunto (Radhakrishnan; Jose; Kurup, 2015;
Nagarajan et al., 2017). Alguns dos polimeros sintéticos e naturais que

mais destacam-se na engenharia de tecidos estdo listados na Tabela 1.

TABELA 1 — POLIMEROS UTILIZADOS EM ANDAIMES NA ENGENHARIA DE
TECIDOS E ALGUMAS APLICACOES.

Polimeros Aplicacdo Referéncia

Alginato* Aplicagdes gerais Tan etal. (2020)

Alginato! + Quitosanat Curativo Bakhsheshi-Rad et al. (2020)

Continua
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Borracha natural* + PCL?

Biomaterial

Costa (2014)

Borracha natural® + PVA?

Sistema de administracao de
medicamentos

Jayadevan; Alex; Gopa-
lakrishnapanicker, (2018)

Borracha natural® + PVA?

Curativo

Azarian; Boochathum; Kong-
sema (2019)

Gelatina?

AplicacGes gerais

Nagarajan et al. (2016);
Jirkovec et al. (2019);

Gelatina! + PCL?

Andaimes nanofibrosos
imobilizados com fator de
crescimento epidérmico para
comportamento celular

Tigli et al. (2011)

Fibrina?!

Liberacao de fator de cresci-
mento endotelial vascular

Zhou et al. (2016)

Quitosanat

Curativo

Bayat et al. (2019)

PEG? + Quitosana® + Algi-
nato?!

AplicacGes gerais

Radhakrishnan; Jose; Kurup
(2015)

PLGA?

Substituigao de tecidos
moles e duros

Fouad et al. (2013)

PLGA? + PEG?

Liberagao de medicamentos

Zhang et al. (2018)

PVA?

Curativo

Chao et al. (2018)

178

Continua




PVAZ? + Quitosanat Curativo Alavarse et al. (2017)

PU? Curativo Zatoi (2020)

Engenharia de tecidos

PU? + Gelatina?! .
dsseos

Ali et al. (2020)

LEGENDA: =POLIMERO NATURAL:; 2=POLIMERO SINTETICO; PCL=POLICAPROLAC-
TONA; PVA=POLI(VINIL ALCOOL); PEG= POLIETILENOGLICOL; PLGA= POLI(ACIDO
LATICO-CO-ACIDO GLICOLICO); PU= POLIURETANO.

Fonte: Os autores (2020)

Destaca-se a fabricacdo de andaimes fibrosos a partir de polimeros
sintéticos e naturais, empregando técnicas de modificacdo de superficie
para melhorar suas fungoes e aplicabilidade. Nesse contexto, utiliza-se
variadas moléculas bioativas, bem como agentes medicinais aptos para

aplicacoes na engenharia de tecidos (Sofi et al., 2019).

Técnica

A arquitetura simples do equipamento torna a eletrofiacdo uma técnica
versatil perante o processamento de diversos polimeros biocompativeis em
estruturas fibrosas (Sill; Von Recum, 2008). O equipamento é constituido

por trés elementos essenciais, como € observado na Figura 2.

FIGURA 2 — PROCESSO DE ELETROFIACAO

Fonte: Os autores (2020)

179



1. Um capilar através do qual a solucdo polimérica (polimero solubilizado
em um solvente) a ser eletrofiada é forcada com auxilio de uma bomba. Ge-
ralmente utiliza-se uma seringa com agulha de metal.

2. Uma fonte de alta tensao com polaridade positiva ou negativa, respon-

savel por estabelecer uma diferenca de potencial entre a solucdo e o coletor.

A tens3o utilizada costuma variar de 1 a 30 kV.

3. Um coletor aterrado no qual as fibras sao recolhidas. Este coletor pode

apresentar configuracdo de placa estaciondria (promove a formacdo de um

tapete de fibra orientado aleatoriamente) ou rotativa (promove formacao de
tapetes com fibras alinhadas, onde a velocidade de rotacao desempenha
papel essencial na determinacgao do grau de anisotropia).

No processo de eletrofiacdo utiliza-se uma bomba para forcar a saida da so-
lucdo polimérica através do capilar, onde forma-se uma gota pendente na ponta.
Ao conectar um eletrodo da fonte de alta tensdo diretamente no capilar e ao
ligar a fonte de tensdo, uma elevada diferenca de potencial é estabelecida entre
a solucdo e o coletor. Desta forma, ocorre um acimulo de cargas elétricas na so-
lucdo polimérica e o surgimento de forca de campo elétrico. Acontecem, entdo,
interacOes repulsivas entre cargas de sinais semelhantes na solugdo polimérica
e também interacdes atrativas, devido a forca de atracdo entre essa solucdo car-
regada eletricamente e o coletor aterrado, onde a diferenca de potencial é esta-
belecida, o que resulta no alongamento da gota pendente na ponta do capilar na
direcado do coletor.

De acordo com o aumento da forca do campo elétrico sera alcancado um
ponto onde as forcas eletrostaticas irdo equilibrar a tenséo superficial da solu-
¢ao, ocasionando o surgimento do cone de Taylor. Ao aumentar a tensao apli-
cada além desse ponto, um jato de fibra é ejetado do apice do cone, sofrendo
aceleracdo em direcdo ao coletor aterrado. Diante dessa aceleracao, o jato de
fibra sofre um processo de alongamento e chicoteamento de forma instavel, pro-
duzindo um fio longo e fino. De forma simultdnea ao alongamento, acontece a
evaporacado do solvente, que promove a reducdo do didmetro do jato em uma
escala micro ou nanométrica. Por fim, as fibras poliméricas que s3o atraidas pelo
coletor sdo depositadas e produz-se a malha ou andaime de fibras (Jaworek;
Sobcsyk, 2008; Sill; Von Recum, 2008).
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Para a obtencdo de fibras devidamente estruturadas é necessdrio que o
processo de eletrofiacao seja eficiente, devendo, assim, levar em consideragao
os seguintes fatores (Ramakrishna et al., 2005):

a) Utilizacdo de solvente adequado que garanta a dissolucao do polimero;

b) Utilizacdo de solvente que apresente pressao de vapor que garanta a rapi-

da evaporagao, mantendo a integridade da fibra ao atingir o coletor. Essa rapi-

dez deve garantir que a fibra endureca antes de atingir a faixa de nandmetros;

c) Utilizacao de solvente com viscosidade e tensao superficial adequa-

das, ndo podendo ser muito elevadas, pois impedem a formacao do jato,

e nem muito pequenas, assegurando que a solucdo polimérica seja dre-

nada livremente do capilar;

d) A fonte de tens3o elétrica deve superar a viscosidade e a tensao

superficial da solucdo polimérica, possibilitando a formacado e susten-

tacao do jato do capilar.

Denota-se, portanto, que embora a eletrofiagcdo seja considerada uma téc-
nica relativamente simples e versétil para a formacdo de andaimes fibrosos, va-
rios parametros podem influenciar as propriedades das fibras produzidas (Deit-
zel et al., 2001; Ramakrishna et al., 2005; Sill, Von Recum, 2008; Bhattarai et al.,

2018). Esses pardmetros estdo elencados na Figura 3.

FIGURA 3 — PARAMETROS INFLUENCIADORES DO PROCESSO DE ELETROFIACAO
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Fonte: Os autores (2020).
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Para que haja otimizacao do processo, necessita-se que estes pa-
rametros sejam mantidos constantes durante a eletrofiacdo, permitindo,
assim, a producdo de fibras de forma continua e consistente em relacdo

as suas propriedades fisico-quimicas (Bhattarai et al., 2018).

Pardmetros de processo

|.  Tensdo aplicada: o campo elétrico e o potencial elétrico aplicado deter-
minam a aceleracdo e o estiramento das fibras, portanto, sdo parametros rela-
cionados a morfologia destas (Ramakrishna et al., 2005). Voltagens maiores que
6 kV fazem com que a queda da solucgdo na ponta do capilar se distorca na forma
de um cone de Taylor (Taylor, 1964). TensGes mais altas podem ser necessarias
para a formacdo de um cone de Taylor mais estavel. Como a forca repulsiva no
jato estica a solucdo viscoelastica, diante do aumento da tensdo, o maior ndmero
de cargas acelera o jato de solugdo, aumentando o volume da solucdo que esta
sendo extraida do capilar, indicando a formacdo de um cone de Taylor menor e
instavel (Zong et al., 2002). Em relacdo a morfologia das fibras, altas tensées
e campos elétricos mais fortes proporcionam maior alongamento da solucdo,
reduzindo o didmetro das fibras, causando rapidez da evaporacdo do solvente,
produzindo fibras mais secas. Utilizando uma solucgao de viscosidade mais baixa,
altas tensoes favorecerdo a formagdo de jatos secundarios durante a eletrofia-
¢30, o que produz um efeito de reducdo do didmetro da fibra (Demir et al., 2002;
Megelski et al., 2002; Lee et al., 2004; Pawlowski et al., 2003). Além disso, a
duracado do voo do jato de solucdo também influencia o diametro da fibra, onde
uma duracao mais longa permite que as fibras se estendam e se alonguem mais
antes de serem depositadas no coletor. Logo, voltagens mais baixas reduzem o
jato e, com o campo elétrico mais fraco, podem aumentar o seu tempo de voo, fa-
vorecendo a formacdo de fibras com menores didmetros. Porém, voltagens mais
altas tendem a formar os defeitos chamados “gotas” (Deitzel et. al., 2001; Demir
etal., 2002; Zong et al., 2002; Zhao et al., 2004).

Il. Taxa de fluxo da solucdo: a taxa de fluxo da solucdo polimérica exerce
influéncia sobre o tamanho e a porosidade da fibra. Foi constatado que o didme-
tro da fibra e o tamanho dos poros aumentam com a maximizacao deste fluxo.
Afirma-se que altas taxas de fluxo podem causar defeitos significativos do cor-

dao, devido a incapacidade de as fibras secarem completamente antes de serem
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depositadas no coletor, ocasionando a formacao de fibras achatadas (forma de
fita) (Megelski et al., 2002; Sill, Von Recum, 2008).

Ill. Distancia entre capilar e coletor: essa distancia é capaz de determinar
se o resultado final é a eletrofiacdo ou a pulverizacdo por eletroforese. Estudos
ja comprovaram que o didmetro da fibra é diminuido com o aumento da distan-
cia entre o capilar e o coletor. Distancias curtas podem alterar a morfologia das
fibras, pois a forca exercida pelo campo elétrico serd maximizada para um mes-
mo potencial que, por sua vez, afetara a aceleracdo do jato para o coletor. Em
decorréncia desses efeitos, a evaporacado do solvente sera incompleta, podendo
levar as fibras a fundirem-se umas as outras no coletor (Megelski et al., 2002;
Ramakrishna et al., 2005; Sill, Von Recum, 2008).

Destaca-se que a configuracdo dos capilares (bicos uUnicos, coaxiais e
eletrofiacdo de jato multiplo), bem como a inversdo da polaridade e o design
do coletor podem causar interferéncia na morfologia das fibras (Bhattarai
et al., 2018).

Parametros da solucdo polimérica

|.  Concentracdo: é a concentracdo de polimero que determinara a forma-
¢do ou ndo da fibra. Esse parametro tem influéncia direta na viscosidade e na
tensdo superficial da solucao, requisitos de grande relevancia na eletrofiacdo. Se
a solucdo estiver muito diluida, a fibra polimérica serd fracionada em goticulas
antes de atingir o coletor, devido aos efeitos da tensao superficial. No caso de
solucao com concentracao elevada, as fibras ndo se formarao por conta da alta
viscosidade que, por sua vez, dificulta o controle da taxa de fluxo da solucao
através do capilar. Por isso, a solucdo deve conter uma concentracdo de polimero
ideal (a depender de cada polimero), capaz de ocasionar o emaranhamento da
cadeia, permitindo a eletrofiacdo quando todos os demais parametros sdo man-
tidos constantes (Sill, Von Recum, 2008)

Il.  Viscosidade: um dos fatores de maior efeito na viscosidade da solucao
€ a massa molecular do polimero, pois o comprimento da cadeia polimérica é
representado por ele. Logo, quanto maior a massa molecular, maior serd a vis-
cosidade da solucdo polimérica. Este comprimento causa influéncia, de forma
direta, na viscosidade da solucao, visto que isto determina o emaranhamen-

to das cadeias poliméricas na presenca do solvente. Portanto, para que haja
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a formacdo de fibras, a solugdo deve ser feita com polimero de massa mole-
cular suficiente a proporcionar uma viscosidade adequada para a eletrofiacdo
(Ramakrishna et al., 2005).

IIl. Tensdo superficial: A eletrofiacdo sé inicia quando as forcas de re-
pulsdo eletrostatica interna somadas a atracdo ao coletor vencem a tenséo
superficial. Em solugdes pouco viscosas ou diante de uma tensdo superficial
elevadaeviscosidade diminuida, arazdo area/volume das fibras diminui, oca-
sionandoosurgimentodedefeitostipo “gotas” nasfibras (Figura4).Solucoes
mais viscosas apresentam moléculas de solventes que tendem a sedisporao
redor das moléculas de polimero, precavendo a formacdo de aglomerados
(Ramakrishna et al., 2005).

FIGURA 4 — DEFEITOS TIPO “GOTAS” EM FIBRAS ELETROFIADAS

TM3030_1469 2020/02/21 11:05 100 pm

Fonte: Os autores (2020).

IV. Volatilidade do solvente: a escolha do solvente a ser utilizado ¢
essencial para a formac3do ou ndo das fibras, além de influenciar na sua po-

rosidade. Deve-se utilizar um solvente volatil, que permita a evaporacio
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suficiente do solvente entre a ponta do capilar e o coletor. Durante o trans-
porte das fibras pela atmosfera, até o coletor, acontece uma separacdo de
fases onde fibras poliméricas sélidas sdo formadas antes de serem coleta-
das. Essa separacdo é diretamente influenciada pela volatilidade do solven-
te (Sill, Von Recum, 2008).

Pardmetros ambientais

Fatores ambientais como pressdo atmosférica, umidade e temperatu-
ra também exercem influéncia sobre a morfologia e o didmetro das fibras
através do processo de solidificacdo, pois estdo relacionados com a taxa de
evaporacgdo do solvente. Porém, quando comparados aos demais fatores,
seu efeito é mais limitado. Com aumento de temperatura, o didmetro da fibra
pode ser diminuido, justificado pela menor viscosidade das solucdes poli-
méricas. Alta umidade pode ocasionar a presenca de poros na superficie das
fibras e levar a formac3do de contas, os defeitos tipo “gotas” (Ramakrishna
et al., 2005; Agrahari et al., 2017).

CARACTERIZACAO

A caracterizacao de andaimes fibrosos para aplicacdo na engenharia de
tecidos deve estabelecer resultados que contemplem as propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas das fibras micro/nanométricas.

a) Angulo de contato: essa técnica é responsavel por determinar a
capacidade de hidrofilicidade ou umedecimento de uma superficie polimé-
rica. Para aplicagdo na engenharia de tecidos é necessaria a obtencdo de
uma superficie com propriedade hidrofilica, sendo esta essencial para a
adesdo, disseminacdo e proliferacdo celular (Liu et al., 2019). A técnica,
realizada em um equipamento conhecido como goniémetro, consiste em
medir o angulo de contato formado entre uma gota de dgua e uma superfi-
cie, neste caso, o andaime fibroso polimérico. Uma superficie é considerada
hidrofilica quando forma um angulo menor que 90°, hidrofébica quando
forma adngulo maior que 90° e super-hidrofébica quando forma angulo
maior que 150° (Gomes; De Souza; Silva, 2013).
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b) Morfologia: na engenharia de tecidos, a morfologia de andaimes fi-
brosos ou de fibras € estudada por apresentar grande importancia devido a
semelhanca morfoldgica com os tecidos bioldgicos naturais, possibilitando a
interacdo entre o andaime e o meio celular alvo. Essa caracterizacdo é feita
por meio de técnicas de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) (Jun et al,,
2018; Balakrishnan; Thambusamy, 2019; Tan et al., 2020).

c) Porosidade: andaimes fibrosos devem apresentar alta porosidade
e interconectividade porosa. Esses fatores auxiliam na exsudacao de fluido
de uma lesdo, melhorando o processo de cicatrizacdo. Poros menores que
bactérias (micrdmetros) previnem infeccdes através do efeito de peneira. Os
andaimes fibrosos altamente porosos se assemelham a matriz extracelu-
lar nativa, onde as células se fixam e migram para dentro deles. Portanto,
esses andaimes devem apresentar alta porosidade, de preferéncia em mi-
cro e nanoescala, facilitando a troca de nutrientes e gases, essenciais para
o crescimento celular e regeneracao tecidual (Murugan; Ramakrishna, 2006;
Dwivedi et al., 2017). Esse pardmetro pode ser dimensionado usando gravi-
metria (Fouad et al., 2013), porosimetria de mercurio e adsorcdo/dessorcido
em nitrogénio (BeT) (Sirc et al., 2012; Aduba Junior et al., 2016).

d) Propriedades mecinicas: andaimes fibrosos servem de sustentacdo
para o crescimento celular, porém, esses andaimes geralmente apresentam
baixa resisténcia mecanica e esse fato é considerado um grande desafio para
a aplicacdo na engenharia de tecidos. Enquanto andaimes fibrosos desen-
volvidos com polimeros naturais sdo capazes de produzir caracteristicas se-
melhantes a matriz extracelular nativa, polimeros sintéticos possibilitam a
producdo versatil de caracteristicas facilmente ajustdveis, incluindo as pro-
priedades mecénicas. Por isso, a combinacdo de ambos materiais pode auxiliar
na manutencdo das propriedades mecénicas desejdveis para essa aplicacdo.
As propriedades mecéanicas de andaimes fibrosos sdo geralmente medidas
por meio de analise dindmico mecanica (DMA) (Costa, 2014), onde sdo inves-
tigadas propriedades viscoeldsticas dos polimeros em uma ampla faixa de
temperatura, fornecendo dados fundamentais em nivel molecular e correla-
cionando-os com os resultados em ensaios de tracao (Alemdar; Sain, 2008).

e) Citotoxicidade: esse parametro determina a medida do poten-

cial dano celular que um agente pode causar, ou seja, estabelece o peri-
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odo de concentracao onde um agente que apresenta toxicidade atua
(Ferreira, 2014). Existem dois tipos de técnicas, as qualitativas, que avaliam
a morfologia celular pelo exame microscépico para verificagdo de alteracoes
morfolégicas em geral, e as quantitativas, que se caracterizam perante a
viabilidade celular apds a exposicdo ao agente (ISO, 2009). Nesse sentido,
destaca-se o uso do ensaio quantitativo colorimétrico MTT (Costa, 2014;
Chao et al., 2018).

f) Biodegradacao: esse fator representa grande importancia perante
o uso de andaimes poliméricos fibrosos antimicrobianos, pois eles necessi-
tam ser absorvidos pelos tecidos, evitando uma remocao cirdrgica. A taxa de
degradacdo deve ser proporcional a taxa de formacdo de tecido, indicando
que enquanto as células produzem sua propria estrutura natural, o andaime
auxilia na integridade estrutural dentro do corpo e, se sofrer fratura, o tecido
formado assume a carga mecanica. Os estudos de biodegradacéo in vitro dos
andaimes poliméricos fibrosos sdo geralmente realizados em solucdo salina
tampéo fosfato e incubados a 37° C, por diferentes periodos de tempo. Apds
cada periodo de degradacdo, as amostras sdo lavadas e secas. Determina-se
0 peso seco dos andaimes apds cada incubacdo e compara-se ao seu peso
seco inicial. Assim, com auxilio de uma equacdo matemadtica, determina-se a
porcentagem de perda de peso (Tigli et al., 2011; Dwivedi et al., 2017).

Além das andlises citadas anteriormente, outras técnicas sdo utiliza-
das na caracterizacdo de andaimes fibrosos, como a espectroscopia de in-
fravermelho por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de UV-Vis,
analises térmicas, analise de difracdo de raio X (DRX), perfil de liberacdo de

drogas e atividade antimicrobiana (quando for o caso), dentre outras.

CONCLUSAO

A eletrofiacdo permite o desenvolvimento de micro ou nanofibras poli-
méricas continuas com configuracdo simples. Essa técnica oferece vantagens
para a preparacao de andaimes poliméricos fibrosos que apresentam extra-
ordinaria semelhanca a arquitetura de uma matriz extracelular. Devido a sua
elevada relacdo superficie/volume, ao baixo peso, pequenos diametros, po-

rosidade controlada, facilidade de processamento e baixo custo, andaimes
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eletrofiados, produzidos a partir de polimeros naturais e/ou polimeros sintéti-
cos sdo adequados para a aplicacdo na engenharia de tecidos regenerativos,
servindo como cultivo de tecidos para, por exemplo, um substituto de pele.
Ainda, algumas das propriedades desse material, como o didmetro da fibra,
porosidade e propriedades mecanicas e de superficie, podem ser facilmen-
te ajustadas por meio da alteracdo dos parametros de eletrofiacdo. Portanto,
diante do exposto, entende-se que as nanofibras possuem uma ampla vanta-
gem nas aplicaces biomédicas, sendo relevante a abordagem dos parame-
tros expostos para que, futuramente, sua aplicacao seja ainda mais difundida,

com sucessos clinicos diversos na engenharia de tecidos.
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INTRODUCAO

A nanotecnologia compreende uma drea da ciéncia que tem apresentado
uma ampla expansdo nas ultimas décadas, causando intenso progresso em se-
tores envolvendo, sobretudo, o desenvolvimento de materiais para dispositivos
eletrénicos e até mesmo para aplicacdes médicas (Mnyusiwalla; Daar; Singer,
2003; Paschoalin et al., 2017). Esta area envolve a obtengdo, manipulacdo e ca-
racterizacao de estruturas funcionais que apresentem pelo menos uma de suas
dimensdes na escala nanométrica, ou seja, entre 1 e 100 nm (Zhang et al., 2005;
Assis etal., 2012; Vaz; Vieira Costa; De Morais, 2017). Com a redugao das dimen-
sdes para esta escala, observa-se um aprimoramento das propriedades fisicas
e quimicas dos materiais, que ndo sdo visualizadas na macroescala (Assis et al.,
2012; Vaz; Vieira Costa; De Morais, 2017).

Entre as morfologias de maior interesse cientifico e tecnoldgico, as nano-
fibras estdo entre as mais estudadas dado o grande ndmero de possibilidades
de aplicagdes, como em membranas, engenharia de tecidos, filtros, reforco, rou-
pas de protecdo etc. O decréscimo do didmetro das fibras a escala nanométrica
propicia uma elevacdo acentuada da razao de aspecto, ou seja, a razdo entre

o comprimento e a largura do material, além de maximizar a drea superficial
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especifica (Medeiros et al., 2009). Com isso, promove-se uma alteracdo de tex-
tura e aparéncia, aumento das propriedades mecanicas, tais como rigidez e re-
sisténcia a tracdo, isolamentos térmico e acustico e capacidade de retencdo de
liquidos (Greiner; Wendorff, 2007; Medeiros et al., 2009). Em adic3o, facilita a
interacdo com outros materiais, incluindo particulas e/ou substancias, o que a
torna um material multifuncional (Huang et al., 2003).

Diante dessas propriedades, nota-se um aumento gradativo quanto
as aplicacdes das nanofibras em diferentes setores. Destacam-se aplica-
¢Oes na medicina, como meios para encapsulamento e liberacao controla-
da de farmacos (Kamble et al., 2017), scaffolds aplicados em engenharia
tecidual (Yu et al., 2014) e curativos para regeneracao da pele (Kamble
et al.,, 2017). No setor de energia (Kenry; Lim, 2017), tem-se a aplicagao
de nanofibras em células solares (Li et al., 2014), ultracapacitores (Gao et
al., 2012), fotocatalise (Shi et al., 2014), além de baterias e células com-
bustiveis (Zeng et al., 2014). Ainda, podem ser usadas como dispositivos
voltados para tratamento de dgua (Wang et al., 2014), em sistemas de fil-
tracao de dgua (Zhuang et al., 2013) e ar (Wang et al., 2018), na adsorcdo
de contaminantes (Farias et al., 2020; Li et al., 2020) e para fabricacao de

sensores (Miranda et al., 2020).

TECNICAS DE FIACAO

Baseada no fenémeno de atomizacdo eletro-hidrodindmica, a eletrofia-
c3o ¢ a técnica de fiacdo mais explorada na literatura. Isso se deve a sua
adaptabilidade a diversos materiais poliméricos e capacidade de produzir
fibras muito finas, com didmetros entre 40 nm e 2 um (Medeiros et al., 2009).
Nesta técnica, € aplicada uma carga elétrica a solucdo polimérica de forma a
gerar forcas repulsivas (Subbiah et al., 2005). Quando tais forcas superam a
tensdo superficial do polimero em uma determinada voltagem critica, leva-
-se a geragdo de um jato a partir de uma gota da solugdo polimérica formada
na ponta da agulha do sistema, o qual é direcionado a um coletor com carga
elétrica oposta a da solucdo (Medeiros et al., 2009). A elevada razdo entre a

superficie e o volume do jato facilita a ocorréncia da evaporacao do solvente,
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propiciando a constituicdo de fibras finas sobre o coletor (Medeiros et al.,
20009; Parize, 2016).

Embora o processo de eletrofiagao apresente potencial para a forma-
c3o de fibras em escala nanométrica em comparacdo com as demais téc-
nicas, ha certas limitacdes quanto a eficiéncia de producdo e restricdo a
utilizacdo de solventes com baixas constantes dielétricas (Medeiros et al.,
2009). Tais solventes n3o sdo adequados a eletrofiacdo, visto que geral-
mente sdo considerados apolares, ndao favorecendo a mobilidade de cargas
na solucdo, uma propriedade necessaria para aumentar a condutividade e
favorecer a posterior formacao de fibras (Oliveira et al., 2011; Silva; Oliveira;
Medeiros, 2015). Como alternativa, surgem outras técnicas como solution
blow spinning, centrifugal spinning, template synthesis, phase inversion,
spinneret-based tunable engineered parameters (STEP) ou drawing tech-
niques. Entre as técnicas mencionadas, solution blow spinning e centrifugal
spinning sdo relatadas como as mais vantajosas em relacdo a escalabilidade
(Stojanovska et al., 2016; Dias et al., 2020; Song; Li; Wu, 2020).

Fiacdo por sopro em solucao

O processo de fiacao por sopro em solucao utiliza elementos conceitu-
ais da eletrofiacao e da fiagao no estado fundido para a produgao de fibras
com didmetros nas escalas micro e nanométrica. A técnica permite a pro-
duc3o de fibras com didmetros equivalentes aos obtidos pela eletrofiacdo,
porém, cerca de uma a duas ordens de grandezas inferiores aos produzidos
por meio das técnicas convencionais de fiacdo (Oliveira et al., 2011; Silva;
Oliveira; Medeiros, 2015; Dias et al., 2020). Caracteriza-se por apresentar
alta produtividade e baixo custo, viabilizando a producao de fibras em esca-
la comercial (Oliveira et al., 2011). Nesta técnica ndo é necessario o uso de
altas voltagens como na eletrofiacdo, o que é vantajoso no sentido de per-
mitir a fiacdo simultdnea de células ou outros materiais tais como proteinas,
vitaminas e horménios (Oliveira et al., 2011). As fibras produzidas podem
ser depositadas sobre qualquer tipo de superficie, inclusive tecidos vivos
(Paschoalin et al., 2017).
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A Figura 1 apresenta o aparato experimental da técnica de fiacdo por

sopro em solucao.

FIGURA 1 — REPRESENTACAO DO APARATO EXPERIMENTAL EMPREGADO NA
FIACAO POR SOPRO EM SOLUCAO
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Fonte: As autoras (2020).

Apds a preparacdo da solucdo polimérica a ser fiada, esta € inserida no
interior de uma seringa, a qual é acoplada a uma bomba de seringa responsa-
vel por manter a taxa de alimentacdo da solucdo polimérica constante (Pari-
ze, 2016). Um cilindro de gas comprimido ou um compressor € utilizado para
o fornecimento de gds, frequentemente ar, nitrogénio ou argdnio, sob uma
determinada pressao, a qual é controlada por um manémetro e selecionada
de acordo com a necessidade do experimento (Vaz; Vieira Costa; De Morais,
2017). A seringa contendo a solucdo polimérica e o gas comprimido sdo co-
nectados a um sistema de bocais concéntricos, onde a solucdo polimérica é
alimentada na agulha interna, cuja projecdo pode ser ajustada, enquanto o
fluxo de gds ¢é efetuado na agulha externa (Parize, 2016).

A solucdo polimérica é alimentada através da agulha interna até atingir
a agulha externa, local onde a pressao € mais elevada (P1) devido ao fluxo
de gas pressurizado (Medeiros et al., 2009). Esta pressao reduz-se a pressao

atmosférica (Patm) na saida da agulha, promovendo o aumento da velocida-
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de do gds passando ao redor da agulha interna, conforme o principio de Ber-
noulli de conversao da variacdo da pressdo em energia cinética (Parize et al.,
2016). A geometria das agulhas leva a criacdo de uma regido de baixa pres-
sdo (P2) nas adjacéncias da agulha interna, de maneira a constituir uma gota
de solucdo polimérica na ponta (Medeiros et al., 2009). Tal gota adquire um
formato cdnico, similar ao cone de Taylor verificado na técnica de eletrofia-
¢3o, estando sua deformacdo associada a acdo de forcas de arraste, devido
a diferenca de pressdo promovida pela passagem de gds através da agulha
externa, promovendo, posteriormente, a formacao de um jato de solucao
polimérica a partir do estiramento do cone (Silva; Oliveira; Medeiros, 2015).

Uma vez que o jato de solucdo é expelido, este é acelerado até ser depo-
sitado sobre o coletor, o qual pode permanecer em condicdo estatica ou ro-
tacionar a uma velocidade pré-determinada e encontra-se posicionado a uma
certa distancia de trabalho. Durante este trajeto, tem-se a evaporacao do sol-
vente, verificando-se ao final do processo a formacao de fibras com didmetros
nas escalas micro ou nanométrica, dependendo das condicGes de processa-
mento (Parize, 2016).

A morfologia e as propriedades das fibras produzidas com a fiacao por
sopro em solucdo dependem de parédmetros relacionados a solucdo polimé-
rica e ao processamento, os quais podem ser alterados de forma a conferir as
propriedades e caracteristicas desejadas para as fibras. Relativamente aos
parametros da solucdo, destacam-se sua viscosidade, concentrac3o, tensio

superficial, massa molar e volatilidade do solvente (Oliveira et al., 2011).

PREPARACAO

Preparo da solucido polimérica para fiacdo

Durante a selecdo dos polimeros e preparo da solucdo de fiacdo, alguns
parametros devem ser considerados, dentre eles estdo a viscosidade e a tensdo
superficial da solucdo, a concentracdo e a massa molar do polimero e o solvente
adequado, principalmente quanto a volatilidade.

O parametro determinante para produzir fibras a partir do polimero
em solucdo na fiacdo por sopro é o comportamento viscoeldstico do mate-
rial. Para produzir fibras, a solucdo polimérica deve apresentar viscosidade

adequada e escoar continuamente quando submetida as forcas externas.
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E necessaria uma concentracdo minima de polimero para a interagdo entre
as moléculas ter um comportamento viscoeldstico para uma fiacdo bem-su-
cedida. A concentracdo ou viscosidade minima, em geral, estd associada a
um nivel de emaranhamento das cadeias no regime semidiluido. Deve-se
encontrar um intervalo de concentracdo com propriedades viscoeldsticas
adequadas para cada material usado na fiagao.

Outro pardmetro importante é a massa molar do polimero, pois normal-
mente o emaranhamento das cadeias é menor em polimeros de baixa massa
molar, podendo impedir o estiramento na forma de um jato ou fibra poliméri-
ca. Para polimeros de massas molares menores, pode-se aumentar a concen-
tracdo do polimero na solucdo. J4 com aumento exagerado da concentracdo,
a viscosidade pode ser demasiado alta e impossibilitar a fiacdo antes do ema-
ranhamento das cadeias.

Considera-se, para a fiacao, altas massas molares acima de 100.000,
sendo as baixas entre 30.000 a 50.000 g.mol*. O solvente também influen-
cia a fiacdo, em trés processos principais: i) secagem das fibras por sua taxa
de evaporacao; ii) formacao de droplets, modificando a tensao superficial do
fluido; e iii) emaranhamento das cadeias devido a interacdo solvente-poli-
mero. Uma interacdo polimero-solvente fraca pode gerar droplets devido a
retracdo das moléculas apds estiramento no formato de fibras. Para obter
mantas poliméricas é necessario estudar diferentes concentracdes do po-
limero em relacdo ao volume do solvente (% m/v), assim como diferentes

solventes, visando a producao de fibras sem defeitos.

Ajuste dos pardmetros de fiacdo

Apesar dos pardmetros relacionados as caracteristicas da solucdo polimé-
rica serem de ampla relevancia para a obtencdo de fibras mais homogéneas
e com boas propriedades, os pardametros de processamento também s&o im-
prescindiveis, visto que a escolha adequada pode influenciar na formag&o, mor-
fologia e propriedades do produto final. De maneira especifica, os principais
parametros do equipamento compreendem a taxa de alimentac3do da solucdo, a
pressdo aplicada ao gas, a distancia de trabalho, a velocidade de rotacdo do co-
letor (caso ndo seja mantido estatico) e os parametros ambientais (temperatura
e umidade relativa). (Oliveira et al., 2011; Dadol et al., 2020).
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A taxa de alimentacdo da solucdo polimérica estd intrinsicamente rela-
cionada a estabilizacdo do jato e a formacéao de fibras continuas, uma vez que,
conforme a solucdo é ejetada na ponta da agulha, esta deve ser continua para
gue nao ocorra interrupcao do processo. A taxa de alimentacao pode influen-
ciar tanto na formacao das fibras quanto no didmetro. De maneira geral, o uso
de menores taxas possibilita a producdo de fibras com didmetros menores,
enquanto maiores taxas podem impossibilitar a evaporacao do solvente du-
rante o trajeto da solucdo até o coletor (Oliveira et al., 2011).

A diferenca de pressao ao redor da ponta da agulha, como mencionado
anteriormente, estd associada a forca de arraste, responsavel pelo estira-
mento do jato de solucdo polimérica propiciando a formacdo das fibras. A
pressao deve ser selecionada de acordo com a necessidade do experimento,
visto que, para diferentes viscosidades das solucoes formuladas exigem-se
diferentes forcas de arraste e, consequentemente, pressoes, para que haja a
deformacao e o alongamento do fluido (Oliveira et al., 2011). Na literatura,
o efeito da pressdo sobre o didmetro das fibras produzidas é controverso
(Oliveira et al., 2011). Pressoes elevadas implicam em maiores forcas de ar-
raste, de forma que a quantidade de material estirado seja maior, formando
fibras com didmetros maiores. Em contrapartida, para altas pressdes, a ve-
locidade do gas passando através da agulha externa é elevada, ocasionando

uma evaporagao mais acentuada do solvente (Oliveira et al., 2011).

Coleta das fibras e parametros ambientais

Na fiacdo por sopro em solucdo ndo € necessario usar um aparato es-
pecifico para a coleta das fibras, que podem ser diretamente depositadas
nos mais diferentes substratos. Como exemplos, podem ser citados papel,
metal ou plastico, tecido vivo (Chen et al., 2017) e coletores com diferentes
geometrias, que podem ser projetados e usados com rotacdo, estaticos ou
em formatos tridimensionais (Sahay; Thavasi; Ramakrishna, 2011).

O método mais usual para coleta consiste em um coletor cilindrico ro-
tativo recoberto por papel aluminio e com velocidade de rotacdo contro-
lada (Medeiros et al., 2009; Teno; Gonzalez-Gaitano; Gonzalez-Benito,

2017). Também podem ser usados coletores estaticos, como placa de Petri

199



(Chen et al., 2017), grades metalicas (Sett; Stephansen; Yarin, 2016) e de
teflon (Behrens et al., 2016). Os coletores ainda podem ser projetados para
gerar uma estrutura tridimensional ou, por exemplo: um par de tubos alinha-
dos paralelamente para o alinhamento das fibras, como o desenvolvido por
Jia et al. (2013); na forma de gaiola, como reportado por Wang et al. (2017),
o qual permite a passagem de ar para produzir uma estrutura altamente po-
rosa; um arranjo circular de hastes curvadas com rotacao, desenvolvido por
Liang et al. (2017); uma cédmara de vidro fechada com aquecimento e coletor
circular para produzir fibras na forma de “bolas de algodao” (cotton-wool),
como apresentado por Medeiros et al (2021).

A distancia de trabalho compreende a distancia entre o sistema coaxial
e o coletor. O ideal é que a distancia de trabalho tenha um valor minimo para
que, durante o trajeto das fibras em direcao ao coletor, ocorra a completa
evaporacdo do solvente e um valor maximo, suficiente para que as fibras
sejam depositadas sobre o coletor (Bhardwaj; Kundu, 2010).

Por fim, pardmetros ambientais, tais como umidade relativa e temperatura
também influenciam o processo de fiacdo. Baixos valores de umidade relativa
facilitam a evaporacdo do solvente, possibilitando a formacado de fibras mais
homogéneas (Bhardwaj; Kundu, 2010). Altos valores, em contrapartida, pro-
piciam a unido das fibras devido a presenca de solvente no ambiente (Cui et
al., 2006). O efeito da temperatura influencia, sobretudo, na viscosidade das
solucoes e na taxa de evaporacao do solvente, alterando a morfologia das fibras
(Hofmann et al., 2018).

Caracterizacao

O processo de rapida solidificacdo do polimero na técnica de fiacdo
por sopro em solucao pode gerar morfologias variadas, tais como nanofi-
bras rugosas, lisas ou porosas. Uma caracterizacdo das fibras nanoestru-
turadas deve incluir resultados de morfologia com microscopia eletrénica
de varredura (MEV), de transmissdo (MET) e microscopia de forca atémi-
ca (MFA). As fibras podem ser caracterizadas por MEV para determina-
¢do do tamanho, didmetro, porosidade, tamanho de poros e uniformidade

das nanofibras. Para cada ensaio, cerca de 100 a 1000 nanofibras sao
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medidas com um software e os dados de tamanho de fibras sdo analisa-
dos estatisticamente.

No caso de nanofibras compdsitas, a distribuicdo dos nanomateriais
ao longo das fibras pode ser verificada com MET. Com MFA é feita carac-
terizacdo morfoldgica dos materiais em nivel molecular entre uma ponta
de contato e a superficie a ser analisada. As medidas de MFA s3o reali-
zadas localmente na interface do polimero puro e/ou de misturas de poli-
mero com outros materiais, percorrendo dreas de centenas de angstrons
quadrados, fornecendo a topografia da superficie das fibras.

Quanto a caracterizacdo estrutural, a espectroscopia no infraverme-
lho é usada para identificar os grupos funcionais e as interacées a nivel
molecular. Analises térmicas, como a calorimetria exploratéria diferen-
cial, sdo usadas para avaliar propriedades térmicas das mantas e possi-
veis mudancgas estruturais (cristalinidade e transicoes de fase) em funcao
das condicoes experimentais usadas para produzir as nanofibras, devi-
do a rapida solidificacdo dos polimeros durante a fiacdo. A cristalinida-
de também pode ser analisada por difracdo de raios-X. As propriedades
mecanicas das mantas podem ser analisadas com analisadores dinami-
cos-mecanicos e o grau de hidrofilicidade pode ser verificado com angulo
de contato (Oliveira et al., 2013; Paschoalin et al., 2017).

CONCLUSAO

A fiagao por sopro em solucdao combina elementos da eletrofiacdo e
fiacdo no estado fundido e apresenta vantagens em relacdo as técnicas
mais tradicionais, como alta produtividade, baixo custo, facilidade de ope-
racdo e possibilidade de fiagdo com biomateriais, além de também produzir
fibras poliméricas em escala micro e nanométrica. No preparo da fiacdo
por sopro em solucdo, devem ser considerados parédmetros da solucdo po-
limérica e do processo de fiacdo que podem influenciar diretamente na
formacédo e propriedades da fibra produzida. A técnica de fiacdo por sopro
em solucdo € uma importante alternativa para obtencdo de nanofibras po-

liméricas, com grande potencial comercial, aplicaveis em diversas areas.
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Fabricacao de materiais poliméricos
complexos: impressao 3D

Marcela Piassi Bernardo”
Stanley Bilatto!

INTRODUCAO

Métodos comuns de fabricacdo de microdispositivos incluem fotoli-
tografia, litografia macia, gravacao a quente, ablacao a laser, moldagem
por injecdo e gravacdo a plasma. No entanto, na maioria destes métodos
€ necessario o uso de moldes e/ou mdscaras durante o processo, ndo
sendo estratégias ideais para sistemas de prototipagem rdpida.

Avancos na impressao 3D, especialmente sistemas que utilizam a
adi¢do de camada sobre camada de material, além de outras tecnologias
aditivas em geral, tém um papel importante na habilitacdo de novos pa-
radigmas na microfabricacdo. Atualmente, existem varias técnicas para
impressao 3D: fabricacdo por filamentos fundidos (FDM), estereolito-
grafia (SLA); sinterizagao seletiva a laser (SLS) e fusao seletiva a laser
(SLM); derretimento de feixe eletrbnico (EBM) e fabricacdo de objetos
laminados (LOM).

Uma vantagem da impressdo 3D é a capacidade de fabricar varias
estruturas e iterar projetos sem usar moldes ou mascaras, necessa-
rias para a fundicao convencional e tradicional do polidimetilsiloxano
(PDMS) (Bilatto et al., 2017). Essa tecnologia permite a prototipagem
rapida e barata de microestruturas, reduzindo a complexidade do proje-
to e diminuindo a quantidade de equipamentos de suporte externo ne-
cessarios. Um exemplo sdo as impressoras SLA, que empregam resinas
curdveis e podem atingir resolucdes na ordem de microns (10-100 pm),

dependendo da dptica instalada. As impressoras 3D, ao contrario da

* Autora correspondente.
1 Laboratério Nacional de Nanotecnologia para o Agronegdcio (LNNA), Embrapa Instrumentacdo, Sdo Carlos-SP, e-mail:
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usinagem padrao, podem fabricar objetos com geometrias ndo conven-
cionais e combinar modelagem digital e impressao direta.

Neste capitulo serdo abordados dois métodos mais comuns de impressao
3D: a estereolitografia (SLA) e a fabricacao por filamentos fundidos (FDM).

A impressdo 3D por fabricacdo por filamentos fundidos é uma das
técnicas de prototipagem rdpida mais utilizadas. Por meio de desenhos
obtidos por programas de computadores é possivel a manufatura auto-
matica de pecas tridimensionais camada por camada, de acordo com o
modelo virtual (Peltola et al., 2008).

Todas as técnicas de prototipagem rapida se baseiam no uso de in-
formacoes de desenhos realizados em computador (CAD), que sdo con-
vertidos em formato de arquivo .STL, aceito como padrdo por toda a
indUstria de prototipagem réapida. Este formato é derivado do nome “es-
tereolitografia”, a tecnologia mais antiga de prototipagem rapida (Webb
et al., 2000). Basicamente, os dados CAD s&o convertidos em uma série
de camadas transversais, a partir das quais sdo criados modelos sélidos
por uma grande variedade de processos. Inicia-se a partir da camada in-
ferior e prossegue para as camadas acima, onde cada camada ¢ colada
ou ligada a camada anterior produzindo um objeto sélido, como exibido
pelo modelo virtual na Figura 1. Além disso, informacdes adicionais so-
bre o objeto de interesse podem ser obtidas por imagens de tomografia
computadorizada ou por ressonancia magnética (Landers et al., 2002).

A fabricacdo por filamentos fundidos apresenta-se como técnica
promissora, pois é de baixo custo, de alta velocidade e de facil manuseio.
Consiste em uma cabeca mdvel que deposita fios de materiais fundi-
dos em um substrato (Figura 1). O liquido fundido extrudado deve estar
suficientemente quente para ser fundido junto ao material previamente
depositado e numa temperatura tal que permita o rapido resfriamento
do polimero, de forma a minimizar o seu fluxo, mantendo-o em posicéo

adequada com relagdo a camada anterior (Pham; Gault, 1998).
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FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA CONFIGURAGAO DE UMA IMPRESSORA
3D DE FABRICAGAO POR FILAMENTOS FUNDIDOS

Filamento+—

Motor de alimentagdo +—

—Bico de extrusao

n
H - Pega impressa

I~ Veso de impressio
—

Fonte: Os autores (2021)

Os materiais utilizados nesta modalidade de impressdo 3D devem
obedecer a alguns critérios de selecdo, como apresentar caracteristicas
de transferéncia de calor e reologia adequada e comportamento de Lli-
quido fluido. A viscosidade do material é um fator critico, pois deve ser
alta o suficiente para fornecer suporte estrutural e, ao mesmo tempo,
baixa o suficiente para permitir o processo de extrusdo (Sood; Ohdar;
Mahapatra, 2010). A seguir, sdo apresentados os principais polimeros

empregados nas diversas técnicas de impressao 3D (Tabela 1).
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TABELA 1 — PRINCIPAIS POLIMEROS UTILIZADOS EM DIFERENTES
PROCESSOS DE IMPRESSAO 3D

, Método de Propriedades Principais Principais ..
Polimero . N .. Referéncia
impressao 3D térmicas* vantagens desvantagens

Economi-
ABS camente
e || e | | e |
) o ) biodegradavel 2020
estireno) impacto, tra-
cdo e abrasao
PETG
(Poli(etileno TE: 240°C Rgsisténcia a o
tereftalato) FDM To: 85 °C impacto, Nao é LIU; WANG,
modificado 9 tracdoe biodegradavel 2020
com glicol) abrasdo
PLGA Altamente
Poli(acid TF:170°C bi tivel
(, o'l(aa o iocompative Baixa LIU: WANG,
lactico-co- FDM Tg:50°C e bioatividad 5020
joatividade
acido glicdlico) biodegradavel
:240° i
Resina epéxi- TF:240°C Me{lhores Proprl:ec%ades LIU: WANG,
) SLA Tg:82°C qualidade de mecanicas
acrilato . . 2020
superficie limitadas
PEEK
TF:350°C B
(Poli(éter- cLs o a6 oC o rzzsades Superficies LIU; WANG,
: i
éter-cetona)) g prop N rigidas 2020
mecanicas

"TF: temperatura de fusao; T,: temperatura de transicao vitrea

Fonte: Os autores (2021).
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O 4cido poli(lactico) (PLA) é um poliéster que pode ser obtido a partir
de fontes renovaveis, como amido de milho ou acucar de beterraba. Devido
a sua baixa taxa de cristalizacdo, alta estabilidade dimensional, bem como
propriedades ajustaveis pela adicdo de agentes de nucleacdo (por ex. parti-
culas inorgénicas), o PLA é um dos polimeros mais utilizados em pesquisas
e na indUstria para impressdo 3D. Os materiais impressos baseados em PLA
podem ter diferentes geometrias, incluindo diferentes tamanhos de poros,
importante propriedade para aplicacoes bioldgicas de implantes 3D.

O PLA apresenta baixa temperatura de fusao (aproximadamente 180
°C), com temperatura de transicdo vitrea ao redor de 60 °C (Stansbury;
Idacavage, 2016). A Policaprolactona (PCL) é um polimero semicristalino
termoplastico, com aprovacdo da Food and Drug Administration of USA
(FDA) para aplicacbes biomédicas, por exemplo, como em materiais de su-
tura ou entrega de farmacos. Seu ponto de fusdo ¢ ao redor de 60 °C e a
temperatura de transicdo vitrea ao redor de -60 °C. Eum polimero ideal para
impressao 3D por FDM por manter seu estado semicristalino e com baixas
ou moderadas propriedades mecénicas, compativeis com alguns tecidos hu-
manos como cartilagens e articulacées (Nadgorny; Ameli, 2018).

Polimeros naturais também podem ser utilizados para impressdo 3D, es-
pecialmente para aplicacdes em regeneracao de tecidos ou substituicdo de
orgaos. A agarose é um dos principais biopolimeros utilizados em aplicacGes
biomédicas em decorréncia da sua excelente capacidade de formac3o de géis.
Obtida a partir de algas marinhas, a agarose possui uma cadeia linear poliméri-
ca com unidade de repeticdes de agarobiose (dissacarideo formado por unida-
des de D-galactose e 3,6-anidro-L-galactopiranose). Este polimero é um bom
substrato para o crescimento de células. O alginato, por sua vez, € obtido a par-
tir de algas marrons e ndo causa processos inflamatdrios quando implantados
in vivo. E composto por unidades de acido (1-4)-B-D-manurdnico e dcido L-gu-
lurdnico. Sua estrutura polimérica permite o aprisionamento por capilaridade de
moléculas de dgua e outras moléculas, bem como a difusdo destas para o meio
externo, caracteristica ideal para uma “biotinta” a ser utilizada em impress&o 3D
(Gopinathan; Noh, 2018).
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Umas das principais vantagens do sistema de impressao 3D por filamen-
tos fundidos é o facil manuseamento, necessidade de pouco espaco fisico e o
fato de que os polimeros utilizados nessas impressoras sao baratos, ndo toxicos
e ambientalmente seguros. Objetos impressos por esta técnica sdo altamen-
te estdveis, uma vez que apresentam higroscopia. Além disso, diferentes bicos
extrusores podem ser usados nas impressoras, eliminando qualquer restricao
quanto a composicao dos materiais utilizados (Bartolo et al., 2007).

As aplicacdes de objetos impressos ndo sio restritas a area académica
e estdo sendo utilizados em diferentes areas, como saude (implantes mé-
dicos), arqueologia, biorobdtica, componentes de avides, objetos de deco-
racdo, entre outros. Ha alguns exemplos de sucesso de uso de protdtipos
impressos, como na reconstrucao de ossos e de pecas perdidas ou deterio-
radas de museus (Novakova-Marcincinova; lvan, 2012).

O uso de compdsitos para impressdo 3D tem atraido grande atencdo
da comunidade cientifica. Kollamaram et al. (2018) utilizaram o polimero
Kollidon como matriz para o farmaco Ramipril (utilizado no tratamento de
hipertensao), para obter filamentos adequados a impressao 3D, com o obje-
tivo de construir sistemas de liberacdo controlada de farmacos.

Além disso, 80% da constituicdo de turbinas de avibes a jato ja é produ-
zida por impressao utilizando filamentos fundidos de polimeros como acrilo-
nitrila estireno acrilato (ASA) e polieterimida (PEI), por meio de uma parceria
entre Aurora Flight Sciences e Stratasys. Pecas 3D impressas compostas por
esses polimeros também foram utilizadas em avibes comerciais como o Air-
bus A350 (Klippstein et al., 2018).

Assim, a impressdo 3D é uma excelente e poderosa técnica, de facil ma-
nuseio e baixo custo, que permite a obtencao de objetos tridimensionais de-
senhados em programas de computador em formato adequado. Os polimeros
utilizados para a impressao 3D devem apresentar algumas caracteristicas ba-
sicas, porém, diferentes materiais poliméricos vém sendo aplicados em dife-

rentes areas do conhecimento.

212



PREPARACAO E FABRICACAO
Estereolitografia (SLA)

As impressoras SLA convertem polimero liquido em objetos sélidos 3D
via polimerizacao cruzada induzida por radiacao ultravioleta (UV). O proces-
so inclui as seguintes etapas: desenvolvimento de uma estrutura digital 3D
(realizada em programas tipo CAD); divisao dos dados estruturais 3D em
camadas 2D, que serao utilizadas na impressdo camada por camada; expo-
sicdo das imagens 2D na solucgdo de polimero utilizando um projetor Digital
Light Processing (DLP) com uma fonte de luz UV; exposicao por um tempo
pré-definido para curar e solidificar o polimero interfacial entre a imagem
projetada e a base de impress3o, formando as camadas. O processo é re-
petido até a conclusdo da impressao, seguida de remocdo do polimero néo
curado por lavagem, utilizando solvente apropriado, sendo posteriormente
seco com nitrogénio e finalmente realizada a cura final sob intensa luz UV.
O passo na direcao Z define a espessura de cada camada, podendo variar
entre 20-100 pum, o que possui influéncia direta na resolucdo da impresséo.
A resolucao em x-y define o tamanho dos pixels e, consequentemente, a
qualidade dos detalhes do material a ser impresso.

Uma das desvantagens da impressao SLA ocorre durante a impressao de
canais fechados, os quais podem apresentar rugosidade interna devido ao cha-
mado “efeito colateral”. A primeira camada que ird fechar o canal ndo possui su-
porte por uma camada prévia, levando a um efeito de sobre-cura, podendo de-
formar a parte interior dos canais. Outras desvantagens sao o tamanho limitado
das pecas a serem impressas, devido as dimensdes do reservatdrio polimérico,
ao projetor DLP e ao tamanho da base de impressao; e a dependéncia comercial

dos polimeros foto-sensiveis utilizados neste tipo de impressao.

Fabricacao por filamentos fundidos (FDM)

Os filamentos para impressdo 3D FDM podem ser produzidos por duas
principais técnicas: extrusdo por capilar ou pistdo e extrusdo por rosca. A
extrusdo por pistdo é usada para fabricacdo de pequenas quantidades de
filamentos a serem usados em pequenos testes (Onagoruwa et al., 2001).

A extrusdo por rosca € utilizada para fabricacdo continua de filamentos.
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Extrusoras mono rosca apresentam o melhor custo-beneficio e sdo o meio
mais efetivo de fundir e bombear o polimero (Pan et al., 2012). As princi-
pais variaveis durante o processo de extrusdo sdo: velocidade de rotacdo da
rosca; temperaturas do barril e da matriz; temperatura da dgua do tanque e
velocidade de alimentacdo na extrusora. E necesséria a otimizacdo desses
parametros para que sejam obtidos filamentos continuos, homogéneos,
com didmetro correto para uso em impressoras 3D.

De maneira geral, os filamentos devem ter didmetro de 1,75 mm.
Caso o filamento tenha diametro menor que o necessario, o fluxo de
material na impressora 3D torna-se baixo, criando camadas com largu-
ras e espessura menores do que o desejado. Isto resulta em fracas liga-
¢Oes entre as camadas, criando buracos e bolsGes de ar que diminuem
as propriedades mecénicas e o acabamento superficial das pecas. Caso
o didmetro seja maior que o necessario, pode causar problemas na im-
pressora 3D, como entupimentos, ou aumentar o fluxo de material pelo
bico de impressao, o que diminui a precisdo dimensional e o acabamento
da superficie (Boparai; Singh; Singh, 2016).

Uma vez obtido o filamento, € possivel realizar aimpressao 3D FDM.
O filamento é puxado por um mecanismo rolete “pinch roller”. Um motor
deslizante é conectado a um dos roletes, fornecendo energia para que
o filamento possa se mover pelo sistema (Figura 1). Os roletes podem
ter a superficie dentada ou estriada, como uma engrenagem, para criar
friccao suficiente entre o rolete e o filamento, de forma a alimentar a
camara de fusdo sem interrupcdes. A pressdo entre o filamento e os ro-
letes deve ser suficiente para deformar levemente o filamento sem, no
entanto, o esmagar (Agarwala et al., 1996).

Na camara de fusdo, o filamento é fundido. Esta camara é composta
de um bloco de metal com um orificio por onde o filamento fundido deve
escoar até o bico de impressdo. A cdmara de fusdo estd intimamente
ligada ao bico de impressao, permitindo livre movimento nas diregcGes x
ey (Mueller, 2012).

A geometria do bico de impressao em conjunto com a viscosida-
de do polimero fundido determina a pressdo de queda do polimero no

sistema e, por consequéncia, a forca que o mecanismo de alimentacdo
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deve fornecer. O tamanho do bico de impressdo é um fator limitante
para a resolucdo final do produto. Normalmente, o didmetro do bico de
impressdo varia entre 200-500 mm. A partir do bico de impressao, o
filamento é depositado sobre a superficie e camadas sobre camadas, de
acordo com o modelo desenhado em computador (CAD), até que seja

produzido o objeto tridimensional (Turner et al., 2014).

CARACTERIZACAO

Caracterizacdo morfoldgica

A deposicdo de camadas de polimeros pela impressao 3D, bem
como a forma e a distribuicdo de poros, pode ser observada por mi-
croscopia eletrdnica de varredura (MEV). A composicao elementar dos
objetos impressos pode ser avaliada por espectroscopia de raios-X por
dispersao em energia (EDS ou EDX).

Para avaliacdo da relacado das forcas adesivas e coesivas que pos-
sam existir entre uma superficie sélida (objeto impresso) e um liquido,

a técnica de dngulo de contato € a mais indicada.

Caracterizacdo mecénica

As propriedades mecanicas, como compressao, tracdo, cisalhamen-
to e torcdo podem ser estudadas em maquinas universais de ensaios
mecanicos, mediante impressio tridimensional de corpos de prova ade-

quados (que sigam padroes estabelecidos, como ASTM, ISO).

ESTUDO DE CASO

E comum o implante de parafusos em cirurgias de correcdo de dis-
turbios da coluna vertebral. Um principio vital de seguranca e exatidao
desse procedimento é a diferenca palpavel entre osso cortical e es-
ponjoso, constituidos por diferentes materiais e composicoes. Visando
o desenvolvimento de protdtipos para treinamento médico, Clifton et
al. (2020) replicaram a interface corticocancelar vertebral utilizando a

técnica de impressdo 3D por FDM. Com a combinacdo de filamentos
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de poli-acido-latico (PLA) e acrilonitrilo-butadieno-estireno (ABS) foi
possivel obter uma étima aproximacdo do formato, dureza e densidade
da ultraestrutura do osso vertebral, sendo uma alternativa economica-

mente vidvel e Util para o aprimoramento cirdrgico.

CONCLUSAO

A impressdo 3D é uma poderosa técnica que permite a confecgdo
de diferentes objetos tridimensionais com uma ampla gama de aplica-
cbes. Diferentes metodologias de impressdo 3D estdo disponiveis no
mercado, permitindo a impressio de diferentes materiais poliméricos.

A impressao 3D permite a impressao de objetos camada por cama-
da constituidos de polimeros ou de compdsitos poliméricos, com base
em modelos desenhados em apurados softwares. Os objetos impressos
podem ter grande precisdo de detalhes pelo controle das varidveis do
processo. Esta técnica vem sendo utilizada na prototipagem de scaffol-
ds na industria médica, automobilistica e até espacial. Outras aplica-
¢Ges incluem o reaproveitamento de residuos para confeccdo de fila-

mentos adequados para impressao 3D FDM.
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Este livro apresenta caracteristicas, propriedades e diversos processos
relacionados a fabricacdo e uso de materiais poliméricos em variados ra-
mos da tecnologia. Abordando diferentes tdpicos, o enfoque na correlacédo

estrutura-propriedade é sempre enfatizado, de modo a complementar a

literatura disponivel em fundamentos da ciéncia dos polimeros. Mesclan-
do a preparacao, a caracterizacdo e a aplicacdo desses materiais, a obra se
torna indispensavel para cientistas da academia e da indUstria e para alu-
nos de graduac3o e pds-graduacdo nas areas de quimica, fisica, farmdcia e

engenharias, dentre outras areas.
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