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INTRODUGAO:

Neste relatério, serdo apresentados os resultados do projeto de Iniciacdo Cientifica "Micelas de
Coacervados Poliméricos em Agua e Solventes Organicos Polares", que foi realizado sob a orientacéo
do Prof® Watson Loh, no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas, durante o
periodo entre setembro de 2022 e julho de 2023.

A complexacao eletrostatica de macromoléculas com cargas opostas, pode levar a formacao de
varias estruturas coloidais, incluindo micelas, vesiculas, gel e até particulas com nucleo-casca,
conhecidas como "complex coacervate core micelles" (C3Ms). Essas estruturas se formam através da
mistura de copolimeros em bloco ibnico-neutro com outras espécies de carga oposta em solucéo
aquosa. As C3Ms sao micelas com um nucleo insoluvel em agua e hidratado, composto pela parte
ibnica do copolimero complexada com a espécie de carga oposta, e uma coroa ou camada externa
constituida por blocos neutros do copolimero. O estudo dessas estruturas coloidais proporciona
insights importantes sobre suas propriedades e aplicagoes em diferentes solventes, incluindo solventes
organicos polares.

Figura 1.Representagdo da formagao de uma complex coacervate core micelle (C3M) formada por copolimero e
homopolimero de cargas opostas. As partes em vermelho e azul representam os blocos carregados de cargas
opostas, enquanto a parte em verde representa os blocos.

Desde a descoberta das C3Ms por Harada e colaboradores' , a area de pesquisa tem sido
ampliada, com investigagcdes sobre estruturas micelares contendo diferentes componentes e
funcionalidades, além do estudo do processo de formagdo e estabilidade dessas estruturas®* . No
entanto, a maioria dessas pesquisas tem se concentrado na estabilidade das estruturas em meio
aquoso, havendo poucos estudos que abordem o processo de formacao e caracterizagcdo das C3Ms
em solventes organicos. Recentemente, C3Ms formadas por poli(etiieno glicol
metacrilato)-b-poli(iodeto de N-metil 4-vinilpiridino) (POEGMAg-b-qP4VP,,,) e poli(acido acrilico)
(PAAs) possibilitaram a dispersao e estabilizagcdo da enzima hidrolase em misturas de solventes
polares, como etanol ou metilfosfonato de dimetilo, com adi¢gdo de pequenas quantidades de agua.®
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Diante disso, o objetivo deste trabalho é estudar as relagcdes de estabilidade e tamanho das
nanoparticulas core-shell, conhecidas como complex coacervate core micelles (C3Ms), utilizando o
copolimero poli(6xido de etileno)-b-poli(acido acrilico) (PEOg-b-PAAs,) + Poli(cloreto de
dialildimetilaménio) (PDADMAC), em diversos solventes orgénicos, como etanol, tetraidrofurano (THF),
dimetilsulfoxido (DMSO) e polipropileno carbonato. A escolha desses diferentes solventes tem o
proposito de comparar como as C3Ms irdo se comportar em ambientes com constantes dielétricas
(CD) distintas. Enquanto a agua, onde as C3Ms sao estaveis, possui uma constante dielétrica
documentada na literatura, aproximadamente 80,1, os solventes organicos utilizados apresentam as
seguintes CDs: Etanol: 24,30; THF: 7,58; DMSO: 46,7; Polipropileno carbonato: 64,97. Durante esse
tempo no trabalho, pudemos desenvolver resultados referentes ao raio hidrodinamico das
nanoparticulas C3Ms em misturas de etanol e agua, em misturas com porcentagens de etanol entre 0
e 100%.

METODOLOGIA:

A preparagédo dos sais complexos foi realizada utilizando o copolimero PEOQOg-b-PAAs o
adquirido na Polymersource, juntamente com o PDADMAC, cuja massa molar é inferior a 1000000 g
mol™" obtido da Sigma. A metodologia empregada para a obtengéo dos sais complexos de PEO-b-PAA
+ PDADMAOH seguiu a proposta de Svensson®, visando a obtengdo de sais complexos puros, livres
de contra ions cloreto do polimero. Os seguintes passos foram adotados nesse processo:

1. Inicialmente, a resina de troca idnica foi ativada utilizando uma solugdo de NaOH a 1 mol L™, e
posteriormente foi lavada com agua até alcangar pH 7,0.

2. Em seguida, o PDADMAC foi adicionado a resina para realizar a troca do ion cloreto pela hidroxila.

3. Realizou-se a titulacdo acido-base da solucdo PDADMAOH com a solugdo do polimero
PEOQg o-b-PAA; , até atingir o ponto de inflexédo (pH 8,7) para a formacao do complexo.

4. A solugdo do complexo foi submetida a liofilizagdo por uma semana para garantir a completa
remocgao da agua.

5. O complexo liofilizado foi armazenado em um dessecador até o momento do preparo das solucgdes.

Com esses procedimentos, foram obtidos sais complexos, essenciais para o desenvolvimento e
aplicacdo nos passos posteriores.

Apods a completa liofilizagdo da solugao do sal complexo PDADMAPA-b-PEO, o sal foi diluido
em agua, alcangando uma concentragdo de 0,2%. Essa solucao diluida foi utilizada para preparar o
sistema final com uma concentracado de 0,01% do sal complexo em solu¢des contendo agua e etanol,
nas seguintes proporgdes de etanol: 0, 5, 25, 50, 75, 90 e 95% em massa. Todas as amostras foram
preparadas em duplicata. Apdés a preparagcdo das solugdes, as amostras foram submetidas a um
processo de centrifugagdo por 20 minutos a 2000 rpm, com o objetivo de remover particulas cujo
tamanho excedesse 1000 nm.

As C3Ms com uma concentragcédo de 0,01% foram analisadas por meio de espalhamento de luz
dindmico (DLS) utilizando o instrumento Malvern Nano Zetasizer, que emprega um laser de
comprimento de onda (A) de 632,8 nm, e o detector posicionado a um angulo de 173°. As solu¢des
foram investigadas imediatamente apdés o preparo e também em intervalos de 1, 7, 15 e 30 dias,
contados a partir do dia de preparagcao. O objetivo dessa analise foi observar se ocorre algum
crescimento ou mudanga no tamanho do nucleo (core) das particulas ao longo do tempo. Essa
metodologia com o DLS é empregada para estudar o tamanho das particulas em solucao, permitindo
acompanhar a evolugédo do tamanho das C3Ms ao longo do periodo investigado. O uso do laser de A=
632,8 nm e do detector posicionado a 173° possibilita a determinacdo do tamanho das particulas
coloidais, proporcionando informacdes relevantes sobre a estabilidade e dindmica dessas estruturas.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Preparacao das C3Ms
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Antes do preparo do sal complexo, uma titulagdo completa é realizada para identificar o ponto
de inflexdo da titulagdo, que é onde ocorre a equivaléncia de cargas no complexo. A Figura 2 mostra a
curva de titulagdo de solugdo de PDADMAOH em solucao de PEO-b-PAA.

12 | [[=m—Ponto de inflexéo 8,7 a
80
—— 12 Derivada do pH l b

]
" 60

pH
]
!

=
Derivada

N
S
L

T T T T T T T
00 02 04 06 08 1,0 12

Volume (ml) T T T
00 0,5 1,0 15

Volume/ (ml)

Figura 2. a)Curva de titulagdo de solugcado de PDADMAQOH em solugédo de PEO-b-PAA, b)Curva
da derivada da Curva de titulagao.

Observa-se que o ponto de equivaléncia da titulagao ocorreu em pH 8,7. Esse valor é similar ao
ponto de equivaléncia encontrado para o coacervado bulk de poli (4cido acrilico) e PDADMAOH,
observado em outros trabalhos do grupo’. Apds a identificagdo do ponto de inflexdo em pH de 8,7, o
préximo passo foi o preparo do complexo na propor¢cdo estequiométrica de cargas. Para isso, a
solucao de PDADMAONH foi adicionada a solugcao de PEO-b-PAA até o pH 8,7.

Caracterizagao das C3Ms em etanol

A Figura 3 apresenta o raio hidrodindmico das C3Ms em fungao da porcentagem de etanol
presente no meio, além de mostrar o nimero de contagens por segundo dos frames realizados pelo
aparelho de espalhamento de luz. E observado que o tamanho das particulas aumenta até atingir
aproximadamente 37% de etanol no meio. No entanto, a partir desse ponto, o raio das particulas
comecga a diminuir. Esse comportamento sugere que a presencga de etanol em certa concentracao
promove o crescimento das C3Ms, mas acima desse limite, ocorre rearranjo das estruturas, resultando
em uma reducao do raio das particulas.
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Figura 3. Raio hidrodinamico e intensidades de espalhamento dos
sistemas de C3Ms formadas por PEO-PAA-PDADMAOH em diferentes
concentracdes de etanol..

Para investigar a forma das C3Ms de maior raio hidrodindmico, foram conduzidas analises de
Cryo-TEM na amostra contendo 25% de etanol. Conforme ilustrado pelas imagens na Figura 5, foi
observada a presencga de objetos com didmetros significativamente grandes, aproximadamente 350
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nm, o que concorda com as analises de DLS. No entanto, a identificacdo dessas estruturas como
globulares ou vesiculas ainda nao pbde ser definitivamente determinada.

Figura 5. (a-c) Imagens de Cryo-TEM nas amostras de C3Ms contendo 25% de etanol em solug&o.

A Figura 6 mostra o raio hidrodindmico das micelas nos sistemas com diferentes quantidades
de etanol ao longo do tempo (maximo de 30 dias). Observa-se que as C3Ms sao estaveis nos sistemas
ao longo do periodo estudado. Para investigar se essas estruturas estao em equilibrio termodinamico,
iremos investigar os sistemas por um maior periodo de tempo e também investigar os sistemas por
outra metodologia de preparo.
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Figura 6. Raio hidrodindmico das particulas C3Ms de
PEO-PAA-PDADMAOH em diferentes porcentagens de etanol ao
longo do tempo em nanémetros.

CONCLUSOES:

Neste estudo, investigamos a estabilidade das C3Ms em sistemas contendo diferentes
quantidades de etanol, observamos diferengas significativas entre as particulas presentes em etanol
em diferentes concentragdes com as C3Ms em agua. Com concentragbes de até 37% de etanol no
meio, observamos um crescimento da C3M, apos isso observamos a diminui¢gdo do core da C3M.
Também foi possivel acompanhar a estabilidade dessas estruturas por 30 dias, no sistema etanol
vemos que elas sdo estaveis durante este periodo de tempo. Para investigar a quantidade de etanol no
core das C3Ms, iremos investigar a particao de etanol no coacervado bulk formado pelos componentes
do core das C3Ms (PAA e PDADMAOH). Esse dado pode fornecer informagdes importantes para
correlacionar composi¢ao da C3M com o tamanho da estrutura.

Esses resultados sdo de suma importancia para a continuidade de nossas investigagdes, pois
fornecem informacdes cruciais sobre o comportamento e a estabilidade das C3Ms em sistemas com
diferentes quantidades de etanol. O estudo dessas diferencas entre as C3Ms em etanol em
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comparagdo com as C3Ms em agua pode desvendar caracteristicas Unicas dessas estruturas,
ampliando nossa compreensdo sobre suas propriedades e potenciais aplicacbes em diferentes
contextos.
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