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Resumo

O desenvolvimento de estruturas micro e submicrométricas na forma de esferas é uma
area de crescente interesse. Através do uso de materiais de origem natural ou sintética, seja em
aplicacoes ligadas a industria ou aplicacées biomédicas como o transporte e libertacao localizada
e controlada de farmacos ou a regeneracao de tecidos que apresentem novas terapéuticas, o

numero de estudos centrados neste tipo de estruturas continua a crescer.

O foco deste trabalho é o desenvolvimento de esferas submicrométricas a partir de
poli(fluoreto de vinilideno-cotrifluoretileno) (P(VDF-TrFE)), um polimero sintético e inteligente com
propriedades eletroativas, com o intuito de utiliza-las em aplicacdes na area da biomedicina. Para
este efeito foram usados dois métodos de nanoprecipitacao distintos. A nanoprecipitacao consiste
na transferéncia do material que ird formar as esferas de um solvente (onde se encontra dissolvido)
para um solvente fraco, o ndo solvente (NS), induzindo a formacado destas estruturas. O primeiro
método usado, aqui denominado de nanoprecipitacao simples, foi realizado num tubo de Falcon
onde os solventes foram colocados em camadas; no segundo método, por agitacdo magnética, o
polimero dissolvido foi transferido gota a gota para o NS sob agitacdo. No decorrer do trabalho foi
avaliado o efeito de um conjunto de variaveis na sintese das esferas: concentracdo de polimero,
solvente, constituicdo do NS, surfactante e respetiva concentracdo. Foi ainda realizada uma prova
de conceito do revestimento de nanoparticulas magnéticas (NPMs) de oxido de ferro com
P(VDF-TrFE) para a formacéo de esferas compositas multifuncionais através de nanoprecipitacao

com agitacdo mecanica.

As amostras obtidas foram submetidas a caracterizacdo morfologica e fisico-quimica. Os
resultados mostraram sucesso na formacao de esferas submicrométricas de P(VDF-TrFE) com boa
esfericidade para ambos os métodos de nanoprecipitacdo, controlando adequadamente os
parametros de sintese. Diametros médios com valores compreendidos entre 413 + 194 nm e
239 + 73 nm foram obtidos pelo método de nanoprecipitacdo simples e pelo método de
nanoprecipitacdo por agitacao magnética, respetivamente. Relativamente ao revestimento de
NPMs de dxido de ferro com P(VDF-TrFE), esferas de diametros entre 148 + 107 nm foram obtidas.
Verificou-se, igualmente, que a variacdo dos parametros estudados nao afeta as propriedades
térmicas e fase cristalina das esferas produzidas, que se mantém na fase eletroativa 3. Estes

resultados sao bastante promissores e auspiciam um alto potencial para aplicacdes biomeédicas.

Vi






Abstract

The development of structures at the micro and submicrometric scale in the form of
spheres is an area of increasing interest. Based on different types of materials of natural or
synthetic origin, for industry or biomedical oriented applications such as drug delivery or tissue
regeneration, there is an increasing number of studies concerning the development of such

structures.

This dissertation focuses on the development of poly(vinylidenefluoride-co-
trifluoroethylene) (P(VDF-TrFE)) submicrometric spheres for biomedical purposes. P(VDF-TrFE) is
a synthetic and smart polymer with electroactive properties. Two distinct nanoprecipitation
methods were used for the development of the spheres. Nanoprecipitation consists on the
transference of the component that will develop into spheres from a solvent (as solute) into a
weaker solvent, the non-solvent (NS), inducing sphere formation. The first method used is called
simple nanoprecipitation and was carried on a Falcon tube where both solvents were placed into
layers; in the second method, magnetic stirring was used to stir the NS while the polymer was
pipetted dropwise into the solution. Throughout the study, the effect of several parameters on the
formation of the spheres were evaluated: polymer concentration, solvents, NS constitution,
surfactants and their concentration. Furthermore, proof of concept for coating ferrous oxide

magnetic nanoparticles (MNPs) with P(VDF-TrFE) was developed employing mechanical stirring.

All samples produced were submitted to morphological and physicochemical
characterization. Spherical submicrometric P(VDF-TrFE) structures were obtained using both
nanoprecipitation methods, by adequately controlling synthesis conditions. These spheres feature
average diameters of 413 + 194 nm and 239 + 73 nm, using simple and magnetic stirring
nanoprecipitation respectively. Regarding the coating of ferrous oxide MNPs with P(VDF-TrFE),
spheres with an average diameter ranging from 148 + 107 nm were synthesized. Thermal
properties and crystalline phase were not affected by any of the parameters evaluated, as all
samples remained in the electroactive 3 phase. Overall, these results are very promising and show

potential for biomedical applications.
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1 Introducao

1.1 Enquadramento

A nanotecnologia ¢ um dos pilares da tecnologia do século XXI. Teve como grande
impulsionador Richard Feynman, prémio Nobel da Fisica em 1965 e que em 1959 propds o
conceito da manipulacao de matéria ao nivel atbmico com a sua famosa palestra “ 7here’s Plenty
of Room at the Bottom" [1]. As nanoparticulas (NPs) ocupam um lugar fulcral nesta area. A sua
historia recua ha varios séculos atras: a taca de Licurgo, uma taca romana datada do século IV
que aparenta ser verde quando luz é incidida de fora para dentro e vermelha no sentido inverso,
deve as suas propriedades oticas a particulas de ouro e prata contidas no vidro [2]. Ja nas décadas
de 1950 e 1960, as NPs comecaram a ser estudadas como veiculo de transporte e libertacédo de
farmacos, assim como de vacinacao [3], ndo sendo de todo surpreendente que este aspeto
continue a ser estudado atualmente. Um dos maiores focos encontra-se no tratamento de doencas
ubiguas e prevalentes, como é o caso do cancro, cuja ocorréncia tem aumentado nao so6 devido a
habitos alimentares e sedentarismo (entres outros fatores culturais e ambientais), mas também
pela elevada taxa de crescimento populacional. Ainda que entre 1991 e 2015 tenha havido nos
Estados Unidos da América uma reducéo de 26 % na taxa de mortalidade em individuos afetados
por esta doenca [4], 18,1 milhdes de novos casos foram estimados para 2018 [5]. Muita da
investigacao que decorre hoje em dia nesta area diz respeito ndo s6 aos agentes terapéuticos em
si, mas também ao seu modo de aplicacdo. Na quimioterapia convencional os agentes
terapéuticos atuam a nivel sistémico, ndo havendo qualquer discernimento entre células saudaveis
e cancerigenas, provocando efeitos secundarios como a queda do cabelo e nauseas [6]. Por estas
razdes é de grande utilidade o desenvolvimento de terapias controladas onde as concentracdes de
farmaco sejam menores, mas dirigidas com uma maior eficacia e precisao as células-alvo. As NPs
poderdo desempenhar um papel fulcral no desenvolvimento destas terapias alternativas. O seu
tamanho reduzido (até aos 100 nm quando falamos estritamente da nanoescala) revela-se
preponderante quando comparado com o de uma célula eucaridtica (cujas dimensdes estao
geralmente entre os 10 e os 100 um [7]) se forem consideradas como transportadores de
farmacos para o meio intracelular. A elevada area de superficie relativamente ao volume ¢é
vantajosa por poder aumentar a interacao com o meio ou outros compostos desejados, e € uma
propriedade de alto interesse no fabrico de novos materiais [8]. Igualmente, o tamanho e sua

distribuicao estao diretamente relacionados com outras propriedades que poderao ser relevantes,
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dependendo da aplicacao pretendida, como a densidade de empacotamento, compacidade da
estrutura, viscosidade e definicao da sua forma [9]. No entanto, o uso de NPs na area biomédica
vai muito além da terapia do cancro, dado existir uma multitude de doencas que carecem de novas
terapéuticas, podendo ser utilizadas em técnicas de imagiologia ou de terapia genética [10].
Contudo, a utilidade das NPs nao se limita a area biomédica, sendo hoje em dia empregues em
areas distintas, como a incorporacdo de NPs de didxido de silicio (Si0,) como agente de
enchimento que colmata os poros do betdo, reforcando-o [11], ou adicdo de NPs de dioxido de
titanio (TiO,) a vidro dando-lhe propriedades fotocataliticas. Estas permitem a decomposicdo de
biofilmes e de sujidade proveniente do po [12], que é também eliminado pelo aumento da

hidrofilicidade do vidro causado pela inclusdo deste elemento [13].

Na busca de novas terapias no universo a micro e nanoescala, a sintese de NPs a partir
de diferentes materiais permite que estas estruturas adquiram propriedades especificas, abrindo
um elevado numero de possibilidades. Um tipo de material que pode ser utilizado para este efeito
sao os polimeros, que podem ter origem natural, sendo geralmente biodegradaveis e
biocompativeis. Exemplos deste tipo de polimeros sdo o alginato e o quitosano (usados
isoladamente ou até em combinacao), a partir dos quais se conseguem produzir particulas de
tamanho reduzido, com alto rendimento de sintese e capacidade de bioadeséo [14], ou o dextrano,
que tem uma boa solubilidade aquosa [15]. Os polimeros sintéticos, em contrapartida, tém boas
propriedades mecanicas, assim como maior estabilidade térmica [16], e possuem normalmente
um maior grau de pureza (em comparacdo com os naturais), o que pode levar a uma maior
reprodutibilidade dos resultados [9]. Podem ser criadas NPs a partir de polimeros sintéticos como
o poli(acido latico) (polyflactic acid), PLA) e o seu copolimero poli(acido latico-co-glicolico)
(polyflactic-coglycolic acid), PLGA), e ser também combinados na forma de misturas [17]. O PLGA
¢ um dos polimeros utilizados com mais sucesso devido em parte a sua excelente
biodegradabilidade. A hidrolise deste polimero resulta em acido latico e acido glicolico, monémeros
endogenos e metabolizaveis pelo organismo via ciclo de Krebs. A sua toxicidade sistémica € por
isso extremamente reduzida [18]. Outras opc¢des passam pelas misturas de polimeros como
poli(acido acrilico) (PAA) e poli(alilamina) (PAM), onde variando o racio entre as suas quantidades
na sintese de NPs se consegue afinar a carga de superficie. Este ajustamento de cargas permite
fazer com que as NPs penetrem barreiras fisioldgicas como a camada mucosa, que reveste varias

cavidades corporais e a superficie dos 6rgaos internos [19].



O poli(fluoreto de vinilideno) (poly(vinylidene fluoride), PVDF) e os seus copolimeros, entre
0s quais o poli(fluoreto de vinilideno-cotrifluoretileno) (poly(vinylidene fiuoride-co-trifiuoroethylene),
P(VDF-TrFE)), possuem propriedades eletroativas (em particular a sua piezoeletricidade) que os
tornam igualmente atrativos para o uso na sintese de NPs. Um material piezoelétrico tem a
capacidade de converter energia mecanica em energia elétrica (e vice-versa). Outros polimeros
como o PLA possuem essa mesma propriedade, mas o seu coeficiente piezoelétrico é
consideravelmente menor que o do PVDF e P(VDF-TrFE) [20]. O PVDF pode apresentar-se sob a
forma de 5 fases cristalinas, sendo a fase 8 a que revela melhores propriedades eletroativas. E
este aspeto que torna o uso do P(VDF-TrFE) extremamente atrativo, dado cristalizar diretamente
na fase [3 independentemente da técnica de processamento (desde que o contetido em termos do
monomero VDF se situe entre 50 e 80 %), e assim possuir um alto coeficiente piezoelétrico [20-
22]. O uso destes polimeros piezoelétricos na forma de nano e microparticulas pode assim ser

muito interessante para aplicacoes biomédicas como a engenharia de tecidos [23].

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) possuem também propriedades com grande
potencial para aplicacdes biomédicas, especialmente o superparamagnetismo, que faz com que
estas respondam a um campo magnético externo e dessa forma possam ser direcionadas para
diferentes zonas do corpo humano. Apds remocao do campo aplicado, nao resta qualquer vestigio
de magnetismo [24]. Isto permite que sejam usadas em técnicas como a hipertermia e a
imagiologia [25]. O revestimento de NPMs com diferentes elementos pode ter varios objetivos,
como impedir que sejam detetadas e removidas por parte do organismo recorrendo a polimeros
como o polietilenoglicol (PEG) [26, 27] ou a estimulacdo do crescimento e diferenciacado celulares

utilizando PVDF [28].

Com estes aspetos em consideracao, este trabalho teve em vista o desenvolvimento de
esferas submicrométricas de P(VDF-TrFE), bem como a utilizacdo deste polimero no revestimento
de NPMs, de forma a conjugar as excelentes propriedades inerentes a estes materiais e estruturas

para 0 seu uso em aplicacdes biomédicas.



1.2 Objetivos e metodologia

O objetivo primordial deste trabalho passa pelo desenvolvimento de esferas

submicrométricas de P(VDF-TrFE) recorrendo ao método denominado de nanoprecipitacéo.

De forma genérica, este método envolve 0 uso de um solvente, onde o polimero é
inicialmente dissolvido, e um néo solvente (NS), no qual o polimero ¢ menos sollvel e para onde
¢ transferido. Dependendo da forma como ocorre esta transferéncia, varios métodos adjacentes
podem ser empregues. Na primeira, denominada de nanoprecipitacdo simples, o solvente e NS
sao colocados num tubo em camadas, com o solvente contendo o polimero na camada superior,
e a transferéncia do polimero para o NS da-se no sentido descendente. No segundo método
recorreu-se a agitacdo magnética de forma a manter o NS em agitacdo constante, e a este ¢
adicionado o polimero dissolvido gota a gota. Desta transferéncia resultam as esferas poliméricas,

que sao afetadas pelas condicdes sobre as quais é realizada a sintese.

Foi estudada a influéncia de varios parametros de sintese nas propriedades fisico-quimicas
das esferas obtidas: a concentracdo do copolimero, o tipo de solvente, a constituicdo do NS e o
efeito da presenca e concentracdo de diferentes surfactantes. O revestimento de NPMs de dxido
de ferro com P(VDF-TrFE) foi também investigado de forma a aumentar o possivel leque de
aplicacoes pelo desenvolvimento de compdsitos multifuncionais. As esferas desenvolvidas foram
caracterizadas extensivamente em relacdo ao seu tamanho, morfologia e propriedades fisico-

quimicas.

1.3 Estrutura da dissertacao

No presente capitulo é realizado um enquadramento tedrico e exposicao da motivacédo do
trabalho, seguido dos objetivos e metodologia usados, e, por fim, apresentada a estrutura do

documento.

O capitulo 2 trata do enquadramento tedrico do trabalho executado, encontrando-se divido
em subcapitulos que abordam, respetivamente, as propriedades e trabalhos desenvolvidos até a
data em areas relevantes para o0 mesmo: NPs poliméricas, o polimero PVDF e seu copolimero
P(VDF-TrFE) e NPMs. Para além dessas propriedades e trabalhos desenvolvidos, sdo ainda

explorados os seus métodos de sintese e aplicacdes praticas com énfase na area biomédica.



No capitulo 3 sao descritos todos os materiais, técnicas e procedimentos utilizados no
decorrer da atividade experimental, desde a sintese das esferas poliméricas de P(VDF-TrFE), a
sintese de NPMs de oxido de ferro, e o revestimento das mesmas com P(VDF-TrFE). Sao

igualmente descritas de forma sucinta todas as técnicas de caracterizacao efetuadas.

O capitulo 4 contém os resultados obtidos, incluindo a analise e discussdo dos mesmos

ao longo da sua exposicao.

Por ultimo, no capitulo 5 sao tecidas as conclusdes, assim como as consideracoes finais

e algumas sugestoes de trabalho futuro.
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2 Enquadramento tedrico

As NPs podem ser preparadas a partir de materiais organicos, inorganicos, ou hibridos, e
apresentam propriedades interessantes precisamente devido ao seu tamanho, dado que a escala
nanométrica tomam rédea os efeitos quanticos e o racio da area de superficie em relacao ao
volume aumenta consideravelmente. Estes fatores fazem com que as suas propriedades sejam
diferentes dos mesmos materiais a grande escala, o que permite o seu estudo e aplicacdo em
diferentes areas como a medicina, farmacéutica, e como agentes de analise, cataliticos ou de
revestimento [8, 29]. Mesmo a escala submicrométrica o racio entre superficie e volume
permanece uma propriedade relevante, e o seu tamanho permite a passagem por locais de
dimensdes muito reduzidas como membranas bioldgicas ou canais de dispositivos microfluidicos
[19]. A distincao entre o termo NP e esfera advém também dai: as NPs tém tamanhos no intervalo
de 1 a 100 nm (a gama de valores que retine mais consenso em relacéo ao que se refere a escala
nanomeétrica, embora ndo seja unanime), enquanto que o termo esfera ndo implica uma escala
especifica, podendo ter tamanhos tanto nano como micrométricos desde que proporcionais a
mesma escala em todas as direcoes ortogonais [30]. Tendo em conta esta definicao, ao longo
deste documento sera usado o termo esfera sempre que forem referidas as estruturas
desenvolvidas neste trabalho, sendo o mais apropriado dada a variabilidade de tamanhos
naturalmente resultante dos diferentes parametros testados. Aquando da citacéo de estudos, o
uso dos termos esfera e NP, semelhantes ou derivados sera feito adequadamente consoante o
caso. No caso das NPMs em especifico, uma das propriedades de realce que estas podem
apresentar é o superparamagnetismo, que lhes permite serem direcionadas através da aplicacao
de um campo magnético externo. Também a auséncia de magnetizacao remanescente, associada
a esta propriedade, garante que nao haja aglomeracao severa das particulas por nao se atrairem
mutuamente uma vez removido o campo, evitando o bloqueio de vasos sanguineos em aplicacdes

in vivo[31].

Neste ambito, serdo exploradas neste capitulo as propriedades de dois tipos de esferas de
particular interesse para este trabalho, as de base polimérica e as magnéticas, assim como o

PVDF e o seu copolimero P(VDF-TrFE).
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2.1 Esferas poliméricas

2.1.1 Introducao

Os polimeros sdo, de uma forma geral, materiais leves, flexiveis e com baixo custo de
producao. Naturais ou sintéticos, na sua forma pura homopolimerizada, copolimeros ou misturas,
e sendo usados isoladamente ou em compdsitos, as suas caracteristicas sdo muito variadas [8].
Este amplo leque de propriedades, cruzado com as do universo das nano e microparticulas
mencionadas no preambulo deste capitulo, abrem caminho a inumeras possibilidades noutras
tantas aplicacdes, sejam elas na area da eletronica, por exemplo no desenvolvimento de sensores
e dispositivos optoeletrénicos [32], a biorremediacao, onde podem aprisionar poluentes [33] ou
na biomédica, em particular na libertacdo controlada e direcionada de farmacos [34]. Neste ultimo
caso as NPs podem trazer vantagens a varios niveis, como o aumento da biodisponibilidade oral
dos farmacos devido a diferentes mecanismos de absorcdo, maior capacidade de penetracdo em

tecidos e melhoramento do desempenho dos farmacos [35].

Os polimeros usados na sintese de esferas poliméricas podem ser naturais, como o
alginato e o quitosano, provenientes de algas [36] e do exoesqueleto de crustaceos [35],
respetivamente. Podem ser usados isoladamente ou em combinacdo para a formacao de
particulas de tamanho reduzido, alto rendimento de sintese e capacidade de bioadeséao, e capazes
de armazenar nao sé farmacos como também péptidos e proteinas. Por outro lado, € comum
existir alguma dificuldade na retencao destes elementos nas esferas, podendo ocorrer lixiviacao
dos mesmos durante a formulacdo [14]. O dextrano, um analogo natural do PEG, é também usado
na sintese de NPs e aplicacdes biomédicas devido a sua biocompatibilidade e boa solubilidade
aquosa [15]. No que diz respeito aos polimeros sintéticos, existem esferas desenvolvidas a partir
do polimero PLA e o seu copolimero PLGA, usados também na forma de misturas, de forma
analoga ao exemplo anterior [17]. O PLGA é um dos componentes utilizados com mais sucesso
na sintese de esferas poliméricas para a encapsulacao de farmacos devido em parte a sua
excelente biodegradabilidade e biocompatibilidade. A hidrdlise deste resulta em acido latico e acido
glicdlico, mondmeros enddgenos e metabolizaveis pelo organismo. A sua toxicidade sistémica é
por isso extremamente reduzida [18]. Outro exemplo de uma mistura de polimeros é a de PAA
com PAM, onde variando o racio entre os dois polimeros na sintese de esferas se consegue afinar
a sua carga de superficie. Esta regulacao de cargas permite fazer com que tais esferas penetrem

barreiras fisioldgicas como a camada mucosa, que reveste varias cavidades corporais e a
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superficie dos orgaos internos, e que tem como funcao a manutencao da hidratacéo dos tecidos

ou de absorver e processar nutrientes, dependendo da sua localizacao [19].

O PVDF e o seu copolimero P(VDF-TrFE) possuem propriedades eletroativas de grande
relevancia, sendo um caso especial o da sua piezoeletricidade. Embora esta seja uma propriedade
comum a outros polimeros, o coeficiente piezoelétrico destes é consideravelmente maior que o de
outros como o PLGA [20]. Isto traduz-se numa capacidade de converter energia mecanica em
energia elétrica (e vice-versa), o que aliada a biocompatibilidade destes polimeros [37] faz com
que tenham aplicacdes promissoras na forma de esferas em engenharia de tecidos, como a
diferenciacdo e crescimento celular, regeneracao de tecidos (as células respondem a estimulos
elétricos) e libertacao controlada de farmacos [23]. Um aspeto importante a ter em conta no
desenvolvimento destas estruturas é a estabilidade das dispersdes de esferas em solucao, que

pode ser avaliado pelo potencial zeta das mesmas [38].

2.1.2 Sintese de esferas poliméricas

Existem varios métodos de sintese de esferas poliméricas. O método de evaporacéo de
solvente envolve a dissolucao do polimero num solvente organico seguido de emulsificacao com
ajuda de um surfactante em agua sob agitacao continua. A emulsao requer geralmente um sistema
contendo agua, 6leo e um surfactante. A sua mistura suscita o aparecimento de gotas (de agua
ou o6leo dependendo de qual elemento se encontra em maior quantidade, e cujo tamanho depende
igualmente dos racios e agentes usados) nas quais se formam as esferas. O solvente organico ¢
depois evaporado e as esferas recolhidas [9, 39]. E muito comum a utilizacdo deste método na
sintese de esferas de PLGA [40], mas é igualmente usada na sintese de esferas a partir de
polimeros como o PLA [41] ou poliestireno [42]. Alternativamente o polimero pode ser dissolvido
num solvente organico que é depois emulsionado num gel aquoso que contém um agente (que
pode ser por exemplo um eletrélito) que impulsiona esse emulsao. Esta é depois diluida com
solucéo aquosa adicional, o que a par da acao deste agente promove a difusdo do solvente
organico para a fase aquosa e induz a formacao de esferas [43]. No entanto é um processo que
requer substanciais etapas de purificacao [39]. Este método foi ja empregue na sintese de esferas
a partir de polimeros como o PLGA [44], PLA e o copolimero poli(D,/-acido latico-co-dxido de

etileno) (poly(D,L-lactic acid-co-ethylene oxide), PLA-PEQ) [45]. Por sua vez a didlise da-se por
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deslocacao do polimero entre solventes, sendo necessaria uma membrana semipermeavel através
da qual ocorre difusdo do solvente. Desta forma é possivel obter esferas pequenas e
monodispersas [39] a partir de polimeros como o polimetil-metacrilato (PMMA) [46]. A técnica de
fluido supercritico (onde este tem papel de NS) é habitualmente usada para polimerizacéo
industrial e é eficaz na producdo de esferas altamente puras, monodispersas e sem residuos de
solventes organicos. No entanto, verifica-se alguma dificuldade em manter as suspensoes estaveis
[39], e a baixa ou até nula solubilidade dos polimeros nos fluidos supercriticos ¢ também um
entrave [9]. A nanoprecipitacao pode ainda ser realizada recorrendo a um dispositivo microfluidico
que permita a mistura das solucdes através dos seus canais. Alterando a arquitetura do dispositivo,
para além dos parametros fisico-quimicos ja mencionados, & possivel controlar o tamanho das
esferas resultantes [47]. Existem outros métodos como os de polimerizacao interfacial ou
polimerizacdo controlada de radicais (controlled living radical polymerization, CLRP), mais

complexos por envolverem numerosos passos e elementos experimentais [48].

0 método de nanoprecipitacao foi inicialmente desenvolvido por Fessi ef a/. [49] para a
preparacdo de esferas de PLA contendo um farmaco, com base nos principios da deposicédo
interfacial de polimeros apés o deslocamento do polimero de um solvente semipolar miscivel com
agua para uma solucao lipofilica. Esta é uma técnica com varias vantagens relativamente a outras
formas de sintese de esferas e encapsulacdo, dada a sua simplicidade, facilidade de escalamento
e reprodutibilidade [50], sendo que aproximadamente 50 % da investigacdo realizada no
desenvolvimento de esferas se foca neste método, em comparacao com outras técnicas [51]. Um
dos processos mais comuns passa pela dissolucao do polimero num solvente organico, sendo este
depois adicionado a uma fase dispersante (o NS) que se encontra sob agitacdo. Esta adicao é feita
através de uma seringa com a agulha mergulhada no NS, sendo assim lentamente adicionado o
polimero a fase dispersante. A isto segue-se um periodo de agitacao, ocorrendo a formacao das
esferas [52]. Outras abordagens deste método podem ser encontradas na literatura, como é o
caso da usada no presente trabalho, denominada de nanoprecipitacao por agitacdo magnética,
onde a adicdo da solucéo polimérica foi realizada gota a gota a uma pequena distancia do NS [53].

A figura 2.1 retrata este mesmo método.
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Figura 2.1. Representacdo esquematica do método de nanoprecipitacdo por agitacdo magnética.
Adaptado de [50].

Alternativamente, o polimero pode ser dissolvido num solvente e depois estratificado em
camadas num tubo de ensaio, encontrando-se o polimero dissolvido na camada superior, uma
fase intermédia estabilizadora do mesmo solvente mas sem qualquer polimero dissolvido que
assume papel de tampao, e a fase inferior, que consiste num NS (figura 2.2) [54]. Apesar de
apoiados no mesmo principio, este processo, denominado de nanoprecipitacao simples neste
trabalho, é notoriamente diferente do anterior, pelo que € expectavel que se obtenham resultados
diferentes. Importa salientar que o uso do termo NS neste documento é de certa forma
generalizado e nao literal: na maioria dos casos encontrados na literatura o polimero é apenas
menos sollvel na solucéo inferior relativamente ao solvente usado na camada superior, € nao

totalmente insoluvel.

LN

o,

e® e

# Solvente *e

() Nio solvente :. -
SV Cadeia polimérica a®
#» Esferas poliméricas Rt

Figura 2.2. Representacao esquematica do método de nanoprecipitacdo simples. Adaptado de [54].
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Contudo, para além dos principios explicitados por Fessi et a/, foram ja conjeturadas
teorias alternativas sobre os mecanismos especificos que provocam a formacao de esferas através
deste método de sintese. Alguns autores especulam que esferas produzidas por nanoprecipitacao
resultarao do efeito de Marangoni, fendmeno resultante das interacdes entre o solvente e o NS,
sejam elas a nivel de variacdes de fluxo, difusdo ou tensdes superficiais [55]. Um liquido (fase
aquosa) com alta tensdo superficial exerce uma forca maior no liquido envolvente do que um de
baixa tensdo (solvente de fase organica). Sera esta diferenca entre tensoes de superficie que induz
turbuléncia e desigualdades térmicas e que levam a difusdo do solvente organico a partir de regides
de baixa tenséo superficial, induzindo a formacao de esferas. E de notar a variabilidade de termos
para os solventes usados por este ser um método que abrange varias possibilidades em relacao
a estes elementos: o0 solvente é geralmente organico e o nao solvente maioritariamente agua, mas
¢ possivel empregar duas fases organicas ou aquosas em simultaneo, desde que sejam satisfeitas
as condicoes de solubilidade, insolubilidade e miscibilidade [51]. Outros estudos atribuem a
formacao das particulas ao denominado efeito Ouzo [56], o nome de uma bebida grega que
contém um déleo proveniente da semente de anis, a qual é insolivel em agua. O elevado teor
alcoolico da bebida provoca a total dissolucao do anis, tornando a solucao incolor. Porém, ao
aumentar a diluicdo com agua, a bebida ganha um aspeto leitoso devido a formacao de goticulas
oleicas relativamente estaveis e que dispersam a luz visivel. O fendmeno é assim muito semelhante
a uma emulsado, mas nao requer o fornecimento de energia ao sistema para que esta ocorra.
Assim, a semelhanca do que acontece nesta bebida, pequenas moléculas organicas e
hidrofébicas, lipidos e polimeros poderao reagir de forma analoga as goticulas oleicas supra

mencionadas, organizando-se na forma de esferas [57].

Pelo exposto, e tendo em conta os resultados obtidos na literatura na sintese de esferas,
optou-se pela utilizacdo do método de nanoprecipitacao pela sua relativa simplicidade em termos
de execucdo, bem como por requerer materiais geralmente comuns a qualquer laboratério. O facto
de ser um método versatil no que diz respeito ao uso e combinacao de diferentes solventes e
polimeros permite prever uma boa margem de experimentacao e inovacdo. Deste modo, foi feito
um estudo sistematico do efeito de varios parametros de processamento utilizando o método de
nanoprecipitacao simples, com o intuito de otimizar o método e os resultados (particularmente em
relacdo ao tamanho e morfologia das esferas). O método de nanoprecipitacdo por agitacdo
magneética foi também brevemente estudado de forma a avaliar a viabilidade da agitacao para o

estudo final. Neste foi avaliado o revestimento de NPMs com P(VDF-TrFE) pelo método de
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nanoprecipitacdo por agitacdo mecanica, isto porque é absolutamente essencial que o NS seja
mantido em agitacdo de forma as NPMs se manterem suspensas no mesmo, e assim poder

ocorrer o revestimento com o copolimero.

2.1.3 Aplicacoes

Como ja exposto anteriormente, o estudo e aplicacdo de esferas poliméricas abrange
multiplos dominios cientificos, como a eletronica e biorremediacdo. Neste subcapitulo serdo

abordados alguns exemplos no campo da biomedicina.

Encapsulacao e libertacao controlada de farmacos

As aplicacoes biomédicas de esferas poliméricas visam em grande parte a encapsulacao
e libertacao controlada de farmacos. Esta pode apresentar inumeras vantagens, como a protecao
do farmaco de fatores externos como a luz ou o ataque enzimatico ao longo do transito pelo tubo
digestivo ou uma maior eficiéncia terapéutica através do aumento da sua absorcao, distribuicao,
metabolismo e excrecédo [51], designado perfil ADME na farmacocinética e farmacologia. Para o
delineamento da aplicacao, é importante ter em consideracdo o alvo a atingir e as condicoes e
fendmenos aos quais as esferas serao sujeitas no organismo humano consoante o seu tamanho,

como se pode observar na tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Tamanho das esferas e correspondentes aplicacdes e excrecdo do organismo humano.
Adaptado de [39].

Diametro da esfera Aplicacoes e excrecao do organismo

<10 nm Rapidamente excretada por extravasdo ou através dos rins
Detecao, imagiologia, potencial para atravessar a barreira
hematoencefalica

10-20 nm

Entrega de farmacos, terapia genética ou cancerigena. Podem
20-100 nm atravessar diferentes barreiras fisioldgicas, filtragem por parte
do figado e baco reduzida
Entrega de farmacos e terapia genética. Periodo de circulacdo

100-200 nm _ ]
no sistema podera ser elevado
200 nm- 1 puym Geralmente expelidas pelo baco
Geralmente opsonizadas e acumuladas no figado e baco, sendo
>1pum

removidas da circulacdo quase de imediato

Varias combinacdes de polimeros e farmacos permitem o tratamento de doencas como o
cancro, beneficiando de propriedades como a responsividade a diferentes estimulos. A
sensibilidade de um material ou composto ao pH é exemplo de um parametro que pode ser
utilizado para a libertacdo de um farmaco com maior precisdo, dado o meio extracelular tumoral
ser geralmente mais acidico devido a secrecdo de protdes e lactato [58], e onde existe também
uma maior capacidade de solubilizar o farmaco e um aumento da toxicidade celular do mesmo
[59]. Estudos como o do desenvolvimento de esferas de tamanho médio de 110 nm a partir de
polimeros como poli(B-amino éster) (PbAE) modificado com poli(oxido de etileno) (poly(ethylene
oxide), PEQ) tiram partido desta propriedade: o PbAE é mais soluvel a um pH abaixo de 6,5 o que
promove a libertacdo de farmacos nele encapsulados nessas condicdes, sendo que o PEO tem
como funcédo evitar a opsonizacdo. Em comparacdo com esferas em tudo semelhantes mas
sintetizadas a partir de outro polimero, a poli(e-caprolactona) (PCL), houve uma maior eficiéncia
na libertacdo correta do farmaco devido ao facto de a PCL nao ser sensivel ao pH [60]. Outro
aspeto também abordado neste ultimo estudo, e sobre o qual incide uma grande parte da
investigacdao no ambito da utilizacdo de esferas para o tratamento do cancro, é o efeito de
permeabilidade e retencao aumentada (enhanced permeability and retention, EPR), respeitante a
maior retencao de farmacos macromoleculares e esferas por parte de tecidos cancerigenos em
comparacao com os tecidos saudaveis. Este efeito deve-se a angiogénese que ocorre em torno
das células tumorais devido a sua necessidade de vascularizacao associada ao rapido crescimento

que lhes é caracteristico [61]. Diferentes polimeros e a sua conjuncao com farmacos ou outros
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compostos podem entao tirar partido destes factos para direcionar o ataque tumoral e aumentar
a sua especificidade. As esferas poliméricas podem apresentar também vantagens no tratamento
de doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer. Esferas de PEG-PLA que rondam
0s 100 nm foram desenvolvidas com esse intuito, tendo sido conjugadas com um par de péptidos:
um com afinidade a barreira hematoencefalica que torna a estrutura capaz de a atravessar, e o
outro o agente terapéutico propriamente dito [62]. As doencas cardiovasculares tém igualmente a
beneficiar do uso deste tipo de estruturas, sendo capazes de promover a regeneracdo de vasos
sanguineos mecanicamente danificados por procedimentos que visam o tratamento do
afunilamento de artérias coronarias. A sua regeneracdo € conseguida pela libertacdo de um
farmaco capaz de prevenir a proliferacdo de tipos de tecidos que se podem tornar problematicos,
contido em esferas de PLGA-lecitina-PEG entre os 60 e 70 nm e obtidas por nanoprecipitacao [63,
64]. As formulacdes das esferas podem envolver varios elementos com diferentes funcdes, e a

figura 2.3 permite observar a organizacdo dos componentes na estrutura deste exemplo.

— Péptido
ecitina  pSPE.PEG
P o i
Paclitaxel PLGA
4

Figura 2.3. Representacdo esquematica da organizacdo dos componentes de uma esfera desenvolvida
para o tratamento de doencas corondrias a lecitina e o péptido distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE)
conjugado com PEG permitem a funcionalizacdo da esfera, enquanto que o farmaco paclitaxel se encontra
embebido na matriz polimérica de PLGA. Adaptado de [63].

Para além dos aqui mencionados, outros agentes terapéuticos (como diferentes proteinas
ou acidos nucleicos) podem ser encapsulados para diversos efeitos com a ajuda de polimeros

alternativos, como o alginato de sédio ou o quitosano [51].

Engenharia de tecidos

Combinando a engenharia de tecidos com técnicas de encapsulacdo, esferas de PLGA
podem ser usadas para encapsular fatores de crescimento que promovem a diferenciacdo e

proliferacao celular, sendo dessa forma utilizadas na regeneracao do tecido 6sseo [65]. Para além
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da encapsulacao deste tipo de agentes, as esferas poliméricas podem alternativamente fazé-lo
através das propriedades do proprio polimero. E o que se verifica com o PVDF e os seus
copolimeros quando aplicados ao tecido désseo. Este tipo de tecido ¢ também inerentemente
piezoelétrico, com o seu funcionamento a envolver processos eletromecéanicos e mecanismos de
feedback complexos. Os estimulos mecanicos produzem sinais elétricos que por sua vez
estimulam o crescimento dsseo [20]. Esferas na forma de PVDF podem ser conjugadas com
scaffolds, estruturas que essencialmente proporcionam suporte para a regeneracao celular, tendo
ja sido testada a viabilidade de linhas celulares precursoras de osteoblastos na presenca dessas
esferas [23]. Os polimeros sao inclusivamente usados na producdo dos proprios scaffolds, onde
podem ser integradas esferas de outros tipos de compostos que nao poliméricos, gerando
diferentes compdsitos. Exemplo disso é a integracdo de esferas de hidroxiapatite, um mineral
0sseo que pode ser também usado na regeneracao deste tipo de tecido, numa matriz de PCL [66].
No entanto o tecido 0sseo nao € o unico a apresentar propriedades piezoelétricas, podendo estas
ser observadas em diferentes tipos de tecidos como a pele, cartilagem, tenddes e ligamentos,
aparentando esta propriedade estar relacionada com a presenca de proteinas fibrosas como o

colagénio, elastina ou a fibrina [20].

Outras possibilidades de aplicacdes no campo da biomédica existem, nomeadamente na
hipertermia e imagiologia, que coincidem com outros aspetos a serem abordados nas aplicacdes
do subcapitulo que trata das NPMs, um pouco mais a frente, as quais sao frequentemente usadas
em conjuncao com polimeros na forma de revestimentos. Por este motivo estes casos serao

explorados um pouco mais a frente.

2.2 Poli(fluoreto de vinilideno)

Dado o objetivo principal abranger o uso de P(VDF-TrFE) para a sintese de esferas
submicrométricas, € importante a contextualizacdo deste copolimero. Isto implica o estudo do
PVDF, o assunto a ser abordado nos subcapitulos seguintes, que expdem as propriedades deste
polimero e alguns dos seus copolimeros (em particular o P(VDF-TrFE)), de que modo diferem e as

suas aplicacoes.
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2.2.1 Introducao

O PVDF é um polimero semicristalino composto por unidades repetitivas do mondémero
VDF, sendo representado pela férmula quimica -(CH,CF.)- (figura 2.4). A sua sintese ¢é
frequentemente feita por métodos de emulsédo, suspensao ou solucao, os mais usados para
producéo a escala comercial [67, 68]. A polimerizacao através do uso de radicais pode também
ser induzida por radiacao, plasma ou micro-ondas, ou ainda ser efetuada pelo uso de diéxido de
carbono (CO,) como fluido supercritico, por vezes usados a escala laboratorial [69]. O PVDF é
ainda inerte a varios solventes, 6leos e acidos: é considerado um polimero puro por gerar um
numero reduzido de detritos e por isso um bom candidato a aplicacdes biomédicas. Apresenta
também uma baixa permeabilidade a gases e liquidos [70]. A sua temperatura de transicao vitrea
(glass transition, T,) e de fusao (melting temperature, T,) das suas formas amorfa e cristalina
situam-se aproximada e respetivamente de -40 a -30 °C e de 155 a 192 °C, dependendo da
amostra em si (existe sempre alguma variabilidade dentro dos métodos de sintese) e do método

de analise [68].

F\ /F
N
' AN

Figura 2.4. Representacédo esquematica da unidade repetitiva do PVDF.

E também caracterizado por possuir alta forca mecanica, boa resisténcia quimica,
estabilidade térmica e alta hidrofobicidade em comparacdo com outros materiais poliméricos
comercializados. A estabilidade térmica esta também relacionada com a sua compatibilidade
termodinamica com outros polimeros como 0 PMMA o que permite o desenvolvimento de misturas
adequadas a diferentes aplicacdes [70]. Para além disso, € um polimero com propriedades
eletroativas Uteis, entre elas a piroeletricidade e especialmente a sua piezoeletricidade, e que se
pode apresentar em diferentes fases cristalinas. Destas, a fase (3 apresenta uma maior

piezoeletricidade [71]. A semelhanca de outros copolimeros referidos ao longo do documento,
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como o PEG-PLGA, também o PVDF pode ser conjugado com outros elementos formando
diferentes copolimeros. Exemplo disso ¢ o seu copolimero P(VDF-TrFE), biocompativel, a

semelhanca do PVDF [37]. Neste subcapitulo irdo ser aprofundados cada um destes aspetos.

2.2.2 Fases cristalinas

Adicionalmente, o PVDF ¢ também conhecido pelo seu polimorfismo, podendo ser
encontrado em cinco fases cristalinas com diferentes conformacées, sendo elas: fase 3, a/l trans
planar zigzag (TTT); fases o e 8 frans-gauche-trans-gauche (TGTG') e as fases y e € (T.GT.G').
Daqui resulta um momento elétrico relativamente forte no monémero do PVDF derivado da
eletronegatividade dos atomos de flior em comparacao com os atomos de hidrogénio e carbono
[71], o que faz com que cada cadeia polimérica possua um dipolo permanente perpendicular a
ela mesma. Caso as cadeias estejam ordenadas na forma de cristal, e se os dipolos se
encontrarem ordenados de forma paralela 0 momento dipolar resultante constitui uma fase polar,
0 que acontece nas fases 3, y e 8. Ordenando-se de forma antiparalela, 0 momento anula-se,
como o que se observa nas fases o e €. Dentro das polares, a que apresenta maior polarizacao
por célula unitaria ¢ a fase 3, devido ao maior empacotamento das cadeias poliméricas por cada

uma das células [72]. A figura 2.5 ilustra as fases a, B e y.

© Hidrogénio © Flior @ carbono
Fase
Fasey

Figura 2.5. Representacdo esquematica da conformacédo de cadeia para as fases a, 3 e y do PVDF.
Adaptado de [72].
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A fase em que o PVDF se encontra é de particular relevancia por influenciar propriedades
eletroativas de grande interesse (especialmente a piezoeletricidade) que este pode apresentar,

exploradas de seguida.

2.2.3 Propriedades eletroativas

Os polimeros eletroativos (electroactive polymers, EAPs) sdo polimeros que sofrem
alteracoes da sua forma ou dimensao quando sujeitos a um estimulo elétrico. Existem dois tipos
principais de EAPs, os idnicos e os eletronicos [73]. Por estarem diretamente relacionadas com o

PVDF é nas propriedades destes ultimos que se foca esta subseccao.

Piezoeletricidade

A piezoeletricidade ¢ uma propriedade de certos materiais cristalinos que possuem a
capacidade de conversao de uma polarizacao elétrica numa deformacao mecénica e vice-versa
[74]. O seu nome advém do grego piezein, que se refere a acdo de exercer pressdo [75]. Foi
descoberta nalguns minerais em 1880 por Jacques e Pierre Curie aquando da sua compressao e
consequente geracao de corrente elétrica [76], e no PVDF em particular em 1969 por Heiji Kawai
[77]. O efeito piezoelétrico pode ser explicado pelo modelo molecular da figura 2.6. Ao exercer
uma forca externa sobre um material piezoelétrico este sofre uma deformacao, causando uma
separacao do centro positivo e negativo da molécula (figura 3.3(b)) e gerando um dipolo, quando
previamente as suas cargas se encontravam homogeneamente distribuidas e por isso de carga

total neutra (figura 3.3(a)).

OL 4 3c OF 4 3 OL -4 e OL 4 I OL e

B
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a) b)
Figura 2.6. Modelo molecular representativo do efeito piezoelétrico: @) uma molécula sem polarizacdo
piezoelétrica b) a molécula é sujeita a uma forca mecéanica (F,) externa resultando na polarizagéo indicada

(P) ¢€) o efeito de polarizacdo a superficie do material piezoelétrico quando sujeito a uma forca externa.
Adaptado de [78].
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No interior do material estes pélos de cargas opostas anulam-se e surgem a superficie
cargas fixas, gerando um campo elétrico, e o material encontra-se polarizado. Este fendmeno é
habitualmente chamado de efeito piezoelétrico direto, sendo o efeito piezoelétrico inverso o
aparecimento de uma deformacao mecanica provocada pela aplicacdo de um campo elétrico [78].
A fase B ¢ a que apresenta melhores propriedades eletroativas, com um coeficiente

piezoelétrico d; de -24 a -34 pC.N [22].

Piroeletricidade

Os materiais piroelétricos exibem uma polarizacao espontdnea mesmo na auséncia de um
campo elétrico aplicado. Quando este tipo de material sofre um aquecimento, da-se uma crescente
desordenacao dos dipolos, que comecam a assumir orientacoes diferentes uns dos outros devido
a agitacao térmica, o que resulta na diminuicdo da polarizacao espontdnea do material e
consequente decréscimo do nimero de cargas livres na superficie do mesmo. Se o material se
encontrar em circuito aberto, as cargas livres permanecem a superficie e um potencial elétrico é
gerado. Se se encontrar em curto circuito, a corrente elétrica flui entre as duas superficies polares
do material. De forma semelhante, se a temperatura baixar os dipolos realinham-se e a polarizacao
espontanea volta a aumentar, invertendo o sentido da corrente elétrica [79]. Este fendmeno é
analogo para outros tipos de propriedades eletroativas, independentemente do modo de geracao
da corrente. Filmes de PVDF tiram proveito desta propriedade de forma a agir como sensores de

temperatura em chips de silicio [80].

Ferroeletricidade

A ferroeletricidade é a existéncia de uma polarizacao elétrica que pode ser invertida através
da aplicacdo de um campo elétrico externo [81]. A polarizacdo elétrica varia também com a
temperatura, logo um material ferroelétrico € também necessariamente um piroelétrico. O uso de
materiais ferroelétricos assenta-se em duas propriedades fundamentais: a mobilidade da
polarizacao espontanea e a alta constante dielétrica (ou permitividade elétrica, €), esta ultima que
no caso do PVDF advém da forte polimerizacao das ligacdes C-F e da orientacdo espontanea dos
dipolos nas fases cristalinas [68]. E importante ver também que acima da sua T, estes materiais
perdem a sua polarizacédo, a semelhanca do que acontece com o superparamagnetismo nas NPMs

[82]. Pode ser tirado proveito da ferroeletricidade do PVDF no desenvolvimento de guias de ondas
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eletromagnéticas [83] e a do P(VDF-TrFE), acoplada as suas propriedades dielétricas, no desenho

de memorias nao volateis [84].

2.2.4 Copolimerizacao

A copolimerizacao é um método eficiente de induzir alteracoes sistematicas e efetivas nas
propriedades dos polimeros. Para este efeito, o processo modifica normalmente a simetria da
cadeia polimérica, alterando as forcas tanto intramoleculares como intermoleculares e
consequentemente variando propriedades como temperaturas de transicao, cristalinidade,
estabilidade, elasticidade, permeabilidade ou reatividade quimica. A copolimerizacao serve
também como estratégia alternativa para a obtencdo de polimeros na fase 3 sem qualquer
processamento elétrico ou mecanico. A incorporacao de certas moléculas na cadeia polimérica,
como o ftrifluoretileno (TrFE), pode induzir este efeito. Ao introduzir esta molécula, algumas
unidades VF, (-CH-CF,) do PVDF s&o substituidas por VF, (-CHF-CF,) (figura 2.7). O tamanho
superior do atomo de fltior faz com que o polimero cristalize diretamente na fase [3 caso o TrFE
se encontre acima de 20 % mol, numa conformacéao a// frans com até 90 % de cristalinidade [21].
O P(VDF-TrFE) possui também uma T.inferior & T,, que pode variar entre os 55 e os 128 °C
dependendo da quantidade de TrFE [85]. Este copolimero possui ainda um elevado coeficiente

elétrico d,; de -38 pC.N (o do PVDF situa-se entre -24 e -34 pC.N+, como ja antes visto) [22].

\ \

n

Figura 2.7. Representacdo esquematica das unidades repetitivas do copolimero P(VDF-TrFE).

Outros compostos podem ser integrados com o PVDF, formando diferentes copolimeros
de maneira a afinar parametros como o grau de cristalinidade ou porosidade tridimensional, como
a adicdo de hexafluoropropileno (HFP) ao homopolimero PVDF, criando o P(VDF-HFP) [86] que é

utilizado em filmes capazes de converter e armazenar energia [87] ou separadores de baterias
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[88]. O clorotrifluoretileno (CTFE) é criado pela adicdo de um atomo de cloro ao monémero de
TrFE, surgindo o polimero P(VDF-CTFE). Apresenta também propriedades piezoelétricas e possui
uma maior constante dielétrica do que o PVDF [89]. O PVDF pode também ser conjugado com
outros polimeros como o PMMA, na forma de filmes [81] ou em membranas com poli(N-

isopropilacrilamida) (PNIPAm) [90].

Estes materiais tém diversas aplicacdes, surgindo em diferentes formas, como nanofibras
que compde um nanogerador polimérico e piezoelétrico [91], sensores tateis na forma de uma
cupula flexivel [92], sensores de pressao a partir de filmes [93] ou a conversdo e armazenamento

de energia a partir da alca de uma mala [94].

2.2.5 Esferas baseadas em poli(fluoreto de vinilideno) e copolimeros

Tanto quanto foi possivel apurar, a literatura relativa a sintese de esferas a partir de PVDF
e seus copolimeros € extremamente escassa, independentemente do método utilizado. Foram ja
desenvolvidas microparticulas de PVDF recorrendo a técnica de electrospray, na qual através da
aplicacdo regulada de um campo elétrico a uma fase liquida provoca a formacdo das
microparticulas [95]. Estas encontraram-se sensivelmente entre os 800 nm e os 5,5 um de
didametro dependendo dos parametros de sintese, com um contetdo de fase 3 a rondar os 70 %,
e mostraram também ser biocompativeis [23]. Esferas de P(VDF-TrFE) foram produzidas por
nanoprecipitacdo com tamanhos entre os 60 e os 500 nm. No entanto o processo em si envolve

etapas adicionais, nomeadamente um processo de refluxo a 90 °C apds a precipitacao [54].

Esta escassez de estudos, aliada as potencialidades que as propriedades do PVDF e seu
copolimero P(VDF-TrFE) possuem, mostram como é de grande interesse o desenvolvimento de

mais estudos que incidam na producao de esferas a partir destes materiais.

2.3 Nanoparticulas magnéticas

Como ja referido, um dos objetivos deste trabalho é o revestimento de NPMs com
P(VDF-TrFE), com o propésito de produzir compostos multifuncionais de elevado potencial para
aplicacoes biomédicas. Nos subcapitulos seguintes serao explorados diferentes tipos de NPMs,

métodos de sintese, revestimento e algumas das suas aplicacdes.
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2.3.1 Introducao

As NPMs podem ter variadissimas composicdes, entre elas metais puros (como Fe ou Co)
e até nobres (Au) [24], oxidos de ferro ou diferentes ligas (FeCo, Au-Fe,0,) [96]. Uma alta
magnetizacao de saturacdo € muitas vezes desejavel para aplicacdes biomédicas, que pode ser
encontrada em metais de transicdo como o Fe, Co e Ni, ou oxidos de ferro. Embora os metais
puros possuam geralmente uma maior saturacao de magnetizacao, sao altamente toxicos e muito
suscetiveis a oxidacao, sendo por isso inviaveis para aplicacdes biomédicas na forma de NPMs
sem tratamento prévio da sua superficie. A biocompatibilidade dos oxidos de ferro pode ser
aumentada a partir do revestimento com polimeros como PEG e alcool polivinilico (polyviny/
alcohol, PVA), ou materiais como a silica que previnam a agregacao tipica deste tipo de NPMs,
derivada da sua superficie hidrofobica e elevado racio entre area de superficie e volume [97]. Entre
as propriedades magnéticas que as NPMs podem exibir, o superparamagnetismo mostra-se
especialmente interessante para aplicacdes biomédicas. Este consiste na capacidade de uma NPM
dentro de um intervalo de tamanhos (geralmente entre os 10 e os 20 nm) apresentar dominio
magnético Unico, e assim ser capaz de responder a um campo magnético externo que lhe seja
aplicado de forma a poder ser direcionada no meio em que se encontre. Esta propriedade ocorre
acima de uma determinada temperatura, denominada de bloqueio (T,, que varia com a
composicao da particula em si), e desaparece acima da sua temperatura de Curie (T;). Uma vez
removido o campo magnético, o0 magnetismo residual é nulo ou quase nulo, sendo também
interessante em termos de coercividade: nao ha necessidade de aplicar um campo magnético
oposto para remover a magnetizacdo [24], ou seja, ndo apresenta histerese. E importante ter em
consideracao que a presenca de superparamagnetismo, pela teoria de relaxacao de Néel, depende
também do tamanho da nanoparticula. Este limite de tamanho, por sua vez, varia com a sua
composicao, ocorrendo por exemplo abaixo dos 20 nm de diametro em particulas de 6xidos de
ferro, a temperatura ambiente [27]. Esta propriedade tem ja sido estudada para diversos fins em
areas como a biorremediacao [98] e, de particular importancia para este projeto, as aplicacdes

biomédicas [97].

2.3.2 Sintese de nanoparticulas magnéticas

Existem varios métodos de preparacao de NPMs que oferecem resultados um pouco
divergentes entre eles. Podem ser agrupados geralmente em trés tipos: fisicos, quimicos (a
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quimica diga-se mais tradicional, com o uso de reagentes na fase liquida, normalmente referido
em inglés como wet chemistn) e microbianos (através do uso das vias metabdlicas de
microrganismos) [26]. Um dos métodos que pode ser usado para preparacao de NPMs é o método
sol-gel, que envolve a passagem de uma fase aquosa (contendo o material desejado para a
composicao das NPMs) a uma fase gel, processo que se da por exposicao a uma determinada
temperatura. A isto segue-se um arrefecimento, sendo o solvente restante removido por secagem,
e o gel é depois exposto a nova subida de temperatura de maneira a formar as NPMs [99]. Um
outro método alternativo é o da coprecipitacdo, um processo quimico através do qual a
precipitacdo de uma substancia normalmente soluvel em determinado meio é induzida pela
precipitacdo de outra. As condicdes em que este processo se da, nomeadamente de concentracio
e racio de ides, a temperatura da reacao, forca idnica do meio, pH e a taxa de adicao da solucao
base (que induz a precipitacdo) influenciam a forma, tamanho e composicdo das NPMs que dai
resultam [100]. A decomposicao térmica permite obter particulas altamente monodispersas e um
bom controlo sobre o seu tamanho a partir de precursores como o pentacarbonilo de ferro
(Fe(CO)s), com a ajuda de solventes e surfactantes. Esta técnica consiste num numero (que
dependente do tipo de NPM a preparar) de exposicoes do precursor a elevadas temperaturas e
subsequentes arrefecimentos entre 0os quais sao efetuadas reacdes quimicas com a ajuda dos
reagentes [24]. Diferentes tipos de emulsdes (como agua em oéleo, éleo em agua, duplas e micro
ou nano) podem ser também usadas na formacdo de NPMs. Para além destes existem outros
métodos de preparacdo de NPMs, entre eles (e apenas a titulo de exemplo) a sintese por injecao
de fluxo, métodos eletroquimicos e por vapor/aerossol [101], hidrotérmicos, por oxidacao, fluido

supercritico ou litografia por feixe de eletroes [26].

2.3.3 Funcionalizacao de nanoparticulas magnéticas

E importante mencionar que a funcionalizacdo de NPMs pode permitir ndo so a
estabilizacdao e protecao das suas propriedades, como podem também adicionar novas
propriedades por meio da sua conjugacao com diferentes ligandos [24]. Um objetivo comum deste
tipo de interacdes € o de evitar a opsonizacao: ao ser introduzido na corrente sanguinea,
habitualmente qualquer agente que seja estranho ao organismo sofrera uma marcacao por parte
de componentes do plasma sanguineo, especialmente proteinas como a albumina e a globulina

[27], atuando como sinalizadores para o0 ataque de fagocitos como os macrofagos. Foram ja
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exploradas varias abordagens com o intuito de evitar a opsonizacao, assim como outros efeitos.

Na figura 2.8 é possivel observar uma representacao esquematica de algumas destas abordagens.

(a) Ouro, grafite, (b)
silica, outros

Dextrano, PVA,
PEG, outros

Nicleo Nucleo

magnético

(C’ Matriz polimérica (d)
4 / Niicleo aquoso

ou oleoso \
Revestimento /
polimérico \

NPs magnéticas .

Figura 2.8. Representacao esquematica da estabilizacdo de NPMs por revestimento com materiais
(a) inorganicos, (b) organicos, (¢) encapsulacdo em nanoesferas ou (d) nanocapsulas. Adaptado de [26].

0 revestimento das superficies com PEG (cujo uso é muito comum) ou outros polimeros,
sejam eles sintéticos, como o PVA, que previne a aglomeracao e que tem também a particularidade
de poder ser transformado em gel [26], tendo ja sido desenvolvido um gel magnético quando
conjugado com glutaraldeido [102]; ou naturais como o dextrano, que estabelece ligacdes por
pontes de hidrogénio com as superficies de dxidos de ferro. Isoladamente estas ligacoes séo
relativamente fracas mas devido ao elevado numero destas estabelecidas ao longo do
polissacarideo, a energia total de ligacéo consegue ser bastante elevada [101]. Também a adicao
de algumas proteinas como a lactoferrina visam evitar a opsonizacao, tornando as particulas
furtivas (capazes de atravessar o organismo sem serem detetadas). Outra alternativa é o
isolamento das particulas do meio envolvente, seja através de uma matriz polimérica formando
uma nanoesfera ou através de um revestimento polimérico, formando uma nanocapsula onde as
particulas se encontram em meio aquoso ou oleoso no seu interior. Esta encapsulacao aumenta
a sua capacidade de dispersao em agua e melhora a estabilidade fisica e quimica do coloide. Para
além disso, também o revestimento pode proporcionar grupos funcionais como terminais amina
ou carboxilo para conjugacao com ligandos e/ou moléculas bioativas. Existe uma vastidao de
opcdes de revestimentos, para além dos mencionados, consoante o fim desejado. Dentro dos
materiais inorganicos, existe por exemplo o silicio, cujo grupo silanol permite ligacoes covalentes

a outras moléculas, ou o alginato e o quitosano nos organicos [101]. Por ultimo existe ainda a
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encapsulacao em lipossomas, onde as particulas magnéticas sao encapsuladas numa bicamada
lipidica que oferece igualmente maior biocompatibilidade (designados de magnetolipossomas)
[103]. O uso de oxidos de manganésio é outra alternativa, sendo estes também possuidores de
propriedades magnéticas. O mais estavel destes oxidos, Mn,O,, foi revestido com poli(/-acido
latico) (poly(L-lactic acid, PLLA) a partir da polimerizacdo de /-lactideo na propria superficie das
NPMs com tamanhos distribuidos entre os 70 e os 150 nm [104]. E interessante ver que neste
caso as NPMs isoladas tinham diametros muito pequenos, de 1 a 3 nm, mas o processo de
revestimento acontece na forma de agregados de particulas e ndo individualmente. O PLGA é outro
dos polimeros usados na sintese deste tipo de compaésitos, tendo sido ja executada a incorporacao
de NPMs de &xidos de ferro superparamagnéticas (superparamagnetic iron oxide nanopatrticles,
SPIONs) conjugadas com acido ricinoleico (e de tamanho médio de 11 nm), composto que
aumenta a afinidade com o polimero e consequentemente a sua incorporacdo na matriz polimérica
através de um método de emulsédo e evaporacao de solvente. O diametro médio dos compdsitos
obtidos foi de 190 nm [105]. O revestimento de NPMs com polimeros inteligentes como o PVDF
permite combinar o efeito piezoelétrico do polimero com outras propriedades que as NPMs podem
apresentar, como o efeito magnetoestritivo. Este Ultimo consiste numa deformacdo mecanica
induzida pela aplicacdo de um campo magnético, o que quando presente num compdsito que
apresente estes dois tipos de materiais pode induzir a polarizacdo dielétrica procedente do efeito
piezoelétrico. Esta conjuncdo de efeitos designa-se de efeito magnetoelétrico, a variacdo da
polarizacao elétrica em funcdo de um campo magnético aplicado ou vice-versa. Compositos deste
tipo na forma de NPMs de ferrite de cobalto (CoFe,O,) com revestimento de PVDF foram ja
conseguidos através da técnica de electrospray, com tamanhos entre os 3 e 7 um, cerca de 60 %

de contetdo em fase 3 e 40 % de cristalinidade [28].

Estas integracbes de NPMs em nanocompdsitos organicos-inorganicos permitem
desenhar diferentes combinacdes de elementos para diferentes fins, como a detecdo de agentes
patogénicos em produtos alimentares através do uso de anticorpos combinado com revestimento
de albumina bovina sérica (bovine sérum albumine, BSA) e NPs de ouro [106], o desenvolvimento
de um hidrogel a partir de xilano e NPMs de magnetite (6xido de ferro II,Ill ou Fe,0,) com
capacidade adsorvente [107], ou a conjugacao da proteina ferritina com éxidos de ferro para uso

do seu nucleo magnético como agente de contraste em ressonancia magnética [25].
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2.3.4 Aplicacoes

O revestimento polimérico de NPMs permite a conjuncao das diversas propriedades dos
polimeros com a capacidade de guiar as NPMs dentro do organismo por efeito de um campo
magnético. Assim surgem varias possibilidades na area biomédica, tanto no diagnostico como no

tratamento de doencas, ou a combinacao de ambos num sé processo: a teragnostica.

Hipertermia

As aplicacoes das NPMs poderao ter variados fins, mas um dos mais investigados sera
com certeza 0 seu uso no tratamento do cancro. A técnica de hipertermia consiste na exposicao
de tecidos celulares a temperaturas superiores a que lhes ¢ ideal, induzindo a morte celular. A
utilizacado de NPMs nesta técnica vem usufruir das propriedades magnéticas destas de maneira a
poderem ser guiadas até ao alvo terapéutico. No entanto, os primeiros avancos nesta técnica
pecaram um pouco no que toca a sua especificidade. Um dos obstaculos no tratamento do cancro
tem sido a dificuldade em encontrar um verdadeiro alvo nas células tumorais que as atinja
isoladamente. O uso de ultrassons [108] ou a irradiacdo por micro-ondas [109] para induzir a
hipertermia tiveram resultados longe do ideal, causando o aumento da temperatura a nivel
sistémico, que tem de ser acompanhado com extremo cuidado por acarretar varios riscos. A
hipertermia através do uso de NPMs converte a energia dum campo magnético alternado em calor
através de uma série de processos fisicos, causando um aumento da temperatura na zona tumoral
elevando-a aos 41-46 °C. Uma abordagem possivel da utilizacdo de NPMs nesta terapéutica pode

ser vista na figura 2.9.
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Figura 2.9. Representacdo esquematica de uma abordagem de técnica de hipertermia usando NPMs.
a) As NPMs funcionalizadas com um ligando com afinidade as células tumorais (a verde e vermelho)
atravessam 0s vasos sanguineos na zona tumoral e ligam-se a estas células. b) Um campo magnético ¢
entdo aplicado o que provoca a vibracao das NPMs e consequente aquecimento localizado da zona tumoral,
induzindo a morte celular. Adaptado de [110].

Esta abordagem foi tida em mente no desenvolvimento de compésitos de Fe,0, com
polianilina (PANI), que reveste as NPMs de forma a prevenir a sua agregacao, com tamanhos
situados entre os 30 e os 50 nm [111]. Existem outras abordagens em termos de composicao
que podem ser feitas, como ligas de cobre e niquel (Cu-Ni) revestidas com PEG e diametros entre
0s 200 e 500 nm dependendo do tamanho das particulas compostas pela liga [112]. No entanto

a maioria tem foco em particulas Fe,O, ou maghemite (y-Fe,0,) [113].

Terapia genética

A terapia genética consiste na transferéncia de material genético para o interior de células
ou tecidos, alterando a expressao endogena de um gene com o intuito de tratar doencas tanto
hereditarias como adquiridas. As NPMs podem também ser usadas neste campo como vetores
para a entrega de genes (magnetofecao), em alternativa ao uso de vetores virais ja muito testados,
mas que correm o risco de ser atacados pelo sistema imunitario [114], ou lipidos, polimeros e as

suas potencias conjuncées com outras substancias inorganicas [115], entre outros métodos de
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entrega. Mcbain ef a/, num artigo de revisao [116], exploram quais as necessidades das NPMs
para este proposito, debrucando-se sobre o uso de campos magnéticos dinamicos que,
especulam, fornecerdao uma maior quantidade de energia ao sistema que resulta numa maior taxa
de entrada das particulas para o meio intracelular. Afirmam também que o movimento nao linear
das particulas, consequéncia desse campo magnético oscilante, facilita a penetracdo em barreiras
extracelulares como a camada mucosa, o que podera ser particularmente util para casos como o
da fibrose cistica, uma doenca hereditaria onde a mucosa tem uma espessura acima do normal

que pode afetar érgaos como o pulmao e o pancreas.

Exemplo desta aplicacdo ¢ o desenvolvimento um agente de transfecdo multimodal
baseado em NPMs de oxido de ferro, que possuindo um polimero catidnico, a polietilenoimina
(PEI), é capaz de se ligar ao ADN (de carga negativa), tendo-se mostrado capaz de efetuar a

transfecao em células estaminais com boa eficiéncia e biocompatibilidade [117].

Imagiologia

No ultimo exemplo de transfecdo da seccao anterior, o polimero foi conjugado com
rodamina, um marcador fluorescente. Isto permite o acompanhamento das NPMs ao longo da
experiéncia /n vivocom a ajuda de uma camara especializada que se encontra equipada com uma

lente que permite visualizar a emissao de fluorescéncia da rodamina.

As NPMs podem igualmente atuar como agentes de contraste para obter imagens de
ressonancia magnética. Para além do seu uso tradicional como ferramenta de diagnéstico, pode
também servir como ferramenta de estudo de metastases (a formacao de tumores noutras partes
do corpo provenientes da migracao das células tumorais originais), assim como o seu crescimento
através da marcacao das células com NPMs, nomeadamente y-Fe,0;, revestidas com poli-L-lisina
(PLL) para a sua biofuncionalizacdo [118]. Desta maneira & possivel um acompanhamento
constante da progressdo dos tumores, ao invés de amostras pontuais como bidpsias. O uso de
diferentes polimeros como o quitosano permite também aumentar a especificidade na ligacao aos

tecidos desejados, para além de aumentar a capacidade de dispersao coloidal das NPMs [119].
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Encapsulacao e libertacao controlada de farmacos

A entrega de farmacos pode fazer uso de veiculos como os magnetolipossomas
mencionados em 2.3.3, estruturas que apresentam funcionalidade dupla podendo ser também
usadas na técnica de hipertermia. Um exemplo deste caso apresenta-se na forma de
magnetolipossomas contendo doxorubicina, um agente quimioterapéutico [103]. A bicamada
lipidica, que envolve as NPMs de éxido de ferro e sensivel a alteracdes de temperatura, encontra-
se revestida de folato com objetivo de focalizacao tumoral, assim como de PEG de forma a prevenir
o ataque do sistema imunitario a estas particulas [120]. Estes magnetolipossomas, de natureza
aquosa, seriam injetados por via intravenosa e depois guiados por um campo magnético até ao
alvo, com o intuito de redobrar a especificidade do ataque através do uso dos recetores de folato
das células cancerigenas. Uma vez atingido o local desejado, a aplicacdo de um campo magnético
de corrente alternada provocaria hipertermia local, causando uma alteracao na fase da bicamada
lipidica que se degradara e consequentemente libertara a doxorubicina. Consequentemente os
efeitos toxicos e secundarios dos agentes quimioterapéuticos serdo reduzidos por se conseguir
evitar que as células saudaveis sejam afetadas. Apesar de promissora, a técnica tem varios
obstaculos que tém de ser ultrapassados, como a dificuldade na penetracao dos campos
magnéticos em tecidos para o tratamento de tumores que se encontrem alojados em zonas mais

internas do corpo.

Outro exemplo é o revestimento de NPMs de dxidos de ferro revestidos com amido (um
carboidrato polimérico natural) fosfatado, o que Ihe permite a conjugacao com mitoxantrona, um
agente quimioterapéutico capaz de inibir a replicacdo do ADN [121]. O uso de polimeros como o
PLGA para revestimento de NPMs pode ter utilidade no desenvolvimento de procedimentos
teragnosticos. Compositos deste tipo [105], como o ilustrado na figura 2.10, podem combinar as
propriedades das NPMs que permitem executar técnicas de hipertermia ou imagiologia com a
libertacao de farmacos que possam também ser inseridos na matriz polimérica e sejam libertados

através da propria degradacao do polimero.
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Figura 2.10. NPMs de 6xido de ferro conjugadas com acido ricinoleico e inseridas numa matriz polimérica
de PLGA, formando uma esfera. Adaptado de [105].

Potencial do revestimento de NPMs com poli(fluoreto de vinilideno)

Tanto quanto foi possivel apurar a literatura é extremamente parca em NPMs revestidas
com este polimero na forma de compdsitos esféricos, para além das NPMs de CoFe,0, antes
mencionadas [28]. Neste trabalho os autores exploram como esferas sintetizadas a partir de
materiais piezoelétricos podem ter aplicacdes como coletores e armazenadores de energia com
maior eficiéncia, assim como sensores ou atuadores a escala nanométrica. A unido deste tipo de
materiais com NPMs magnetoestritivas permite a criacdo de compositos magnetoelétricos, como
ja antes mencionado, e a integracdo destes nos mesmos sensores/atuadores permitiria tirar
proveito também das suas propriedades magnéticas. Esferas com propriedades magnetoelétricas
usando NPMs tipicamente mais biocompativeis como Fe,O, permitiiam o desenvolvimento de
novas abordagens em diversas aplicacdes biomédicas como o crescimento, diferenciacao e

estimulacdo de células e tecidos e a libertacao controlada de farmacos.
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3 Materiais e Métodos

A atividade experimental consistiu, numa primeira fase, num estudo sistematico do efeito
de diferentes variaveis na morfologia e no tamanho das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas a partir do
método de nanoprecipitacao com duas abordagens distintas, denominadas de nanoprecipitacao
simples, onde a precipitacao é feita num tubo Falcon e com a ajuda de um tubo flexivel para adicao
das solucdes e a nanoprecipitacao por agitacdo magnética, onde uma solucao se encontra sob
agitacao e a esta e adicionado o polimero dissolvido gota a gota. As variaveis testadas envolveram
a utilizacdo de diferentes concentracdes de polimero, diferentes solventes, a variacao da
constituicao da solucdo NS (de metanol em relacdo a dgua), o uso de diferentes surfactantes e a
variacdo da concentracdo do surfactante depois selecionado. Numa segunda fase avaliou-se a
viabilidade do método de nanoprecipitacdo no revestimento de NPMs de oxido de ferro

(previamente sintetizadas pelo método de coprecipitacdo) com P(VDF-TrFE).

Neste capitulo serao detalhados todos os reagentes, solventes e outros tipos de material
utilizados, assim como os procedimentos tomados para as diferentes sinteses e as técnicas de

caracterizacao utilizadas.

3.1 Reagentes e solventes

Nas tabelas 3.1 e 3.2 encontram-se todos os reagentes e solventes envolvidos na atividade
experimental. Todos eles foram adquiridos a Sigma-Aldrich e usados como recebidos, com excecao
do polimero P(VDF-TrFE) 70/30 % mol que foi adquirido & Piezotech. A agua UP foi obtida a partir
do dispositivo de purificacao /nfegral 5da Milli-Q.
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Tabela 3.1. Reagentes usados no decorrer da atividade experimental, formulas estruturais
correspondentes e numero de registo Chemical Abstracts Service (CAS).

Reagente Formula Estrutural CAS
Piezotech FC 30 (CHF),(C.HF) 28960-885
(P(VDF-TrFE) 30 % TrFE) g
Cloreto de ferro (lll) hexahidratado FeCl,.6H,0 10025-77-1
Cloreto de ferro (ll) tetrahidratado FeCl,.4H,0 13478-109

Pluronic F-127

(Poloaxamero 407)

Dodecil sulfato de sodio (SDS) CH,(CH,),,0SO,Na 151-21-3
Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) CH,(CH,).N(Br)(CH,), 57-09-0

HO((CH,),0),(CHCH,CH,0),(CH,),0))H | 9003-11-6

Tabela 3.2. Solventes usados no decorrer da atividade experimental, férmulas estruturais
correspondentes e numero de registo Chemical Abstracts Service (CAS).

Solvente Formula Estrutural CAS
Acetona CH.COCH, 67-64-1
Metanol CH,OH 67-56-1
Etanol CH,CH,OH 64-17-5
Dimetilformamida (DMF) HCON(CH,), 68-12-2
Tetrahidrofurano (THF) (CH,),CH,0 109-99-9
Dioxalano (CH,),0,CH, 646-06-0
Hidroxido de aménio (28-30 % NH.) NH,OH 1336-21-6
Acido cloridrico HCl 7647-01-0
Hidroxido de sédio NaOH 1310-73-2

3.2 Sintese de esferas de poli(fluoreto de vinilideno-co-trifluoretileno)

A sintese das esferas poliméricas foi efetuada com base em dois métodos diferentes de

nanoprecipitacéo.

3.2.1 Método de nanoprecipitacao simples

O primeiro método serve-se de um tubo Falcon de 15 mL como plataforma para se dar a
nanoprecipitacdo. Em primeiro lugar, dissolveu-se a massa adequada de P(VDF-TrFE) (numa
concentracédo de 2,5, 5 ou 10 mg.mL?) em 2 mL do solvente a ser testado (acetona, DMF, THF
ou dioxalano) com a ajuda de um banho de ultrassons (Fisherbrand FB15056) durante
aproximadamente 3 min. Com a ajuda de um tubo flexivel com 0,5 mm de diametro interno e
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uma seringa foram adicionados ao fundo do tubo 2 mL desta solucéo polimérica. De seguida, foi
cuidadosamente injetado no fundo do tubo 0,5 mL do mesmo solvente usado na solucao
polimérica (puro, sem qualquer polimero). O procedimento experimental encontra-se na
figura 3.1a. O pequeno volume de solvente tem como papel estabelecer uma camada que age
como uma barreira entre a solucado polimérica e o NS. Desta forma é o polimero que se desloca
de uma solucdo para a outra, ao invés de ocorrer mistura de solucbes. Dar-se-a uma mistura
marginal, mas a fronteira entre as solucdes é clara, como se pode ver na figura 3.1b. A tltima

solucéo a ser injetada é a solucao NS (que pode ser de agua UP ou com 25 %, 50 %, 75 %, 90 %

ou 100 % de metanol), num volume de 6 mL e na qual se encontra dissolvido o surfactante, no
caso de ser usado (Pluronic F-127, CTAB ou SDS e em concentracdes de 0,05 %, 0,15 %, 0,25 %,
0,5%, 0,75%oul % m/v).

Figura 3.1. Imagens iIustrativaé do a) procedimento experimental da sintese de esferas de P(VDF-TrFE)
através do método de nanoprecipitacao simples e da b) formacéao de esferas de P(VDF-TrFE) verificado pela
diferenca de opacidade entre o solvente e NS no decorrer da nanoprecipitacao.

O principio de formacao das esferas advém do facto do polimero, sendo muito menos
solivel no NS, precipita da camada superficial para a mais abaixo, agregando-se na forma de
esferas. A precipitacdo foi deixada a ocorrer invariavelmente durante 40 min (previamente
otimizado a partir de testes de tempos de precipitacao diferentes) apds a injecao desta ultima
camada. Findo esse intervalo de tempo o volume de 2,5 mL de solugdo polimérica e tampéo foi
removido de forma a terminar a precipitacao e impedir que ocorra nova solubilizacao do polimero
no passo seguinte. Uma vez terminado esse periodo efetuou-se a lavagem das particulas de forma
a remover o NS, o que implicou a centrifugacao (Hettich EBA 21) a 6000 rpm durante 15 min
seguida de cuidadosa remocao dos solventes com uma pipeta automatica de forma a nao

perturbar o precipitado. Foi depois adicionado 6 mL de agua ultrapura (UP) e a solucao levada a
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um banho de ultrassons durante aproximadamente 10 min até que ocorresse a completa
desagregacao e ressuspensao das esferas. Este processo foi entao repetido uma vez de modo a
garantir que os solventes fossem totalmente removidos. Por ultimo, foi realizada uma ultima
centrifugacdo a menor velocidade, de 1000 rpm durante 1 min, de forma a precipitar os agregados
e transferir as esferas que se encontram mais bem suspensas para um tubo Falcon novo,

descartando o pellet e seguindo para a caracterizacao.

3.2.2 Método de nanoprecipitacao por agitacao magnética

Um do objetivos proposto para este trabalho passou pelo desenvolvimento de esferas
multifuncionais através do revestimento de NPMs com o copolimero P(VDF-TrFE). Tendo-se
verificado que o0 método de nanoprecipitacao simples nao era adequado para o efeito uma vez que
as NPMs precipitavam precocemente relativamente ao copolimero, procedeu-se a alteracao do
método acrescentando um sistema de agitacdo. Consequentemente, em primeiro lugar realizou-
se um estudo da viabilidade do método de nanoprecipitacao por agitacdo magnética na formacao
de esferas de P(VDF-TrFE) puras (sem nucleo magnético). Para o efeito, fixou-se os parametros de

sintese de acordo com os resultados obtidos no método de nanoprecipitacdo simples.

Consequentemente, para este método foi usada uma concentracdo de 5 mg.mL® de
P(VDF-TrFE) dissolvido em acetona. Adicionou-se um volume de 6 mL de NS (90 % de metanol em
agua) a um gobelé com um agitador. Este foi colocado sobre uma placa de agitacao (/A4 C-MAG
HS 7), a temperatura ambiente e a 200 rpm. A este NS em agitacdo continua foram depois
adicionados 2 mL da solucao contendo o copolimero dissolvido, lentamente e gota a gota com a
ajuda de uma pipeta de Pasteur. A solucao ¢é depois deixada a agitar durante quatro horas, sendo
0 gobelé tapado com parafilme de forma a evitar a evaporacdo do NS no decorrer da agitacao.
Findo este periodo, foi efetuada a lavagem das particulas de forma analoga ao método anterior. O

procedimento experimental deste método é apresentado na figura 3.2.
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Figura 3.2. Imagem ilustrativa do procedimento experimental da sintese de esferas de P(VDF-TrFE)
através do método de nanoprecipitacao por agitacdo magnética.

3.3 Sintese de nanoparticulas magnéticas e revestimento com poli(fluoreto

de vinilideno-co-trifluoretileno)

Para o desenvolvimento de esferas de P(VDF-TrFE) com nucleo magnético, NPMs de dxido
de ferro foram sintetizadas e revestidas com o copolimero adaptando o método de
nanoprecipitacao por agitacao magnética. Neste caso, a agitacdo magnética foi substituida por
agitacdo mecanica, dada a natureza magnéticas nas NPMs de oxido de ferro. Deste modo garante-
se que estas se mantém suspensas na solucao, evitando a atracao das particulas por parte da
placa de agitacao e agitador magnético, o que impediria o revestimento correto e homogéneo das

mesmas.

3.3.1 Sintese de nanoparticulas de oxido de ferro

As NPMs de dxido de ferro foram sintetizadas pelo método de coprecipitacdo [122]. Para
este efeito foram dissolvidos 7,8 g de FeCl..6H,0 e 4,1 g de FeCl,.4H,0 em 20 mL de agua
destilada com a ajuda de um banho de ultrassons. Separadamente, 0,06 g de CTAB foram
dissolvidos em 3 mL de agua destilada e misturado com 20 mL de NH,OH. Esta solucao foi depois
adicionada gota a gota a primeira solucdo sob agitacdo mecanica a 1500 rpm. Apds 30 min sob
agitacdo, as NPMs foram magneticamente separadas e lavadas com agua destilada varias vezes

de forma a remover os solventes utilizados e posteriormente secadas numa estufa a 60 °C.
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3.3.2 Revestimento de nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro com

poli(fluoreto de vinilideno-co-trifluoretileno)

Neste trabalho propde-se adicionalmente a avaliacdo da viabilidade do revestimento de
NPMs de éxido de ferro com P(VDF-TrFE) recorrendo ao método de nanoprecipitacdo por agitacao
mecanica. Os volumes, em relacdo aos expostos na seccao 4.2.2, foram escalados de forma a ser
possivel mergulhar a hélice do agitador mecanico completamente na solucao e permitir a
manutencao das NPMs em suspensao. Para este efeito foram realizados trés testes distintos.
Inicialmente, 9 mg de NPMs de Fe,0, foram suspensas em 36 mL de NS (constituido por 90 % de
metanol em agua) com a ajuda de um banho de ultrassons, durante cerca de 30 min até se
encontrarem bem dispersas. A solucado foi depois rapidamente transferida para agitacdo mecanica
(modelo AZR 1da Heidolph) a 500 rpm, a qual foram adicionados 12 mL de P(VDF-TrFE) dissolvido
em acetona numa concentracdo de b mg.mlL?, gota a gota com uma pipeta de Pasteur. Foi
também testado um método alternativo que envolveu exatamente as mesmas quantidades e
volumes, mas neste caso as NPMs foram suspensas no solvente com a ajuda do ultrassom durante
cerca de 30 min. Findo este periodo de tempo foi adicionado o polimero ao solvente até total
dissolucdo do mesmo. A solucao foi depois de forma analoga adicionada gota a gota ao NS sob
agitacdo mecéanica constante. O ultimo teste realizado foi em tudo semelhante ao anterior, exceto
a concentracao de P(VDF-TrFE) que foi duplicada para um valor de 10 mg.mL*. O procedimento

experimental encontra-se ilustrado na figura 3.3.

Figura 3.3. Imagem ilustrativa do procedimento experimental do revestimento de NPMs de oxido de ferro
com P(VDF-TrFE) através do método de nanoprecipitacdo por agitacdo mecanica.
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Para todas as amostras, ap6s 4 h sob agitacdo as esferas magnéticas formadas foram
separadas magneticamente, o NS descartado e as esferas lavadas com agua UP, sendo
ressuspensas em banho de ultrassons. Este procedimento foi repetido trés vezes em cada amostra
de forma a garantir a remocao de esferas de P(VDF-TrFE) sem nucleo magnético e dos solventes

utilizados.

3.4 Resumo das amostras processadas

Enumeram-se de seguida, nas tabelas 3.3, 3.4 e 3.5, as amostras processadas através

dos métodos utilizados.

Tabela 3.3. Resumo das esferas de P(VDF-TrFE) sintetizadas pelo método de nanoprecipitacao simples.

Nanoprecipitacao simples

Variacao da concentracio de copolimero (mg.mL")
(Acetona como solvente e NS constituido por 90 % de metanol em agua)
2,5 5 10
Solventes
(5 mg.mL* de P(VDF-TrFE) e diferentes NS constituidos por 90 % de metanol em agua,
100 % de metanol e 100 % de agua UP)
Acetona DMF THF Dioxalano
Variacao da constituicdo de NS (% de metanol em H,0)
(5 mg.mL* de P(VDF-TrFE) e acetona como solvente)
0 25 50 75 90 100
Surfactantes (0,25 % m/v)
(5 mg.mL* de P(VDF-TrFE), acetona como solvente e NS constituido por 90 % de metanol em agua)
Sem surfactante Pluronic F-127 CTAB SDS
Variacao da concentracio de Pluronic F-127 (% m/v)
(5 mg.mL* de P(VDF-TrFE), acetona como solvente e
NS composto por 90 % de metanol em agua)
0 0,05 0,15 0,25 0,5 0,75 1

Tabela 3.4. Resumo das esferas de P(VDF-TrFE) sintetizadas pelo método de nanoprecipitacdo por
agitacdo magnética.

Nanoprecipitacao por agitacao magnética

5 mg.mL* de P(VDF-TrFE), acetona como solvente e
NS constituido por 90 % de metanol em agua
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Tabela 3.5. Resumo das esferas de P(VDF-TrFE) com nucleo magnético de oxido de ferro sintetizadas
pelo método de nanoprecipitacao por agitacdo mecanica.

Revestimento de NPMs de 6xido de ferro com
P(VDF-TrFE) por agitacdo mecanica
(Acetona como solvente, NS composto por 90 % de metanol em agua)

5 mg.mL* de P(VDF-TrFE) 5 mg.mL* de P(VDF-TrFE) 10 mg.mL* de P(VDF-TrFE)
no solvente no solvente no solvente
0,25 mg.mL* de NPMs 0,6 mg.mL* de NPMs 0,6 mg.mL* de NPMs
suspensas no NS suspensas no solvente suspensas no solvente

3.5 Técnicas de caracterizacao

Nesta seccao sera feito um resumo dos principios por detras das técnicas de
caracterizacao utilizadas durante o trabalho experimental, assim como os parametros e
procedimentos de preparacao das amostras para os mesmos. No decorrer da sintese das esferas,
0s parametros analisados de forma a fazer o estudo sistematico de todas as variaveis e a otimizar
os resultados foram essencialmente estruturais: o tamanho, polidispersdo, a superficie e a
morfologia das esferas. A microscopia eletrdnica de varrimento (scanning electron microscopy,
SEM) permite a avaliacdo do tamanho, superficie e morfologia, e a distribuicdo de tamanhos pode
ser feita com a ajuda do programa de processamento de imagem /mage/, e foi usada para avaliar
as esferas de P(VDF-TrFE) sem e com nucleo magnético. O tamanho e morfologia das NPMs de
oxido de ferro foi avaliado a partir da microscopia eletronica de transmissao (#ransmission electron
microscopy, TEM). Ja a dispersdo dinamica de luz (dynamic light scattering, DLS) providencia
dados relativos apenas ao tamanho e polidispersado. O potencial zeta das esferas poliméricas foi
medido de forma a avaliar a estabilidade das amostras em solucao. A sua composicao e fases
cristalinas foram avaliadas através da espetroscopia de infravermelho com transformadas de
Fourier (Fourier transformed infrared spectroscopy, FTIR) e as suas propriedades térmicas via
calorimetria diferencial de varrimento (differential scanning calorimetry, DSC). No caso do
revestimento das NPMs, foi ainda utilizada a técnica de magnetometria de amostra vibrante

(vibrating sample magnetometry, VSM) para avaliar o comportamento magnético das amostras.
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3.5.1 Microscopia eletrdonica de varrimento

A SEM ¢ uma técnica de caracterizacdo que permite a obtencdo de uma impressao
tridimensional de uma amostra. Isto é possivel através da aceleracao de eletrdes entre um catodo
e um anodo. Este feixe de incidéncia de eletrdes pode ser concentrado em didametros muito
pequenos, na ordem dos 1-3 nm [123, 124]. A amostra encontra-se numa camara de vacuo onde
0s atomos residuais da atmosfera sao tao poucos que a probabilidade de os eletrdes desse feixe
encontrarem um deles sao extremamente baixas. Uma vez que os eletroes atingem a amostra, a
densidade atomica aumenta abruptamente, ocorrendo dispersao dos eletrdes e havendo
transferéncia de energia dos mesmos para os atomos da amostra. Estas interacdes geram
diferentes tipos de informacéo consoante os modos de operacdo do equipamento na forma de
eletroes retrodifundidos e secundarios, entre outros como os raios X e a catodoluminescéncia
[125], que sao recolhidos por um detetor e traduzidos em detalhes sobre a topografia (e
consequentemente morfologia e tamanho), composicao, estrutura cristalina e campos magnéticos

e elétricos locais, dependendo do equipamento em si [124].

Os componentes gerais de um SEM consistem no canhao de eletrdes, equipado com um
filamento (geralmente de tungsténio) de onde o feixe de eletrdes ¢ ejetado. Este feixe de eletrdes
¢ de seguida condensado por um conjunto de lentes condensadoras e s6 depois passa pela lente
objetiva que direciona o feixe para a amostra. Ao atingir a amostra, os eletrdes do feixe sdo entao
refletidos ou absorvidos. Se a amostra tiver uma espessura muito reduzida pode ocorrer
transmissao, que é o que acontece na TEM. Os eletrdes refletidos sdo registados por detetores em
diferentes posicoes consoante o seu tipo (retrodifundidos ou secundarios, como ja antes visto),
sendo depois o sinal amplificado e convertido para o sistema de visualizacdo de imagem,

fornecendo o resultado final [126].

Esta técnica de caracterizacao foi utilizada para a avaliacdo do tamanho e morfologia das
esferas de P(VDF-TrFE) obtidas por ambos os métodos de sintese, sem e com nucleo magnético,
tendo sido as amostras ressuspensas em agua UP apos as lavagens, e deixadas a secar num
substrato préprio para SEM. Posteriormente foram cobertas por uma camada de 20 nm de ouro.
0 equipamento usado para este efeito foi um Polaron SC502. Os microscépios usados foram o
modelo $-4800da Hitachi e o modelo JSM-7000F da JEOL, com uma voltagem de aceleracao de

10 kV. A avaliacao dos tamanhos e correspondentes médias e desvios-padrao foi posteriormente
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efetuada com a ajuda do programa /mage./versao 1.52¢e, onde foram medidas aproximadamente

50 esferas por amostra.

3.5.2 Microscopia eletronica de transmissao

Na TEM uma amostra extremamente fina € bombardeada com eletrdes e uma imagem é
formada através dos eletroes que a atravessam. Tem tipicamente uma capacidade de ampliacado
entre as 10¢ e 10¢ ordens de grandeza, possuindo uma maior resolucdo do que o SEM e assim
sendo capaz de caracterizar amostras de tamanhos mais reduzidos, como é o caso dos oxidos de
ferro. Ao avaliar os eletrdes que atravessam a amostra, permite também ter uma ideia da
composicdo da amostra a ser observada. De forma breve, € composto por um sistema de
iluminacao, do qual faz parte o canhdo de eletrdes; o sistema de imagiologia, composto por um
conjunto de lentes que produzem a imagem ampliada; e a camara de amostragem que permite a

manipulacdo da amostra consoante o desejado [127].

Esta caracterizacao foi efetuada com a ajuda do modelo 7ecnai 720 da FE/ As amostras
de NPMs de oxido de ferro sintetizadas por coprecipitacdo foram preparadas fazendo a sua
dispersao em etanol e depois secas numa grelha de cobre revestida com carbono. A voltagem

usada foi de 120 kV.

3.5.3 Dispersao dinamica de luz

Este método de caracterizacdo, por vezes também referido como espetroscopia de
correlacao de fotdes (Photon Correlation Spectroscopy, PCS) ou dispersdo guaskelastica (Quasi-
elastic Light Scaftering, QLS), assenta no principio de que ao incidir uma fonte de luz numa
particula em suspensao esta é dispersa de diferentes formas consoante o seu tamanho. Quando
as particulas tém um tamanho superior a 1/10 do comprimento de onda (A) da luz incidente, a
luz dispersa possui uma quantidade de energia diferente da incidente, deixando portanto de ser
uma dispersao elastica (particularmente dispersdo de Rayleigh, quando falamos de incidéncia de
radiacdo eletromagnética em particulas menores que o A) e passando a ser uma dispersdo
inelastica [128]. Para além disto, as particulas em suspensdo encontram-se em continuo

movimento, dito Browniano, que advém das colisdes com as moléculas do solvente, o que também
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afeta a intensidade da dispersao de luz. Com a incidéncia de uma fonte de luz monocromatica
numa suspensao coloidal, a dispersao age como uma fonte secundaria de luz. Com o movimento
Browniano (inerentemente aleatdrio), a distancia da luz dispersa do analito ao detetor varia com o
tempo, sendo registadas zonas variavelmente escuras ou claras [129]. Esta variacao possibilita a
determinacao do raio hidrodinamico (4, medido em m) de particulas esféricas (ou, se ndo o forem,
o0 raio hidrodinamico aparente ou equivalente), através da relacao de Stokes-Einstein (equacao

4.1):

kT

D=—u—
(6mnRpy)

Equacao 3.1

Onde D é o coeficiente de difusdo translacional (medido em s1), 4 a constante de
Boltzmann (1,38x10= J.K%), 7a temperatura absoluta (K), e 1 a viscosidade do meio (kg.m?.s?).
No entanto, é importante ter em atencdo que o valor de A, devolvido pelo DLS é expresso de
diferentes formas, tendo base na intensidade da luz dispersa (a partir do qual é também obtido o
valor ZAverage, o tamanho médio das particulas), numero e volume de particulas, valores que
apesar de provenientes da mesma amostra, frequentemente diferem uns dos outros. No entanto,
como ja antes mencionado, a medida diretamente registada pelo DLS é a intensidade da luz
dispersa, pelo que deve ser esse o valor tomado como mais representativo. Outro parametro
importante dado pelo equipamento é o indice de polidispersao (polydispersity index, PDI), um valor
adimensional que representa a distribuicado de tamanhos da amostra obtida a partir da intensidade
da luz dispersa por varias fracées de particulas de diferentes tamanhos, e que é obtido pelo

quadrado da divisdo da largura pela média de cada pico obtido.

Este método de caracterizacado foi usado como complemento ao SEM para a avaliacdo dos
tamanhos das esferas de P(VDF-TrFE) sintetizadas por ambos os métodos usados, e foi realizada
com a ajuda do equipamento Zetasizer NANO ZS-ZEN3600 da Malvern Instruments Limited, com
versao de software Zetasizer7.13, da mesma empresa. A sua fonte de luz é um laser He-Ne com
comprimento de onda de 633 nm e o angulo de detecao usado foi de 173° (detecao
retrodifundida). Apos a centrifugacéo e lavagem das amostras, estas foram colocadas em banho
de ultrassons até a altura de analise de forma a manterem-se suspensas e desagregadas, tendo
depois sido transferidas para uma cuvette de poliestireno aquando da analise. Esta foi feita a uma

temperatura de 20 °C, sem tempo de estabilizacdo, com um minimo de 6 medicdes efetuadas
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para cada uma delas. As amostras foram diluidas em agua UP de forma a evitar dispersédo multipla
da luz e polidispersdes elevadas e errdneas devido a agregacdo (a auséncia de tempo de
estabilizacao no equipamento foi igualmente escolhida de maneira a evitar ao maximo este

fenémeno).

3.5.4 Potencial Zeta

O potencial zeta (¢) ¢ um parametro importante que esta diretamente relacionado com as
interacoes eletrostaticas e assim permite avaliar a estabilidade de dispersoes coloidais através da
determinacao da carga superficial do analito. E por isso um parametro importante na sintese de
esferas em suspensao [38]. E definido como o potencial medido numa camada adjacente a
particulas e que reflete a diferenca de potencial entre a dupla camada elétrica (electric double
layer, EDL) de particulas moveis eletroforéticas e a camada de dispersante circundante, cuja
representacdo pode ser vista na figura 3.4. Esta dupla camada é composta por uma mais interior,
a camada de Stern, com particulas de carga oposta associadas ao nucleo da particula central. A
camada mais externa é difusa e composta por ides e moléculas tanto com a mesma carga da
particula em si como de carga oposta. Ao aplicar um campo elétrico & amostra, as particulas
movem-se em direcdo ao elétrodo de carga oposta a sua carga total. Na camada ha uma zona
hipotética denominada s/jpping plane, que age como interface entre as particulas em movimento

e a camada de dispersante em seu redor. E nesta interface que é medido o potencial zeta [130].

slipping plane
camada de Stern

Figura 3.4. Representacdo esquematica da dupla camada elétrica (EDL) de uma nanoparticula
fosfolipidica de carga negativa em meio aquoso, composta pela camada de Stern, de carga oposta a
particula (por isso aqui positiva), e pelo shpping plane com ides e moléculas positiva e negativamente
carregados, de onde ¢ medido o potencial ¢. Adaptado de [130].
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O potencial C é entao medido através da mobilidade eletroforética (u.). Na pratica é obtida
através da medicao da velocidade do analito na deslocacdo provocada pela eletroforese, onde o
campo elétrico é aplicado a amostra e provoca tal deslocacdo de um polo para o outro.

Teoricamente é dada pela equacdo de Henry (equacao 4.2),

— ZErEOZf(Ka)

3n Equacao 3.2.

e

onde & € a constante dielétrica ou permitividade relativa, €, a permitividade no vacuo, f(K.,) a
funcdo de Henry ou de Helmholtz-Smoluchowski (de valor 1 ou 1,5 consoante o meio seja organico
ou aquoso, respetivamente, logo o valor utilizado foi de 1,5 por a suspensao ser em agua UP) e 1

a viscosidade (kg.m.s%) a temperatura experimental [38].

Este método de caracterizacdo foi usado para a avaliacdo da estabilidade da dispersao
das esferas de P(VDF-TrFE) e foi realizada com a ajuda do equipamento Zetasizer NANO Z5-
ZEN3600 da Malvern Instruments Limited, com versado de software Zetasizer 7.13, da mesma
empresa. As amostras foram sintetizadas normalmente e posteriormente o pH da suspensao foi
ajustado apropriadamente com solucdes de acido cloridrico (HCI) 1 % e hidroxido de sodio (NaOH)
1 M para os valores de pH adequados. A determinacao do potencial ¢ foi efetuada com um laser
He-Ne de comprimento de onda 633 nm e a um angulo de detecdo de 173° (detecdo
retrodifundida). Foram realizadas 6 medicoes por amostra numa cuvette da Malvern (folded capilar

cell), propria para o efeito, de referéncia D751070.

3.5.5 Espetroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier

A espetroscopia de infravermelho (IV) é uma técnica de caraterizacdo com base nas
vibracdes atdmicas de uma molécula. Estas vibracoes acontecem quando ha uma variacao do
momento dipolar, consequéncia da variacdo do comprimento das ligacées quimicas e rotacao dos
atomos em relacdo aos quais estabelecem essas ligacoes. A técnica de FTIR permite a obtencao
de um espetro de IV através da irradiacao de uma amostra com um intervalo de nimeros de onda
na regiao IV (entre os 4000 e os 400 cm* [131]) e avaliando a que comprimentos de onda dessa
radiacdo ocorre absorcdo. O numero de onda ao qual é registado um pico de absorcédo

corresponde assim a uma vibracdo atémica de uma parte da amostra [132]. Entédo, sabendo a
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variacao de energia que ocorre ao incidir um determinado comprimento de onda de luz, € possivel
descobrir a composicao quimica da amostra a partir da comparacao destes valores com os valores
caracteristicos de cada ligacdo molecular (conhecidos e tabelados). No caso de copolimeros
baseados no PVDF em particular, permite saber se houve alguma alteracdo da sua fase cristalina

durante o processo de sintese [21].

De particular interesse para este trabalho por permitir a analise de amostras no estado
sélido sem exigir qualquer preparacdo especial & a refletancia total atenuada (atfenuated total
reflection, ATR), uma técnica particular do FTIR (frequentemente até denominada FTIR-ATR) [131].
Os equipamentos usados sdo deste tipo, o modelo Spectrum Two da PerkinElmer e o modelo
FT/IR-6100 da JASCO, tendo sido os espetros obtidos num intervalo de 400 a 4000 cm-, com
uma resolucdo de 4 cm e 64 varrimentos por amostra. Apds sintese, centrifugacéo e lavagem as
amostras foram deixadas a secar num forno durante 3 dias a uma temperatura baixa (35 °C) de

forma a promover a evaporacao controlada da agua sem afetar as propriedades das amostras.

3.5.6 Calorimetria diferencial de varrimento

A técnica de DSC avalia o fluxo de calor (na forma de energia) simultaneamente através
de uma amostra e um material de referéncia. Isto permite medir as propriedades térmicas da
amostra. A comparacao com o material de referéncia é feita geralmente em capsulas metalicas
(estando a de referéncia vazia), em funcdo da temperatura (na forma de um grafico) a medida que
estes sao aquecidos, arrefecidos ou mantidos a uma temperatura constante. Esta relacao
denomina-se capacidade térmica (C,). Consegue-se assim detetar tanto reacdes exotérmicas como
endotérmicas, e a partir dos graficos resultantes calcular a area dos picos (entalpias das transicdes
ou reacdes), determinar temperaturas que caracterizam os picos e medir capacidades calorificas

especificas [133]. Sao trés os tipos de transicdo de fase avaliados pela técnica de DSC [134]:

e A transicao vitrea é endotérmica e observa-se em materiais amorfos, que ao serem
aquecidos através da T, ganham alguma mobilidade molecular e a C, aumenta. A
mudanca €, no entanto, muitas vezes subtil e pode ser muitas vezes dificil de identificar.

e A cristalizacao é exotérmica e pode ocorrer durante o arrefecimento, manutencao

isotérmica da temperatura ou por vezes até o aquecimento de um material se este for
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parcial ou totalmente amorfo, e caracteriza-se pela sua ordenacao molecular. A
temperatura a qual ocorre é a temperatura de cristalizacao, T..

e Atransicao de fusdo da-se ao atingir o ponto de fusao T,, um processo endotérmico que
se da aquando da passagem do estado sélido ao liquido. Pode aparecer como picos de
perfil alto e estreito ou mais baixo e largo, dependendo do grau e uniformidade da
cristalizacdo do material, sendo que quanto mais uniforme e cristalino mais alto e estreito

sera o pico.

Para esta caracterizacao foram utilizados aproximadamente 5 mg de amostra de esferas
de P(VDF-TrFE), tendo-lhes sido aplicado um fluxo de calor de 10 °C/min dos 25 °C a 200 °C. Os
equipamentos utilizados foram os modelos Pyris Diamond e 6000, ambos da PerkinElmer. Apos
sintese, centrifugacao e lavagem, de forma analoga a executada para FTIR-ATR, as amostras foram
deixadas a secar num forno durante 3 dias a uma temperatura baixa (35 °C) de forma a
simultaneamente remover o NS restante e evitar que a amostras sofressem qualquer alteracao.

A percentagem de cristalinidade X,(%) destas amostras foi posteriormente calculada com
a ajuda da equacao 4.3:

AH;
X, =
AHlOO

x 100 Equacao 4.3.

onde AHr corresponde a entalpia de fusao experimental e AH100 a entalpia de fusao quando o

material em questao é 100 % cristalino [85].

3.5.7 Magnetometria de amostra vibrante

O comportamento magnético de materiais magnéticos pode ser avaliado através da VSM.
Esta técnica apoia-se na lei de Faraday, onde é posto que uma forca eletromagnética pode ser
gerada a partir da alteracéo de fluxo de uma bobina. No equipamento a amostra é fixada numa
haste que vibra com uma dada frequéncia e amplitude, encontrando-se em movimento na
proximidade de duas bobinas que geram um campo magnético de elevada homogeneidade, e um
oscilador produz um sinal que é traduzido por transdutores. Os detetores encontram-se adjacentes

aos polos destas bobinas, nelas centrados [135]. Deste modo é possivel medir as propriedades
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magnéticas do material em questao, em funcdo do campo magnético aplicado, temperatura e

tempo, e é possivel avaliar amostras tanto no estado solido como liquido [136].

As medicOes da curvas de histerese das NPMs sintetizadas assim como as revestidas com
P(VDF- TrFE) foram efetuadas usando o equipamento MicroSens EZ7, com um campo aplicado de

118,5| kOe.
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4 | Resultados e Discussao







4 Resultados e discussao

Neste capitulo serao apresentados e discutidos os resultados obtidos em termos da
morfologia e propriedades fisico-quimicas das esferas de P(VDF-TrFE) produzidas apos variacdo
dos parametros considerados mais relevantes dos métodos de sintese abordados no ambito deste
trabalho. Desde modo, em primeiro lugar realizou-se um estudo mais exaustivo do efeito da
variacdo da concentracao do copolimero, do solvente, da constituicdo do NS, do surfactante e da
concentracdo do surfactante na formacédo de esferas de P(VDF-TrFE) através do método de
nanoprecipitacdo simples. De seguida, avaliou-se a viabilidade do método de nanoprecipitacao por
agitacao magnética, de acordo com a otimizacao realizada no método anterior, para a producao
de esferas de P(VDF-TrFE). Com base nestes resultados, procedeu-se ao revestimento de NPMs
de oxido de ferro com P(VDF-TrFE) adaptando o método de nanoprecipitacdo por agitacao

magnética para a utilizacdo de agitacao mecanica.

4.1 Sintese de esferas de P(VDF-TrFE) pelo método de nanoprecipitacido

simples

Nesta seccao serao expostos os resultados das caracterizacoes realizadas relativamente
as esferas poliméricas obtidas pelo método de nanoprecipitacdo simples. Para cada um dos
parametros em questdo serao em primeiro lugar avaliados os dados relativos a morfologia e
tamanho, seguidos das propriedades fisico-quimicas. No ultimo subcapitulo é ainda apresentado

um estudo adicional da estabilidade coloidal das amostras a partir do potencial ¢ das esferas.

4.1.1 Variacao da concentracao de copolimero

Afigura 4.1 ilustra imagens de SEM representativas de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas por
nanoprecipitacao simples com a variacao da concentracao de copolimero em acetona e com uma
composicado de NS constituido por 90 % de metanol e 10 % de agua. Por sua vez na figura 4.2 sao
apresentados os diametros das esferas, calculadas a partir de imagens SEM recorrendo ao
programa /mageJ e obtidas pela técnica DLS. E importante salientar que quando ¢ mencionado o

diametro obtido a partir de DLS, trata-se do diametro hidrodinamico.
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Figura 4.1. Imagens de SEM representativas de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de
nanoprecipitacao simples, em condicoes de acetona como solvente e uma solucao nao solvente constituida
por 90 % de metanol em agua, variando a concentracdo de copolimero: a) 2,5, b) 5 e ¢) 10 mg.mL.
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Figura 4.2. Diametros de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de nanoprecipitacao simples, em
condicdes de acetona como solvente e uma solucdo nao solvente constituida por 90 % de metanol em agua,
variando a concentracao de copolimero: 2,5, 5 e 10 mg.mL*. Dados obtidos através das imagens SEM e
pela técnica de DLS.

Pelas imagens SEM ¢é possivel aferir que as esferas de P(VDF-TrFE) apresentam de uma
forma geral uma morfologia esférica em todas as amostras. E possivel visualizar ainda a presenca
de algumas esferas de maior tamanho e mais alongadas para concentracdes de copolimero de 5
e 10 mg.mL:. Relativamente a amostra de 2,5 mg.mL*, as esferas aparentem estar ligadas entre
si, 0 que se acredita ter ocorrido por sobreaquecimento e consequentemente fusao das esferas
possivelmente durante a deposicdo da camada condutora de ouro para posterior visualizacao por
SEM, uma vez que os valores dos tamanhos obtido pela técnica DLS ndo demonstram presenca
de esferas ou agregados de tamanhos superiores as medicdes efetuadas nas imagens SEM. Os

PDI das amostras obtidos por DLS podem ser encontrados na tabela 4.1.
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Tabela 4.1. indices de polidisperséo obtidos por DLS das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de
nanoprecipitacao simples, em condicdes de acetona como solvente e uma solugdo nao solvente constituida
por 90 % de metanol em agua, variando a concentracao de copolimero: 2,5, 5e 10 mg.mL.

Concentracao de P(VDF-TrFE)

(mg.mL?) PDI
2,5 0,23 +£0,03
5 0,62 + 0,06
10 0,29 + 0,03

O valor de PDI da amostra com 2,5 mg.mL* de P(VDF-TrFE) é relativamente baixo, o que
parece suportar a ideia de que a agregacao que se observada nas imagens SEM tenha ocorrido
apos a sintese. No que diz respeito ao didametro das esferas, é possivel verificar que os valores
medidos através das imagens SEM sao muito similares aos valores obtidos por DLS, com uma
diferenca visivel, no entanto, nos desvios padrdo apresentados. Durante a realizacao da técnica
DLS, apesar das esferas em solucao serem previamente dispersas em ultrassom é possivel que
ocorra alguma precipitacdo das esferas de maior tamanho durante a medicdo levando,
consequentemente, & diminuicdo da dispersao de tamanhos. E também possivel que durante a
recuperacdo das particulas na etapa final do processo de lavagem tenha ocorrido pipetagem de
uma pequena quantidade de agregados, provocando um PDI mais elevado. Além disso, os
resultados, tanto de SEM como DLS, demonstram uma tendéncia de aumento do tamanho médio
das esferas com 0 aumento da concentracao do copolimero. Didametros médios de 373 + 160,
413 + 194 e 645 + 225 nm, para concentracdes de P(VDF-TrFE) de 2,5, 5 e 10 mg.mL?,
respetivamente, foram obtidos pelas imagens de SEM. No caso particular da concentracdo de
P(VDF-TrFE) de 10 mg.mL+, verificou-se durante a sintese a formacao de grandes quantidades de
agregados, que acabaram por ser descartadas durante o processo de lavagem por centrifugacao.
0 mesmo sucedeu de forma mais significativa para concentracdes de copolimero superiores a
10 mg.mL* (dados ndo apresentados), onde uma visivel e rapida precipitacdo do copolimero
ocorreu da camada superior para o fundo do tubo. O NS apresentou uma elevada turbidez,
indicando a rapida saturacdo do mesmo e impedindo a formacédo apropriada de mais esferas. O
aumento do tamanho das esferas com a concentracdo do copolimero pode dever-se a uma
hipotese do principio de formacao das mesmas que consiste em interacoes hidrofobicas entre a
agua presente no NS e os atomos de F do P(VDF-TrFE) causada pela quebra de pontes de H entre
as moléculas de agua por parte do copolimero. Como este é incapaz de estabelecer ligacdes com

as moléculas de agua, tem tendéncia a agregar na forma de esferas de maneira a reduzir a area
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exposta a agua e assim minimizar a energia do sistema [54, 137]. Com concentracdes elevadas,
tanto o fluxo de copolimero a partir do solvente para o NS como a propria presenca deste no NS
¢ demasiada para ocorrerem estas interacdes hidrofébicas a uma escala adequada para a
formacdo de esferas, saturando o NS e unindose em agregados macroscopicos.
Consequentemente, pelos resultados obtidos acredita-se que para este método de sintese de
esferas de P(VDF-TrFE) pelo método de nanoprecipitacdo simples, concentracdes de copolimero
inferiores a 10 mg.mL* devem ser utilizadas, considerando as condicdes experimentais
apresentadas. No ambito deste trabalho e para a variacao dos parametros de sintese apresentados
nos subcapitulos seguintes, uma concentracdo de P(VDF-TrFE) de 5 mg.mL! foi escolhida como
padrao por permitir a obtencao de um maior peso seco de esferas, sem aumento significativo do
tamanho das mesmas, comparativamente a amostra de 2,5 mg.mL:.

Nas figuras 4.3a e 4.3b sao apresentadas as curvas de DSC e espetros de FTIR-ATR,
respetivamente. Apenas as amostras com concentracoes de 5 e 10 mg.mL foram analisadas,
devido ao escasso peso seco obtido na sintese de esferas com uma concentracdo de
2,5 mg.mLt, como antes referido, sendo insuficiente para proceder a estas analises, mesmo com
o0 escalonamento do processo de sintese. No entanto, ndo sdo expetaveis alteracdes significativas
dos resultados obtidos tendo em conta a natureza do copolimero e da variacao das condicées

experimentais, como sera discutido de seguida.
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Figura 4.3. a) Curvas de DSC e b) espetros de FTIR-ATR das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método
de nanoprecipitacao simples, em condicdes de acetona como solvente e uma solucdo nao solvente
constituida por 90 % de metanol em agua, variando a concentracdo de copolimero: 5 e 10 mg.mL™.

Os picos presentes nas curvas de DSC sao caracteristicos do P(VDF-TrFE) e encontram-se

a aproximadamente 98 °C para o primeiro pico (tanto para os 5 e 10 mg.mL?), que corresponde
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a transicao de Curie, e aos 149 °C para o segundo pico (novamente para ambas as amostras),
que corresponde a T,. Estes resultados sao assim congruentes com a literatura que indica valores
para este copolimero de 96 e 148 °C, respetivamente [85]. As entalpias de fusdo foram calculadas
pelo proprio programa de aquisicao através da integracao da curva correspondente a T,, sendo
apenas manualmente introduzidas as bases de cada uma delas. Os valores obtidos foram de
26,86 e 21,98 J.g!, para 5 e 10 mg.mL?, respetivamente, estando préoximos do encontrado na
literatura [85], ndo tendo portanto ocorrido alteracdes das propriedades do copolimero no decorrer
da sintese nestas condicoes. A partir das entalpias de fuséo registadas foi calculada também a
cristalinidade das esferas de cada amostra, de acordo com a equacdo mencionada em 4.5.6. Os
valores de cristalinidade obtidos foram de 29 e 24 % para 5 e 10 mg.mL* de copolimero,
respetivamente. Pela observacao destes resultados pode concluir-se que ndo ha alteracao
significativa da cristalizacdo das esferas de P(VDF-TrFE) nas amostras avaliadas.
Consequentemente, é relativamente seguro assumir que a cristalinidade das esferas sintetizadas

com 2,5 mg.mL* de copolimero esteja dentro destes valores.

Relativamente a analise de FTIR-ATR, ndo ha indicacdo da presenca de fase o em
nenhuma das amostras, dada a inexisténcia do pico caracteristico desta fase aos 764 cm. Os
picos a 840 cm e 1175 cm sdo tipicamente associados a fase [3; no entanto a banda de
absorcao a 840 cm* é igualmente indicativa da fase y. Por esta razao é assinalado também o
numero de onda 1234 cm, distintivo da fase y, e onde nao é registado um pico. Pela presenca e
auséncia dos modos vibracionais referidos conclui-se que as esferas em ambas as amostras se
encontram exclusivamente na fase 3, que é o esperado dado o copolimero cristalizar diretamente
neste fase cristalina quando o contetido em TrFE ultrapassa 20 % mol [85]. Deste modo, é possivel
afirmar que as esferas sintetizadas com concentracdo de P(VDF-TrFE) de 2,5 mg.mL® se

encontrem igualmente exclusivamente na fase 3.

4.1.2 Variacao do solvente

Na figura 4.4 sao apresentadas as imagens de SEM representativas de esferas de
P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de nanoprecipitacdo simples com a variacdo do solvente e para
condicoes de 5 mg.mL* de copolimero e NS constituido por 90 % de metanol e 10 % de agua. O

estudo da variacao do solvente foi efetuado de forma a verificar se seria possivel obter esferas com
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tamanhos distintos. E também de realcar que se escolheu o dioxalano por este ser um solvente

verde. Apresenta-se novamente a amostra com acetona para efeitos de comparacao.

Figura 4.4. Imagens de SEM representativas de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de
nanoprecipitacdo simples, em condicées de 5 mg.mL* de copolimero e uma solu¢do ndo solvente
constituida por 90 % de metanol em agua, variando o solvente: a) acetona, b) DMF, ¢) THF e d) dioxalano.

-y 2 um

As imagens de SEM demonstram que 0s novos solventes testados, nomeadamente DMF,
THF e dioxalano, mostram-se inadequados para a formacdo de esferas nas condicoes
experimentais de NS definidas. Durante a primeira centrifugacdo e consequente ressuspensao,
formaram-se agregados e filmes compactos (de transparéncia variavel dependendo do solvente
utilizado) aquando da entrada em contacto do copolimero com a dgua UP. Tendo em conta os
resultados obtidos, optou-se por variar a composicdo do NS para 100 % de metanol. Os resultados

estao apresentados na figura 4.5.
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‘ 2 um -
Figura 4.5. Imagens de SEM representativas de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de
nanoprecipitacao simples, em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero e uma solucdo nao solvente
constituida por 100 % de metanol, variando o solvente: a) acetona, b) DMF, ¢) THF e d) dioxalano.

A formacao de esferas com os solventes DMF, THF e dioxalano ¢, mais uma vez e na
melhor das hipoteses, vestigial. No caso do uso de acetona como solvente, esferas com diametro
medio de 219 + 73 nm foram obtidas com sucesso. Estes resultados podem advir do facto de
cada solvente apresentar uma miscibilidade diferente com o NS utilizado [51]. E possivel que no
caso do uso de elevadas quantidades de metanol no NS e para os solventes de DMF, THF e
dioxalano em particular, o tempo de precipitacao definido para a formacao de esferas de
P(VDF-TrFE) (de 40 min, invariavelmente) ndo tenha sido suficiente para que o copolimero se
associe em esferas devidamente antes da realizacao da centrifugacao e lavagem com agua UP. A
formacao de agregados e filmes durante a lavagem podera dever-se a diferenca de carga

eletrostatica criada pelo NS entre as esferas e a agua UP das lavagens.

Por este motivo, 0 mesmo procedimento foi realizado, mas utilizando uma composicao de
NS constituido por 100 % de agua, numa tentativa de obter esferas com os outros solventes
testados. Imagens de SEM representativas destas amostras estdo apresentadas na figura 4.6. Os
dados relativos ao diametro das amostras onde a sintese de esferas foi bem sucedida

encontram-se na figura 4.7.
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Figura 4.6. Imagens de SEM representativas de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de
nanoprecipitacdo simples, em condicées de 5 mg.mL* de copolimero e uma solu¢do nao solvente
constituida por 100 % de agua, variando o solvente: a) acetona, b) DMF, ¢) THF e d) dioxalano.

800 . SEM
]- DLS

700

600
500

400

Diametro (nm)

300
200

100

O_

Acetona DMF

Solventes

Figura 4.7. Diametros de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de nanoprecipitacdo simples, em
condicdes de 5 mg.mL* de concentracao de copolimero e uma solucao ndo solvente constituida por 100 %
de agua, variando o solvente: acetona e DMF. Dados obtidos através das imagens SEM e pela técnica de
DLS.

Nestas condicdes ja nao ocorreu a formacdo de grandes agregados e filmes, tendo sido
possivel a correta lavagem e ressuspensdo das amostras em agua UP. Esferas de P(VDF-TrFE)
foram obtidas com sucesso utilizando DMF e acetona como solventes. J& nas amostras de THF e
dioxalano a presenca de esferas ¢ vestigial, tendo sido necessario percorrer exaustivamente a

amostra para encontrar indicios de esferas.
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Apesar de o diametro médio das esferas de DMF (242 + 84 nm, a partir das imagens de
SEM), assim como o seu PDI (0,204 + 0,003) ser bastante inferior ao das sintetizadas com
acetona (463 + 305 nm a partir das imagens SEM e PDI de 0,52 + 0,05), devido a toxicidade do
DMF e o insucesso na sintese de esferas com este solvente com a presenca de metanol no NS,
manteve-se a acetona como solvente nos proximos estudos da variacdo de parametro de sintese
de esferas de P(VDF-TrFE) pelo método de nanoprecipitacdo simples. Nas figuras 4.8a e 4.8b

podem ser encontrados os resultados provenientes das analises por DSC e FTIR-ATR,

respetivamente.
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Figura 4.8. a) Curvas de DSC e b) espetros de FTIR-ATR das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método
de nanoprecipitacao simples, em condicées de 5 mg.mL* de copolimero e uma solucao nao solvente
constituida por 100 % de agua, variando o solvente: acetona e DMF.

A amostra sintetizada na presenca de DMF nao apresenta uma diferenca consideravel em
relacdo a amostra com acetona, possuindo uma cristalinidade de 26 % (contra os 29 % da acetona),
estando esses valores novamente dentro do esperado. O uso de DMF como solvente alternativo

ndo afeta entdo a cristalinidade das esferas obtidas.

Nos espetros de FTIR-ATR encontramos de novo a auséncia de um pico aos 764 cm?, o
que indica que a fase o ndo se encontra nas esferas sintetizadas na presenca de DMF. A
simultanea presenca dos picos a 840 cm* e 1175 cm, associados a fase [, e auséncia dos picos
a 764 e 1234 cm?, caracteristicos da fase o e y (respetivamente), confirmam que a amostra
sintetizada com DMF se encontra unicamente na fase 3, a semelhanca da amostra sintetizada

com acetona, como é caracteristico do copolimero.
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4.1.3 Variacao da constituicao de nao solvente

Tendo ja sido definida uma concentracao de P(VDF-TrFE) de 5 mg.mL* e acetona como
solvente, procedeu-se ao estudo do efeito da variacdo da constituicdo do NS. Na figura 4.9
encontram-se imagens de SEM representativas de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de

nanoprecipitacdo simples variando a razao entre metanol e agua no NS, enquanto que na figura

4.10 estao apresentados os didametros respetivos obtidos por imagens SEM e pela técnica DLS.

) Y

Figura 4.9. Imagens d n étodo de
nanoprecipitacdo simples, em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero e acetona como solvente, variando a
constituicao da solucdo nao solvente: a) 0, b) 25, ¢) 50, d) 75, e) 90 e f) 100 % de metanol em agua.
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Figura 4.10. Diametros das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de nanoprecipitacdo simples,
em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero e acetona como solvente, variando a constituicdo da solucéo
nao solvente: 0, 25, 50, 75, 90 e 100 % de metanol em agua. Dados obtidos através das imagens SEM e
pela técnica de DLS.
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As imagens de SEM mostram que as esferas de P(VDF-TrFE) apresentam uma elevada
esfericidade, sendo este efeito superior para as sinteses nas quais agua faz parte da constituicao
do NS. De facto, a amostra de P(VDF-TrFE) obtida a partir de NS constituido por 100 % de metanol
apresenta esferas mais disformes, embora de tamanhos inferiores. Com a presenca de dgua no
NS e analisando as imagens de SEM, o tamanho médio das esferas de P(VDF-TrFE) teve uma
variacao relativamente pequena, encontrando-se com médias aproximadamente entre os 410 e
0s 510 nm. Com de 100 % de metanol como NS, foram obtidos didmetros médios de 219 + 72 e
287 + 10 nm por SEM e pela técnica de DLS, respetivamente. O desaparecimento das interacdes
hidrofébicas na auséncia de agua poderdo explicar esta reducdo mais acentuada de tamanho,
havendo menor repulsdo que fara o copolimero associar-se em esferas menores [54]. Mesmo
empiricamente, na preparacao da amostra, foi possivel especular esta hipotese dada a dificuldade
em visualizar a olho nu a precipitacdo do copolimero e consequente formacao de esferas no NS
constituido por 100 % de metanol. Em amostras onde agua fazia parte da composicao do NS foi
possivel notar uma turbidez crescente a acompanhar a precipitacdo (a semelhanca do que foi
ilustrado na figura 3.1b). Na sintese com 100 % de metanol, a turbidez do NS foi, de facto, muito
menos notdria. Apesar destes didametros inferiores, o facto de as esferas serem mais disformes
pode indicar uma maior instabilidade das mesmas durante a sua formacado, o que podera ser
consequéncia de uma diferente taxa de difusdo do solvente para o NS nestas condicdes (um dos

parametros que pode ter influéncia na nanoprecipitacao) [137].

Outra observacao clara nas imagens SEM é a elevada variacdo de tamanhos apresentada
pelas amostras obtidas recorrendo a NS com agua, dando origem a desvios padrao mais elevados.
Uma otimizacao do processo de centrifugacao devera ser efetuada num trabalho futuro de forma
a reduzir a distribuicdo de tamanhos. A diferenca entre os didametros obtidos por SEM e por DLS,
principalmente nas amostras sintetizadas em NS com 50 e 75 % de metanol (de uma média de
510 nm por SEM contra 780 nm por DLS para 50 % e 458 nm por SEM contra 676 nm por DLS
para 75 %), podera dever-se as condicdes de medicao, como ja referido, ou ao raio hidrodinamico
tornar-se superior sob estas condicdes de sintese. Com o aumento da percentagem de metanol
no NS ha ainda uma tendéncia de diminuicdo do desvio padrao do tamanho das esferas, evidente
nos resultados de SEM. Os indices de polidispersdo das amostras obtidos pela técnica DLS

apresentam-se na tabela 4.2.
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Tabela 4.2. indices de polidisperséo obtidos por DLS das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de
nanoprecipitacao simples, em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero e acetona como solvente, variando a
constituicao da solucao nao solvente: 0, 25, 50, 75, 90 e 100 % de metanol em agua.

Constituicao do NS

) PDI
(% de metanol em agua)
0 0,52 + 0,05
25 0,38 + 0,07
50 0,57 + 0,09
75 0,50 + 0,03
90 0,62 + 0,06
100 0,26 £ 0,04

A polidispersdo manteve-se praticamente inalterada para sinteses que contém agua na
constituicdo do NS, sendo os valores obtidos superiores a amostra produzida em 100 % de
metanol. Esta ultima apresenta uma polidispersao relativamente baixa, o que corrobora o desvio
padrao dos didametros obtidos por SEM ser também consideravelmente inferior comparativamente

as outras amostras.

Embora seja evidente que uma otimizacao do processo de centrifugacao se mostre uma
necessidade num trabalho futuro, optou-se por manter o NS constituido por 90 % de metanol e
10 % de agua nos proximos estudos, por permitir obter uma sintese de estruturas aparentemente

mais estavel e de maior esfericidade.

Nas figuras 4.11a e 4.11b sao apresentados resultados de DSC e de FTIR-ATR resultantes

da variacao da constituicdo de NS para 0, 50, 90 e 100 % de metanol em agua.
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Figura 4.11. a) Curvas de DSC e b) espetros FTIR-ATR das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método
de nanoprecipitacao simples, em condicdes de 5 mg.mL! de copolimero e acetona como solvente, variando
a constituicdo da solucdo nao solvente: 0, 50, 90 e 100 % (este ultimo apenas no espetro FTIR-ATR) de
metanol em agua.
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A semelhanca do que aconteceu anteriormente, o peso seco de esferas sintetizadas a
partir de NS composto por 100 % de metanol ndo foi suficiente para posterior analise por DSC,
mesmo com escalonamento do processo. No entanto a amostra obtida foi suficiente para a analise
de FTIR-ATR, que requer uma menor quantidade para ser efetuada. Para as restantes amostras,
nao existem variacoes significativas das curvas de DSC. Os picos apresentam valores semelhantes
aos estudos anteriores. Relativamente a cristalinidade das mesmas, valores de 26, 27 e 29 %
foram obtidas para as amostras sintetizadas em NS com 0, 50 e 90 % de metanol. Embora a
cristalinidade aparente estar a aumentar, os valores obtidos estao dentro do erro experimental e
similares aos apresentados nos estudos anteriores. Acredita-se assim que a variacdo da
constituicao do NS com agua e metanol nédo altera de forma significativa a cristalinidade de esferas

de P(VDF-TrFE), como comprovado em estudos anteriores [138].

No que diz respeitos aos espetros de FTIR-ATR, os resultados demostram que as esferas
de P(VDF-TrFE) cristalizaram exclusivamente na fase (3, ndo sendo assim afetadas pela

constituicdo do NS usada durante a sintese.

4.1.4 Variacao do surfactante

Com o objetivo de aumentar a estabilidade das esferas de P(VDF-TrFE) em solucao,
realizou-se um estudo de forma verificar se a adicdo de surfactante durante a sintese por
nanoprecipitacao simples seria benéfica. Este primeiro estudo visou verificar o efeito do surfactante
na morfologia e diametro das esferas. Num segundo estudo, um dos surfactante foi selecionado e
o efeito da sua concentracéo na morfologia, diametro e estabilidade em solucao avaliado. Na figura
4.12 apresentam-se imagens SEM representativas de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método
de nanoprecipitacao simples variando o surfactante, em condicées de 5 mg.mL* de P(VDF-TrFE)
em acetona e NS constituido por 90 % de metanol e 10 % de agua. Na figura 4.13 estao

apresentados os diametros respetivos, provenientes da analise de SEM e DLS.
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Figura 4.12. Imagens de SEM representativas de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de
nanoprecipitacdo simples, em condicées de 5 mg.mL' de copolimero, acetona como solvente e uma
solucdo nao solvente constituida por 90 % de metanol em agua, variando o surfactante: a) sem surfactante;

a uma concentracao de 0,25 % m/v dos surfactantes b) Pluronic F-127, ¢) CTAB e d) SDS.
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Figura 4.13. Diametros das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de nanoprecipitacdo simples,
em condi¢cdes de 5 mg.mL* de copolimero, acetona como solvente e uma solucao nao solvente constituida
por 90 % de metanol em agua, variando o surfactante: sem surfactante; a uma concentracao de 0,25 %
m/v dos surfactantes Pluronic F-127, CTAB e SDS.

Os resultados obtidos demonstram uma diferenca ligeira de diametros entre as esferas
sem surfactante e as sintetizadas na presenca de surfactantes. De facto, com a introducédo de
surfactantes, o didametro das esferas aumentou aproximadamente de 200 nm em relacdo as
sintetizadas sem surfactante (413 + 194 nm por SEM), embora o desvio padrao se mantenha

significativo. As esferas sintetizadas com surfactante possuem didametros superiores e aparentam
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ter uma maior disformidade e rugosidade do que as esferas na auséncia de surfactante, o que
indica que o surfactante tem efetivamente um papel relevante no processo de formacao das
esferas, alterando a dinamica da mesma. Os PDlIs obtidos pela técnica de DLS para estas amostras

encontram-se na tabela 4.3.

Tabela 4.3. indices de polidisperséo obtidos por DLS das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de
nanoprecipitacao simples, em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero, acetona como solvente e uma
solucdo nao solvente constituida por 90 % de metanol em agua, variando o surfactante: sem surfactante; a
uma concentracao de 0,25 % m/v dos surfactantes Pluronic F-127, CTAB e SDS.

Surfactante (0,25 % m/v) PDI

Sem surfactante 0,62 + 0,06
Pluronic F-127 0,55+ 0,09
CTAB 0,55 + 0,05
SDS 0,56 + 0,02

Os PDIs obtidos nas esferas sintetizadas na presenca de surfactantes encontram-se na
gama de valores vista até agora, nao parecendo haver qualquer alteracao induzida pela presenca

dos mesmos.

Relativamente a carga dos surfactantes, nao parece existir qualquer diferenca resultante
desta propriedade. O surfactante Pluronic F-127 ¢ n&o ionico, o SDS aniénico, e o CTAB ¢é
catiénico. Nao tendo havido variacao aparente na morfologia das amostras com a variacao do
surfactante, escolheu-se o Pluronic F-127 para o estudo posterior. Este ndo gera uma quantidade
de espuma (tipica do uso de surfactantes) tao significativa quanto o CTAB e o SDS durante a

sintese e posterior lavagem das esferas de P(VDF-TrFE), facilitando assim todo o processo em si.

Seguem-se nas figuras 4.14a e 4.14b os resultados provenientes das analises de DSC e

FTIR-ATR das amostras de P(VDF-TrFE) sintetizadas com os diferentes surfactantes.
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Figura 4.14. a) Curvas de DSC e b) espetros FTIR-ATR das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método
de nanoprecipitacao simples, em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero, acetona como solvente e uma
solucdo n&o solvente constituida por 90 % de metanol em agua, variando o surfactante: sem surfactante; a
uma concentracao de 0,25 % m/v dos surfactantes Pluronic F-127, CTAB e SDS.

Relativamente a analise de DSC e de forma semelhante aos estudos anteriores, néo se
observam grandes alteracdes relativamente as curvas de fluxo de calor das esferas de P(VDF-TrFE)
sintetizadas sem e com diferentes surfactantes. As amostras apresentadas possuem
cristalinidades de 29, 27, 26 e 27 % para as esferas sintetizadas sem surfactante, com Pluronic
F-127, com CTAB e com SDS, respetivamente. Consequentemente, & possivel concluir que a

adicdo de surfactante durante a sintese nao afeta de forma notoria a cristalinidade das esferas.

Nos espectros de FTIR-ATR, os picos a 840 e 1175 cm, em combinacao com a auséncia
de picos a 764 e 1234 cm*, comprovam novamente que todas as amostras se encontram na fase
B, ndo havendo alteracées da fase cristalina relacionadas com o uso dos surfactantes. A auséncia
de alteracdes relevantes ¢ natural dado que as concentracdes usadas sdo muito reduzidas. O
surfactante Pluronic F-127 induziria um pico aos 1100 cm* [139], o CTAB aos 2900 cm [140]
(este nimero de onda nao foi avaliado, mas os picos referentes as fases cristalinas ndo sofreram
alteracédo) e o SDS aos 1200 cm [141], ndo tendo sido, contudo, registados devido a baixa

concentracao utilizada e processos de lavagem efetuados, como exposto anteriormente.

4.1.5 Variacao da concentracao de surfactante

Para finalizar este estudo, variou-se a concentracdo do surfactante Pluronic F-127
mantendo as condicdes de 5 mg.mL* de P(VDF-TrFE) em acetona e NS constituido por 90 % de

metanol e 10 % de agua. Imagens SEM representativas de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas sob
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estas condicdes estdo apresentadas na figura 4.15, enquanto que os didmetros respetivos obtidos

por SEM e DLS estao presentes na figura 4.16.
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Figura 4.15. Imagens de SEM representativas de esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de
nanoprecipitacao simples, em condicoes de 5 mg.mL* de copolimero, acetona como solvente e uma
solucdo nao solvente constituida por 90 % de metanol em agua, variando a concentracdo do surfactante
Pluronic F-127: a) 0, b) 0,05, ¢) 0,15, d) 0,25, e) 0,50, f) 0,75e g) 1 % m/v.
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Figura 4.16. Diametros das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de nanoprecipitacdo simples,
em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero, acetona como solvente e uma solucéo nao solvente constituida
por 90 % de metanol em &gua, variando a concentracdo do surfactante Pluronic F-127: 0, 0,05, 0,15, 0,25,
0,50,0,75e 1% m/v.

As imagens SEM, assim como os didmetros obtidos, aparentam demonstrar um aumento
tendencial do tamanho das esferas com o aumento da concentracdo do surfactante, com as

esferas sem surfactante, de diametro médio de 413 + 194 nm, a contrastar com o0s 663 + 431 nm
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das esferas sintetizadas na presenca de 1 % de Pluronic F-127. Além disso, é possivel verificar que
com esse aumento de tamanho, existe uma crescente disformidade e rugosidade das esferas de
P(VDF-TrFE) obtidas. Deste modo, foi possivel verificar que a adicdo de surfactante tem um efeito
prejudicial na formacao de particulas com morfologia esférica e homogénea. Além disso, as
maiores concentracdes foi observada a formacdo de uma maior quantidade de espuma, mais
dificil de eliminar durante as lavagens. Esse excesso de surfactante podera ter tido um papel nos
tamanhos mais elevados obtidos na analise por DLS as concentracdes de surfactante a partir dos
0,5 % por raio hidrodindmico superior. Na tabela 4.4 encontram-se os valores de PDI

correspondentes a este parametro.

Tabela 4.4. indices de polidisperséo obtidos por DLS das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de
nanoprecipitacao simples, em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero, acetona como solvente e uma
solucdo nao solvente constituida por 90 % de metanol em agua, variando a concentracao do surfactante
Pluronic F-127: 0, 0,05, 0,15, 0,25, 0,5, 0,75 e 1% m/v.

Concentracao de Pluronic F-127 (% m/v) PDI

Sem Surfactante 0,62 + 0,06
0,05 0,45 + 0,08

0,15 0,45+ 0,09

0,25 0,55 + 0,09

0,5 0,59 + 0,04

0,75 0,56 + 0,03

1 0,46 +0,13

Os PDlIs resultantes da variacao da concentracao de surfactante encontram-se novamente
dentro dos valores até agora observados. No entanto a variacao e valores de PDI elevados por
vezes encontrados poderao ser foco de trabalho futuro. Este aspeto pode ser melhorado através
da afinacao da lavagem e recuperacao das particulas, particularmente através de uma ultima
centrifugacdo mais vigorosa que permita uma melhor separacdo destes agregados e

consequentemente uma menor polidispersao de tamanhos, como ja exposto.

As curvas de DSC e espetros de FTIR-ATR resultantes das esferas de P(VDF-TrFE)
sintetizadas sem e com 0,25 e 1 % de surfactante Pluronic F-127, como representativas das

restantes amostras, encontram-se nas figuras 4.17a e 4.17b, respetivamente.
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Figura 4.17. a) Curvas de DSC e b) espetros FTIR-ATR das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método
de nanoprecipitacao simples, em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero, acetona como solvente e uma
solucdo nao solvente constituida por 90 % de metanol em agua, variando a concentracdo do surfactante
Pluronic F-127: 0, 0,25 e 1 % m/\v.

A curva de DSC da amostra de esferas de P(VDF-TrFE) sintetizadas com 1 % de Pluronic
F-127 apresenta, além dos picos tipicos aos 101 e 149 °C, um pico exotérmico aos 180 °C que
nao esta presente nas amostras sem surfactante e com 0,25 % do mesmo surfactante. A mesma
amostra foi novamente sintetizada e analisada por DSC, tendo-se obtido a mesma curva. Embora
se pudesse associar este pico ao aumento da concentracao do surfactante, nao foi encontrada na
literatura qualquer indicacdo que este comportamento seja consequéncia direta da presenca do
mesmo, tendo o surfactante associado um pico endotérmico a cerca de 57 °C que, uma vez mais,
nao é encontrado dada a concentracao usada ser muito baixa [139]. Mais estudos deverao ser
realizados no futuro de forma a entender e justificar o aparecimento deste pico. Relativamente aos
valores de cristalinidades, estes mantém-se praticamente inalterados com o aumento da
concentracao de surfactante, apresentando valores de 29, 27 e 26 % sem surfactante e com 0,25

e 1 % de surfactante Pluronic F-127, respetivamente.

Relativamente aos espetros de FTIR-ATR, os mesmo nao mostram alteracdes da fase
cristalina com o aumento da concentracdo de surfactante, sendo de novo mostrado pela presenca
de picos a 840 e 1175 cm e sua auséncia aos 764 e 1234 cm! que as esferas se encontram
unicamente na fase 3. Nao foi igualmente observado um surgimento de novos modos vibracionais

(na gama analisada).

Considerando os resultados obtidos neste estudo e de forma entdo a verificar se a adicio

de surfactante permite aumentar a estabilidade das esferas de P(VDF-TrFE) em solucdo, foi
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determinado o potencial ¢ a varios pH. As amostras analisadas foram as sintetizadas sem
surfactante e com uma concentracdo de surfactante Pluronic F-127 de 0,25 %. Os resultados

encontram-se na figura 4.18.
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Figura 4.18. Potencial zeta ({) das esferas de P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de nanoprecipitagéo
simples, em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero, acetona como solvente e uma solucao nao solvente
constituida por 90 % de metanol em agua, sem surfactante e com uma concentracdo do surfactante
Pluronic F-127 de 0,25 % m/v.

Considera-se usualmente que as dispersdes coloidais séo estaveis quando o potencial {
atinge valores iguais ou superiores a |30| mV. Os resultados demonstram que a adicdo de
surfactante ndo tem qualquer efeito benéfico no aumento da estabilidade das esferas de
P(VDF-TrFE) em solucéo. De facto, enquanto sem surfactante as esferas apresentam-se estaveis
para pH igual ou superiores a 7,8, para a amostra com surfactante este valor aumenta para um
pH de 10,1. O ponto isoelétrico encontra-se para ambas a um pH de 5,4. Tendo em conta este
resultado, juntamente com a morfologia das esferas obtidas, é possivel afirmar que na sintese de
esferas de P(VDF-TrFE) por nanoprecipitacao simples, a adicdo do surfactante durante o processo
(considerando os utilizados no ambito deste trabalho) ndo se mostrou benéfico para a obtencao
de morfologias esféricas, homogéneas e estaveis em solucdo. Num trabalho futuro podera ser

testado a adicao de surfactante apos a sintese das esferas e como pds-tratamento das mesmas.
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4.2 Sintese de esferas de P(VDF-TrFE) pelo método de nanoprecipitacao por

agitacao magnética

Sendo o método anterior inviavel para o revestimento de NPMs com P(VDF-TrFE), dado
que as particulas precipitariam para o fundo do tubo rapidamente antes de ocorrer a precipitacao
do copolimero, foi proposta a avaliacdo da viabilidade de um método de nanoprecipitacdo por
agitacdo magnética para a sintese de esferas de P(VDF-TrFE). O sucesso ou insucesso deste
permitiu assim avaliar mais precisamente se a nanoprecipitacdo por agitacdo seria indicada para
testar o revestimento das NPMs. A sintese de esferas de P(VDF-TrFE) foi realizada fixando os
parametros de processamento nos resultados obtidos através do método de nanoprecipitacdo
simples. Consequentemente, a sintese foi efetuada em condicdes de 5 mg.mL* de P(VDF-TrFE)

em acetona com um NS constituido por 90 % de metanol e 10 % de agua.

Na figura 4.19a pode ser observada uma imagem SEM representativa de esferas de
P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de nanoprecipitacdo por agitacdo magnética. Por sua vez, na

figura 4.19b estado apresentadas as medicoes dos tamanhos obtidos por SEM e DLS.

5
3 Ay : Concentracéio P(VDF-TrFE) (mg.mL?)
Figura 4.19. Esferas de P(VDF-TrFE) sintetizadas pelo meétodo de nanoprecipitacdo por agitacdo
magnética, em condicdes de 5 mg.mL* de copolimero, acetona como solvente e uma solucao nao solvente
constituida por 90 % de metanol em agua: a) imagem de SEM e b) respetivos diametros obtidos por analise
SEM e DLS.

Os resultados obtidos demonstram que o método de nanoprecipitacdo por agitacdo
magnética é efetivo na formacdo de esferas de P(VDF-TrFE). Embora a imagem SEM aparente
apresentar fusdo/agregacdo entre esferas, os resultados de DLS (onde a amostra é submetida a
banho de ultrassons) contradizem este resultado, tendo-se obtido um didmetro médio de

285 + 28 nm. Este valor é ligeiramente superior aos medido por SEM (239 + 73 nm), onde neste
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ultimo caso foi medido apenas o diametro das esferas mais bem definidas, o que podera dever-se
a detecao do diametro hidrodinamico. E de realcar que este diametro é consideravelmente inferior
ao obtido na nanoprecipitacdo simples (413 + 194 nm). O PDI desta amostra foi também
relativamente baixo, com valor de 0,26 + 0,03, contra os 0,62 + 0,06 obtidos no método de
nanoprecipitacao simples. Deste modo, é possivel concluir que a agitacdo tem um efeito benéfico

na producao de esferas de P(VDF-TrFE) com menores tamanhos e com menor polidispersao.

Relativamente as propriedades fisico-quimicas, nao foram realizadas analises de DSC e
FTIR-ATR por ser expectavel que ndo hajam alteracdes destas propriedades em comparacao com
0 método anterior, dado que a Unica alteracao ocorre a nivel da cinética da reacao, mantendo-se
todas as outras variaveis em termos de concentracdes, volumes e temperatura inalteradas.
Independentemente disto, 0 sucesso na sintese permitiu augurar alguma possibilidade de sucesso

no revestimento de NPMs com o copolimero.

4.3 Sintese de nanoparticulas magnéticas e revestimento com poli(fluoreto

de vinilideno-co-trifluoretileno)

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na sintese das NPMs
de oxido de ferro, assim como do revestimento das mesmas com P(VDF-TrFE) por agitacao

mecanica. Serdo avaliadas a morfologia, propriedades magnéticas e fisico-quimicas as mesmas.

4.3.1 Sintese de nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro

A figura 4.20a ilustra as imagens de TEM das NPMs de 6xido de ferro obtidas através do
método de coprecipitacdo. Por sua vez, a figura 4.20b apresenta a curva de magnetizacao obtida

por VSM.
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Figura 4.20. Nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro sintetizadas pelo método de coprecipitacdo: a)
imagem de TEM e b) curva de magnetizacao.

As NPMs obtidas apresentam uma boa esfericidade e um diametro médio de 8 + 2 nm.
Estes tamanhos reduzidos, aliados a simplicidade, rapidez e reprodutibilidade do método de
sintese, tornam-no ideal para este trabalho. A magnetizacdo de saturacdo (magnetization
saturation, M., é elevada, de [69| emu.g!, sendo verificando um comportamento
superparamagnético. Este valor esta de acordo com o encontrado na literatura [142]. A cor das
NPMs obtidas (um castanho bastante escuro) indicam que as NPMs se deverdo encontrar na
forma de magnetite (Fe;0.), o que também foi comprovado por difracao de raios X (X-ray diffraction,

XRD) num estudo previamente publicado [122].

4.3.2 Revestimento de nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro com

poli(fluoreto de vinilideno-co-trifluoretileno)

Como exposto anteriormente 3 métodos distintos foram avaliados no revestimento de

NPMs de oxido de ferro com P(VDF-TrFE) pelo método de nanoprecipitacao por agitacdo mecanica.

Na figura 4.21a encontra-se uma imagem de SEM representativa do revestimento de
NPMs de oxido de ferro com P(VDF-TrFE), obtidas com uma concentracdo de 5 mg.mL® de
copolimero e 0,25 mg.mL* de NPMs suspensas no NS (90 % de metanol em agua). Na figura

4.21b é apresentada a respetiva curva de magnetizacao.
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Figura 4.21. NPMs de ¢xido de ferro revestidas com P(VDF-TrFE) com uma concentracao de copolimero
de 5 mg.mL! dissolvido no solvente (acetona) e as NPMs suspensas na solucéo nao solvente (constituida
por 90 % de metanol em agua) numa concentracdo de 0,25 mg.mL': a) imagem de SEM e b) curva de
magnetizacao.

Na imagem de SEM é possivel verificar a formacao de esferas a semelhanca do que ja foi
obtido em sinteses de P(VDF-TrFE) anteriores. E possivel também ver esferas de um tamanho
muito mais reduzido, que poderdao ser NPMs ou pequenos agregados das mesmas que nao
tenham sido revestidas. A curva de magnetizacdo mostra uma M, de | 11| emu.g!, mantendo-se
0 comportamento superparamagnético. Este valor contrasta com o de |69]| emu.g® obtido nas
NPMs isoladas. Esta forte reducao da M, podera indicar que as NPMs estejam de facto pelo menos
em parte revestidas, sendo esse mesmo revestimento o que provoca tal reducao da M.. E também
de salientar que nao houve qualquer dificuldade na separacao das esferas durante a sua lavagem,
apresentado uma boa resposta ao iman usado para esse efeito. As esferas de maior tamanho
apresentam um diametro médio de 153 + 64 nm, enquanto que as menores se situam nos
25+ 1 nm.

Numa segunda tentativa de revestimento, as NPMs foram suspensas no solvente,
opostamente ao teste anterior onde as mesmas foram suspensas no NS. A figura 4.22a apresenta
uma imagem de SEM representativa da amostra obtida enquanto a figura 4.22b representa a

respetiva curva de magnetizacéo.
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Figura 4.22. NPMs de oxido de ferro revestidas com P(VDF-TrFE) com uma concentracao de copolimero

de 5 mg.mL* e NPMs numa concentracdo de 0,6 mg.mL!, respetivamente dissolvido e suspensas no

solvente (acetona). Solucdo néo solvente constituida por 90 % de metanol em agua: a) imagem de SEM e

b) curva de magnetizacao.

A imagem de SEM obtida ¢é bastante semelhante a anterior. Os didmetros das esferas tém
uma média de 148 + 107 nm. O desvio elevado é sobretudo causado pela presenca esporadica
de algumas esferas de tamanhos mais elevados. As de tamanhos inferiores rondam os 16 + 1 nm.
No entanto aparenta haver uma menor presenca dos possiveis agregados de NPMs nao revestidas,
0 que podera significar um melhor revestimento derivado de um aumento de eficiéncia na
dispersao de esferas em simultédneo com a dissolucao do polimero. Na amostra anterior, o periodo
da passagem do NS (onde as NPMs estavam dispersas) do banho de ultrassons para a agitacao
mecanica, aliado ao facto de a solucao polimérica ser adicionada gota a gota, podera ser suficiente
para ocorrer um pouco de precipitacao e/ou agregacao que faca com que uma menor quantidade
de NPMs seja revestida. Com ambos os elementos no solvente (as NPMs e o copolimero) e ao
serem adicionados ao NS em simultaneo, os processos que levam ao revestimento poderdo
ocorrer mais eficientemente. A curva de magnetizacao parece suportar esta ideia, tendo-se obtido
uma M, de |4,8| emu.g'. Esta reducdo, em relacdo a amostra anterior, pode entdo também
indicar que haja um maior revestimento das NPMs com o copolimero. A amostra continua a

apresentar um comportamento superparamagneético.

Por ultimo, na figura 4.23a encontra-se uma imagem de SEM resultante do método de
revestimento efetuado nas mesma condicdes que o teste prévio, mas neste caso com uma
concentracdo de 10 mg.mL! de copolimero. Na figura 4.23b encontra-se a curva de magnetizacao

respetiva.
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Figura 4.23. NPMs de ¢xido de ferro revestidas com P(VDF-TrFE) com uma concentracao de copolimero
de 10 mg.mL* e NPMs numa concentracdo de 0,6 mg.mL!, respetivamente dissolvido e suspensas no
solvente (acetona). Solucao néo solvente constituida por 90 % de metanol em agua: a) imagem de SEM e
b) curva de magnetizacao.

A diferenca nesta amostra & muito mais evidente, tendo ocorrido uma formacao de
estruturas fibrosas que poderao ser consequéncia de uma concentracao de copolimero demasiado
elevada, algo semelhante ao ja discutido no método de nanoprecipitacéo simples. Efetivamente foi
observada experimentalmente alguma agregacdo do copolimero na forma de fios/fibras durante o
procedimento aquando da pipetagem da solucao gota a gota. Durante a agitacéo esta agregacao
foi dissipando-se, mas podera ter-se mantido a escala microscopica. Esta concentracao sera entao
demasiada elevada tanto para a formacdo de esferas de P(VDF-TrFE) puras como para o
revestimento das NPMs com P(VDF-TrFE) no mesmo tipo de estrutura. As estruturas mais esféricas
tém um diametro de 217 + 58 nm, enquanto que os aglomerados mais pequenos 30 + 13 nm.
Mais uma vez a curva de magnetizacdo é congruente com esta ideia. H4 uma reducdo pequena
da M. para os |4,2| emu.g?, uma diferenca muito pequena em relacao a amostra anterior. Esta
amostra apresenta igualmente comportamento superparamagnético. E aparente entao que podera
estar a ocorrer revestimento das NPMs, mas que estas se encontrem no interior das fibras
mostradas na imagem SEM e que a elevada concentracdo de copolimero seja impeditiva a correta

formacéo de esferas com NPMs no seu interior.

Nas figuras 4.24a e 4.24b encontram-se respetivamente as curvas de DSC e os espetros

de FTIR-ATR correspondentes a cada uma das 3 amostras de revestimento apresentadas.
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Figura 4.24. a) Curvas de DSC e b) espetros FTIR-ATR dos testes de revestimento de NPMs de dxido de
ferro com P(VDF-TrFE) obtidas pelo método de nanoprecipitacado por agitacdo mecanica, com solucdo nao
solvente constituida por 90 % de metanol em agua. Amostra 1: 5 mg.mL* de P(VDF-TrFE) dissolvido no
solvente e 0,25 mg.mL* suspensas no ndo solvente; Amostra 2: 5 mg.mL* de P(VDF-TrFE) e 0,6 mg.mL*
respetivamente dissolvido e suspensas no solvente; Amostra 3: 10 mg.mL* de P(VDF-TrFE) e 0,6 mg.mL*
respetivamente dissolvido e suspensas no solvente.

E possivel observar que ndo ocorre qualquer alteracdo relativamente a posicao dos picos
nas curvas de fluxo de calor das esferas de P(VDF-TrFE) sem NPMs, assim como entre as trés
amostras. Ambos o0s picos das amostras (numeradas 1, 2 e 3 de acordo com a ordem com que
foram apresentadas anteriormente) surgem aproximadamente as mesmas temperaturas ja antes
observadas, correspondentes ao P(VDF-TrFE), e possuem cristalinidades de 28, 17 e 22 % para
as amostras 1, 2 e 3, respetivamente. Na amostra dois, como antes visto, aparenta ter ocorrido
um melhor revestimento, que coincide com a menor cristalinidade registada. Tendo em conta
estes resultados, o processo de revestimento aparenta afetar ligeiramente a cristalinidade do

copolimero.

Nos espectros de FTIR-ATR, os picos a 840 e 1175 cm, em combinacao com a auséncia
de picos a 764 e 1234 cm*, mostram que todas as amostras se encontram exclusivamente na

fase 3, ndo havendo alteragdes da fase cristalina.
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5 Conclusoes

O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de esferas submicrométricas a
partir do copolimero P(VDF-TrFE), assim como o revestimento de NPMs com o mesmo copolimero.
Este copolimero apresenta uma boa biocompatibilidade e um alto coeficiente piezoelétrico,
propriedades determinantes para futuras aplicacées na area da biomedicina. Para este efeito foi,
em primeiro lugar, utilizado um método de nanoprecipitacao realizado em tubo de Falcon,
denominado de nanoprecipitacao simples. O desenvolvimento das esferas implicou o estudo de
diversas variaveis, nomeadamente a concentracdo do copolimero, multiplos solventes,
constituicdo do NS, diferentes surfactantes e a sua concentracéo. Foi realizada uma avaliacao
sucessiva do efeito de cada parametro em relacao a morfologia, didmetro e propriedades fisico-
quimicas das esferas sintetizadas. Concluiu-se que uma concentracdo igual ou superior a
10 mg.mL! é excessiva para a formacao de esferas, ocorrendo forte agregacdo do copolimero. No
extremo oposto, concentracoes iguais ou inferiores a 2,5 mg.mL* resultam numa quantidade em
peso seco de esferas muito reduzida. Estas diferentes concentracdes resultaram em esferas de
didametros médios de 373 + 160, 413 + 194 e 645 + 225 nm para 2,5, 5 e 10 mg.mL?,
respetivamente, com as concentracdes maiores a mostrar algumas esferas mais alongadas a par
de outras mais esféricas. No que diz respeito aos solventes, o THF e dioxalano mostraram-se
inadequados na formacao de esferas de P(VDF-TrFE), contrariamente ao DMF, onde foram obtidas
esferas com sucesso para um NS constituido somente por agua, de didmetro médio 242 + 84 nm.
Ja a formacao de esferas com acetona como solvente mostrou-se viavel a diferentes constituicoes
de NS. A variacao da constituicdo do NS ndo mostrou alteracdes particularmente consideraveis
excetuando a 100 % de metanol, sob o qual se formaram esferas de didmetros médios bastante
inferiores, de 219 + 73 nm, enquanto que as outras constituicbes de NS variaram entre os
413+ 194 e 0s 510 + 231 nm. Apesar de mais pequenas, as esferas sintetizadas a 100 % de
metanol possuem uma forma mais irregular e a sua formacdo aparenta ser um pouco menos
estavel. Foi ainda testada a sintese na presenca de trés diferentes surfactantes: Pluronic F-127,
CTAB e SDS. Os diametros médios das esferas sintetizadas com estes surfactantes foi ligeiramente
superior (entre os 640 + 361 e os 668 + 291 nm) ao das amostras obtidas na sua auséncia
(413 £ 194 nm) e apresentam, igualmente, uma superficie mais rugosa. Devido a uma menor
quantidade de espuma gerada na sintese (que torna a lavagem e recuperacdo das esferas mais
acessivel) e a diametros ligeiramente inferiores, concluiu-se que o uso do surfactante Pluronic
F-127 seria mais indicado. Nao obstante, futuros estudos e aplicacdes poderao servir-se de outros
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surfactantes, com diferentes cargas, dado o Pluronic F-127 ser ndo ionico, o CTAB cationico e o
SDS anidnico. Por ultimo, testaram-se diferentes concentracdes do surfactante selecionado, onde
foi observado que concentracdes acima de 0,25 % m/v induzem uma disformidade e aumento
tendencial dos diametros médios: as esferas a 0,25 % tém um didmetro médio de 594 + 341 nm
enquanto que a 1% encontram-se nos 663 + 431 nm. Foi ainda avaliada a estabilidade coloidal na
presenca e auséncia deste surfactante, tendo-se verificado uma maior estabilidade na auséncia do
mesmo: um potencial ¢ abaixo dos -30 mV da-se a pH acima de 7,8 para as esferas sem
surfactante, enquanto que para as esferas com surfactante apenas acima dos 10,1. Um trabalho
futuro podera assim passar pela avaliacéo do potencial ¢ de diferentes surfactantes de forma a
obter uma maior estabilidade coloidal ou até mesmo proceder ao revestimento com surfactante
num passo posterior a sintese. Ao longo de todos os parametros enumerados foram avaliadas as
suas propriedades fisico-quimicas por DSC e FTIR-ATR, que tornaram evidente que a variacdo dos
parametros nao induziu alteracdes relevantes na cristalinidade das esferas, com um valor médio
aproximado de 26%, e que o copolimero se manteve exclusivamente na fase 3 ao longo de todo o
estudo. Posto isto, concluiu-se que, tendo em conta os critérios e parametros considerados, as
condicbes mais favoraveis para a sintese de esferas de P(VDF-TrFE) com boa esfericidade
recorrendo ao método de nanoprecipitacao simples séo de 5 mg.mL* de concentracdo de
P(VDF-TrFE), acetona como solvente e NS constituido por 90 % de metanol em agua,
proporcionando esferas com um diametro médio de 413 + 194 nm. Contudo, de acordo com o
pretendido, estes parametros podem ser ajustados de forma a obter esferas de menores
dimensodes, onde a esfericidade das mesmas nao seja um fator preponderante para o sucesso da
aplicacao. Foi, para além deste estudo, comprovada a viabilidade do método de nanoprecipitacao
por agitacdo magnética para a formacao de esferas puras de P(VDF-TrFE) sob condicdes idénticas

as Ultimas mencionadas. Estas esferas apresentaram um diametro médio de 239 + 73 nm.

Os testes de revestimento de NPMs de dxido de ferro pelo método de nanoprecipitacao
por agitacdo magnética foram bem-sucedidos, como ¢ possivel verificar pelas imagens SEM e
curvas de magnetizacao. Estas ultimas mostraram uma reducao da M,, de |69| emu.g! para as
NPMs de oxido de ferro puras para valores entre |4| a | 11| emu.g* das NPMs revestidas. Estes
valores mais reduzidos poderao ser consequéncia do revestimento; ainda assim, a manipulacao
magnética com um iman mostrou-se de facil execucao. Através destas analises concluiu-se que
uma concentracdo de 5 mg.mL' de P(VDF-TrFE) e de 0,6 mg.mL* de NPMs, respetivamente

dissolvido e dispersadas em acetona como solvente e uma solucdo NS de 90 % de metanol em
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agua se aproximarao das condices ideais para este tipo de sintese, considerando os parametros
estudados. As esferas resultantes destas condicdes possuem um didmetro médio de

148 + 107 nm.

Considerando os resultados obtidos, & possivel afirmar que as estruturas desenvolvidas,
que tanto quanto foi possivel apurar sdo de parca ocorréncia na literatura (especialmente no caso
do revestimento de NPMs com P(VDF-TrFE)), foram sintetizadas com bastante sucesso.
Consequentemente, as esferas sintetizadas mostram-se extremamente promissoras, possuindo
fortes valéncias para aplicacdo em diferentes areas da biomedicina, tais como a regeneracao de
tecido dsseo e cardiovascular, a sua integracdo noutros meios como filmes ou hidrogéis de
maneira a criar compdsitos multifuncionais, assim como o uso das NPMs revestidas em

terapéuticas como a hipertermia.

5.1 Perspetivas futuras

Esta dissertacdo estabelece uma boa base para trabalho de investigacdo e
desenvolvimento futuro, tanto em termos de afinacao das sinteses, das esferas obtidas, assim

como da sua aplicabilidade. Propde-se assim como trabalho futuro:

e Estudo e otimizacdo adicional das condices de sintese, particularmente no uso de
concentracdo de P(VDF-TrFE) entre os 2,5 e 0s 5 mg.mL e de constituicdes de NS entre
05 90 e 100 % de metanol em agua de modo a reduzir o tamanho das esferas;

e Escalonamento dos métodos de sintese de forma a produzir maior quantidade de esferas
num s processo;

e Diminuicao da distribuicdo de diametros através da otimizacao dos processos de
centrifugacao e lavagem;

e Melhoramento da estabilidade coloidal através da avaliacao de amostras sintetizadas na
presenca de diferentes surfactantes, ou posteriormente num passo adicional,

e Integracado de farmacos ou outros agentes nas esferas;

e Testes adicionais relativos ao revestimento de NPMs com P(VDF-TrFE) com
aperfeicoamento dos parametros de sintese, assim como analises mais extensivas como

XRD e TEM de forma a comprovar com absoluta seguranca o sucesso do revestimento;
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Avaliar a biocompatibilidade das estruturas desenvolvidas;
Avaliar a viabilidade dos métodos estudados para a sintese de esferas baseada noutros
polimeros de interesse biomédico;

Avaliar a potencialidade das esferas desenvolvidas em areas distintas da biomedicina.
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