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RESUMO

Através de polimerizacdo em emulsdo obteve-se um latex de poliestireno.
Este latex na presenga de grupos funcionais adequados foi modificado
quimicamente para a obtengdo de um latex de polidiazoestireno, que tem

aplicagdo na medicina, em testes imunoldgicos do tipo agiutinagao.

A sintese deste latex cohsistiu de 4 etapas: obteng@o do poliestireno em
emuisao, nitragdo, aminacao e diazotizacao. Estas etapas foram caracterizadas
através espectroscopia infra-vermelhoe (FT-IR) e Raman, microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e calorimetria diferencial de varredura (DSC). Foram feitas
também a determinacgdo da porcentagem de conversao atraves de um método
gravimétrico e a determinac&o do didmetro médio das particulas utilizando-se um

contador de micro particulas (Coulter-Counter).

Pelas caracteristicas espectrais verificou-se a obtencao do poliestireno e
as modificacdes quimicas foram constatadas pela presenga das bandas
caracteristicas dos grupos NO,, NH, e -N=N- ligados ao poliestireno. O diametro
médio das particulas, para 6 sinteses realizadas, variou de 0,058 - 0,181 um e
pelas analises morfolégicas verificou-se homogeneidade na distribuicdo dos
didmetros das particulas. A porcentagem de conversao foi calculada e variou
entre 82 a 98 %.

Testes imunolégicos preliminares foram realizados e o latex sintetizado
mostrou ser eficiente nas reacdes de aglutinacdo. Esses resultados conferem a
técnica, simplicidade, rapidez e baixo custo € mostram que este material pode ter

grande utilidade em laborat6rios de rotina diagnostica



ABSTRACT

A polystyrene latex was obtained through emulsion polymerization. In
presence of suitable functional groups, this latex was chemically modified in order
to obtain a polydiazostyrene latex, which has broad application in agglutination

assays in medicine.

The synthesis of this latex consisted of four steps: obtention of polystyrene
in emulsion, nitration, amination and diazotization. These sieps were
characterized through Infra-red Spectroscopy ( FT-IR.), Raman Spectroscopy,
Scanning Electron Microscopy ( SEM ) and Differential Scanning Calorimetry
(DSC). The polymerization convertion rate was determined by the gravimetric
method. The particles mean size and the distribution of the particles size were

determined by using a sub-micron particles analyser (Coulter-counter).

The obtention of the polystyrene was verified by the spectral
characteristics. The chemical modifications were confirmed by the presence of the
characteristic bands of NO,, NH, and -N=N- groups. For six syntheses the
particles mean size ranged from 0.058 to 0.181 um and the homogeneity in the
particles size distribution was verified through morphological analyses.The

convertion rate ranged from 82 to 98 %.

Preliminary immunological assays were carried out and the synthesized
polydiazostyrene latex showed good agglutination. These results suggest that this
material can be of great use in laboratories of clinical pathology, thanks to the

simplicity, promptness and low cost which it confers to agglutination assays.
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PS1 - sintese preliminar

801 a S05 - sinteses definitivas

PNS - polinitroestireno

PAS - poliaminoestireno

HEMA - hidroxietiimetacrilato
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1.1 - INTRODUGAO

Nos Ultimos anos, a quimica de polimeros tem recebido muita atencéo no
que diz respeito ao desenvolvimento de materiais para aplicagio na area médica.
As pesquisas iém-se desenvolvido no sentido de se obter polimeros
funcionalizados, com determinadas caracteristicas de superficie que propiciem
melhores condigdes de interacdo com o meio fisioldgico em que eles se
encontrem. Assim, técnicas para se obter polimeros ativados na sua superficie,
capazes de reagir com proteinas tém sido empregadas através de modificagdes

guimicas dos materiais.

Dentre os polimeros que sdo empregados na area médica, o poliestireno
tem recebido especial atengdo pois possue algumas propriedades que tornam
ampla a sua utilizagdo. Ele tem uma estrutura linear relativamente simples, &
apolar, quimicamente inerte, resistente a agua e de facil fabricagdo. Sua
temperatura de transicao vitrea (Tg), ou seja, seu comportamento como sélido
vitreo ocorre abaixo de 100°C. Acima deste valor, as cadeias do polimero a nivel
molecular, tém liberdade de rotag&o, as quais permitem mobilidade de longos
segmentos de cadeia. Assim, o polimero torna-se fluido suficiente para ser
facilmente processado em diversas formas de uso. Abaixo de Tg o poliestireno é
processado mecanicamente. Um esquema simplificado da sintese do poliestireno

pode ser representado pela equagéo 1.

CH=CH, = CH—CH. =

iniciador
calor

ESTIRENO POLIESTIRENO

(Eq.1)
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O estireno facilmente copolimeriza com uma variedade de outros
mondmeros dando origem a varios copolimeros como o de estireno-acrilonitrila
gue apresenta resisténcia a solventes e o de estireno-anidrido maleico que

apresenta resisténcia ao calor, dentre outros.

O poliestireno pode ter suas moléculas orientadas durante a fabricacédo
resuitando num aumento de sua dureza, o que contribui no emprego de suas
espumas, usadas como folhas e isolantes em embalagens de alimentos. Pode
ainda ser utilizado em meio liquido na forma de emuisdo. Por serem amplas as
aplicacées do poliestireno, por exemplo pelas indlstrias de embalagens,
eletrbnica, otica, automotiva e de produtos médico-hospitalares dentre outras,

este polimero constitui-se num dos sistemas mais investigados no mundo.

Este trabalho, realizado em colaboragdo com o Departamento de
Patologia Clinica do Hospital de Clinicas da Unicamp, limitou-se a estudos
sobre a polimerizacdo em emuisdo do poliestireno objetivando verificar os
didmentros meédios das particulas, em funcdo da utilizacdo de diferentes
quantidades de emulsificante. e tambem, verificar o comportamento do latex em
testes imunolégicos, apos funcionalizacdo com grupos diazo, os quais promovem

ligagdo covalente entre o suporte polimerico e antigenos ou anticorpos.

Nos testes imunolégicos do tipo aglutinacéo, as particulas revestidas com
antigenos ou anticorpos s&o aglutinadas na presenca de soros ou outros fluidos
biclégicos contendo os anticorpos ou os antigenos correspondentes. Estas
particulas, por serem estaveis, tém grande utilidade em laboratérios de
imunologia por poderem ser utilizadas tanto em testes simples e de baixo custo,
onde a reacao pode ser visualizada a olho nu, como em equipamentos
sofisticados capazes de quantificar seu grau de aglutinacao. Dada a estabilidade
das particulas de poliestireno, estas {ém substituido com vantagens as hemacias

em testes de aglutinacéao.
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1.2 - HISTORICO

O desenvolvimento de imunoreagentes onde antigenos ou anticorpos séo
imobilizados sobre um suporte polimérico atraves de ligacdo covalente, tem
recebido uma atencdo especial por parte dos pesquisadores desta area, mas
varios tipos de suportes foram pesquisados nos quais, antigenos ou anticorpos

foram imobilizados tanto via ligacao covalente como por adsorgao.

Em 1958, por exemplo, Sutherland e Campbell [1] relataram a adsorgéo de
anticorpos em pérolas de vidro. Outros trabalhos como os de Campbell e col. em
1951 [2] e Gurvich e col. em 1961 [3], utilizaram celulose tratada com p-
amincbenzila a qual depois de sofrer diazotizagéo reagiu extremamente bem com
residuos de lisina, tirosina e histidina de proteinas,formando azoproteinas em
testes imunoenzimaticos ( ELISA - Enzyme -Linked Immunosorbent Assay ). Mais
tarde, Jangerdorff [4] e col.em 1963 e Weetall e Wekely [5] em 1965, trabalharam

com adsor¢ao em celulose e bromoacetilcelulose.

Em 1967, Axen e col. [6] e Porath e col. [7], desenvolveram um método
geral para acoplamento de proteinas a polissacarideos insollveis como a
sepharose (agarose) e a sephadex (gel de dextrana). Pérolas destes
polissacarideos foram tratadas com brometo de cianogénio que reagiu com
grupos hidroxila do suportie, convertendo-c em um derivado imido-
carbonato,pronto para reagir via ligagao covalente com os grupos aminicos livres

das proteinas.

No ano seguinte, Carpenter e Reesberg [8] trabalharam com a ativagdo de
bentonita com carbodiimida, tornando-a um suporte favoravel a ligagdo covalente.
Por sua vez, Engvall e Perlmann [9,10,11] em 1971, utilizaram tubos ocos de
nylon, recobertos com antigenos e anticorpos e celulose ativada com brometo de

cianogénio.
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O uso de poliestireno na forma de placas de microtitulagdo, onde
antigenos e anticorpos foram imobilizados por adsorgao, apareceu em 1975, com
o trabalho de Voller e col.[12].

Dois anos mais tarde, Kato e col. [13], descreveram a utilizag&o de tubos
ocos de silicone na preparacdo de suportes para ligacdo de anticorpos por

adsorcdo, o que Cuatrecasas conseguiu trabalhando com gel de acrilamida [14].

Em 1980, Marcipar e col. {15] descreveram a utilizagcdo de fitas de
poliamida (nylon 6,6) em que antigenos de Trypanosoma cruzi foram
covalentemente ligados a este suporte. Também em 1980, Hendry e Hermann
[18] relataram a utilizagcdo deste mesmo polimero para ligacdo covalente com

proteinas, apos hidrélise parcial acida e ligagdo com glutaraldeido.

O primeiro trabalho nesta area na Engenharia Quimica da Unicamp foi
realizado em 1986, por Peres e Bittencourt [17,18] que iniciaram pesquisas de um
novo tipo de suporte para imobilizagdo de antigenos e anticorpos via ligagéo
covalente. Este suporte foi investigado pela RELA S.A. para testes rotineiros do
tipo ELISA e se constituiu de tecidos de poliester recobertos com resinas
reticulaveis com grupos N-metilol, capazes de reagir covalentemente com grupos
funcionais de proteinas, como por exemplo, grupos amino e hidroxila. Atualmente,
a maioria dos suportes utilizados para uso em testes imunoenzimaticos ainda séo
de poliestireno, pois este polimero oferece vantagens como: transparéncia, facil
processabilidade em diferentes geometrias (placas, discos, pérolas ou particulas

de latex ) e baixo custo [19].

Particulas de latex de poliestireno, obtidas atraves de polimerizagdo em
emulsdo, tém sido amplamente estudadas gragas aos avangos na ciéncia de
polimeros, que tem tornado possivel produzir latices uniformes, com tamanho,
densidade e caracteristicas de superficie conforme desejado [20]. Elas tém sido
empregadas em substituicdo a utilizacdo de hemacias em reagdes de

aglutinagao, para a detecgao de antigenos e anticorpos.
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1.3 - TESTE DE AGLUTINAGAO

Para uma melhor compreensédo das reagbes de aglutinagdo, torna-se
necessario que alguns termos sobre Imunologia, correntemente utilizados neste
trabalho, sejam abordados. Para tanto, € de fundamental importancia a distingéo

entre antigenos e anticorpos.

ANTIGENOS - sio definidos por duas caracteristicas fundamentais:

a) imunogenicidade - capacidade de induzir uma resposta imune;

b) antigenicidade - capacidade de reagir especificamente com anticorpos

resultantes do estimulo imunogénico.

ANTICORPOS - compreendem um grupo de proteinas comumente
referidas como imunoglobulinas ( lg ). As imunoglobulinas humanas sao divididas
em diferentes classes, designadas abreviadamente 1gG, [gA, IgD, IgE e IgM
caracterizadas por possuirem determinantes antigénicos especificos na sua
estrutura. As moléculas de IgG s@o formadas pela associagao de quatro cadeias
polipeptidicas , sendo duas cadeias leves (PM 25.000) e duas cadeias pesadas
(PM 50.000), ligadas entre si por pontes dissulfeto ( -S-S- ), como pode ser visto

pela figura 1 [21].
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regido de ligagéo com antigeno ligagdo com antigeno

cadeias pesadas

cadeia leve cadeia leve

Legenda: -8-85- pontes dissulfeto

regiao constante

regido variavel

D regido Fab

Figura 1: Representac&o esquematica de uma molécula de 1gG [21]

A molécula de IgG possui duas regides de interagcado com os antigenos que
apresentam grande variabilidade em termos da sequéncia de aminoacidos. A
interagdo do anticorpo através de seus sitios combinatérios com o antigeno
correspondente resulta em uma forma de conjugacdo conhecida como
"complexo antigeno-anticorpo” e uma representacédo desta conjugagéo pode

ser ilustrada pela figura 2.
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Figura 2: Esquema genérico da formagaoc de um "complexo antigeno-anticorpo”

As interagbes especificas antigeno-anticorpo sido comparaveis aquelas
apresentadas por certas rea¢Bes enzimaticas. Muitas vezes, a simples mudanca
na molécula antigénica, de um atomo de H ou OH, afeta profundamente a sua
capacidade de combinacdo com anticorpos. Isto facilmente se compreende
guando se considera que a interagdo antigenoc-anticorpo ou enzima-substrato,
depende de forgas intermoleculares ndo covalentes, que s6 se exercem
eficazmente a distancias muito curtas. As forgas de atragido que estabilizam o
"complexo antigeno-anticorpo”, sdo uma combinagdo de forgas que incluem
pontes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas, eletrostaticas e das forgas de Van
der Waals. Assim, a perfeicdo do encaixe do determinante antigénico aos sitios
combinatdrios do anticorpo depende da complementaridade espacial de suas
estruturas. Quanto mais perfeita for essa complementaridade, maior sera a
afinidade de interacao entre antigenos e anticorpos, o que determina a eficiéncia

do processo.

A interac@o antigeno-anticorpo da lugar ao aparecimento de uma série de

reacgoes, cujo estudo qualitativo e quantitativo é do dominio da Sorologia [22].
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O principio basico da aglutinagcédo se da pela formagaoc de pontes de
anticorpos que ligam os determinantes antigénicos de particulas adjacentes.
Assim, quando uma suspensdo de particulas que apresenta determinantes
antigénicos a sua superficie é misturada com um soro contendo anticorpos
especificos, formam-se aglomerados que sedimentam no fundo do tubo em que
se processou a reacgdo, dando origem ao fendmeno da aglutinagédo, descrito

por Gruber e Durham no comecgo deste sécuio.

Este fenémeno se observa com microbios ou células do tipo eritréeitos ou
leucocitos, através dos determinantes naturais existentes na sua superficie
resultando numa aglutina¢ao direta. Também pode ser observado com células,
geralmente eritrocitos, ou particulas inertes do tipo latex,artificialmente revestidas

com um antigeno sollvel resuitando numa aglutinagao indireta ou passiva.

Particulas de latex de poliestireno tém sido extensivamente usadas em
testes de aglutinagcéo devido as suas caracteristicas de estabilidade e facilidade
de ligacdo com antigenos ou anticorpos que podem ser adsorvidos ou
covalentemente ligados em suas superficies. Quando estas particulas ou
microsferas sdo recobertas por antigenos ou anticorpes, cujo procedimento &
conhecido como sensibilizagao, elas sac especialmente denominadas

imunormicrosferas [23] e podem ser ilustradas esquematicamente pela figura 3.

O Y -

Microsfera Anticorpo {Ab) Imunomicrosfera

R

Antigeno (ag) Ag x Ab

Figura 3: Representag8o esquematica de uma imunomicrosfera [23]
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As tecnicas de aglutinagdo utilizando particulas de latex como suporte,
além de serem realizadas em poucos minutos, apresentam grande simplicidade
técnica e baixo custo financeiro. Assim, particulas de latex apds serem revestidas
(ou sensibilizadas) com anticorpos especificos, podem ser ulilizadas para
detectar os antigenos correspondentes, através de reagdes de agiutinagéo [21].
Do mesmo modo, particulas revestidas com antigenos podem ser utilizadas para

a deteccdo de anticorpos. Um esquema desta reacéo pode ser visto na figura 4.

L
* %

o

Particulas latex sensibilizadas com anticorpos

-+

00000
0000

00000

Antigenos

i

Particulas aglutinadas - aglutinagdo visivel

Fiqura 4: Reacdo de aglutinagao entre particulas de latex sensibilizadas com anticorpos
para a deteccdo de antigenos [21]
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1.4 - REVESTIMENTO DAS PARTICULAS LATEX:

ADSORCAO E LIGAGAO COVALENTE

Desde que Catt e Tregear [24,25] verificaram que as proteinas sfo
capazes de se ligar as superficies plasticas por adsorcdo, muifos Kits comerciais
foram produzidos. Entretanto, existem algumas desvantagens na técnica de
tigacao por adsorgéo, devido a ligagao das proteinas as superficies poliméricas
se dar através de interacGes fracas (ndo covalentes). Quando particulas de
latex sé@o revestidas com antigenos ou anticorpos por adsorgdo, ocorrem alguns

inconvenientes [26,27] dentre os quais salientam-se:

+ dessorgao: dada a fraca interagdo por adsorgéo entre as proteinas e a
matriz polimérica ndo polar, as moléculas adsorvidas ao suporte se
desprendem durante as lavagens que fazem parie da etapa de
sensibilizagdo; o mesmo ocorre com as reacBes imunolégicas
propriamente ditas, afetando a uniformidade da reacgao, precisédo e
reprodutibilidade do teste;

o fragilidade da ligacdo por adsorcéo: a instabilidade deste tipo de ligacao

nao permite a estocagem do material com seguranca.

Na evolugao dos testes imunologicos, a maior dificuldade que se verifica é
guanto a separacdo de antigenos e anticorpos em excesso no meio, na efapa de
sensibilizacdo. Usualmente tal separagdo é feita através de lavagens em
processos de filtracgdo. Como 70 % dos antigenos ou anticorpos podem ser
removidos das superficies poliméricas [28] por tais lavagens, a precisdo e
sensibilidade do teste é negativamente influenciada o que compromete seu

resultado final e reprodutibilidade.

Com o propésito de se resolver este problema de dessorgdo, varios
metodos tém sido desenvolvidos [15,18,29] onde antigenos ou anticorpos séo
ligados covalentemente tanto a macro-fases sélidas do tipo pérolas (de 6-7 mm
de diadmetro) de vidro, nylon ou poliestireno, como tambem a microsferas sob a

forma de latex polimérico.
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1.5 - IMUNOMICROSFERAS: )
CARACTERISTICAS E APLICACOES

Varios

métodos foram desenvolvidos com o objetivo de sintetizar

microsferas ideais para cada tipo de aplicacado [30]. Durante sua sintese, estas

microsferas podem ser modificadas incorporando-se compostos, 0s quais podem

ser fluorescentes, radioativos, magnéticos ou coloridos. Algumas das varias

aplicacdes em testes imunoldgicos podem ser resumidas na tabela 1.

Tabela 1 - Imunomicrosferas: aplicaches em testes imunoldgicos

SEPARAGOES DE POPULAGOES
CELULARES

Fea04 & marcadas com anticorpos

especificos

ceiulares, por exempio,
linfocitos T e B através de um

magneto

APLICACAQ EXEMPLO IDENTIFICAGAO REF.
DIAGNOSTICO DE DOENGAS - artrite reumatéide - anticorpos contra IgG 31
AUTO - IMUNES
- fungo Cryplococeus neoformans
L L - antigenos de C.neoformans 32
no liquido cefalorraquidiano ou soro
- Salmonella - antigenos de Saimonella 33
DIAGNOSTICO DE DOENCAS - estreptolisina; produzida por - anticorpos anti-estreptolisina 34
INFECCIOSAS E PARASITARIAS Streptococeus do grupe B
- Toxoplasma gondii - anticorpos contra Toxoplasma 35
gondii
- verifica-se aumento de - anticorpos anti - proteina
36
. concentracio da proteina C-
DIAGNOSTICO COMPLEMENTAR DE gRodap C-reativa
c ti fermidad
ENFERMIDADES INFLAMATORIAS | o 0 M eniermicades
inflamatarias agudas e também em
AGUDAS E TUMORES inramatoras agu
tumores malignos
- microsferas recobertas com - reconhecimento de antigenos
37
" . anticarpos especificos marcados celulares ou populagdes
IDENTIFICAGAO DE CELULAS E/OU pos esp populag
" com materiais fluorescentes celulares airavés de
POPULACOES CELULARES
(fluoresceina) ou eletrodensos microscopia de fluorescéncia ou
(particutas com ouro ou platina) microscopia eletronica
- microsferas sintetizadas contendo | - separagdo de populagdes
38
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Para aplicagdo em imunoensaios, as microsferas precisam apresentar as

seguintes caracteristicas [23]:

» insolubilidade em meio aquoso;

¢ hidrofilicidade e densidade proxima a da agua para que tenham maior
interagdo com fluidos bioldgicos;

+ presenca de grupos funcionais adequados capazes de se ligar covalentemente
com antigenos ou anticorpos.

Uma outra caracteristica muito importante a ser considerada, diz respeito
ao tamanho das particulas. Para utilizagdo em testes de aglutinacao, é importante
gue as particulas possuam homogeneidade em tamanho, para que propiciem
condi¢gbes uniformes de reagdo. E tenham um tamanho tal que durante as etapas

de lavagens, ndo obstruam as membranas de filtracao.

Poucos sao os meétodos que produzem microsferas com uma estreita
distribuicdo de tamanho, por exemplo da ordem de 2 um, como conseguido por
Wang e Zhang em 1991 [39]. Segundo estes autores, polimerizagéo por emulsao
ou disperséo produzem microsferas com tamanhos abaixo ou proximos de 1um,
enguanto que polimerizagdo por suspensido produz particulas com ampla
distribuicao de tamanhos. Rembaum e col. [23], através de polimerizagdo em
emulsao, verificaram que esta se constitui na técnica mais conveniente para
sintese de microsferas com didmetros na faixa de 0,01 a 8 um. O uso da
polimerizagdo em emulsdo para preparar latices poliméricos com estreita
distribuicao de tamanho de particulas, teve como pioneiro o trabalho de Van der
Hoff e col. [ 40,41,42] no final da década de 60.
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1.6 - POLIMERIZACAO EM EMULSAO

O termo "Polimerizacdo em Emuls&o” usuaimente refere-se a uma reacéao
na qual particulas muito pequenas do polimero séo formadas na fase aquosa. O
produto € um latex que consiste de particulas esféricas de polimero dispersas na
agua com dimensdes tipicamente coloidais [43,38]. Como a maioria destes
sistemas esta numa faixa de tamanho de 1 nm a 1 um [44] eles tém sido
adequadamente denominados "Polimeros Coloidais" por se constituir num
sistema coloidal estavel, invariavelmente fluido, no qual a fase dispersa € o

polimero.

A seguir sera feito um breve relato histérico sobre os primeiros trabalhos
utiizando polimerizagdo em emulsdo e as literaturas consultadas que
constituiram o embasamento tedrico sobre este assunio neste trabalho,

encontram-se citadas nas referéncias 44,45,46,47,48 e 49.

1.6.1 - BASES TEORICAS

Dinsmore em 1929 foi, historicamente, um dos primeiros a registrar seu
trabalho na lingua inglesa sobre polimerizagdo em emuisdo ( U.S. Patent
1,732,795), muito embora haja registro de uma outra patente alema, anterior a
esta ( German Patent 250, 690,1909, Farbenfabrik Bayer A.G.). Dinsmore usou
acido oléico e caseina como emulsificantes na polimerizag&o em emulsio de
butadienos, num trabalho conduzido pacientemente, cuja reacdo foi conduzida
por um periodo de 6 meses na faixa de 50-70°C. Ainda hoje o termo
"polimeriza¢do em emulsao"” continua sendo usado para descrever processos que
tniciam com uma emulsdoc do mondmero e termina com uma dispersdo do

polimero.

Em 1932, Harkins e McBain, independentemente, observaram que
particulas de polimero se formam a partir de mondmeros de baixa solubilidade

em agua, mesmo na auséncia de emulsificantes.
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Fikentscher em 1937, notou que mesmo na presenga de micelas de
emulsificante, a fase aquosa, e nao as gotas de mondémero, era o provavel lugar

da polimerizagéo.

Mais tarde, entre 1943-1945, em trabalhos quantitativos Heller e Klevens
demonstraram o relacionamento entre a concentracdo de emulsificante e ©
nimero de particulas formadas, ambos, acima e abaixo da concentragdo micelar
critica (CMC ).

Harkins em 19847, publicou uma série de estudos sobre estireno e
isopreno, ambos na presenca e auséncia de micelas, observando que a taxa de
polimerizacao foi muito maior quando as micelas estavam presentes. Com base

nesta evidéncia foi proposto que o local de polimerizacao fosse a micela.

Na polimerizagdo em emulsdo, geralmente estao presentes 4

componentes; mondmero, agua, iniciador e um emulsificante ( surfactante ).

Monomero (M) - € distribuido no sistema em emulsdo, geraimente como
gotas reservatérios de mondmero, ou dissolvido parcialmente na fase aquosa.
Considerando que o mondmero enconira-se na sua maior parte como gotas
estabilizadas pelo emuisificante e também em polimerizag@o dentro das micelas,

pode-se classificar o sistema consistindo de 3 tipos de particulas:

» gotas de mondémero: reservatorios;
» micelas inativas: ainda sem o iniciador;
* micelas ativas: em polimerizacéo.

No momento em que adiciona-se 0 mondmero na agua, este fica disperso
no meio na forma de particulas estabilizadas pelas moléculas de emulsificante

gue adsorvem a sua superficie, formando micelas .

Emulsificante (E) - € parcialmente dissolvido na agua, mas a maior parte

de suas moléculas se agregam formando micelas. As terminac¢des hidrofébicas
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de suas moléculas ficam orientadas para o interior da micela e as terminacgoes

hidrofilicas voltadas para a agua.

A formac&o das micelas ocorrera quando a concentracio do emulsificante
exceder a chamada " concentragdo micelar critica”, encontrando-se em excesso

no meio.

Uma representacdo esquematica de uma gota de mondémero estabilizada

pela agregacdo das moléculas de emulsificante pode ser vista pela figura 5.

Gota de mondmero

(M)

adicionando
emulsificante

? } porgao hidrofilica

} porgéc hidrofébica } Emuisificante

Figura 5: Representacdo esquematica da formacdo de uma micela e sua
estabilizacao pela acdo do emulsificante [45]

Iniciador (1) - na maioria das vezes sao utilizados iniciadores sollveis na
fase aguosa, podendo também ser utilizados iniciadores sollveis na fase
orgénica, se for este 0 meio dispersante. As particulas de latex sdo obtidas

usando-se geralmente, persulfato de potassio (K;S,0g) como iniciador, o qual

produz 2 ions sulfato radicais.



capitulo 1 - Revis&o da literarura 18

1.6.1.1 - MECANISMO DE FORMAGAO DAS CADEIAS

Polimeros em emulsdo s&o preparados a partir de mondmeros que podem
ser polimerizados através de um mecanismo via radical livre. Estas
polimerizagbes sao rapidas e podem ser caracterizadas por etapas de iniciagao,

propagacao e terminagao das cadeias.

A etapa de terminag&o pode ocorrer por 2 mecanismos: terminagio por
combinac&o ou terminagdo por desproporcionamento. Durante uma reagido de
polimerizagdo um nimero (n) de monémeros, por exemplo vinilicos, reagem para

formar uma cadeia com (n) unidades no seu comprimento.

nCHy=CH - (— (i3H2—~—(|3H “n (Eq.2)

R R R

Esta reacao pode ser representada através de varias fases, de acordo com

o seguinte esquema:

i) Iniciador (I} - geralmente utiliza-se um perdxido que ao ser
termicamente induzido, se decompde formando 2 radicais cataliticos I* ; € a etapa
mais lenta.

Kd

| —> 2 (Eq.3)

No caso de emulsdes de poliestireno, para se obter um latex, geralmente
& utilizado persuifato de potassio e os radicais sulfato sao gerados termicamente

de acordo com a equacao 4.

S0 —> 2804” (Eq.4)
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ii) Iniciagao - o primeiro radical (I*) reage com uma molécula de monémero

iniciando a reacéo de polimerizacéo, de acordo com a equacao 5.

Ki

CH,=CH + I* —>» | — CH, — CH* (Eq.5)
i |

R R

A polimerizacéo ocorre quase que exclusivamente no interior das micelas

onde o iniciador reage com o mondmero de estireno dando origem a um radical

estireno.
I}{ }ll 0 H H
~ | I
sO, * ¢c=¢ — 0—S—0—C—CcC-
| I |
) (@)
radical sulfato estireno radical estireno

(Eq.6)

iii} Propagacgao - o radical livre formado reage com ouira molécula de

mondmero continuando o crescimento da cadeia.

i—CH2-CH* + c;—gzz CH ——» |“CH2-CH — CH_—CH* nCHszHR=
E | i |

R R R R

N

— | m{-CHzm CHIY— CHZ—CH*
| n+ |

R R

(Eq.7)
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De acordo com a teoria proposta por Harkins e melhorada por Smith e

Ewart, o primeiro estagio de propagacdo numa emulsdo também acontece na

fase aquosa produzindo oligoradicais, conforme demonstra a equacao 8.

radical estireno

— Kp r [ l
+ n(I:__c - '804—’-Cm«-c C~—C*
n |
H H |
estireno oligoradical
(Eq.8)

Quando o crescimento da cadeia do oligoradical termina, ele possui cerca

de 3 a 5 unidades de estireno. Como sua solubilidade & semelhante a do

estireno, ele migra para dentro da micela & continua sua propagacio reagindo

com as moléculas de estireno ja presentes na micela.

iv) Terminagdo - pode ocorrer por 3 mecanismos; um deles € a reacao

bimolecular entre 2 radicais polimericos, também conhecida como terminagao por

recombinacao e resulta na formag¢ao de uma Unica molécuia.

Ki

~mmCHy — CH* + ~~~CHy - CH* — ~~~CH,— CH — CH — CHy ~~~

R

| |

R R R
(£9.9)



capitulo 1 - Revisdo da literarura 19

A terminacdo pode também ocorrer por transferéncia de cadeia, pela
abstracdo de um atemo ou grupo, produzindo uma cadeia terminada e uma nova
espécie como radical livre que reagindo com mondmeros disponiveis, inicia uma
nova cadeia. Estas reagdes ocorrem principalmente na presenca de agentes

redutores de radicais, representado genericamente por R'SH abaixo.

~~~CH; — CH* + R'SH —» ~~~ CH, — (!IHZ + R'S*
R R
R'S* + CH,=CH -» RS'CH,CH* (inicia uma nova cadeia )

R R
(Eq.10)

Também pode terminar pela desproporcdo de 2 radicais, levando a

obtencéo de 2 cadeias terminadas ( equacao 11).

~~m CHy - CH* + ~~~ CH, — cl:H* oy momm CH, — ?Hz + CH, = CH
R R R R

(Eq.11)

Segundo a teoria de Smith e Ewarl, de um ponto de vista estatistico,

somente 50 % das particulas conterdo cadeias em crescimento, assim :

R*=N/2 (Eq.12)

onde N e o nimero de particulas por unidade de volume.
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Quanto & taxa de polimerizacéo ( Rp ), esta dependera da concentragao
do monémero (M) na particula e sera proporcional ao numero de micelas ativas
(N), podendo ser afetada pela escolha do monémero, do qual depende o valor

da taxa de propagacao (Kp). Assim, Rp pode ser expressa por:

Rp= NxKpx[M] (£Eq.13)

Uma vez que o numero de micelas depende da concentragdo de
emulsificante, podemos notar pela figura 6 que na polimerizag@o por emulsao do
estireno, a maiores quantidades de emulsificante, aumenta-se a taxa de

polimerizag¢ao, pois aumentam-se 0s nucleos de reagéo.

Rp 100 Moles de emulsificante
80 - 1-0,0035
- 2-0,007
60 L 3-0,014
~ Polimerizagdo:
401- 180¢g agua
20 100g estireno
e 0,5g iniciador
0 l=—"..l 1 1 i

1
0 100 200 300 400 500 600
Tempo, min

Figura 6: Polimerizagao do esfireno a diferentes concentragdes de laureato de potassio[47]

Quando o numero de particulas se tornar constante a taxa de polimerizagéo
ficara linear, porem a aitas conversdes esta taxa decrescera, bem como decrescera a
concentracdo do mondmero e a polimerizacéo sera encerrada quando cessar a entrada

de radicais iniciadores nas particulas.
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1.6.1.2 - ETAPAS DO PROCESSO

Na polimerizagdo em emulsdo quando adiciona-se mondmerc na agua,
suas gotas ficam dispersas no meio e sdo estabilizadas pela agdo do
emulsificante, formando micelas. Cada micela consistira de 50 a 100 moléculas
de emulsificante, com didmetro variando entre 0,1 a 0,3 um, contudo, o nimero
de micelas bem como seu tamanho dependerd da quantidade de emulsificante
usada e agitacdo do meio. Quanto maior a concentragdo de emulsificante,

menores e em maior numero serao as micelas.

Num tipico sistema de polimerizagdo por emulséo, as gotas de mondmero
geralmente tém tamanhos da ordem de 50 - 5000 pum, enquanto as micelas

contendo mondémero sé&o bem menores com cerca de 0,025 pm. A concentragao
das micelas & da ordem de 1018 / ml e a concentragao das gotas de mondmero

varia de 1010 a 1011/ ml, assim, esta diferenca evidencia um total de areas

superficiais das micelas maior que o das gotas de monémero.

Na iniciacdo da polimerizagao, fase também conhecida como nucleagao,
os radicais livres formados pela decomposicdo do iniciador, podem facilmente
penetrar as micelas porque estas possuem uma estrutura bem espagada na
superficie. A difusdo do mondmero para o interior das micelas ocorre pois o meio,
no interior das mesmas € muito similar ao fluido hidrocarboneto e no caso do

estireno, este € muito mais sollvel em hidrocarbonetos do que na agua.

Um radical que se difundiu até uma micela através da fase aquosa, ao
encontrar as moléculas de mondmero, da inicio a polimerizagéo no interior desta
micela. Contudo, estes radicais ou oligoradicais, podem iniciar a polimerizacéo
nas gotas de mondmero ou em moléculas deste que se encontrem parciaimente

solubilizadas na fase aquosa.
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Considerando que existem em emulsdo muito mais micelas do que gotas
de monoémero, o total de superficies de micelas € muito maior que o total de
superficies das gotas de mondmero. Como a concentracido de mondmeros & bem
maior no interior das micelas, a probabilidade que a polimerizagdo ocorra no

interios das micelas sera maior.

A polimerizacdo por emulsdo tem seu processo comumente dividido em 3
estagios: o de iniciagdo, crescimento das particulas e terminagdo quando as

particulas se constituem numa fase sdlida.

ESTAGIQ [ - estagio de iniciacdo ou nucleacdo, onde micelas de
emulsificante sdo formadas e o nimero de particulas cresce a medida que ocorre
difusdo de mondmero e radicais para dentro das micelas. A medida que as
micelas sao formadas, o emulsificante livre na solugéo vai sendo consumido e
este estagio é considerado encerrado quando todas as micelas de emulsificante
tiverem desaparecido. Geralmente estas micelas desaparecem durante os
primeiros 10 - 20 % de convers&o. Este estagio pode ser ilustrado conforme figura
7, onde pode-se observar o sistema composto por uma fonte de mondmero,

micelas de emulsificante e micelas em polimerizacao.

M \\‘;A"’A "
M L ~ 2, :;}f;& -
:;Jé -5 '?N' ';" ft& \{‘ =
AW M '
K14 S
"“\‘;*"’lfo Re ?‘l‘:’““::
A :—Q‘L ;: ! l\
“dive /
gota de gota de ]
M & mondmero Re mondmera M
MMMMMMM MMMMMMM

Figura 7: Nucleacao - formacao de micelas e estagio inicial da polimerizacao [48]
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ESTAGIO Il - é caracterizado pelo crescimento das particulas. Uma vez
que € cessado o estagio de nucleagéo onde todo o emulsificante é consumido, o
nimero de particulas (N) passa a ser constante. O mondmero em solucéo se
difunde para dentro das micelas tendendo a um equilibrio, pois geraimente ele e
mais sollvel no seu polimero do que na agua. Também ocorre diminuicdo de
mondmero nas micelas ativas devido a polimerizacao, resultando numa reducao

das gotas de monémero em solugéo.

Num crescimento competitivo, particulas grandes podem absorver mais
mondémeros que particulas peguenas, o que implica num aumento de volume
destas particulas. Embora isto resulte num aumento de volume, o aumento de
diametro ndo é relativamente tdo grande; assim, os didmetros finais ndo séo tao

diferentes, resultando numa estreita distribuicéo de tamanhos.

Um outro fato & que o total de areas superficiais das particulas pequenas é
bem maior que o das particulas grandes. Deste modo as particulas menores
tendem a absorver mais mondmero, crescendo mais rapidamente, o que contribui

para que o sistema seja monodisperso.

O crescimento das particulas na polimerizagéo também pode se dar via
coalescéncia das particulas ja existentes. Por exemplo, se duas particulas
estiverem insuficientemente estabilizadas, elas podem colidir e coalescer desde
que sejam particulas de mondmero/polimero fluidas, resultando numa dnica
particula maior. Neste estagio de crescimento a converséo e de cerca de 20-60 %

e pode ser representado pela figura 8 quando néo existem mais micelas inativas.
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M
.\‘\“ fr A

M
o= MPMPM Re

gota de
mondmerc

Figura 8: Crescimento das particulas em polimerizacao [48]

ESTAGIO Il - comeca quando as gotas do monémero em solugio
desaparecem. Isto geralmente ocorre a 60 - 90 % de converséo e é caracterizado
por um rapido decréscimo da concentragdo de mondmero na fase aquosa devido
estar polimerizado no interior das particulas. O porque da polimerizacdo ocorrer
no interior das particulas e ndo nas gotas de mondmeros em solugdo pode ser
respondido considerando as areas superficiais relativas e o nimero de cada
espécie envolvida. Desde que as gotas de mondmero estejam com tamanho da
ordem de 50 - 5000 um e as micelas com cerca de 0,025 pm, o namero fotal de
area superficial das micelas excedera amplamente ao numero referente ao
mondmero, entdo, a probabilidade de um radical gerado na fase aquosa atingir
uma micela é muito maior que a de atingir uma gota de mondmero. Assim, as
micelas se constituem no local preferido ou mais provavel de acontecer a

polimerizacao.

Numa reagio tipica, as relagdes entre micelas e gotas de mondmero

podem ser mostradas na tabela 2.
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Tabela 2: Relacao entre micelas e gotas de mondmero

N°/g EMULSAO

AREA SUPERFICIAL TOTAL

{cm? / g emuls&o)

Gotas de mondmerc

=10°%°

3x10%°°

Micelas

o~ 101?

3x10°

Este Estagio ill, quando a taxa de polimerizagio cai a medida que diminui

a concentragdo do mondmero na particula, pode ser ilustrado pela figura 9 que

representa uma conversdo de aproximadamente 100 %.

final da polimerizacdo
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Figura 9: Terminacéo - estagio final da polimerizagéo [48]
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1.6.1.3 - LATICES: ESTABILIDADE COLOIDAL

As caracteristicas pertinentes a regido interfacial entre as particulas e o
meio dispersante, incluem a natureza e a concentracao de grupos funcionais que
podem ser quimicamente ligados na superficie das particulas. Neste caso, as
propriedades de superficie sdo importantes na determinagéo do comportamento
coloidal dos latices, estando tais propriedades relacionadas ac método

empregado na sua preparacao. Estas propriedades frequentemente dependem:

e de grupos provenientes do iniciador usado;
¢ de surfactantes adsorvidos ou enxertados:
» de polimeros adsorvidos ou enxertados,

particularmente aqueles sollveis no meio de dispersao.

Num meio altamente ionizante, por exemplo a agua, grupos acidos ou
basicos, existem na sua forma ionizada em contato com a superficie das
particulas, tornando-as eletricamente carregadas por adsor¢éo dessas especies
carregadas. A condicdo de eletroneutralidade € mantida pelo balan¢o de cargas
entre a superficie do latex e os ions de sinal contrario presentes no meio,
formando em torno da particula a chamada dupla camada elétrica (apéndice | ),
na qual & estabelecido um equilibrio entre as forgas elestrostaticas como mostra a

representacao da figura 10.
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Figura 10 : Nustracdo de uma microsfera polimérica carregada negativamente formando uma dupla
camada elétrica pela infludncia de forgas eletrostaticas. A linha tracejada indica que a regido das forgas

eletrostaticas pode se estender muito além do tamanho fisico das particulas [49]

Quando os latices s&@o preparados em mei0 nao aquoso, em
hidrocarbonetos por exemplo, grupos carregados nao mais se produzem, nao se
constituindo este em um meio pratico de estabilizacdo das particulas formadas.
Sob estas condigbes, cadeias poliméricas soluveis no meio de dispersdo podem
ser enxertadas ou adsorvidas na superficie das particulas, ficando estas cadeias

nao carregadas, extendidas para o interior do solvente como mostra a figura 11.

Figura 11: llustragio de uma particula de lalex ndo carregada, com cadeias poliméricas
adsorvidas ou enxertadas em sua superficie, como se fossem filamentos [49]



capitulo 1 - Revisdo da literatura 28

A extensao das cadeias poliméricas enxertadas ou adsorvidas a partir da
superficie das particulas, determina a distdncia em que uma particula pode

comegar a interagir estericamente com outra, formando o chamado sistema

estericamente estabilizado. Um exemplo tipico € o uso do acido 12-

hidroxiestearico que estabiliza particulas de poli-metilmetacrilato em dodecano

Uma combinacgao de forcas eletrostaticas e efeitos estéericos pode ser feita
e empregada grafitizando-se cadeias de polieletrolitos a superficie das particulas

de latex, como pode ser visto pela representagéo da figura 12.

Figura 12: Representacao de uma particula de latex com cadeias de

polieletrdlitos enxertadas na superficie das particulas [49]
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A partir desta descricdo qualitativa sobre as particulas de latex, pode-se
reconhecer as origens de 3 forcas basicas que devem ser consideradas no
entendimentc do comportamento das dispersdes tanto em meio aquoso como

nao aquoso. Podem ser reconhecidas como:

» efeitos eletrostaticos: geralmente repuisivos, apesar de cargas

opostas sobre as particulas poderem induzir & atracgéo;

o efeitos estéricos: resultantes da geometria e conformacdo de

moleculas adsorvidas ou enxertadas;

o efeilos de solvatacéo: resultantes da organizagdo das moléculas de
solvente proximas da interface ou entre as cadeias das macromoléculas

adsorvidas.

Numa tentativa de se resumir as propriedades dos latices em meio aguoso
na presenca de eletrdlitos, podem ser observadas no esquema da figura 13

algumas caracteristicas quanto a estabilidade dos coloides (apéndice Il ).
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Figura 13: Esquema das propriedades dos latices em meio aquoso [49]
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A concentragdes intermediarias de eletrolitos (= 10 -3 mol dm -3 ) e &
baixa fracdo de volume da fase dispersante, as particulas carregadas assumem
posicdes aleatdrias no sistema e sofrem continuo movimento Browniano com

contatos repulsivos quando as particulas se aproximam umas das outras. Se, a

concentracao de eletrolitos é reduzida para cerca de 10 -5 mol dm -3 o gue
aumenta a faixa de repulsao eletrostatica, ou, se a concentracdo de particulas é
aumentada, uma situagdo fal & atingida onde as particulas devem manter
contatos repulsivos por um longo periodo de tempo. Consequeniemente, um
arranjo ordenado das particulas é estabelecido de forma que as mesmas se
sifuam em posicdes bem separadas como nos latices cristalinos, ou seja é

formado um arranjo do tipo "cristal liquido".

Frequentemente, a distribuicdo do tamanho das particulas é estreita e o
termo "monodisperso” € usado para descrever latices deste tipo, os quais

mostram coloracgao brilhante.

A mudanga de estabilidade para instabilidade tem sido estudada por
muitas geracdes de cientistas, desde o final do século passado quando Schulze
(1882 - 1893 ) e Hardy (1900) ja investigavam este fenémeno. Hoje, explicactes
sobre as interagdes entre particulas estdo baseadas de forma quantitativa numa
teoria proposta por Derjaguin e Landau (1941) e Verwey e Overbeek (1948),
denominada Teoria DLVO em homenagem aos 4 autores, que, entretanto nao

sera estudada neste trabalho.

Em 1970, Dunn e Chong, demonstraram que a adsorgcao de emulsificante €
o fator mais importante na determinacao da densidade de cargas superficiais nas
particulas determinando entdo seu tamanho final. Casos onde a polimerizagao &
realizada na auséncia de emulsificantes tém sido considerados por Goodwin e
colaboradores (1978), com base em que as unidades particuladas formadas
inicialmente, contém somente um pequenoc numero de cadeias que possuem

baixa carga superficial e do ponto de vista coloidal sdo instaveis.
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Recentemente, Kuo e Chen [50] desenvolveram uma pesquisa muito
interessante sobre o uso de emulsificantes poliméricos e monoméricos na
polimerizacdo por emulsdo do poliestireno, bem como com iniciadores

inorganicos (KyS;0g) e organicos (AIBN). Seus resultados mostraram que

guando o emulsificante polimérico & utilizado, pequenas particulas séo formadas,
as quais sdo completamente diferentes das obtidas quando surfactantes
convencionais e iniciadores inorgénicos sdo usados para a sintese. Também foi
verificado que particulas menores e mais uniformes sdo obtidas ao se utilizar o
iniciador inorgénico. Ainda neste trabalho ficou evidente que é possivel se obter
uma distribuicao bimodal de particulas quando a sintese é feita tanto na presenca

de emulsificante polimérico quanto de iniciador organico (AIBN).
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1.7 - FUNCIONALIZAGAO: MODIFICAGCOES QUIMICAS
PARA LIGAGCOES COVALENTES

Nos testes imunologicos, assim como na imobilizacdo de enzimas, os
materiais poliméricos, por exemplo o poliestireno, utilizados como suportes, néao
possuem grupos reativos na sua superficie, havendo portanto a necessidade de

serem ativados via funcionalizagdo.

Em geral, latices apresentando homogeneidade em tamanho de particula
e com grupos funcionais sobre sua superficie, tém encontrado muita utilidade na
quimica de coldides e na bioquimica [51,562]. Tais latices podem ser preparados
através de modificagcdes quimicas, como no caso dos suportes polimeéricos
utilizados em imobilizacac de enzimas . As reacdes mais comuns que promovem
ligagdo covalente entre polimeros e proteinas e que sdo usadas em imobilizagéo

de enzimas [53], sao:

+ diazotizacao; formacao de ligacdo amida; alquilacao e arilagao;
formagao de base de Schiff; reacdo de Ugi; reacdo de amidagéo; reacéo de
troca tiol-dissulfeto; interacdo enzima-mercurio e ligagdo induzida por

irradiacao gama.

Através destas reagbes, determinados grupos funcionais sao introduzidos
nos suportes tornando-os ativados para reagir com proteinas. Os principais
grupos funcionais envolvidos em imobilizacéo de enzimas que favorecem ligagéo
covalente, estdo demonstrados na tabela 3 e podem ser citados como exemplos

de ligagdo polimero-proteina.
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Tabela 3: Grupos funcionais que fazem ligagfo covalente com proteinas [53]

grupos reativos tipo
Grupo funcional das proteinas de ligagdo

e NH;
NiCI” —SH
ligagio diazo
(sal diazénio) OH

]
e \0
c / —NH; ligagio peptidica
i
O
{anidrido acido) —NH;
—~CH;CON, —SH
acil azid ligacdo peptidica
(acil azida) _@_ OH
_0\
C=NH -=NH; ligagdo peptidica
4
-0
{imidocarbonato)
e R NCS —NH; ligacdo peptidica

{isotiocianato)

—Q—NCG —NH, ligagio peptidica

{isocianato)
~CHCOC —NH; ligagéo peptidica
{acil cioreto)

—

~
o /Czo -NH; ligagdo peptidica
{carbonato ciclico}
;lr
NH
....coo_,{; ~NH; ligacéo peptidica
‘NH

b

{o-acilisouréia}
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continuacéo da tabela 3:

--:aaicmnac&u —NH;
0

{reagante de Woodward)

F
Gwo, ~NH,
NGy

{m-Auordinitroaailina)

‘(}(“_{ ~NH;

N—
{kefazinily

welelHomCH80~-CH 2 CH,  =HH:

{vinilsilfonil) -5H
~{H
=N,
~SH
Ok

s}

{ceto vinil}

-LHO .

{aldeido) ~NH;

M ~COH
~%H=( \ --KH-;

fi:

ligagdo pelidica

arilagao

asifagio

alguilagio

arilagio

formagio de base
de Schiff

reagio te Ugi

NH
J w00 H
{imidoester)

~(k
{cianidino}

=)

{residuo dissulfeto)

e

{derivado de mercirio)

wiH,
{aminc}

wCONHNH;
{acithidrazina)

-NH;

wNH;

—$H

~SH

~=NH;

Lo

~NH;
L0

amidagic

amidagdo

tiol-dissulfeto

inferagdo enzima-
Mmefcuric

figagdo peptidica

ligagéo peptidica
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Os grupos funcionais mais comuns das proteinas que sao envolvidos em
ligacGes covalentes com polimeros, incluem: amino e carboxil terminais; fendlicos
da tirosina; mercapto da cisteina; hidroxil da serina, treonina e tirosina e imidazol
da histidina, conforme relacionados na tabela 4.

Tabela 4: Principais grupos funcionais das proteinas
que fazem ligac&o covalente com polimeros [53]

—~NH,; grupos amino terminais da L-Lys
waSH grupos tiol da L-cys
-~ O0H grupos carboxilicos terminais
‘QOH grupos fendlicos da L-Tyr
y NH
—N{ grupos guanido da L-Arg
N
NH;
l | grupos imidazol da L-His
N\/'N
—_—8 ey pontes dissulfeto da L-cistina

grupos indol do L-trp

CHyjwwS grupos tioeter da L-Mat
«—CH20H grupos hidroxil da L-Ser e L-Thr
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Historicamente, o poliestireno foi o primeiro polimero sintético a ser usado
em imobilizacdo de proteinas. Para utilizacdo em reacgbes de aglutinagéo,
microsferas de poliestireno tém sido os sistemas mais amplamente investigados
porque aléem de rigidas sdo estaveis. Contudo, devido o poliestireno ter baixa
energia de superficie [54] e exibir um comportamento hidrofébico, ele nao
apresenta boa interagdo com o meio aquoso no qual os fluidos bioldgicos se
encontram diluidos, havendo portanto a necessidade de introduzir grupos

funcionais na sua superficie, tornando-o hidrofilico.

A introducdo de grupos funcionais no poliestireno, usualmente envolve
tratamentos quimicos severos, tal como a formagdo de aminopoliestireno por
nitragdo seguida de redugao, resultando num ligante diazo ( -N=N- ) [55]. O
método de ligagdo através do grupo diazo € um dos mais comumente usados e
estd entre os mais antigos na literatura [53]. Suportes diazotizados sao
preparados a partir de polimeros que contenham grupamentos aminicos
aromaticos, por tratamentos com nitrito de sddio em meio acido, conforme

representado pela equacéao 14.

(Eq.14)
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Este metodo € um dos mais utilizados e baseia-se na ligacéo da proteina a
grupos eletrofilicos aril-diazénio do suporte. Os principais grupos das proteinas
que participam da ligagéo via sal de diazdnio sdo o amino, o fenol e o imidazol
[56]. Alem desses grupos, outros residuos de aminoacidos em proteinas reagem
com sais de diazbénio para formar azo-derivados, conforme pode ser visto pelas
equacdes 15 e 16 ou derivados bisazo disubstituido em aminas primarias como

mostra a equacao 17.

e
N"T': (Eg.15)
pH1-p

OH
NiICI° : @NzN-\ZN (Eq.16)
pH =8
HiN—E >N—E a1
@‘ T=N
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1.7.1 - DIAZOTIZACAO

A diazotizagdo do poliestireno segue os mesmos procedimentos das
reagbes para obtencdo de sais de diazbnio aromaticos, cujos mecanismos sdo
bem conhecidos na Quimica Orgénica classica [57]. Os sais de diazbnio s&o
compostos muito reativos, podendo ser preparados pelo tratamento de solugées
de aminas em acidos aquosos e a frio com nitrito de sodio. As aminas em si s&o
obtidas normalmente pela redugao dos nitro-aromaticos correspondentes que sdo
produzidos por nitragdo. A nitragdo de um anel aromatico, utilizando-se uma
mistura de acidos ( acido nitrico e sulfurico ), consiste numa reacdc de

substituicao eletrofilica que envolve um ion nitrénio gerado pelo H2SO4

conforme pode ser demonstrado pelas reaces abaixo:
H,S0, + HNO; — H.NO,' + HSO,
H.NO,” —» H,0 + NO, (Eq.18)

H,O + H,80, — H.0" +  HSO,

2 H,80, + HNO, — HO" + NO,” + 2HSO,

O processo nao e reversivel e a alta concentracéo acida € mantida para
assegurar a formagéo do ion nitrénio. Assim, a nitragéo de um anel aromatico

pode ser descrita conforme a equagao 19.

N02
H NO
+ 2
NOZ * @ T e T £

(Eq.19)
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A reducdo dos nitro-aromaticos a aminas € uma das reagdes mais
estudadas e muitos reagentes sdo capazes de fazé-la. Dentre eles estdo o
hidrogénio em presenca de catalisadores; Fe, Sn ou Zn com acido mineral;
cloreto estanoso e cloreto de hidrogénio; hidrazina na presenca Pd; ditionito de

sodio e outros.

A sequéncia em duas etapas da nitracdo direta de um composto
aromatico seguida por reducao, € um dos métodos mais praticos de sintese de

aminas aromaticas e pode ser representada pela equacao 20.

cn 93 cH —No. _°H | cu _\nm
66 1150 6 5 2 65 2
2%

(Eq.20)

A diazotizacao de aminas aromaticas é usualmente feita com nitrito de

sédio (NaNO»2) em HCI e um exemplo desta reac@o € a obtencéo do o-tolueno-

cloreto - diazénio, conforme pode ser visto pela equacao 21.

CHy CH,
..+. -
NH., NSl
HCI, NaNOy
oC
o-metilanilina o-{olueno cloreto de diazbnio

(Eq.21)

A diazotizagao do poliestireno segue as mesmas etapas de modificagbes
guimicas ja descritas. Este processo sendo conduzido em emulsao, leva a
obtencdo de um latex de polidiazoestireno, cujas reag¢des podem ser

representadas pela figura 14.
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C.HECHz e OH ~— CH — — CH — CH_~—
] 2 2
polimerizacio por nitragdo
B ki S
n emulsic 85C HNO. — 45 a50C
n 3 n
NO2
estireno latex de poliestireno latex de polinitroestireno
mCH—‘CHz“" ——CH——CHzm
redugdo - diazotizagdo
NazSz(z1 ,KOH .70 C NaNOz, HCE, OC
h n
2 N=NC}
latex de poliaminoestireno latex de polidiazoestireno
WCH.—-—CHZW — CH CHZ‘—
ligagdio com . aglutinagfo com o
antigeno (Ab) cotrespondente antigeno (Ag)
n
n
N=N — Ab

N==N — AbsA

latex reagente

Figura 14: Etapas da sintese do latex de PDS e sua acoplagem com um conjugado

antigeno-anticorpo. Ab = anticorpo. Ag = antigeno.

O poliestireno tendo grupos diazo ativos na sua superficie, se constitui
num interessante meio de interacdo com antigenos ou anticorpos, uma vez que

estabelecem ligacdes covalentes com proteinas.
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1.8 - OBJETIVOS
O presente trabalho teve por objetivos:

» sintese em emulsao do poliestireno a partir do monémero estireno

para obtencdo de um latex;

+ verificagao dos tamanhos de particulas do latex, em funcao da

utifizacao de diferentes quantidades de emulsificante;

o modificacdo quimica do poliestireno em emulséo, através de

diazotizacao para obtencdo de um latex de polidiazoestireno;
« caracterizagio das etapas da sintese;

o verificagdo do comportamento do latex diazotizado em reag¢des de aglutinacéo.



CAPITULO 2 - Procedimento Experimental
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 - DOS METODOS UTILIZADOS

A sintese do poliestireno em emuls&o, bem como as etapas de modificagéo
quimica até obtencdo do polimero diazotizado, teve por referéncia basica o
trabalho realizado por Liu e col. [58]. Contudo, algumas adequacdes foram feitas
levando-se em conta também os trabalhos de Tuncel e Pinskin [59] e de Wang e
Zhang [39].

2.1.1 - Materiais e reagentes

REAGENTES: o iniciador, persulfato de potassio (K.,S,05) e o
estabilizante, trifosfato de sédio (NasP,0,4,), ambos de qualidade P.A. e de pureza
igual a 99 %, foram utilizados sem tratamento prévio de purificagcdo. Como
emulsificante foi utilizado o Maranil N-30 (dodecil benzeno sulfonato de sédio a
30%), gentilmente cedido pela Henkel S.A.Industrias Quimicas. Foi utilizada agua
deionizada em todas as etapas da sintese, até mesmo em lavagens durante

filtragdes.

O mondmero de estireno, P.A., de pureza 99 % e de marca Riedel-de
Haén, foi utilizado depois de ter sido lavado com solucao de NaOH 10 % e

agua para remover o inibidor 4-terc-butilpirocatecol.
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MATERIAIS: o sistema basico utilizado em todas as sinteses realizadas,

contou com a montagem de um reator, conforme ilustra a figura 15.

. 2

Fiqura 15: ilustracdo do reator utilizado nas sinteses,
baseada em modelo citado na ref [60]

Em um banho termostatizado (A), um balado de 4 bocas de 1000 ml (B) foi
equipado com termdmetro (C), tubo de entrada para N, {D),agitador mecanico (E)
e condensador para refluxo ( F) conectado com uma junta de seguranca (G),

restando uma entrada para reagentes (H).
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2.1.2 - Sintese preliminar ( PS01)
Realizada segundo o método proposto por Liu e col.

REATOR: foram colocados 180 ml de agua sob aguecimento até 85 - 87°C
e gas N, foi borbulhado no meio por 30 minutos para assegurar atmosfera inerte
de reagéo. Foram adicionados 1 ml de dodecil benzeno sulfonato de sddio 1 %
(DBS-Na); 0,2 g de Nas;P;04; 0,5 g de K,;S,04 e 20 g de estireno previamente
lavado. Quanto a velocidade de reacéo, foi escolhida aleatoriammente 150 rpm

para um tempo total de reacdo de 6 h.

2.1.3 - Sintese definitiva

Uma combinagédo de métodos foi feita, escolhendo-se como pardmetros
fixos de reag¢do, a quantidade de iniciador, temperatura e velocidade de agitacio
que foram os mais eficientes em termos de conversdo do monémero para um
tempo total de reacdo de 3 h, de acordo com os trabalhos de Tuncel e Pinskin. A
propor¢cdo mondmero-agua adotada foi de 1/4, escolhida a partir do trabalho de
Wang e Zhang que conseguiram obter particulas de poliestireno em emulsdo com

estreita distribuicdo de tamanho.

A partir da melhor quantidade de emulsificante (0,4 g), e que resultou em
90 % de conversdao em menor tempo de reacdo ( 2,5 h ), foram utilizadas
diferentes quantidades de emulsificante, partindo-se de um valor minimo préximo
de zero e estabelecendo-se o dobro da concentracdo utilizada na literatura [59]

como valor maximo.

As condicbes experimentais para a realizacdo de 5 sinteses do poliestireno
em emulsdo, a partir desta combinacgéo de métodos, foram resumidas de acordo

com a tabela.5.
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Tabela §: Condigbes experimentais para polimerizag&o em emulsdo do estireno a 82°C,

comn agitacao de 260 rpm e tempo de reacéo de 3h.

SINTESE [ EMULSIFICANTE | INICIADOR | MONOMERQ | DISPERSANTE | ESTABILIZANTE
DBS-Na (g) KzS;:0s (@) | ESTIRENO (mi) HO {mi) NasP304q (9)
S01 0,056 0,60 75 300 0,20
S02 0,10 0,60 75 300 0,20
S03 0,20 0,60 75 300 0,20
S04 0,40 0,60 75 300 0,20
505 0,80 0,60 75 300 0,20

PROCEDIMENTO: todas as sinteses foram conduzidas utilizando o
mesmo procedimento experimental, obedecendo sempre a mesma ordem

conforme descrito no roteiro a seguir.

> 200 ml de agua deionizada foram colocados no baldo reator, sob

aguecimento em banho termostatizado;

> gas N, foi borbulhado dentro da agua por 30 minutos para obtengéo
de atmosfera inerte de reacgéo, iniciando agitagdo que foi mantida constante

até o final da sintese;

> em seguida foram adicionados, o emulsificante e o estabilizante

previamente diluidos em 50 ml de agua e mais o mondmero;

> quando foi atingida a temperatura de 82°C, adicionou-se o iniciador ja

diluido em 50 ml de agua, comeg¢ando entdo a contagem do tempo;

> terminada a reacao, o produto foi estocado em geladeira.
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2.2 - DAS MODIFICACOES QUIMICAS

A partir do latex de poliestireno obtido na polimerizacéo do estireno, trés
etapas de reagdes quimicas se sucederam até a obtengdo do polimero
diazotizado. Constam destas etapas, nifragdo, aminacdo e diazotizagdo. O
produto foi sensibilizado com albumina , utilizando-se BSA (soro albumina bovina)

e foi submetido a testes de aglutinacao.

Foi realizada utilizando-se os acidos nitrico e suifarico concentrados de

acordo com o seguinte procedimento:

> a uma mistura de 25 ml do latex e 25 ml de HNO; contida em balao
de fundo redondo, sob banho termostatizado a 45°C e agitagdo de 900 rpm,

foram adicionados 50 mi de H,S0O,, gota a gota por um periodo de 1h;

> terminada a adi¢do do H,50,, a reagdo foi mantida sob agitagado

constante por 1h;

> terminada a reagdo o produto foi vertido para dentro de

aproximadamente 1000 ml de agua deionizada gelada e foi verificado o pH;

> um sistema de filtracao a vacuo foi montado e um funil de vidro

sinterizado n° 4 foi utilizado na filtragéo e lavagem do produto obtido;

> 0 produto de cor amarela foi lavado até pH neutro, posteriormente
caracterizado como polinitroestireno (PNS), foi resuspendido em agua para um

volume de 250 ml e estocado em geladeira.
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2.2.2 - Aminagao

A redugao do grupo nitro (NO,) foi realizada de acordo com o seguinte

procedimento:

> a um baléo de fundo redondo e gargalo triplo, foram conectados um
condensador para refluxo e um agitador mecanico, restando uma entrada para

reagentes;

> neste reator foram colocados 170 mi de KOH 2N, 12 g de hidrossulfito
de sodio e 0,1 ml de DBS-Na 1 % que foram mantidos a 900 rpm de agitacao e

aquecimento a 70°C sob banho termostatizado;

> 30 ml de PNS foram adicionados, gota a gota ao meio reacional
atraveés de um funil de separagédo e a reagao foi mantida sob aguecimento e

agitagao por 4 h;

> terminada a reacao foi verificado o pH e o produto foi filirado e lavado
até pH neutro através de filtracdo a vacuo utilizando-se funil de vidro

sinterizado n° 4;

> © produto de cor branco-gelo, caracterizado como poliaminoestireno
(PAS), foi resuspendido em agua para um volume de 250 ml e estocado em

geladeira.
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2.2.3 - Diazotizagao
A partir do PAS, a diazotizacao foi realizada do seguinte modo:

> sob banho de gelo, uma mistura de 25 ml de PAS e 42 m| de HCI

0,6N foi mantida sob agitagao;

> de uma bureta foram adicionados 7,5 mi de NaNO, 0,1 N e a reacao

foi mantida sob agitagao por 30 minutos;

> uma coloragdo azul foi verificada em papel indicador amido-iodeto,

indicando um pequeno excesso da solugido de NaNO,;

> terminada a reag¢ao foi verificado o pH e o produto foi filtrado e lavado
até pH neutro através de filtracdo a vacuo utilizando-se funil de Blchner e

papel de filtro quantitativo de marca Framex 389° faixa azul;

> o produto de cor amarela caracterizado qualitativamente como
polidiazoestireno (PDS) através de teste com p-naftol, seguiu imediatamente

para a etapa de sensibilizagéo (revestimento) com BSA.
teste com [-naftol: teste qualitativo para grupos diazo [61]

> com auxilio de uma bureta, foram adicionados gota a gota 30 ml do
latex de PDS a 10 ml de uma solugédo de 0,1 g de B-naftol dissolvida em
NaOH10 %;

> terminada a reacgdo verificou-se coloragéo vermelho-alaranjado

proveniente da formacgéo do azo-corante conforme demonstra a reacéo:

@Sx:(:x + Na + NaOH ——
e
es:x a1 + 10

vermelho-alaranjado corants azo
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2.3 - Sensibilizacado

> 0 latex diazotizado teve seu pH ajustado para 7,5 com solugéo

tampéao Tris 0,1M contendo 0,2 M de glicina (pH 9), sob agitacao;

> em segquida foi transferido para banho de gelo e foram adicionados

gota a gota, 300 mg de BSA em solugéo, que permaneceu sob lenta agitagao;

> apos 2 h de agitacao, uma aliquota foi retirada para teste com $-naftol

gue néo indicou a presenca de grupos diazo;

> foram entdo adicionados 500 mg de glicina em solugdo, para
bloguear possiveis grupos diazo livres e a reacdo foi mantida sob agitacéo por

1 hora;

> uma nova aliquota foi retirada e testada com (-naftol onde nio se
verificou rea¢do com grupos diazo, indicando que todos os grupos foram

ligados as proteinas de BSA e/ou foram bloqueados pela glicina,;

> o produto sensibilizado foi filirado e lavado com solugdo de NaCl

0,15M, através de filtragdo a vacuo utilizando funil de Blichner;

> ap6s filtracdo, o reagente obtido foi submetido a testes de

aglutinagéao.

2.3.1 - Teste de aglutinacao

> em laminas de vidro apropriadas foram colocados 50 pl dos soros

positivo e negativo;

> em seguida, foram adicionados aos soros 50 ul do latex sensibilizado

e a mistura foi homogeneizada com auxilio de bastonete plastico;

> as [Aminas foram agitadas manualmente, com movimentos circulares

durante 2 minutos e apds este tempo as rea¢des foram observadas.
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2.4 - DAS ANALISES DE CARACTERIZAGAO

2.41 - Determinacao da conversao

A porcentagem de conversdo do mondmero estireno para todas as
sinteses, foi calculada aplicando-se na equagao 22 [39] valores de massa do
polimero, obtidos gravimetricamente, apods liofilizagdo e pesagens até peso
constante de amostras coletadas em ftriplicata, apés término de cada reacéo de
polimerizagao.

Conversao (% )=WxVo x 100 (Eq.22)
Wo xV

onde: W = massa de cada amostra
Wo = massa total do mondmero usado
V = volume de cada amostra

Vo = volume total da reacéo

2.4.2 - Determinagao do diametro das particulas
e distribui¢cdo dos didmetros

A determinagdo do didmetro médio das particulas e a distribuicado dos
diametros para cada sintese foram feitas utilizando-se um contador de micro
particulas de marca Coulter modelo N4MD, que tem seu principio de operacgdo
baseado no movimento Browniano das particulas e espalhamento de luz quando

estas sdo expostas a uma fonte de laser.

Uma gota do polimero em emuls&o foi adicionada a 5 ml de agua que
estavam dentro de uma cubeta de vidro;, apds homogeneizacdo a amostra foi
colocada no compartimento proprio para a cubeta deniro do equipamento e foram

feitas as medidas e distribuicdo dos didmetros das particulas.
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2.4.3 - Microscopia eletronica de varredura { MEV )

Anadlises morfolégicas de todas as etapas da sintese foram feitas, utilizado-
se um microscopio eletrénico de varredura de marca Cambridge Stereoscan
modelo $S4-10. As amostras na forma de p9, fixadas num disco suporte através de
colagem com uma resina transparente, foram metalizadas com uma fina camada

de ouro e foram micrografadas.

2.4.4 - Espectroscopia infra-vermelho ( FT-IR)

Atraves de espectroscopia no infra vermelho as etapas de polimerizagao
do estireno, nitracdo, aminacdo e diazotizacdo foram devidamente
acompanhadas e caracterizadas pela presenga de bandas caracteristicas,
diferenciadas para cada composto, verificadas a partir dos espectros obtidos. As
amostras foram preparadas em pastilhas de KBr e os espectros foram medidos
entre 4000 e 400 cm™ utilizando-se um espectrofotometro FT-IR marca Perkin
Elmer 1600.

2.4.5 - Espectroscopia Raman

Amostras de todas as etapas da sintese na forma de pd, foram
compactadas entre 2 laminas de vidro e foram analisadas atraves de
espectroscopia Raman. Foram obtidos espectros excitados com 20 mW da linha
514.533 nm do laser de argbnio, marca Stabilite 2016. O retroespalhamento de
juz foi analisado pelo espectrdmetro triplo Jobin Yon modelo T 6400, com
detecgao por CCD ( “charged coupled device”) de marca Spectraview - 2D. Duas

fendas do equipamento foram ajustadas para 200 um e uma para 13 pm.

2.4.6 - Calorimetria diferencial de varredura ( DSC )

As analises de DSC foram realizadas com varredura de temperatura na
faixa de 30 - 220°C, a uma taxa de aguecimento de 10°C / min. As massas das
amostras variaram entre 3,70 - 5,13 mg e foram analisadas utilizando o©
equipamento V4 OB DuPont 2000.



CAPITULO 3 - Resultados e discussio



capitulo 3 - Resultados e discussio 53

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese preliminar do poliestireno (PS1) foi caracterizada através de FTIR
e a porcentagem de conversao do mondmero foi calculada através da equacio
22. O didmetro médio das particulas, bem como a distribuicdo dos diametros

foram verificados conforme descrito na segdo 2.4.2 .

A partir dos resultados de anadlises preliminares, que encontram-se
descritas nas segbes seguintes, resolveu-se fazer algumas sinteses utilizando
diferentes quantidades de emulsificante a fim de se ter uma idéia da influéncia
deste no tamanho das particulas. A escolha pela combinagcao dos métodos
citados anteriormente, teve por objetivo trabalhar com os melhores resultados
divuigados nas publicagbes mais recentes. Quanto as modificacdes quimicas
envolvidas pelas etapas de nitracao, aminagdo e diazotiza¢cdo, estas encontram-
se discutidas neste trabalho de forma qualitativa e foram realizadas objetivando
ter um contato inicial com todas as etapas da sintese do latex de PDS, bem como

conhecer todas as dificuldades inerentes aoc processo.

3.1 - Conversao

As amostras do poliestireno em emulsédo ( V = 2 ml ), em triplicata, foram
liofilizadas e as massas apos pesagens até peso constante, foram aplicadas na
equagdo 22 para calculo da porcentagem de conversido do mondmero, cujos

resultados estio indicados na tabela 6.
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Tabela 6 . Conversdo ( % ) através de método gravimétrico.

PS1: sintese preliminar, S01-S05 : sinteses definitivas.

SINTESE | MASSA (g) DO POLIMERO | % CONVERSAD
PS1 0,8580 52
S0 0,3570 98
502 0,3274 a0
503 0,3272 90
504 0,3263 89
S05 0,2877 82

Na sintese preliminar (PS1), apds 6h de reagao verificou-se a ocorréncia
de polimerizagdo em volta da haste metalica do agitador, levando & grande perda
de massa do polimero. Devido a este fato o agitador teve sua haste trocada por
uma outra de teflon, onde verificou-se diminuicdo da ocorréncia de tal problema,
melhorando a eficiéncia das outras reagdes. Plotando-se num grafico as
porcentagens de conversdo das das sinteses S01 a S05 e as quantidades
correspondentes de emulsificante utilizadas, pode-se observar pela figura 15 que
os niveis mais altos de conversao ocorreram quando foram utilizadas quantidades

mais baixas de emulsificante.

01

92.00
S0z

$03
88.00 -

CONVERSAQ (%)
g

Q.00 0.20 040 0.60 0.80 1.0

EMULSIFICANTE (g )

Figura 15: Grafico - % converséo x quantidade de emulsificante
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Nao se pode somente por este grafico afirmar que essas funcdes séo de
fato inversamente proporcionais, uma vez que tem-se que levar em conta a
importancia de outras variaveis que podem influenciar na conversédo, como por
exemplo, tempo, temperatura e quantidade de iniciador. Considerando que neste
trabalho a concentracéo de emuisificante variou e as demais varidaveis como
tempo de reacgéo, temperatura e quantidade de iniciador foram as mesmas para
todas as sinteses e, sabendo-se que aumentando a concentracdo de
emulsificante, aumenta-se o nimero de micelas, provavelmente a quantidade de
iniciador foi insuficiente para iniciar a formacgéo de cadeias em todas as micelas
formadas nas sinteses S02 a S05. Em fungdo disso, possivelmente restaram
muitas micelas inativas responsaveis pela queda na porcentagem de conversédo

dessas sinteses.

3.2 - Diametros das particulas e distribuicdo dos didmetros

Os diametros medios das particulas verificadas nas sinteses, encontram-
se resumidos na tabela 7 e a distribuicdo dos didmetros estdo representadas

através dos graficos a seguir.

Tabela 7 : didmetro médio das particulas

SINTESE DIAMETRO( pm ) DESVIO- PADRAO ( um)
PS1 0,149 estreito
S01 0,181 0,039
S02 0,109 estreito
S03 0,081 0,012
S04 0.069 0,012
S05 0,058 estreito




capitulo 3 - Resultados e discussido

Distribui¢do dos didmetro das particulas: graficos
Figura 16; sintese preliminar PS1

DIAMETRO {um) QUANTIDADE (% }
0,100 - 0,147 84
0,147 - 0,215 16

H0G00 —
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Figura 17: sintese S01
DIAMETRO (pm) | QUANTIDADE (%)
0,100 - 0,147 43
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Figura 18: sintese S02
DIAMETRO (um) QUANTIDADE ( % )
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Figura 19; sintese S03
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Figura 20: sintese S04
DIAMETRO (um) | QUANTIDADE (%)
0.031 - 0,046 5
0,046 - 0,068 82
0,068 - 0100 13
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Figura 21: sintese S05
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Relacionando-se o diametro médic das particulas e a quantidade de

emulsificante utilizada em cada sintese, tem-se os dados mostrados na tabela 8.

Tabela § : emulsificante e diametros das particulas

SINTESE EMULSIFICANTE (g) | DIAMETRO MEDIO (um)
S01 0,05 0,181
S02 0,10 0,109
503 0,20 0,081
S04 0,40 0,069
S05 0,80 0,058

Representando estes dados graficamente, pode-se observar que a medida
que aumentou-se a concentracdo de emulsificante, diminuiu o didmetro médio
das particulas, o que concorda com as teorias ja mencionadas na introducao

deste trabalho.

0.20 .
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Figura 22 : Grafico - Diametro das particulas x quantidade de emulsificante
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No trabalho realizado por Tuncel e Pinskin quando estes utilizaram 0,1 ¢
de emulsificante, obtiveram particulas de 0,3 um de diadmetro, estando o
mondmero estireno disperso na agua numa razéo de 1/3. Utilizando esta mesma
quantia de emulsificante e a razao mondmero-agua de 1/4, neste trabalho

conseguiu-se obter particulas de 0,1 um de didmetro.

Sun e Ruckenstein [62] trabalhando com polimerizagdo em emulsédo
concentrada, utilizaram em um de seus experimentos 0,1 g de emulsificante para
um volume de 1,11 ml de agua e 10 mi de mondmero estireno; nestas condigdes
obtiveram particulas de 0,2 um de diametro. Estes autores, ao frabalharem com
uma quantia fixa de emulsificante ( 0,09 g / ml H,O ) e agua ( 1,11 ml ) mas
variando a quantidade de mondmero, verificaram que o tamanho das particulas
diminuiu & medida que diminuiu a quantidade de mondmero disperso no meio,

consequentemente a proporgdo de agua em relagcdo ao mondmero aumentou,

As observactes de Sun e Ruckenstein (A) quando comparadas (tabela 9)
com os resultados obtidos por Tuncel e Pinskin (B) e os obtidos neste trabalho
(C), sugerem que nao s a quantidade de emulsificante mas também a

guantidade de dispersante influenciam no tamanho das particulas.

Pelos dados da tabela 9, pode-se observar que gquanto maior foi a
quantidade de dispersante (dgua), menor fol o tamanho das particulas, ou,

guanto maior a concentracdo de monémero, maiores os didmetros de particula.

A partir dessas observagbes pode-se supor que quando se teve o
mondmero disperso em menores quantidades de agua, foram produzidas
particulas maiores e uma quantidade maior de emulsificante por unidade de
volume esteve disponivel envolvendo as gotas de mondmero, consumindo mais

emulsificante por area superficial.
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Tabela 9: Relacdo: didmetro de particula e razéo mondmero-agua ( M:H,0 )
A - Sun e Ruckenstein; B - Tuncel e Pinskin; C - este trabalho
TRABALHOS | PROPORGAD M:H,O (ml) [ DIAMETRO DE PARTICULA (um) | EMULSIFICANTE (g)
A 10:1 0,2 0,1
B 1:3 0,3 0,1
C 1.4 0,1 0.1

3.3 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As analises morfolégicas feitas através de microscopia eletrénica de
varredura, confirmam a homogeneidade na distribuicdo dos didmetros das
particulas verificada através do Coulter-Counter. Pode-se observar pelas figuras

23, 24, 25, 26 e 27 uma modificagao no estado de agregacéo das particulas.

Quando um latex & espaihado sobre um substrato e a agua € evaporada,
as particulas devem chegar a um contato intimo quando o nivel de soélidos
chegar a 65 - 70 %. A medida que a agua remanescente é evaporada dos
intersticios entre as particulas, o comportamento subsequente dependera da
temperatura do sistema em relagdo a temperatura de transicdo vitrea do
polimero. Se a temperatura selecionada para secagem do polimero estiver abaixo
da Tg deste polimero, as particulas seréo vitreas e o resultado sera um tipo de
estrutura de empacotamento fechado de esferas duras e tal latex nao formara um
filme [63].

Como pode-se observar pelas figuras 23 e 24, este comportamento se
verificou para o caso do poliestireno. Contudo, tal comportamento nfo se repetiu
estando o polimero funcionalizado. Pode-se observar pelas figuras 25, 26 e 27
que as particulas se aglomeraram de forma desorganizada, possivelmente, como
resultado da acéo de forgas de atragdo entre cargas existentes na superficie das

particulas, ou ainda dispersas no meio, provenientes de residuos de reagentes
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(iniciador, emuisificante e estabilizante } que nao foram totalmente removidos nos

processos de lavagens e filtragéo.

Este comportamento também pode ser devido a mudancga da caracteristica

quimica do poliestireno (apolar) que apos funcionaliza¢io tornou-se polar.

Segundo Sun e Ruckenstein que estudaram a dispersividade do latex de
poliestireno em fungéo da agao do NaCl, a for¢ca idnica parece n&o alterar o
tamanho das particulas mas somente a dispersividade dos latices é afetada, a
qual aumenta com o aumento da forga idnica. Segundo estes autores a
dispersividade aumenta porque aumentando a forga idnica a repulsdo entre as

particulas diminui, o que pode favorecer a coalescéncia destas.

Considerando-se a polaridade do poliestireno funcionalizado, a
contribuigdo de cargas adsorvidas na superficie das particulas ou ainda dispersas
no meio reacional e com base nos estudos feitos por Sun e Ruckenstein, pode-se
supor que fortes forgas de atragdo devem ter influenciado na aglomeragéo
desordenada das particulas verificadas pelas figuras 25, 26 e 27, reproduzindo

um comportamento semelhante ac que ocorre com o latex no estado liquido.

Figura 23: PS-latex; micrografia com Figura 24; PS-latex; microgﬂa

aumento de 46000 vezes com aumento de 44000 vezes
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Figura 25 - PNS-latex; micrografia com Figura 26. PAS-latex; micrografia
aumento de 40000 vezes com aumento de 42000 vezes

Figura 27: PDS-latex; micrografia com

aumento de 40000 vezes
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3.4 - CARACTERISTICAS ESPECTRAIS

3.4.1 - Espectroscopia infra-vermelho ( FT-IR )

As bandas verificadas na analise do produto da primeira etapa da sintese
do latex, corresponderam as bandas afribuidas ac poliestireno encontradas na
literatura [64], caracterizando a formacéo do poliestireno em emulsdo. Assim, o
espectro do poliestireno obtido pode ser visto pela figura 28 cujas bandas

encontram-se discriminadas na tabela 10.
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Figura 28: FT-IR - espectro do poliestireno

Tabela 10 : bandas caracteristicas do poliestireno

FREQUENCIA (cm ) ATRIBUICAO
3024 estiramento C-H aromatico
2921 estiramento CH, alifatico, assimétrico
2847 estiramento CH, alifatico, simétrico
1600 C=C aromatico

1492 e 1451 anel aromatico, estiramento no planc

756 H fora do plano
696 anel aromatico, estiramento fora do plano
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Apods nitracdo, o produto foi caracterizado como polinitroestireno (PNS)
através das bandas referentes as deformagdes do grupo nitro (tabela 11). A figura

29, mostra o espectro obtido.
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Figura 29. FT-IR - espectro do polinitroestireno

Tabela 11: bandas caracteristicas do grupo NO,
FREQUENCIA (em ) ATRIBUICAO

1521 NO,, estiramento assimétrico

1346 NQO,, estiramenic simétrico
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Apo6s reducdo do grupo NO,, levando a formagéo de NH,, o produto foi
caracterizado como poliaminoestireno (PAS) como indicado pelas bandas

caracteristicas descritas na tabela 12. O espectro correspondente pode ser visto

na figura 30.
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Figura 30: FT-IR - espectro do poliaminoestireno
Tabela 12: bandas caracteristicas do grupo NH,
FREQUENCIA (cm™) ATRIBUICAO
3500 - 3400 NH, deformacio axial assimétrica e simétrica, aparecendo
um ombro no lado de menor frequéncia
1650 - 1580 NH, deformac&o angular simétrica no plano
1340 - 1200 deformacao axial C-N de aminas aromaticas primarias
805 NH, deformacao angular simétrica no plano




Capitulo 3 - Resultados e discusséo 67

Apos ter sido analisado o ultimo produto da sintese (polidiazoestireno),
pela figura 31, pode se observar que o produto conservou algumas
caracteristicas espectrais referentes a etapa anterior ( aminagdo ), por
apresentar praticamente as mesmas bandas de absor¢do do poliaminoestireno,
sugerindo que restaram grupos NH, que n&o foram diazotizados. Além disso, os
picos em 1516 cm™ e 1344 cm™ podem ser referentes aoc grupo NO, que pode
‘nao ter sido totalmente reduzido a NH,. Isto porque, devido a importante
ressonancia existente nos sistemas aromaticos contendo grupamentos NO, e
grupos doadores de elétrons (por exemplo o grupo amino em posig&o orto ou

para ), a vibragéo simetrica do NO, desloca-se para frequéncias mais baixas [64].
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Figura 31:. FT-IR - espectro do polidiazoestireno
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3.4.2 - Espectroscopia Raman

A vibragdo de deformacdo axial -N=N- de um azo-composto € inativa no
infra-vermelho mas absorve no espectro Raman [64]. A regido de vibracdo do
grupo -N=N- difere de composto para composto, variando entre 1400 - 1600 cm™,
aparecendo em 1573 cm™' para o azometano e em 1442 cm’™' para o azobenzeno.
Em geral atribui-se a regido préxima a 1600 cm” como sendo a regido de

vibragéo deste grupo.

Os aneis benzénicos apresentam uma banda intensa em 1000 em™ e outra
de média intensidade préxima de 1028 cm’ ; apresentam duas bandas fracas

proximas de 1170 cm” e as duplas ligagdes do anel aparecem em1600 cm™ [65].

A partir destas informagdes o produto da Ultima etapa da sintese foi
analisado na regido entre 900 e 1700 em' e foi caracterizado como
polidiazoestireno (PDS) por apresentar as principais bandas de vibracéo
referentes ao anel aromatico em 1000 cm™ e referentes ao grupo diazo em

1600 cm™, o que confirma o teste qualitativo para grupos diazo feito com p-naftol.

Devido haver na literatura a indicagdo de que a regido de vibracdo do
grupo diazo é a mesma referente as duplas ligacSes do anel aromatico, resolveu-
se investigar todas as etapas da sintese, para se verificar tais bandas. Como
pode ser visto pela figura 32, as referidas duplas liga¢des aparecem na regido de
1600 cm™', porém aparentam ser de média intensidade quando comparadas no
mesmo espectro, com a banda do anel aromatico. Isto ndo acontece com o
polimero diazotizado, onde pode-se notar um aumento de intensidade da banda
em 1600 cm™ quando comparada com a banda do anel aromatico em 1000 cm’™
no mesmo espectro, o que ocorre possivelmente devido a uma superposicéo de

bandas.
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Figura 32 : Espectros Raman
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3.5 - Calorimetria diferencial de varredura ( DSC )

A partir das analises de IV e Raman onde pode-se verificar terem ocorrido
as funcionalizagdes desejadas, pensou-se em investigar, dadas as modificacées
quimicas feitas no poliestireno, se houve alguma alteragdo nas propriedades
térmicas do material, que conforme se sabe tem sua Tg em torno de 100°C. Para
tanto, foram feitas medidas de Tg através de DSC (apéndice ll) dos produtos de

todas as etapas da sintese, como pode ser visto pela tabela 13.

Tebela 13: Temperatura de transigdo vitrea

POLIMERO Tg°C
PS 106
PNS 109
PAS 111
PDS 106
PDS - BSA 110

Em trabalho realizado por Philipides e col. [66], foi feita a nitragcdo do
poliestireno através de 4 metodos diferentes. No método mais eficiente,
conseguiram completa monosubstituicdo do PS em posicdo para e
caracterizaram como poli ( 4-nitroestireno ) que através de analises de DSC
apresentou Tg a 195°C. Comparando esse resultado com os obtidos neste
trabalho, pode se verificar que nao houve nenhuma mudanga significativa nas
propriedades térmicas do poliestireno funcionalizado, nem mesmo gquando o
polidiazoestireno ( PDS ) foi sensibilizado com albumina ( BSA ). Isto sugere ter
ocorrido um baixissimo grau de funcionalizagdo em todas as etapas da sintese; a
comecgar pela nitracdo que € a etapa precursora das modificagcbes quimicas,

responsavel pela eficiéncia das etapas subsequentes.
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3.6 - Sensibilizagdo e teste de aglutinagao

Para a sensibilizagdo do latex de PDS, inicialmente foram escolhidas as
sinteses que apresentaram o maior ( 0,2 um ) e o menor ( 0,06 um ) tamanhos de
particula. Devido ao fato das particulas de menor tamanho terem apresentado
problemas nas etapas de filtragdo e lavagem, por obstruirem os poros das
membranas de filiracdo, decidiu-se por trabalhar somente com o latex de maior

tamanho de particula.

Experimentos preliminares com o latex de PDS revestido com BSA,
demonstraram boa aglutinabilidade quando este foi homogeneizado na presenga
de um soro padrao positivo contendo anticorpos anti-BSA. Contudo, o mesmo
latex ao ser testado com o soro negativo também demonstrou aglutinabilidade,
caracterizando a ocorréncia de reacgdes inespecificas, muito embora, com o soro

positivo a reacao tenha sido muito mais intensa do que com o soro negativo.

Okubo e col. [87] ao estudarem o comportamento de particulas poliméricas
sensibilizadas com anticorpos por adsorgdo, verificaram a influéncia do carater
superficial ( hidrofilico ou hidrofébico ) sobre a aglutinabilidade através do
comportamento do copolimero estireno - hidroxietiimetacrilato ( HEMA ), quando
este teve seu contetudo de HEMA aumentado, aumentando sua hidrofilicidade

como pode ser visto pela figura 33.

contelido

my

Figura 33: Representagio esquematica dos estados de adsor¢io de anticorpos anti-BSA
sobre particulas do copolimero P ( 8/ HEMA )
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Okubo e col. observaram que a medida que foi aumentada a quaniidade
de HEMA na formulacao do copolimero tornando-o mais hidrofilico, a quantidade

de proteinas adsorvidas a estas superficies diminuiu.

Estes autores verificaram que em particulas mais hidrofébicas (1) os
anticorpos adsorveram as superficies da mesma forma que a verificada para o
poliestireno, mostrando tanto reacBes imunologicas especificas como

aglutinagdes nao especificas.

Para particulas mais hidrofilicas (ill), observaram que até mesmo nas
regides nado cobertas pelo HEMA tornou-se dificil a ocorréncia de aglutinactes
nao especificas, contudo n&o ocorreram aglutinagdes imunologicas devido aos
anticorpos terem adsorvido as superficies de forma irregular, perdendo sua

atividade imunoldgica.

Para particulas com um contetddo de HEMA intermediario entre | e I,
verificaram que os anticorpos adsorveram predominantemente na regido
hidrofobica da superficie, enquanto que a regido hidrofilica protegeu as particulas

contra aglutinagbes nao especificas.

A partir das andlises de DSC que sugerem ter sido baixo o grau de
funcionalizacdo e com base nos estudos de Okubo e col., pode se supor que a
maior parte da superficie das particulas ndo foi coberta pelos grupos diazo,
predominando entdo o carater hidrofébico do PS. Isto pode explicar as

aglutinacdes ndo especificas observadas com soro negativo.
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4. CONCLUSOES

Sintese em emulsdo do poliestireno: fixando-se as variaveis
temperatura, agitacdo, tempo, quantidades de iniciador, monémero e agua, e,
variando somente a quantidade de emulsificante, obteve-se o0s seguintes

resultados:

« aumentando a quantidade de emuisificante a porcentagem de
conversdo das sinteses diminuiu, possivelmente por ter se formado
um elevado ndmero de micelas e a quantidade de iniciador pode ter
sido insuficiente frente ao numero de micelas formadas, restando

entdo no meio reacional algum mondmero para ser polimerizado,

s os diametros médios das particulas variaram entre 0,06 ym e 0,2 pm

e as distribuicbes dos didmetros foram estreitas para todos os casos;

e as porcentagens de conversdo para as sinteses S01 a S05 foram
satisfatorias e variaram entre 82 e 98 % , estando a sintese S01 com

um valor maior que o citado pela literatura (90 %);

Diametro das particulas: para utilizagdo em testes de aglutinag&o devera:
« ser maior que o testado neste trabaiho ;

+« ser suficientemente grande de modo a nao causar problemas de
obstrucdo das membranas de filtracdo e facilitar visualizagdo da reacéo

de aglutinagéao.
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Analises morfologicas: através das micrografias pode se verificar:

e a homogeneidade na distribuicdo dos didmetros das particulas
anteriormente constatada pelas medidas feilas através do Coulter-

Counter;

» aglomeracdo entre as particulas no poliestireno funcionalizado, que
pode ter ocorrido devido a a¢do de forcas de atracao entre cargas
adsorvidas na superficie das particulas e & agao das cargas dos grupos

funcionais que foram ligados ao polimero.
Andalises espectroscdpicas: através das analises feitas pode se verificar:

e a ocorréncia das reacgdes de funcionalizacdo, que foram demonsiradas
através das caracteristicas espectrais especificas observadas para cada

grupo funcional ligado ao polimero;
Nitracao: dentre as etapas de modificagcao quimica:

e & a mais importante por ser a precursora e dela depender a eficiéncia
das demais etapas; como supds-se ter sido baixo o grau de nitracao, as
demais etapas da sintese provavelmente tiveram seu grau de

funcionalizagéo baixos.
Testes de aglutinagao: tiveram neste trabalho um carater qualitativo:

o mostraram que a aglutinagdo com o soro positivo foi muito mais intensa
do que com o soro negativo, contudo, experimentos de otimizacaéo da
técnica deverao ser feitos para a remoc¢do da pequena atividade nao

especifica observada;

o 0 latex de PDS sintetizado mostrou ser eficiente nas reacdes de
aglutinagdo e a simplicidade, rapidez e baixo custo sugerem que esta
tecnica utilizando latex como suporte, pode ter grande utilidade em

laboratérios de rotina diagndstica.
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5 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Didmetro de particula: para aumentar o didmetro das particulas,sugere-se;

+« fazer um planejamento estatistico que organize de forma sistematica as

variaveis a serem testadas.
Aglomeracao: com relagéo a estabilidade das particulas:

o melhorar o procedimento de lavagem e filtragdo com o objetivo de eliminar

totalmente residuos de reagentes em cada etapa da sintese.

Analises de caracterizagdao: fazer Analise Elementar para conhecer as
porcentagens de cada elemento presentes na composicdo do polimero e
determinar o grau de funcionalizagfo em cada etapa da sintese, a partir do que
pode-se estudar qual € a porcentagem aproximada dos grupos funcionais por
unidade de massa, que propiciem as melhores condi¢gdes para a reacao de

aglutinagéao.

Nitragao: pesquisar novos métodos para melhorar o processo de modo a garantir

a eficiéncia de todas as etapas de funcionalizagao subsequentes a nitragao.

Sensibilizagdo: fazer experimentos a fim de se determinar as melhores

condicbes de reagéo em termos de:

e concentracdo 6tima de antigenos para sensibilizagao,
e pH ideal para sensibilizacéo;

e tempo de incubagéo;

» acoplagem com diferentes tipos de antigenos para se conhecer a seletividade

deste material.
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APENDICE (1)

FENOMENOS ELETRICOS NAS INTERFACES - A DUPLA CAMADA

Quando duas fases de constituicdes quimicas diferentes estdo em contato,
estabelece-se uma diferenca de potencial elétrico entre as duas fases. Esta
diferenga de potencial € acompanhada por uma separagao de cargas, sendo um
dos lados da interface carregado positivamente e o outro negativamente. Por
simplicidade, assumiremos que uma fase € um metal e a outra uma solugéo
eletrolitica, sendo este metal carregado positivamente e a solugdo possuindo

carga negativa de mesmo valor absoluto.

Em um modelo elegante e bem sucedido, Grahame reconheceu dois
planos de ions. O mais préximo da superficie € o plano de maior proximidade dos
centros dos &nions adsorvidos guimicamente a superficie do metal; este é o
chamado plano interno de Helmholtz. Além deste plano, comec¢a a camada difusa
gue esta a distdncia de maior proximidade dos centros dos cations hidratados.
Este modelo representado na figura abaixo, tem sido usado com bastante

sucesso na interpretacao de fendmenos associados a dupla camada elétrica.
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APENDICE (Il )

A DUPLA CAMADA ELETRICA E A ESTABILIDADE DOS COLOIDES
Ha duas subdivisdes classicas nos sitemas coloidais:

- coldides lidfilos: também chamados gel;

- colbides liofobos : também chamados sol.

Os coldides licfobos s&o, invariavelmente, substdncias altamente
insoltiveis no meio de dispersdo. A estabilidade de um coldide liéfobo € uma
consequéncia da dupla camada elétrica na superficie das particulas coloidais.
Por exemplo, se duas particulas de um material insoldvel nao possuem uma
dupla camada, elas podem aproximar-se o suficiente para que a for¢a atrativa de
Van der Waals possa fazé-las ficar juntas. Em contraste a este comportamento,
se por exemplo duas particulas, como mostra a figura abaixo, tém uma dupla

camada , elas se repelem a grandes distancias de separaco.

Esta repulsdo impede uma proximidade maior das particulas e estabiliza o
coldide. A adicdo de eletrdlitos ao sol suprime a dupla camada difusa, isto reduz

drasticamente a repulsao eletrostatica entre as particulas e precipita o coldide.

Os colbides sao particularmente sensiveis aos ions de sinal oposto. Um
fon que possui a mesma carga da particula coloidal ndo tem muito efeito sobre a
coagulagdo, exceto pela supressao da camada difusa. Quanto maior a carga do

ion, maior a sua eficiéncia na coagulagdo do coléide.
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APENDICE (1l1)

ANALISES DE DSC

Seeplin: PELH-AMOSTRA 1§
Rlaw A4 9N00 mg DSC
Maihod: LUSIA

Comemnt: EG. 307C AQ. B20® RAMPA 10"L/MIN

a3

Heat Flow (W/Q)
o
-
Il

Sampie: PHNS0L-AMODSYRL 2
Sizm  0.1300 mg D S C
ethod LUCTA

Gomment: EQ. 30°C AQ. 220° RAMPA 10°0/NIN

150 %0
DEC v4.08 DuPont 2000

.28

108.09°C  Jom. 21" )

.00
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BBC Va.08 DuPont 2000
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Baeple: PASOL-ANOSTRA 3 -
Bire: 4.080800 mp D S (.J

Method: LUCTA
Comemnt: £3. 30°C AQ. 220" AAMPA LOTC/MIN

[ T .. [
{I.W-J
DA

. 104

0.0%

Heat Fiow (W/gl

111. 617D}

™ s .y pr s .

Sasple; POE-AMOSTRA 8§ =
Hizw  4.210C mg D S(J
Wathod: LUCTA

Commant: EQ. 30'C AR. 220" FAMPA 10°G/HMN

230
DG vA.0B DuPoht a00%

0. 1068 - 106,37
0. 080 - 108, s3%C T
09,9650
-4 . GO v -
0 = %0 130 Ft.m 180 210

Teuparatore {*C}

O8C Y408 DuPont 2000
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Seaple PUBDY/ALE-AMOSTRAA 4 ey
Size: 9.7000 Wy DSC
Mthod LUCTA

Comment: E. 30°C AR, 230" RAMEA LOYC/NIN

0.3

0.30 =

0.2

Heat Fiow (W/p}

11.79°%C 115 . 005 (1)
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