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RESUMO

A complexagdo polieletrolitica ¢ um processo no qual polieletrélitos de cargas opostas
interagem através da atragdo eletrostatica formando estruturas denominadas de complexos
polieletroliticos (PECs). Nesse trabalho, foi realizada uma investiga¢do fisico-quimica
detalhada da interagdo entre um polissacarideo anidnico, a pectina citrica (PC), e um
polication sintético, a poli(etilenoimina) (PEI), que serviram como modelo para a avaliacao
da influéncia de fatores experimentais na complexacao polieletrolitica. A combinacao desses
polimeros foi possivel devido a presenca dos grupos ionizaveis -COOH na PC e -NH; na
PEI A avaliacdo da ordem e método de adigdo, ¢ da for¢a idnica das dispersdes foi realizada
para determinar as melhores condi¢des experimentais para complexacdo utilizando
propor¢ao massica 1:1 entre os polimeros. Através da observagdo do aspecto visual e
transmitancia determinada por espectroscopia UV-Vis, foi encontrado que a adigdo lenta de
PEI na PC em concentracio salina de 10 mmol L' permitiu a formacdo de microparticulas
esféricas de diametro entre 1 e 3 um, observadas por imagens de microscopia Optica.
Variando o pH das dispersoes, foi demonstrado que a formagdo de particulas estaveis foi
possivel em pH 9-10, enquanto a complexagdo em pH 5 gerou precipitados imediatamente
apos mistura dos polimeros, devido a diferenga na densidade de carga dos polimeros em
cada condigdo. O estudo da varia¢do da propor¢do entre PEI e PC em pH 5 mostrou que a
razao das cargas positivas e negativas (Z = +/—) € um parametro determinante na formagao
de complexos estaveis em vez de precipitados. Amostras de complexos foram preparadas a
partir da titulacdo condutométrica da PC com dispersdao de PEI 10 vezes mais diluida, em
proporcao massica PEL:PC que variou de 1:189 até 1:2. Medidas de potencial zeta mostraram
a diminuicdo em modulo da carga superficial com aumento da quantidade de PEI nos
complexos. Até razdo PEL:PC de 1:9 (Z = 1), as dispersdes coloidais estdveis formadas
apresentaram carga de —9,8 mV e diametro hidrodindmico de 520 nm. A partir da propor¢ao
1:8 (Z > 1), os complexos preparados precipitaram imediatamente apds mistura dos
polimeros. A quantificagdo da PC no sobrenadante desses complexos mostrou que, a partir
de 1:9, o conteudo de PEI satura a PC, atingindo um maximo de PC nos complexos e 100%
de rendimento massico em relagao a massa de polimeros utilizada no preparo. A estabilidade
dos complexos de PEL:PC igual a 1:44 (Z=0,2), 1:14 (Z=0,6) e 1:8 (Z = 1,2) foi investigada
ao longo de 168 h. Espectros de FTIR dos complexos apresentaram variagdes apos esse
periodo, especialmente nas bandas do grupo -COO-, envolvido na interagdo com a PEL
Simultaneamente, houve redu¢do da magnitude da carga superficial dos complexos,
acompanhada por modificagdes na morfologia dos agregados, evidenciadas por imagens de
MEV. Assim, esse trabalho buscou contribuir para a compreensdo da complexagdo
polieletrolitica e dos efeitos de diferentes parametros sobre esse processo.

Palavras-chave: complexos polieletroliticos, coacervagao complexa, pectina citrica,
poli(etilenoimina), materiais poliméricos.



ABSTRACT

Electrostatic complexation is a process in which oppositely charged polyelectrolytes interact
through electrostatic attraction, forming structures known as polyelectrolyte complexes
(PECs). In this work, a detailed physicochemical investigation was conducted on the
interaction between an anionic polysaccharide, citrus pectin (PC), and a synthetic polycation,
poly(ethyleneimine) (PEI), which served as a model system to evaluate the influence of
experimental parameters in the electrostatic complexation. The combination of these
polymers was possible due to the presence of ionizable groups: -COOH in PC and -NH> in
PEIL The influence of the order and method of addition, as well as the ionic strength of the
dispersions, was evaluated to determine the optimal conditions for complexation at a 1:1
mass ratio between the polymers. Through visual observation and transmittance
measurements obtained by UV-Vis spectroscopy, it was found that a slow addition of PEI
into PC at a salt concentration of 10 mmol L favored the formation of spherical
microparticles with diameters between 1 and 3 um, as observed through optical microscopy
images. By varying the pH of the dispersions, it was demonstrated that stable particle
formation occurred at pH 9-10, whereas complexation at pH 5 led to immediate precipitation
upon polymer mixing due to differences in charge density under each condition. The study
varying the PEI to PC ratio, at pH 5, showed a balance between positive and negative charges
(Z = +/-) as the key parameter to determine whether stable complexes or precipitates are
formed. Complex samples were prepared by conductometric titration of PC with a PEI
dispersion diluted tenfold, and with PEI:PC mass ratios ranging from 1:189 to 1:2. Zeta
potential measurements showed a decrease in surface charge magnitude with increasing PEI
content in the complexes. Up to a PEL:PC ratio of 1:9 (Z = 1), the stable colloidal dispersions
exhibited a charge of —9.8 mV and a hydrodynamic diameter of 520 nm. From a ratio 1:8 (Z
> 1) onwards, the prepared complexes immediately precipitated upon polymer mixing.
Quantification of PC in the supernatant of these complexes revealed that, from a 1:9 ratio
onward, PC was saturated with PEI, reaching a maximum PC incorporation into the
complexes and 100% mass yield relative to the total polymer mass used in the preparation.
The stability of PEI:PC complexes at ratios of 1:44 (Z =0.2), 1:14 (Z=0.6), and 1:8 (Z =
1.2) was investigated over seven days. FTIR spectra of the complexes showed variations
after this period, particularly in the bands corresponding to the -COO~ group, which is
directly involved in the interaction with PEIL. Simultaneously, a reduction in the surface
charge magnitude of the complexes was observed, along with morphological changes in the
aggregates, as evidenced by SEM images. Thus, this work aimed to contribute to the
understanding of electrostatic complexation and the effects of different parameters on this
process.

Keywords:  polyelectrolyte  complexes, complex coacervation, citric  pectin,
polyethyleneimine, polymeric materials.
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1. INTRODUCAO

O progresso no desenvolvimento de materiais poliméricos depende da compreensao
das interagdes intra- e intermoleculares que determinam sua estrutura e propriedades. Dentre
essas interagdes, a complexagao polieletrolitica - um fendmeno impulsionado pela atragao
entre coloides carregados - se destaca como uma abordagem mais “verde”, pois ocorre
espontaneamente em meio aquoso. O fenomeno de complexacao polieletrolitica desempenha
um papel importante na organizagdo de polieletrolitos em estruturas ordenadas, as quais
apresentam aplicacdes promissoras em diversas areas, desde biotecnologia até engenharia
de materiais [1].

A atragdo eletrostatica entre polimeros de cargas opostas resulta na formacgao de
complexos polieletroliticos (PECs) em dispersao, processo governado por fatores entalpico,
da atragdo coulombiana, e entropico, da liberacdo dos contra-ions dos polieletrélitos [2,3].
A estabilidade e as propriedades finais desses sistemas sao altamente sensiveis as condi¢des
experimentais, especialmente aquelas que influenciam a densidade de carga dos
polieletrolitos e, consequentemente, a complexacao das espécies. Estudos mostram que o pH
¢ fator chave na otimizacdo desse processo [4], sendo essencial compreender seu impacto
nos grupos ionizaveis dos polimeros. A variacao de condi¢des como pH e forga idnica, além
da concentra¢do, natureza e tamanho dos polimeros, possibilita a modulacdo das
propriedades dos materiais provenientes de PECs. A investigagdo desses parametros
viabiliza a sua aplicacdo em diferentes contextos. As matrizes poliméricas dos PECs sdo
capazes de encapsular biomoléculas, farmacos, enzimas e outras substancias, além de
oferecer uma forma de proteger os ativos e controlar sua liberagdo [5].

Para os diversos usos dos PECs, ¢ comum empregar polimeros sintéticos, cujas
propriedades sdo bem conhecidas e facilmente controladas. No entanto, aplicagdes que
requerem biocompatibilidade tendem a favorecer o uso de polimeros naturais, que muitas
vezes possuem essa caracteristica de forma intrinseca. A utilizacdo dos polimeros naturais
reduz impacto ambiental em relagdo ao uso de polimeros sintéticos, visto que podem ser
obtidos de forma sustentdvel através da exploracdo de recursos renovaveis [6]. Por outro
lado, seu uso enfrenta desafios significativos, como a variabilidade estrutural entre diferentes
fontes e lotes, a dificuldade de controle sobre suas propriedades fisico-quimicas e as
limitagdes na escalabilidade dos processos industriais. Essas barreiras frequentemente
tornam os polimeros naturais menos previsiveis do que os sintéticos, dificultando sua

aplicagdo em larga escala.
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A complexagdo polieletrolitica entre a pectina citrica (PC), um polimero natural, e
poli(etilenoimina) (PEI), um polimero sintético, foi objeto de estudo deste trabalho. Por
apresentarem densidade de cargas opostas, a interacao eletrostatica entre os dois polimeros
leva a formac¢do de um PEC. A pectina ¢ um polissacarideo que pode ser extraida da casca
de frutas citricas. Esse polimero tem carater biodegradavel e baixa toxicidade que
possibilitam sua aplicagdo nos setores alimenticio e biomédico [7]. Em valores de pH acima
do seu pKa, os grupos funcionais de acido carboxilico presentes na PC podem ser
desprotonados, conferindo ao polimero uma carga negativa. A PEI ¢ um polimero sintético
explorado no campo de terapia genética devido a sua capacidade de formar complexos com
o DNA [8]. Esses complexos sdo formados via interagdes eletrostaticas entre grupos fosfato
do DNA e grupos amina presentes na PEI, os quais permanecem protonados por uma larga
faixa de pH.

A combinacao das propriedades da pectina com o potencial de complexagdo da PEI
oferece um caminho interessante para o desenvolvimento de materiais. E possivel encontrar
na literatura alguns trabalhos que mencionam o uso conjunto da pectina e da PEI de forma
indireta, promovendo a ligagdo da pectina com uma molécula que, por sua vez, ¢ ligada a
PEI [9], e de forma direta, onde evidencia-se a interagdo do tipo eletrostatica entre PEI e PC.
No trabalho de Das e colaboradores foram produzidos beads de pectina, através da
gelificagdo com ions calcio e reticulagdo com a PEI para entrega de um farmaco direcionada
para a regido do cdlon. Foram encontradas condigdes de concentragdes de PEI e valores de
pH que geraram beads capazes de proteger o principio ativo encapsulado, o que ocorreu pelo
fortalecimento da matriz de pectina na presenga da PEI através da complexacao
polieletrolitica entre os polimeros [10]. Em outro trabalho, a atracdo entre os grupos amino
e carboxila também possibilitou o revestimento por meio de adsorgao eletrostatica da pectina
em fibras carregadas com oleo essencial e modificadas com a PEI [11]. As membranas
resultantes apresentaram atividade antibacteriana em vista da liberacdo do 6leo essencial
induzida pela decomposi¢ao do revestimento de pectina por enzimas.

Embora a complexacgdo polieletrolitica tenha uma origem aparentemente simples,
baseada na atracdo entre cargas, ela apresenta desafios relacionados a sensibilidade as
condigdes ambientais e a compatibilidade entre os polimeros utilizados. Este trabalho se
propos a estudar o comportamento de complexacao e entender se, por meio desse processo,
¢ possivel produzir materiais com propriedades ajustaveis. Por meio de uma investigagao
detalhada da interacdo entre os polieletrolitos e da avaliacdo dos efeitos de diferentes

parametros sobre a complexagao polieletrolitica. Esse estudo demonstra que a complexacgao
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ndo ¢ um processo trivial. A compreensdao do mecanismo de formagdo dos complexos ¢é
fundamental para determinar as condigdes necessarias a producdo de materiais com
estruturas e propriedades especificas. Um estudo fisico-quimico da associagdo entre PC e
PEI foi realizado, utilizando-os como modelo para investigar a formac¢do de complexos
polieletroliticos, buscando compreender a relacdo entre as interagdes intermoleculares ¢ o
desempenho macroscopico de PECs. Além disso, o uso de PC e PEI teve como objetivo
explorar as potencialidades desses polimeros, uma vez que foram pouco trabalhados em

conjunto.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Complexacgio polieletrolitica

A complexacao polieletrolitica ¢ uma interagdo supramolecular ndo covalente entre
polieletrolitos de cargas opostas. Esse processo tem origem na atragdo eletrostatica entre as
espécies negativas e positivas, mas também ¢ favorecida pela variagao de entropia associada
a liberacdo dos contra-ions das espécies isoladas. A partir da complexacao polieletrolitica ¢
possivel obter materiais diversos com diferentes tamanhos, morfologias, tipos e quantidade
de grupos funcionais através da variagao das condigdes no preparo do complexo como tipo
de solvente, forca i06nica, quantidade de contra-ions, pH, hidratacao e temperatura [1].

Dispersoes de polieletrolitos sdo sistemas coloidais, ou seja, sistemas heterogéneos
onde o polimero (fase dispersa) ¢ solvatado pelas moléculas do solvente e ions presentes na
solucdo (fase dispersante). Isolados, os polieletrolitos sdo envoltos por uma dupla camada
elétrica, constituida de uma camada de contra-ions fortemente adsorvidos a superficie da
particula (camada de Stern) e uma camada difusa, onde os fons sdo atraidos pela carga
superficial da particula, mas ndo estdo tdo fortemente ligados [12]. Ao misturar dispersdes
de polication e polianion, tem-se a formag¢do de um complexo polieletrolitico (PEC),
acompanhada do rearranjo dos contra-ions antes adsorvidos aos polieletrolitos, como mostra

a Figura 1.
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Figura 1. Representagdes da complexacao polieletrolitica: A) AHpce € a entalpia envolvida na formagao da
dupla camada elétrica (DCE), AHps € a energia do pareamento dos polieletrolitos e AHpec € a entalpia de
formacgao do PEC. Durante a formacao do PEC, interagdes eletrostaticas entre grupos carregados dos polimeros
e contra-ions sdo substituidas pela atrag@o entre os polieletrolitos (B). Fonte: Adaptado de [13].

A atracdo eletrostatica entre os polieletrdlitos € um processo, no geral, favorecido
pela variagdo de entalpia até ser atingida a condi¢do equimolar das cargas positivas e
negativas [13]. O rearranjo dos contra-ions promove a liberacdo de ions antes confinados em
uma camada ordenada e a imobilizagdo da macromolécula no PEC. A variagdo entrdpica da
troca i6nica da camada de ions inicialmente adsorvida por um macro-ion (polieletrolito)

pode ser descrita pela Equagado 1, onde AS ¢ a variagdo de entropia:
AS = S;,n(livre) — S;on(adsorvido) + Spmacro—ion(@dsorvido) — Spmacro—ion (livre) (1)

Polieletrolitos de cadeia longa (macro-ions) sdo muito maiores que os contra-ions, portanto,
a perda de entropia pelo macro-ion ¢ muito menor que o ganho dos contra-ions (ASion >>
ASmacro-ion), fazendo com que a complexacao polieletrolitica seja favorecida entropicamente
(AS > 0) [13].

Dada a contribui¢ao dos contra-ions para a complexacdo eletrostatica, torna-se

evidente que a forca idnica ¢ um parametro determinante no balango energético do processo.



21

Em baixa for¢a idnica, a concentragdo de contra-ions da dupla camada elétrica ¢
comparativamente muito maior que a concentragdo na solu¢do. O ganho entropico da
liberacao desses contra-ions durante a complexagao ¢ maior do que na condi¢do em que a
concentragdo de sal na solugdo ja ¢ elevada (alta forca idnica).

A forga idnica também exercera influéncia sob a entalpia do sistema; em baixa
concentragdo salina, a dupla camada elétrica dos polieletrdlitos isolados apresentara poucos
contra-ions (comparado com a condicao de alta forca idnica), fazendo com que a energia
eletrostatica do sistema diminua consideravelmente com a complexacao dos polimeros. A
reducdo da energia eletrostatica faz da complexagdo um processo exotérmico, que ¢ o
contrario do que acontece em forga i6nica elevada. Nesse caso, a dupla camada elétrica ¢
compacta, e a energia perdida com a liberagdo de ions durante a complexagdo ndo ¢
totalmente compensada pela formacao de novos pares i0nicos entre os polieletrolitos. Como
resultado, pode haver um aumento na energia total do sistema, caracterizando a complexagao

como um processo endotérmico [14]. A Figura 2 resume o efeito da forca idnica

(concentracao de sal) sob os parametros termodinadmicos.

Exo-

|

Endo- | Sem complexos
térmico !
I

térmico
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Concentracao

-TAS de sal

Figura 2. Influéncia da concentragdo de sal nos pardmetros termodinamicos entalpia (AH), entropia (-TAS) e
energia livre (AG), na formagao de complexos. Fonte: Adaptado de [14].

A separacdo de fase liquido-liquido derivada da complexagdo entre os
polieletrolitos ¢ chamada de coacervagdo complexa, na qual a fase rica em polimero ¢
chamada de coacervado [5]. A fase coacervada ¢ caracterizada por ser um sistema no qual
cada cadeia polimérica pode interagir com varias outras cadeias de forma dinamica, podendo
ser substituidas por outras interacdes ao longo do tempo [15]. A coacervagdo tende a correr
quando os polieletrélitos interagem em razao equimolar de cargas, nas condi¢des em que a
complexacdo ¢ mais efetiva. Quando as cargas nao estdo equilibradas, ou seja, hd uma carga

na superficie residual, a forma¢do de complexos soluveis ¢ favorecida no lugar de uma
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separagdo de fase macroscopica. Por outro lado, quando a interagdo no par ¢ muito forte,
como no caso de polieletrolitos com elevada densidade de carga em meio de baixa forca
i0nica, ndo ha contra-ions suficientes para balancear a forte atragao eletrostatica, resultando

na formacao de um complexo fora do equilibrio termodinamico [14].
2.2 Forgas intermoleculares entre polieletrolitos

A formacao de pares polieletroliticos se da através de interacdes ndo-covalentes que
desempenham papel importante na formagdao de estruturas supramoleculares. Essas
interagdes atuam em distancias de angstrons a nandmetros, e interferem na automontagem
de materiais, no processo de adesao em superficies e na estabilizagdo coloidal [16].

Sistemas de polieletrdlitos sdo governados principalmente por forgas eletrostaticas,
que podem ser descritas pela teoria de Deryagin—Landau—Verwey—Overbeek (DLVO), a
qual determina o balanco entre forgas atrativas e repulsivas dependente da distancia de
separacao dos objetos coloidais. Essa teoria considera a repulsdo eletrostatica derivada da
formacao da dupla camada elétrica, que € equilibrada pelas forcas atrativas de van der Waals.
De modo geral, quando a forca resultante € atrativa, a agregagao dos coloides ¢ favorecida,
enquanto uma forca repulsiva contribui para a estabilidade do sistema [12].

Além da atragdo eletrostatica, outras interagdes ndo covalentes menos fortes
também exercem influéncia sob polieletrolitos. Liga¢des de hidrogénio sdo interagdes do
tipo dipolo-dipolo que ocorrem entre atomos eletronegativos com par de elétrons isolado e
hidrogénios polarizados ligados a elementos eletronegativos. Essas ligagdes sdo de maior
magnitude que outras interagdes intermoleculares e, ao superar a repulsao eletrostatica e
efeito estérico que manteriam as moléculas separadas, favorecem estruturas automontadas
[17]. Esse tipo de interagdo ¢ capaz de fornecer direcionalidade para estruturas coloidais por
acontecer em sitios especificos nas moléculas. Um bom exemplo disso estd na formacao da
dupla hélice do DNA, cuja estrutura ¢ organizada por ligacdes de hidrogénio entre pares de
bases e interagdes m-m entre os anéis aromaticos das bases nitrogenadas

Polissacarideos possuem em grupos funcionais polares como hidroxilas e/ou
carboxilas, que formam ligacdes de hidrogénio intra- e intermolecular orientando as cadeias
poliméricas. Em moléculas de celulose, por exemplo, os grupos hidroxila e os dtomos de
hidrogénio de cadeias adjacentes estabelecem ligacdes de hidrogénio, promovendo o
empacotamento das estruturas poliméricas. Esse processo leva a automontagem em fibrilas,
que se agregam para formar microfibrilas maiores, compondo a estrutura hierarquica da

celulose [18].
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Outro possivel tipo de forga atrativa entre cadeias poliméricas dispersas em solvente
aquoso sdo as interagdes hidrofobicas. Quando uma molécula apolar ¢ dispersa em agua, as
ligacdes de hidrogénio do solvente sdo perturbadas, levando a reorganizacao das moléculas
de 4gua em uma camada de solvatagdo ordenada ao redor da molécula apolar. Essa
organizag¢do reduz a entropia do sistema e, para minimizar esse efeito, as moléculas apolares
tendem a se agrupar, formando agregados que diminuem a camada de solvatacdo. Assim,
moléculas de 4gua sdo liberadas e recuperam parte da entropia perdida [17]. Essa interagao
¢ responsavel, por exemplo, pela formagao de estrutura terciaria de proteinas através do
enovelamento, pela automontagem de micelas, vesiculas e membranas, entre outras
estruturas [16].

O trabalho de Peng e colaboradores [19] demonstra que, no par composto por PEI
e acido tidctico (TA), ha contribuicdo da atracdo eletrostatica entre grupos amino da PEI e
carboxilato do TA para formacao de coacervados, mas também de ligagdes de hidrogénio e
interacoes hidrofobicas (Figura 3). Com o tempo, essas interacdes sdo intensificadas, o que
altera as propriedades dos coacervados, que evoluem de uma suspensao que sofre separagao
de fase até formacdo de um hidrogel.

Interagdo eletrostatica
ou ligagdo de hidrogénio 7
/

Y

;NT*; R [

p———————————

‘.\\.-‘g=070/ﬂ_/_ ! Cd
Interacio hidrofdbica % ¥ &\
PEI () Nl
@ §yon , 4 .
.@4:-‘():: Mistura Centrifugagio Tempo
ou tempo
TA
Suspensido PEI/TA Coacervado PEI/TA Hidrogel PEI/'TA

Figura 3. Coacervagao complexa da PEI com acido tiéctico (TA). Fonte: Adaptado de [19].

Quando se trabalha com PECs, ¢ essencial compreender como as interagdes
intermoleculares podem influenciar sua formagao e evolugdo ao longo do tempo, bem como
sua resposta a mudangas nas condi¢cdes do sistema. Fatores como pH, forga idnica e
temperatura afetam diretamente os polieletrdlitos, modulando suas interacdes e,
consequentemente, a organizacdo do complexo. Além disso, a presenga de interagdes nao
covalentes faz com que PECs sejam sistemas dindmicos e modulaveis, uma vez que sao

interagdes reversiveis.



24

2.3 Fatores que afetam sistemas de polieletrolitos

Condigdes experimentais da complexagdo polieletrolitica como pH, forga idnica,
temperatura, método e ordem de mistura dos polimeros, tipo de agitagdo e razdo
massica/molar entre os polieletrolitos, além das caracteristicas intrinsecas dos polimeros,
como massa molar, estrutura quimica e densidade de carga, determinam as propriedades
fisico-quimicas do complexo polieletrolitico. Considerando esses fatores e o fato de que a
atracdo eletrostatica ¢ a forca motriz da complexacdo, os PECs podem ser preparados, na
pratica, pela simples mistura de uma dispersdao polimérica em outra. Esse processo pode
seguir duas abordagens principais:

e Mistura direta de polieletrdlitos carregados: Nesse caso, os polimeros sdo
previamente ajustados as condi¢des de pH e forca idnica que maximizam sua
densidade de carga, garantindo interacdes eletrostaticas mais eficientes.

e Inducdo da complexacdo apds a mistura: Aqui, as dispersdes poliméricas sao
inicialmente combinadas e, em seguida, as condi¢des do meio (como pH e forga
i6nica) sdo modificadas para promover a ionizagdo dos polieletrolitos e,
consequentemente, a formacao do complexo.

Ambas as estratégias oferecem vantagens dependendo do sistema em estudo e dos
requisitos desejados para o material final. A seguir, serd feita uma breve revisdao de como

PECs podem ser produzidos e como alguns fatores afetam esses sistemas.
2.3.1 Potencial hidrogenionico (pH)

A formagdo de um complexo polieletrolitico requer que as espécies estejam
carregadas, uma vez que ¢ impulsionada pela atragdo eletrostatica entre elas. No caso de
polieletrélitos com grupos acidos ou bésicos, o grau de ionizagao depende do pH da solugao.
Por exemplo, um polimero com grupos de carboxila como a pectina apresentara carga na
condicdo em que pH > pKa, na qual os grupos funcionais estdo majoritariamente
desprotonados. Ja em proteinas, a presenca de dois grupos funcionais ionizaveis — carboxilas
e aminas — faz com que a macromolécula assuma carga total positiva, negativa ou neutra em
faixas distintas de pH, que dependem do pKa de cada grupo. Assim, a otimizagdo desse
parametro se mostra essencial para favorecer a complexacdo polieletrolitica entre dois
polieletrolitos, como demonstrado pela combinacao de gelatina, uma proteina, com goma
arabica, um polissacarideo obtido a partir da seiva de arvores Acacia [4]. Coacervados
derivados dessa combinacdo foram preparados misturando, sob agitacdo, dispersdes 2,5%

(m v'") dos polimeros no mesmo volume. O pH da mistura foi ajustado para a condigdio 6tima



25

de complexagdo para o par polieletrolitico em questdo, resultando na formacdo de
coacervados micrométricos identificados no precipitado apos resfriamento da mistura. A
variacdo dessa condi¢do em sistemas de complexos polieletroliticos pode promover a
neutralizacdo das cadeias poliméricas, 0 que minimiza a atracdo entre os polimeros. O
complexo ndo necessariamente ¢ desfeito, mas sua composicdo muda devido a saida de
cadeias neutralizadas do PEC. Essa mudanca na propor¢do entre os polimeros ¢ um fator

importante que determina algumas propriedades do material final [1].
2.3.2 Forg¢a ionica

A forca i6nica, de forma semelhante ao pH, também afeta o balan¢o de cargas do
complexo, pois contra-ions podem neutralizar a carga dos polieletrolitos. A adicao de sal
promove uma separagdo gradual das cadeias poliméricas, até uma condi¢do na qual o
complexo ¢ completamente dissociado [20,21]. O esquema da Figura 4 mostra a transi¢ao
de um PEC na fase solida para fase liquida diluida com aumento da quantidade do sal (KBr).
Inicialmente, o PEC foi sintetizado misturando, sob agitacdo, dispersoes de polication e
polianion preparadas em baixa forga ionica, resultando na precipitagdo de um solido. Esse
solido foi lavado para remover completamente o sal e, depois de liofilizado, disperso
novamente em solu¢do com elevada concentracdo de KBr, dissolvendo o PEC (solucao na
Figura 4). Através de adigdes de agua, a concentracdo de KBr diminui, favorecendo a
formagdo do coacervado pela separacao de fases liquido-liquido. Essa reversibilidade ¢ uma
caracteristica derivada da dependéncia com as condi¢des do meio e permite que PECs sejam

sensiveis a variaveis externas e ajustaveis.
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Figura 4. Esquema do efeito da for¢a idnica em complexo polieletrolitico, que comega como solido (a
esquerda), passando para coacervado/liquido elastico, até solucdo/liquido (a direita) com aumento da
concentragdo molar de KBr. Fonte: Adaptado de [21].
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2.3.3 Razao entre polication e polidnion

No estudo realizado por Li e colaboradores [22] foi demonstrado que interagdes
fracas entre polimeros de cargas opostas geram coacervados com caracteristicas de liquido.
Por outro lado, pares fortemente complexados formam agregados solidos parecidos com
precipitados. PECs foram preparados misturando volumes diferentes de dispersdes de
polication e polianion na mesma concentragdo, sob agitacdo, para atingir diferentes razdes
entre carga negativa e positiva ([-]/[+]). Dois pares de PECs foram sintetizados com o
mesmo polication PDDA, mas polidnions com diferentes graus de hidrofilicidade. Na Figura
5, € possivel observar que na condi¢do [—]/[+] = 1, o par PDDA/PSS apresenta precipitados
solidos, o que sugere que a for¢a de interacdo entre eles ¢ forte o suficiente para levar a
sedimentacdo dos complexos em vez de formar goticulas dispersas, como em PDDA/PAA.
Nesse ultimo, a condigdo equimolar de cargas e o carater hidrofilico do PAA favorece a
transicao liquido-liquido de fases, formando coacervados. Esse estudo mostra que tanto a
natureza dos polieletrdlitos quanto a razao das cargas positivas e negativas do sistema afetam

a ordem da forca da atracdo eletrostatica e, consequentemente, as propriedades dos PECs.
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Figura 5. PECs de cloreto de poli(dialildimetilamonio) (PDDA) e acido poliacrilico (PAA), a esquerda,
apresentam caracteristicas de liquido, enquanto de PDDA com écido poli(4-estireno sulfonico) (PSS), a direita,
apresentam aspecto de solido. Em ambos, o polidnion estd indicado em preto e o polication em vermelho, e
acima dos tubos de ensaio, estdo representados os valores de Z ([-]/[+]) Fonte: Adaptado de [22].
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2.4 Pectina citrica

A pectina citrica (PC) ¢ obtida industrialmente a partir de residuos alimenticios
como cascas e bagaco de frutas citricas como o maracuja, maca e abacaxi [23]. A obteng¢do
da pectina pode ser feita por métodos convencionais de extragdo, com auxilio de acidos,
bases e agentes quelantes, como também por métodos de tecnologia mais avangada, com
enzimas, ultrassonicagdo, alta pressdo, entre outros [24]. A pectina extraida da casca do
maracuja tem destaque no contexto brasileiro, uma vez que o Brasil ¢ o maior produtor
mundial dessa fruta, segundo o censo do IBGE de 2022. Com a produgdo de maracuja em
2022 atingindo quase 700 mil toneladas, e considerando que a casca representa
aproximadamente 50% do peso da fruta [25], € evidente que h4d uma abundancia de matéria-
prima disponivel para a producdo de pectina de maracuja.

A pectina ¢ um polimero natural que faz parte da composi¢@o primaria da parede
celular de plantas, juntamente da celulose e hemicelulose. Trata-se de um polissacarideo cuja
estrutura complexa confere propriedades bioquimicas importantes para funcdes bioldgicas,
além de ser elemento chave na estrutura das plantas [26]. A estrutura quimica desse
polissacarideo pode ser resumida em trés regides em ordem de contribui¢do para a estrutura
(Figura 6 A): homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana I (RG-I) e ramnogalacturonana
II (RG-II). A regido HG corresponde a maior parte da pectina, e € constituida de cadeia
homopolimérica sem ramificacdes de unidades de dcido D-galacturonico (GalA) conectadas
através de ligagdes a-1,4 glicosidicas (Figura 6 B). A regido RG-I ¢ composta de cadeia
principal de dissacarideos (GalA e ramnose) altamente ramificada com glucanas, enquanto
a RG-II possui o mesmo esqueleto que a HG (unidades repetidas de GalA) ligado a uma

variedade de heterooligossacarideos [23].
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Figura 6. Estrutura quimica da pectina citrica: A) representagdo convencional da cadeia péctica, onde os
circulos vermelhos representam unidades de GalA e os restantes as ramificacdes. Fonte: Adaptado de [23]. B)
unidades de acido D-galacturdnico (GalA) com metil esterificacdo. Fonte: A Autora, 2024.

A presenca de grupos hidroxila e carboxila conferem carater hidrofilico a pectina.
Em dispersdo aquosa, esse polimero adquire carga negativa quando as carboxilas sdo
desprotonadas em pH acima de seu pKa, cujo valor ¢ de aproximadamente 3,5, referente ao
monomero GalA [27]. Como as carboxilas na estrutura da pectina podem estar metil
esterificadas, o grau dessa substituicdo vai influenciar a densidade de carga negativa, o que
impactard diretamente as propriedades fisico-quimicas do polimero [28,29]. Pectinas sdo
classificadas de acordo com o grau de substituicao como: low methoxyl pectin ou LMP, com
a maioria dos grupos carboxila ndo substituidos (>50% de grupos -COOH); ou como high
methoxyl pectin ou HMP, que sdo pectinas predominantemente metil esterificadas (>50% de
grupos -COOCH3). A composi¢do estrutural dessa macromolécula - contetido de acido
galacturdnico, grau de esterificacdo e composicao de agucares - ¢ dependente da matéria
prima fonte de pectina e do método de extragdo utilizado para obté-la [26]. Essas
caracteristicas do polissacarideo afetam suas propriedades fisico-quimicas, portanto a
preferéncia por pectinas LMP ou HMP, de maior ou menor massa molar, serd definida pela

aplicagdo desejada para o polimero [30].
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A conformacgdo das cadeias de pectina e seu comportamento em dispersdo aquosa
sdo derivados de sua composi¢do quimica, que constitui a estrutura primaria do polimero.
Enquanto a estrutura primaria ¢ mantida por ligacdes covalentes, as estruturas secundaria,
terciaria e quaternaria da pectina resultam das interagdes intra- ¢ intermoleculares nao
covalentes entre os grupos funcionais do polimero, bem como da presenca de contra-ions ou
agentes reticulantes [31]. As condi¢des do meio, onde estdo inseridas moléculas de pectina,
afetam sua conformacdo regulando as forgas intermoleculares. A Figura 7 traz uma
representacao das possiveis conformagdes que as cadeias de pectina podem assumir. Na
condi¢ao de pH > pKa do acido galacturonico, a ioniza¢ao dos grupos COOH gera uma carga
negativa nas cadeias de pectina, causando repulsdo eletrostatica que as mantém separadas e
estendidas. Assim, as moléculas tendem a assumir a conformacdo de random coil (novelo
aleatdrio) expandido, se houver uma boa interagdo com o solvente. J& em pH < pKa, a
repulsdo ¢ minimizada, e as cadeias poliméricas podem adotar outras conformacdes menos
estendidas. As hélices sdo estruturas secunddrias mais ordenadas, formadas a partir de
interagdes entre mondmeros da mesma cadeia, principalmente entre grupos ésteres e
carboxilas. Estruturas secundarias ddo origem as estruturas terciarias, mais complexas
tridimensionalmente, e, por fim, as estruturas quaternarias, que sao formadas da agregacao
de multiplas cadeias. Em altas concentragdes, a pectina ¢ capaz de formar redes poliméricas

€, quanto maior a concentracao de polimero, mais emaranhadas se tornam as cadeias [31,32].

Molécula isolada

K ST

Cadeia semiflexivel Cadeia tipo bastao

s i )

Hélice simples
Estrutura secundaria

o e o

*. Esqueleto HG “=. Cadeia lateral RG-I #™, Cadeia lateral RG-II & O-metil éster

Figura 7. Conformagdes da pectina. Fonte: Adaptado de [31].
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Por ser um polimero abundante, biocompativel e biodegradavel, a pectina ¢
amplamente explorada em aplicacdes biomédicas, farmacéuticas e alimenticias. Materiais a
base de pectina podem ser produzidos com propriedades variadas, de acordo com as
exigéncias de cada aplicagdo. Filmes de pectina, por exemplo, sdo empregados na produgao
de embalagens e revestimentos alimenticios. Nessa funcdo, tais materiais ajudam a prevenir
a oxidagdo e a contaminagdo por patdégenos ao combinar a pectina com bioativos
antibacterianos, preservando as propriedades nutricionais dos alimentos e prolongando sua
vida util [33]. Hidrogéis de pectina, por outro lado, sdo estruturas porosas capazes de
absorver grandes quantidades de agua em relagdo ao seu peso, sendo frequentemente
utilizados na confeccao de curativos. No Grupo de Macromoléculas e Interfaces da UFPR,
hidrogéis foram desenvolvidos para uso como fase extratora, avaliando a diferenca entre
diferentes pectinas [34]. Além disso, esses materiais podem incorporar firmacos, enzimas e
outros bioativos para controle da liberagdo dessas substancias no organismo, conferindo
propriedades cicatrizantes [35].

A gelificagdo, ou seja, a transicdo de liquido para gel (sol-gel), da pectina ¢ um
processo amplamente empregado no desenvolvimento desses materiais. Esse processo
baseia-se na reticulagdo das moléculas de pectina, que estrutura as cadeias poliméricas em
uma rede tridimensional. Métodos de reticulacao fisica se dao através de interagdes nao
covalentes — eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas — conferindo
carater reversivel a reticulacdo. Microparticulas, hidrogéis e filmes podem ser obtidos por
esse processo, que pode ser induzido tanto por cations metdlicos [36] quanto por
polieletrolitos catidnicos [37], atuando como agentes reticulantes. A gelificagdo quimica da
pectina também € possivel, o que acontece através da criacdo de ligacdes covalente entre as
cadeias poliméricas. Isso pode ser feito introduzindo reagentes que interagem com sitios
especificos da estrutura da pectina, modificando-a, por mecanismos de radical livre e
copolimerizagdo, por exemplo [38].

Além dos hidrogéis, capsulas e filmes poliméricos, os complexos polieletroliticos
representam outra classe de materiais que podem ser desenvolvidos com a pectina. A
complexacdo polieletrolitica ¢ um processo vantajoso por ser simples e eficiente, realizado
pela combinagao da pectina com polieletrolitos catidnicos em meio aquoso, dispensando o
uso de solventes organicos ou condi¢des agressivas. A associacdo da pectina com outros
polimeros naturais, como quitosana e gelatina, demonstrou excelente capacidade de formar
filmes, hidrogéis e coacervados capazes de aprisionar compostos hidrofilicos e promover a

liberagcdo modulada de ativos conforme alteracdes nas condigdes do meio em que estao
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inseridos [39]. A incorporagdo de materiais inorganicos, como argilas, também tem
ampliado as propriedades desses sistemas, conferindo maior capacidade de absorc¢ao de agua
e estabilidade estrutural [40]. Além de proteger os compostos encapsulados contra
degradacdo, os PECs de pectina podem estender a estabilidade, tempo de validade de
bioativos e mascarar odores, 0 que 0s torna promissores para aplicacdes em areas como

alimentos, cosméticos ¢ farmacéutica [41,42].
2.5 Poli(etilenoimina)

A poli(etilenoimina) (PEI) é um polimero sintético com estrutura quimica
constituida de aminas conectadas por etilenos. Suas cadeias podem apresentar diferentes
graus de ramificacdo dependendo da rota sintética utilizada, desde lineares, com aminas
primdrias e secunddrias, até altamente ramificadas, com aminas primarias, secundarias e
terciarias [43], como ilustra a Figura 8. A PEI linear apresenta uma estrutura mais regular e,
por isso, o empacotamento das moléculas ¢ mais eficiente que de cadeias ramificadas. Um
melhor empacotamento implica em disposi¢do mais ordenada das moléculas, formando-se
regides cristalinas que conferem a PEI linear maior ponto de fusdo que da PEI ramificada,
cujo empacotamento ndo ¢ tdo eficiente. Ajustando o processo de polimerizacdo, sdo

produzidas moléculas de PEI com massa molar de 800 a 1.000.000 g mol™.
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Figura 8. Estrutura quimica da poli(etilenoimina). Fonte: A Autora, 2024.

Titulagdes potenciométricas desse polieletrolito mostram que o pKa das aminas ¢
dependente da massa molar das cadeias, de serem lineares ou ramificadas e da for¢a i6nica

do meio no qual foi dispersa [43,44]. Aminas primarias, secunddrias e terciarias estao
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inseridas em diferentes ambientes quimicos, sofrendo efeito dos grupos locais na sua
proximidade. Aminas menos substituidas apresentam maior carater acido e a desprotonagao
de grupos R-NH3" (R = cadeia carbonica) tende a ser mais facil por serem mais acessiveis,
resultando na ordem: pKa (1*) < pKa (2*) < pKa (3*°) [45]. O grau de ionizagdo das
moléculas pode influenciar a conformagao adotada pela PEI o que foi discutido no trabalho
de Jain e colaboradores [46]. Os autores estudaram a automontagem da PEI em particulas
esferoidais, atribuindo esse comportamento a atracdo entre regides protonadas e
desprotonadas, distribuidas ao longo das moléculas, por meio de interagdes hidrofobicas
intra- e intermoleculares.

Por ser um polication, a PEI tem capacidade de interagir eletrostaticamente com
outras macromoléculas negativamente carregadas, possibilitando a automontagem de
complexos muito estudados no campo da terapia genética. Nesse contexto, o controle de
doencas humanas ¢ proposto através da regulagdo da expressao de genes introduzindo um
novo material genético para dentro das células. A PEI ¢ utilizada no preparo de agente
transportador de material genético, formando poliplexos (complexos poliméricos) a partir da
atracdo eletrostatica entre seus grupos amino e grupos fosfato de acidos nucleicos [47].
Poliplexos de PEI sdo desenvolvidos de maneira que o material genético seja compactado e
protegido de degradacdo. A PEI ramificada, devido a sua maior capacidade de
tamponamento, favorece a liberagdo do material genético transportado, aumentando a
eficiéncia da transfec¢do génica — processo de introdu¢do do material genético na célula.
Isso ocorre porque, ao entrar na célula (endocitose), o poliplexo ¢ incorporado por vesiculas
endossomais, cujo ambiente acido induz a protonacdo da PEIL Esse efeito leva a
desestabilizacdo e ruptura do endossomo, permitindo a liberagdo do material genético no
citoplasma [48,49].

O uso da PEI na producao de poliplexos de alta massa molar leva a melhores taxas
de transfeccdo génica, no entanto, apresentam maior citotoxicidade. A questdo da
biocompatibilidade ¢ um desafio para a utilizacao da PEI, visto que a densidade de carga
positiva € capaz de desestabilizar e até romper a membrana plasmatica das células [50]. Por
esse motivo, modificagdes sdo realizadas nas cadeias de PEI a fim de blindar os grupos
amino, ligando covalentemente a poli(etilenoglicol), polissacarideos, anticorpos,
ciclodextrinas, entre outros [49]. A funcionalizacdo da PEI com acgucares, por exemplo,
diminui significativamente sua citotoxicidade e aumenta a captagdo celular em células
cancerigenas [51]. Outra maneira de minimizar a toxicidade da PEI ¢ através da combinagdo

com polimeros naturais. No trabalho de Zhao e colaboradores [52], poliplexos de DNA e
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quitosana, um polissacarideo derivado da extracdo de quitina do exoesqueleto de crustaceos,
e revestidos com PEI para aprimorar a transfeccdo génica ndo apresentaram citotoxicidade

nos ensaios empregados.

3. OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivo geral compreender a influéncia de diversos fatores
experimentais nas propriedades de complexos polieletroliticos formados entre a pectina
citrica (PC) e a poli(etilenoimina) (PEI) ramificada. Para alcangar o objetivo geral, os
seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

e Conhecer as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas dos polimeros utilizados;

e Determinar, através de experimentos exploratorios, em quais condi¢cdes ¢
possivel verificar a formagao de complexos de PC e PEI;

e Avaliar a influéncia da concentragao salina, pH e propor¢do massica PEI:PC na
formagdo de complexos;

e Avaliar a estabilidade dos complexos formados.

Com isso, busca-se aprofundar a compreensdo dos fatores que governam a
formacdo de complexos polieletroliticos de PC e PEI, contribuindo para o avanco do
conhecimento sobre complexagao polieletrolitica. Destaca-se, em particular, a influéncia das
condi¢des do meio na formagdo e estabilidade desses complexos, aspecto crucial para a

aplicacdo de polieletrolitos no desenvolvimento de materiais poliméricos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os polimeros utilizados nesse trabalho foram adquiridos da Sigma-Aldrich®:
pectina citrica (P9135 - pectin from citrus peel), com 83% (m m™') de acido galacturénico,
grau de esterificacio de 58% e My de 485.000 g mol™! [53]; e poli(etilenoimina) ramificada,
Mi ~1.200 g mol ™' e My, ~1.300 g mol™!, concentragdo de 50% m v'! em H-O.

Todos os reagentes que foram utilizados sdo de alto grau de pureza, sendo eles:
brometo de potassio (FT-IR grade, >99% trace metals basis), acido D-(+)-galacturonico e
fenol da Sigma-Aldrich®; cloreto de potassio (74,56 g mol™), hidroxido de sodio (40,00 g
mol™) e biftalato de potassio PA (204,22 g mol™') da Biotec; fosfato de sodio dibasico anidro
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(141,96 g mol ™), fosfato de potassio monobasico anidro (136,09 g mol™!) e 4cido sulfurico
95-97% v v'! da Synth; cloreto de sodio (58,44 g mol™!) da Exodo Cientifica; 4cido cloridrico
37% v v'! da Quimica Moderna.

Em todos os experimentos foi utilizada 4gua ultrapura com resistividade controlada

em 18,2 MQ cm’!, purificada pelo sistema Millipore-Simplicity UV (Bedford, MA, USA).
4.2 Purificacio e caracterizacio dos polimeros

A purificagao da pectina comercial (PCcom) foi feita através de dialise da dispersao
polimérica contra agua ultrapura. Esse processo ¢ importante para eliminar residuos de
agucares, fragmentos de cadeia curta e outras impurezas presentes na pectina citrica, a fim
de obter amostra mais homogénea de polimero. A dispersdo de 5% (m v'') foi preparada em
agua ultrapura e deixada sob agitagdo magnética em temperatura ambiente por 24 h antes de
ser colocada em membrana Spectra/Por® 1 com corte de peso molecular (MWCO) de 6.000
a 8.000 g mol™!. Foram realizadas trocas da 4gua de didlise 3 vezes ao dia durante 2 a 3 dias,
até estabilizacdo da condutividade do banho. Em seguida, a dispersdo polimérica foi
transferida para uma placa da petri, congelada com nitrogénio liquido e, por fim, liofilizada
por aproximadamente 30 h a -54°C. Em todos os experimentos utilizou-se apenas a pectina
purificada (PC), que foi armazenada em local livre de umidade a temperatura ambiente.

A massa molar (My) da PC foi obtida pela técnica de cromatografia de exclusao
por tamanho de alta pressio (HPSEC-MALLS-RI). Uma dispersdo de pectina na
concentragdo 1 mg mL™! foi preparada em solugio de NaNO> 0,1 mol L' e azida de sédio
0,2 mg mL!, também utilizada como fase movel na mesma concentragdo. A dispersio de
PC foi filtrada antes da analise utilizando filtros de Nylon da Kasvi com tamanhos de poros
normais de 0,22 pm. As andlises foram realizadas no Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFPR, em cromatografo HPSEC com quatro colunas em série com
limites de exclusdo (7x10° Da, 4x10° Da, 8x10* Da e 5x10° Da) (Ultrahydrogel, Waters). O
cromatografo possui detectores de indice de refracdo diferencial (RI), modelo WATERS
2410 e um detector de espalhamento de luz laser com multiangulos (MALLS) WYATT
TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP com 18 canais acoplados em série. A massa molar
ponderal média (My) das pectinas foi calculada utilizando Software ASTRA versdo
4.70.07%, utilizando o valor de incremento do indice de refracdo (dn/dc) de 0,147 mL g
previamente calculado para pectinas comerciais [54].

A estrutura quimica dos polimeros foi caracterizada através de espectroscopia no

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Amostras de pectina citrica da Sigma-
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Aldrich® sem purificagdo (PCcom), pectina purificada por didlise (PC) e de
poli(etilienoimina) (PEI) foram misturadas em 100 mg de KBr para formagao de pastilhas.
Os espectros de transmissdo das pastilhas foram registrados na faixa de comprimento de
onda 4000-400 cm™ usando o Espectrometro FT-IR ALPHA II da Bruker, localizado no
Departamento de Quimica da UFPR.

As constantes de dissociacdo acida (pKa) dos polimeros PC e PEI foram
determinadas por meio de titulacdes potenciométricas acido-base, nas quais o agente
titulante foi adicionado a dispersdo polimérica para promover a desprotonacdo dos grupos
NHs* da PEI e COOH da PC. Inicialmente, dispersdes de PC 0,2% (m v') e PEI 0,02% (m
v'!) foram preparadas com solucdo de NaCl 10 mmol L' em 4gua ultrapura e deixadas sob
agitacdo por 24 h. Um volume de 15 mL de dispersdo de PC, eletrodo e sensor de temperatura
do pHmetro foram adicionados ao reator acoplado a um banho termostatizado, que manteve
a temperatura do sistema entre 25 e 26°C. Uma solucdo de NaOH 0,1 mol L*!, previamente
padronizada com solug¢do de biftalato de potdssio, foi utilizada como titulante para a
dispersao de PC. As solug¢des de titulante e de titulado foram borbulhadas com N> durante 5
min para garantir a remogao de residuos de CO; e imediatamente utilizadas. Uma solugdo
de HCI 1 mol L foi adicionada na dispersio de PC até atingir aproximadamente pH 2.
Aliquotas de titulante foram adicionadas sob agitacdo magnética, que permaneceu ligada
durante 30 s e, em seguida, em repouso por 30 s para estabilizacdo. O pH foi lido apds
estabilizacdo e novas aliquotas foram adicionadas alterando o volume de acordo com o
necessario para registrar alteragdes de pH com degraus de 0,1. Experimentos analogos foram
realizados com a dispersdo de PEI, utilizando NaOH 5% (m v'!) para aumentar pH até
aproximadamente 12 e, como titulante, uma solug¢do de HC10,1 mol L. Todas as titulagdes
foram realizadas em triplicata.

As curvas de pH em funcdo do volume de titulante foram plotadas no software
OriginPro 2021. A derivada segunda das curvas foi calculada para determinar o ponto
estequiométrico da titulagdo, encontrado no ponto de inflexdo do grafico. O valor de pKa
equivale ao pH da dispersdo onde o volume de titulante ¢ igual a metade do volume do ponto
estequiométrico. E importante ressaltar que os valores de pKa dos polieletrolitos sdo
dependentes da concentracao de polimero e de sal presentes na dispersdao que esta sendo
titulada.

O grau de esterificacdo (GE) da pectina foi determinado segundo descrito por Pan
e colaboradores [55], através dos espectros de FTIR. A partir das areas das bandas

correspondentes aos grupos carboxilico metil esterificado (proximo de 1750 cm™ -
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COOCH:3) e ndo esterificado (proximo de 1630 cm™ -COOH), a Equagio 2 foi utilizada para

calcular o GE. As areas das bandas foram determinadas no software OriginPro 2021.

Area 1750 cm™1

GE = |— -
(Area 1750 cm~1 + Area 1630 cm™1)

X 100% (2)

O potencial zeta e tamanho (didmetro hidrodinamico) das dispersdes de PC 0,2%
(m v'!") preparada em PBS 10 mmol L (pH 5) e de PEI 0,02% (m v'') em PBS 10 mmol L
' (pH 5, corrigido com HCI 1 mol L) foram medidos através de técnicas de espalhamento

de luz que serao descritas no item 4.4.
4.3 Preparo dos complexos de PC e PEI
4.3.1 Avaliacao do método de adicao

Segundo o estudo de da Silva e colaboradores [56], as propriedades dos complexos
polieletroliticos sdo influenciadas pela velocidade e a ordem de adi¢do de uma dispersao
polimérica a outra. Portanto, a coacervacdo complexa de PC e PEI foi investigada,
inicialmente, em funcdo do método de mistura dos polimeros: adi¢do lenta a 100 pL min!
com a bomba de seringa sob agitacdo magnética (500 rpm) e adi¢do rapida com mistura no
vortex.

Dispersdes de PC 0,2 % (m m™) e PEI 0,2% (m m™") foram preparadas em 4gua
ultrapura e deixadas sob agitacdo magnética por 24 h a temperatura ambiente. As dispersoes
de PC e PEI foram preparadas de modo que a concentragao final de polimero nas misturas
fosse de aproximadamente 2 mg mL™'. Essa escolha, baseada em estudos da literatura
[41,56], visa manter a concentragdo baixa o suficiente para evitar a reticulagdo macroscopica
dos polimeros, favorecendo a formagao de estruturas coloidais. Assim, volumes iguais de
PC e PEI foram misturados através de dois métodos de agitacdo, como ilustrado na Figura
9. O método do vortex se trata da adi¢ao rapida de 50 pL das dispersdes com agitacdo no
vortex durante 1 min, enquanto o método da bomba de seringa consiste na adi¢ao lenta de 1
mL das dispersdes a 100 pL min™! controlada por bomba de seringa, sob agitagio magnética
a 500 rpm, a qual foi mantida durante 30 min ap6s término da adi¢cdo. Nos dois métodos
foram aplicadas as ordens de adi¢gdo PC/PEI (PC adicionada a PEI) e PEI/PC (PEI adicionada
a PC).
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Método do vortex Método da bomba de seringa
50 uL PC 50 uL PEI
0,2% (m/m) uL 1 mL PC

0,2% (m/m) 0.2% (m/m)
\ / ) M 1mLPEI

E 0,2% (m/m)
CE=
L=

SRS

30 min em agitagdo magnética apos adigdo

— C |
Vadigao = 0,1 mL min

60 s de agita¢do
em vortex

Figura 9. Esquema dos métodos utilizados para complexacao de PC e PEI Fonte: A Autora, 2024.

4.3.2 Avaliacao da forca ionica

Dispersdes de PC 0,2 % (m m™') e PEI 0,2% (m m™") foram preparadas em 4gua
ultrapura e em solugdes de KCI 1, 10 e 100 mmol L', deixadas em agitagio magnética por
24 h a temperatura ambiente. Posteriormente, as dispersdes foram combinadas por adicao a
0,2 mL min! (método da bomba de seringa), sob agitagdo magnética de 500 rpm. Apos
término da adic¢do, as dispersdes foram mantidas sob agitacdo leve por mais 30 min. As
adi¢des foram feitas na ordem PC a PEI (PC/PEI) e PEI a PC (PEI/PC). A forca i6nica foi
calculada utilizando a Equag¢do 3 [57], onde [K'] e [CI'] sdo as concentragdes molares de
potassio e cloreto, respectivamente. Por se tratam de eletrolitos de carga simples (1, em

modulo), a forca i6nica € igual a sua concentragao molar total.
1
Forga ibnica = pu = E([KJ'](l)2 + [CI71(-1D?) (3)

4.3.3 Avaliacao do pH

A PC ¢ um polimero com grupos de acido carboxilico que sdo desprotonados a
medida em que o valor de pH aumenta, gerando grupos COO™ negativamente carregados. A
PEI, por outro lado, possui aminas em sua estrutura que podem ser protonadas, adquirindo
carga positiva (NH3") com a diminui¢do do pH. Dessa forma, deve existir um valor de pH
ideal para coacervagdo, intermedidrio entre o pKa dos dois polimeros, onde se tem
majoritariamente moléculas carregadas.

Essa condicao pode ser prevista determinando o grau de ionizagao dos grupos
carboxila e amina (COO™ na PC e NH3" na PEI) a partir do pKa dos polieletrélitos, plotando

um grafico de distribuicdo das espécies em funcao do pH. Aqui, assumiu-se que ambas PC
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e PEI se comportam como acidos fracos com apenas um tipo de hidrogénio, ou seja, apenas
um valor de pKa. Ao realizar a titulacdo potenciométrica dos polimeros (item 4.2), foi
verificado, através do célculo da segunda derivada, que a PC possui s6 um valor de pKa,
enquanto a PEI apresentou mais de um valor. No entanto, considerou-se apenas o primeiro
pKa, pois, em valores de pH < pKai, garante-se que a PEI esta majoritariamente protonada.
Assim, os pHs das dispersdes poliméricas podem ser descritos pela equagdo de Henderson-

Hasselbalch (Equacgdes 4 ¢ 5):

PC - COOH = PC — CO0O~ + H* PEI — NHf = PEI — NH, + H*

[PEI — NH,]

[PC — C007] H = pKa + log ——— 2
PE = PRA T 0 T pr — NH, ™

(5)
[PC — COOH] )

pH = pKa + log

A partir disso, as fragdes ionizada e ndo ionizada da PC (Equagdes 3.1 e 3.2) e da PEI

(Equagdes 4.1 e 4.2) podem ser calculadas:

1 1
Xpc-coo~ = 1 + 10®@Kapc—pH) (4.1) XPEI-NH} = 10@H-PKapeD + | (5.1)
Xpc-coon =1 = Xpc—coo- (4.2) Xper-nH, = 1= Xppr-nng (5.2)

Nessa etapa do projeto, foram utilizados valores encontrados na literatura de pKapc
= 3,5 [27] para a PC e pKapg1 = 7,6 para a PEI [44]. A PEI ramificada possui aminas
terciarias, secundarias e primarias, mas, para essa determinagao, considerou-se apenas o pKa
aparente. Esse ¢ o valor definido como o pH no ponto de meia neutralizacdo e depende da
massa molar do polimero [44]. Conforme representado na Figura 10, a regido apontada pela
barra azul delimita a faixa de pH onde h4 maior disponibilidade das espécies PC-COO™ e
PEI-NH3". Essa regido de quantidade maxima de grupos ionizados deve ser a condi¢do 6tima

de pH para formacao dos coacervados [4].
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Figura 10. Perfil de distribui¢do das espécies carregadas e neutras de PC e PEI em fungdo do pH. Fonte: A
Autora, 2024.

Experimentos controlando o pH foram realizados para avaliar o efeito dessa condi¢ao
na complexagio entre PC e PEI Dispersdes poliméricas foram preparadas a 0,2% (m v!)
utilizando solugdo de KCI 10 mmol L como solvente. As amostras foram preparadas
usando o método da bomba de seringa, adicionando os polimeros na propor¢ao massica 1:1
e alterando a ordem de adicao (PC/PEI e PEI/PC), e adicionando as dispersdes poliméricas
uma na outra rapidamente. As dispersdes foram acidificadas adicionando solu¢dao de HCI 1
mol L!. Os experimentos foram conduzidos de trés formas:
a) O pH das dispersoes foi ajustado antes da adi¢ao lenta sob agitacdo magnética dos
polimeros com fluxo controlado de 0,2 mL min™! (amostras com indice “a”);
b) O pH das dispersdes foi ajustado apds adicdo lenta sob agitagdo magnética dos
polimeros com fluxo controlado de 0,2 mL min™' (amostras com indice “d”);
c) O pH das dispersoes foi ajustado apos adigcdo rapida dos polimeros (amostras com
indice “1”).

Também foram preparadas amostras controle sem ajuste de pH para comparagao,
aplicando o método de adicao lenta e rapida. Posteriormente, para melhor controle do pH,
foi também utilizado como solvente o tampao PBS nos métodos (a) e (¢) mencionados acima.
As amostras denominadas com indice “PBS” produzidas em tampao foram comparadas com
as produzidas em solu¢do de KCl. O tampdo PBS de pH 5,2 a 10 mmol L™ foi preparado
adicionando-se 0,3230 g de KH2PO4 e 0,0054 g de Na,HPO4 em 250 mL de dgua ultrapura.
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O pH das dispersdes poliméricas em PBS também foi ajustado com HCI 1 mol L' quando

necessario.
4.3.4 Avaliacao da proporc¢ao entre polimeros na complexaciao

Para avaliar como a proporc¢do entre os polimeros PC e PEI afeta a formagdo de
complexos, foi realizada uma titulacdo condutométrica que consistiu em titular uma
dispersdao de PC com uma dispersdo de PEI acompanhando a condutividade da dispersdo
titulada.

Foram preparados 20 mL de PC 0,2% (m v!) e 50 mL de PEI 0,02% (m v'!) em
tampao PBS 10 mmol L' com pH 5,2. As dispersdes foram deixadas sob agitacdo magnética
em temperatura ambiente por 24 h. Apds agitagio, 250 uL de HCI 1 mol L foram
adicionados a dispersao de PEI para atingir pH 5. A dispersao de PC foi transferida para um
béquer com célula condutométrica (914 pH/DO/condutdmetro da Metrohm®) e, entdo,
aliquotas da dispersdao de PEI foram adicionadas sob agitacdo magnética de 500 rpm e
temperatura ambiente de 23°C. Aguardaram-se 30 s sob agitacdo apos cada adicdo da
dispersdo de PEI e depois mais 30 s em repouso para anotar o valor de condutividade.

Os complexos formados na titulagdo foram caracterizados preparando isoladamente
amostras para analise do aspecto visual, potencial zeta, tamanho e rendimento, como sera
descrito no item hee4.4. As dispersdes de PC e PEI foram preparadas de maneira semelhante
a titulagc@o; os volumes necessarios de PEI foram adicionados gota a gota, com auxilio de
micropipeta, na dispersao de PC sob agitacdo magnética (500 rpm). A agitacao foi desligada
apos 5 min e o potencial zeta e tamanho das amostras foi medido no mesmo dia do preparo.
Os volumes foram calculados de maneira que a concentragao dos polimeros nas amostras
fosse igual a dos pontos da titulagdo selecionados para andlise. Por exemplo, o ponto 1 da
titulacdo tem propor¢ao massica PEI/PC = 0,005 e concentragdes finais de [PC] = 0,1890%
(m v'') e [PEI] = 0,0010% (m v'!) - esses parametros foram reproduzidos no preparo da
amostra 1. A proporg¢ao entre os polimeros foi calculada conforme a Equagao 6, na qual Vpg;

e Vpcsao os volumes totais (mL) das aliquotas de PEI e da dispersao de PC, respectivamente:

PEI _ Vpg X [PEI]
PC  Vpe X [PC]

Proporgao massica (6)

As proporgdes massicas serdo representadas de forma simplificada por valores de PEI:PC,

isto ¢, 1:1 no caso em que massa da PEI = massa da PC, ou 1:2 quando a massa da PEI =
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(massa da PC)/2. A Tabela 1 traz a representacdo de todas as amostras preparadas

isoladamente.

Tabela 1. Identifica¢@o das amostras com diferentes propor¢des de PEI para PC.

Amostras Proporc¢iao massica PEI/PC Representacio PEI:PC (m/m) (_5_)
1 0,0050 1:189 0,05
2 0,0126 1:76 0,1
3 0,0227 1:42 0,2
4 0,0343 1:28 0,3
5 0,0454 1:21 0,4
6 0,0570 1:17 0,5
7 0,0721 1:13 0,6
8 0,0873 1:12 0,8
9 0,1115 1:9 1,0
10 0,1286 1:8 1,2
11 0,1428 1:7 1,3
12 0,2012 135 1,8
13 0,2512 1:4 2,3
14 0,3013 1:2 3,6

A Tabela 1 também inclui a representacdo das diferentes proporgdes poliméricas
com relagdo a razdo de cargas Z (+/-). Para calcular essa razao, considerou-se a carga em 1
mol de polimero, admitindo que cada mondmero contribui com carga que vale +1 para a
PEI, ou (-1)XGE para a PC, levando em conta seu grau de esterificacdo (GE). A razdo de
cargas PEI/PC foi calculada como descrito nas Equacdes 7 a 9, onde Yjonizada € @ fragdo

ionizada do polimero (Equagdes 4.2 ¢ 5.2) no pH trabalhado.

Massa molar do polimero

Carga em 1 mol = X Carga do monomero (7)

Massa molar do monémero
Carga do polimero = Xipnizadaa X n°de mols do polimero X Carga em 1 mol (8)

Carga da PEI
Carga da PC

Razao das cargas = Z =

A estabilidade no tempo de complexos com diferentes propor¢des poliméricas
também foi avaliada. Amostras foram preparadas em duplicada e deixadas em repouso
durante 168 h, sob temperatura ambiente média de 21°C. As amostras foram analisadas por
meio da observacdo do aspecto visual por fotografias e caracterizadas por FTIR, potencial

zeta e MEV, como sera descrito no item 4.4.
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4.4 Caracterizacao dos complexos de PC e PEI

Os produtos resultantes da mistura de PC e PEI foram avaliados quanto ao seu
aspecto macroscopico, bem como por meio de imagens capturadas utilizando um
microscopio optico Olympus CH30. A observacao das particulas por microscopia dptica foi
definida como critério para determinar a viabilidade da formagao dos coacervados, e também
para identificar as condi¢des ideias de coacervacdao. O tamanho das particulas nas imagens
foi determinado utilizando o software Imagel.

A transmitancia também foi utilizada como parametro para determinar se a
complexacdo entre PC e PEI foi eficiente. Para isso, foram obtidos espectros de
transmitancia na faixa de 200 a 800 nm em espectrometro UV-Vis Cary 60.

Para anélises de rendimento e da estrutura quimica dos complexos, aliquotas de 2
mL de cada amostra foram transferidas para microtubos do tipo eppendorf de 2,0 mL
previamente pesados e, entdo, centrifugadas a 13400 rpm durante 25 min. O sobrenadante
foi armazenado em azida de so6dio 200 ppm e o precipitado foi seco a temperatura ambiente
em dessecador selado a vacuo. Apos 5 dias, os microtubos foram pesados novamente e os
precipitados completamente secos foram analisados por FTIR. A fim de facilitar a
observagao das bandas de FTIR, os espectros dos complexos foram normalizados.

A eficiéncia da complexacdo foi avaliada pelo rendimento massico, que foi
determinado considerando a massa utilizada de polimeros no preparo e a massa de
precipitado obtido na centrifuga¢do das amostras com diferentes propor¢des PEL:PC. A
eficiéncia também foi avaliada com relagdo a quantidade de PC presente nessas amostras, o
que foi feito utilizando o método colorimétrico de Dubois para dosagem de carboidratos
totais [58]. Esse método se baseia na quebra das cadeias polissacaridicas em unidades de
monossacarideo com acido sulftrico concentrado, e formac¢dao de compostos alaranjados
derivados de furfural, os quais absorvem luz com maximo na regido de 480 nm (para o acido
galacturdnico), a partir da reacdo com fenol [59]. Por esse motivo, o0 método também ¢
conhecido como fenol-acido sulftrico, e sua reacao esta representada com a molécula de

glicose na Figura 11.
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Figura 11. Reacao do método de Dubois para quantificagdo de acucares. Fonte: A Autora, 2025.

Para quantificagdo de um polissacarideo, ¢ preciso utilizar o monossacarideo
majoritario de sua composi¢do como referéncia para constru¢do de uma curva analitica, que
relacionard a concentra¢do de monossacarideo com a absorbancia em 480 nm. Portanto, para
quantificagdo da PC, foi utilizado o 4cido galacturonico (GalA) dissolvido em tampao PBS
10 mmol L™! (pH 5) em 6 concentragdes para obter 6 pontos na curva analitica em triplicata.
Volumes de 0,5 mL de cada ponto da curva reagiram com 0,5 mL de fenol 5% (m v'!) e
foram agitados em vortex. Posteriormente, adicionaram-se 2,5 mL de H>SO4 concentrado,
também seguido de agitacdo em vortex. Entdo, aguardou-se aproximadamente 10 min para
realizar varredura da absorbancia de 200 a 800 nm, feita em espectrofotometro UV-Vis Cary
60. A curva analitica foi construida com o valor de absorbancia em 480 nm das 6
concentracoes de GalA. O rendimento das amostras de complexacdo foi determinado
reagindo aliquotas de 0,5 mL das amostras com fenol e H>2SO4 como descrito, sendo diluidas
em tampao PBS quando necessario para que o valor de absorbancia em 480 nm ficasse dentro
da curva analitica.

Os complexos de PC e PEI em diferentes propor¢des poliméricas foram
caracterizados, além das técnicas ja mencionadas, por espalhamento dinamico de luz (DLS).
A determinagdo de tamanho (Dn) e potencial zeta () foram realizadas no analisador Zetasizer
Nano Series ZS modelo ZEN3600 do fabricante Malvern Instruments and PANalytical
(Reino Unido) a 25°C. Os diametros hidrodinamicos (Dn) foram obtidos com a emissdo do
laser em 633 nm, angulo do fotodetector a 173°, com dilui¢ao de 5 ou 10 x das amostras em
tampao PBS 10 mmol L™ conforme necessario para melhorar o indice de polidispersdo (PDI)
das amostras. Valores de Dy foram expressos pela média + desvio padrao do pico de maior
area na distribuicao de intensidade e o potencial { média + desvio padrao da média das

triplicatas.
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A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para analisar
a morfologia e composi¢ao quimica dos complexos de PC e PEI, no microscépio TESCAN
VEGA3 LMU do Centro de Microscopia Eletronica (CME) da UFPR. Amostras dos
complexos nas proporcdes 1:44, 1:14 e 1:8, preparados para o estudo da estabilidade, foram
gotejadas em fitas de cobre fixadas em suporte para MEV. Em seguida, as amostras foram
congeladas com nitrogénio liquido e, entdo, liofilizadas durante 4 h a -54°C. Espectroscopia
de raios X por dispersdo de energia (EDS) (OXFORD, acoplada a um microscopio TESCAN
VEGA3 LMU) foi empregada para analisar a composi¢cdo quimica das amostras. Apds
analise elementar, as amostras foram revestidas por uma fina camada de ouro e levadas para

0 mesmo microscopio para obtengdo das imagens.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizaciao dos polimeros

A técnica de espectroscopia no infravermelho foi utilizada para caracterizar a
estrutura quimica dos polimeros estudados nesse trabalho e fornecer informagdes sobre
interagdes que acontecem entre os polimeros ao complexarem. Os espectros de FTIR da
pectina citrica nao purificada (PCcom) € da pectina dialisada (PC) estdo expostos na Figura
12, enquanto o espectro da PEI estd na Figura 13. As duas amostras apresentaram perfis
semelhantes com bandas sem grandes deslocamentos entre si. O que distingue os espectros
¢ a maior resolucdo do espectro de PC e o desdobramento de algumas bandas, o que
evidencia a purificagdo do material dialisado. As bandas foram atribuidas com base na
literatura [60-62]: em 3435 cm™!, tem-se uma banda alargada de estiramento O-H; préximo
de 2930 cm™!, as amostras exibem bandas de estiramentos C-H dos grupos CH, e CH3, e uma
adicional do espectro da PC em 2850 cm™!, também referente a estiramento de CH». A banda
de estiramento assimétrico de C=0O em carboxila metoxilada (COOCH3) foi identificado
proximo de 1750 cm™!, enquanto o estiramento assimétrico de C=0 em carboxila livre
(COO) foi observado na banda de 1630 cm™. Ambas PCcom € PC apresentaram banda em
1415 em’!, pouco intensa, que pode ser atribuida ao estiramento simétrico de carbonilas nio
esterificadas. A faixa entre 1240 e 950 cm™! é composta pela sobreposicdo de vibragdes das
ligagdes C-C dos anéis, estiramento das ligagdes C-OH (4lcool secundario - 1150 cm™), e
estiramento da ligagdo C-O (1015 cm™).

Além da caracterizacdo estrutural, o FTIR foi utilizado para estimar o grau de

esterificacdo da PC, utilizando a Equagao 2, que resultou em GE = 42%.
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Figura 13. Espectro de FTIR da poli(etilenoimina). Fonte: A Autora, 2024.

A PEI 1.300 g mol™! também foi caracterizada por FTIR e o espectro obtido esta

apresentado na Figura 13. As bandas observadas foram atribuidas segundo a literatura [63-
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65]: presenca de bandas referentes a grupos aminos proximas de 3400 e 1645 cm!
(estiramento N-H); 1645, 1570 e 1475 cm! vibragdes N-H e aminas primdrias e secundarias;
1315, 1110 e 1045 cm! estiramento da ligagio C-N. Além disso, duas bandas sdo observadas
em torno de 2950 e 2845 cm™', referentes a estiramentos de C-H alifaticos.

A determinagdo do pKa dos polimeros foi feita através de titulacdo acido-base,
cujas curvas para PC e PEI estdo expostas, respectivamente, na Figura 14 e Figura 15. As
triplicatas desses experimentos (Figura 31 e Figura 33), juntamente dos graficos de segunda
derivada (Figura 32 e Figura 34), estdo apresentadas no Anexo 1. A medida em que o pH
aumenta, o grau de ionizacdo das moléculas muda (Figura 10) e o pKa ¢ encontrado na
condi¢cdo em que 50% dos grupos ionizaveis estao desprotonados.

A ionizag¢do das moléculas ¢ afetada pelo ambiente ao qual grupos acidos estdo
expostos — solvente, concentragdo de contra-ions, forca idnica, presenga de outros grupos
ionizaveis na molécula. Para polieletrolitos como a PC, cuja desprotonacdo gera carga
negativa na molécula, a estabilizacdo do grupo ionizado tende a reduzir o valor do pKa, ou
seja, grupos acidos tem maior capacidade de ionizacdo em menores valores de pH. Fatores
como a de contra-ions favorecem a desprotonagdo de polieletrdlitos, pois estabilizam o grupo
carregado tornando o processo mais favoravel [66]. Por outro lado, em polimeros como a
PEI, na qual o grupo ionizavel apresenta-se carregado em pH abaixo de pKa, a estabilizacao
do ion favoreceria o aumento do pKa.

Ao considerar a forca i06nica ou a concentracdo salina na dispersdo de
polieletrolitos, o efeito de eletrolitos € causar estabilizacdo dos grupos ionizados, o que
desloca o equilibrio quimico de forma a aumentar o grau de dissociacdo da molécula e
diminuir seu pKa [57,67]. Em estudo comparativo entre pectinas de alto e baixo grau de
esterificacdo [27], foi demonstrado que em condi¢do de elevada forga idnica os grupos de
acido carboxilico das pectinas sofrem efeito de blindagem eletrostatica que causa diminui¢ao
do pKa dos grupos ionizaveis. Uma elevada forga i6nica faz com que o pKa determinado
seja semelhante para as pectinas independente do grau de esterificacdo dessas, ou seja, da
densidade de carga que cada uma tem derivada da quantidade de grupos -COOH na molécula
[27].

A natureza do polieletrdlito e interacdes intermoleculares também podem alterar
seu valor de pKa. Ligacdes de hidrogénio sdo comuns em polissacarideos ¢ podem ser
favorecidas pela ionizagdo de seus grupos funcionais. O pKa do polimero se ajusta de modo
a favorecer essas interacdes, que sdo energeticamente mais estdveis para o sistema. Outra

condicdo que deve ser considerada € a concentragdao do polieletrolito, visto que essa afeta
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sua conformag¢do. Mudando a forma como o polimero esta exposto ao meio, os grupos acidos
podem se tornar mais acessiveis, facilitando sua ionizagao [44,67,68].

Assim, as titulagcdes potenciométricas de PEI e PC foram realizadas nas mesmas
condigdes (concentracdo de polimero e forga idnica) utilizadas no preparo de complexos
(item 4.3.4), para que o célculo de fracdo ionizada dos polimeros pudesse ser realizado.

A PC apresentou perfil sigmoidal no grafico apresentado na Figura 14 de
desprotonacao que aparenta ser de um unico tipo de hidrogénio, comportando-se como acido
monoproético. Os graficos de derivada segunda (Figura 32) confirmam que ha apenas um
ponto de inflexdo, sendo identificado apenas um pKa. A estrutura quimica da pectina citrica
utilizada no presente trabalho ¢ composta majoritariamente de acido galacturénico, que
possui apenas um grupo ionizavel. Na literatura, encontram-se estudos que mostram a
titulagdo de polimeros naturais como a pectina que apresentam apenas um valor de pKa
[4,27,67], apesar de apresentarem uma estrutura quimica complexa.

Ja na curva da PEI, na Figura 15, foram identificados dois pontos de volume final
(V1), indicando a presen¢a de duas espécies de hidrogénio distintas sendo tituladas. Como
as aminas primarias e secundarias da PEI sd3o mais “acessiveis”, considerando sua estrutura
(Figura 8), € provavel que essas sejam as espécies desprotonadas na titulagcdo. Por meio da
segunda derivada (Figura 34), ¢ possivel identificar multiplos pontos de inflexdo nos

graficos, sendo o pKa das aminas primarias o mais evidente.
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Figura 14. Curva de titulagdo acido-base da PC 0,2% (m v!) em NaCl 10 mmol L"! com NaOH 0,1 mol L'
em temperatura de 25°C. Fonte: A Autora, 2024.
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Figura 15. Curva de titulagdo acido-base da PEI 0,02% (m v'') em NaCl 10 mmol L' com HC1 0,1 mol L em
temperatura de 25°C. Fonte: A Autora, 2024.

Os valores da constante de ionizacao dos polimeros, determinados com auxilio da
segunda derivada das curvas de titulagdo, foram: pKa(-COOH) = 2,22 + 0,42 para os grupos
carboxilico da PC; pKa(-NH3") = 11,01 + 0,13 (grupos amino primarios) ¢ pKa(-NRH,") =
11,38 £ 0,13 (grupos amino secundarios) para a PEI. O pKa obtido para a pectina utilizada
nesse trabalho ¢ menor que o encontrado em outros estudos [27,69]. O menor valor de pKa
pode estar indicando que a PC tem menor densidade de carga devido @ menor quantidade de
grupos COOH livres. Além disso, a presenga dos grupos metil esterificados pode auxiliar na
melhor distribuicao dos grupos ionizéveis na molécula, minimizando a repulsdo eletrostatica
entre eles ¢ favorecendo sua estabilizagao.

A PC, diferentemente da PEI, ¢ um polimero natural de estrutura quimica complexa,
composto por cadeias com diferentes substituicdes e de diferentes tamanhos. Além disso,
como indicado pelo FTIR, a estrutura da pectina sofre alteragdes com o processo de dialise.
Isso faz com que sejam necessarias outras caracterizagdes para se conhecer mais
detalhadamente as propriedades do polimero com o qual se trabalha. A técnica de
cromatografia por exclusdo de tamanho (HPSEC) foi aplicada para determinar algumas
propriedades fisico-quimicas da PC (pectina citrica dialisada). No perfil cromatografico da
PC, apresentado na Figura 16, ¢ possivel identificar a presenga de dois picos por meio do
detector de indice de refracdo (RI), sendo o de menor tempo de elui¢do (47 min) atribuido a
compostos de massa molar mais alta e o pico eluido em maior tempo (70 min), atribuido a

presenca de compostos de menor massa molar.
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Figura 16. Perfil cromatografico (HPSEC) obtido para a pectina citrica dialisada (PC). Fonte: A Autora, 2024.

A partir do perfil cromatografico, foram calculadas a massa molar ponderal média
(My), a massa molar numérica média (M) e a polidispersdo de massas molares (D), dados
apresentados na Tabela 2. A determinagdo dessas propriedades também foi realizada para o
pico 2, porém a My, apresentou um maior erro (57%) devido a auséncia de sinal pelo detector
de espalhamento de luz (LS). Os resultados obtidos nessa analise permitem concluir que a
PC se trata de uma amostra polidispersa (P > 1), composta principalmente por cadeias
poliméricas de elevada massa molar. O perfil polidisperso € com massa molar na ordem de
10° g mol! da PC ¢ semelhante ao determinado para pectinas citricas em outros trabalhos

encontrados na literatura [34,54,70,71].

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos da pectina citrica dialisada determinados pela técnica HPSEC (Mw, M,,
D). A porcentagem ao lado do valor de M, indica o erro associado a analise.

Tempo de elui¢io (min) M,, (g mol™) P (M,/M,)
Pico 1 46,7 1,359 x 10° (10%) 2,420 + 0,576
Pico 2 69,7 1,626 x 10* (57%) 2,202+ 1,716

Os polimeros também foram caracterizados com relacdo ao tamanho em dispersao
utilizando técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) e ao potencial zeta. A dispersao
de PC foi diluida na proporg¢do 1:10 com PBS 10 mmol L™ devido a turbidez na concentragio
0,2% (m v'') e, assim, foi medido tamanho de 814,3 £498 8 nme {=-19,3+ 1,8 mV.Jaa
dispersdao de PEI apresentou tamanho de 423 £+ 324,5 nm e { =19,6 £ 4,8 mV. A medida de

tamanho (diametro hidrodinamico) no DLS relaciona a intensidade da luz espalhada com o
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tamanho das particulas, aproximando-as a esferas de raio equivalente. Para interpretar esse
valor, ¢ importante destacar que, embora os polimeros apresentem massas molares muito
distintas — sendo um na ordem de 10* (My, pc = 135,9 kg mol™!) e outro de 10> (Mwpr1= 1,3
kg mol!) — a conformagio das cadeias poliméricas influencia diretamente o didmetro
hidrodinamico. Intera¢des mais favoraveis com o solvente (agua e ions do tampao PBS)
promovem maior hidratacdo da macromolécula, resultando em uma conforma¢do mais
estendida e, consequentemente, em maior diametro. A conformagdo dos polieletrolitos
influencia a exposicdo dos grupos carregados ao meio e, assim, grupos ionizaveis podem
permanecer ocultos dentro da molécula, reduzindo sua contribui¢do para a carga superficial
[67,72]. Isso pode explicar por que o potencial zeta da PEI apresenta o0 mesmo valor, em
moddulo, que o da PC, apesar de a PEI possuir uma maior densidade de carga quando se

considera a quantidade total de grupos ionizaveis em sua molécula.
5.2 Complexacao polieletrolitica de PC com PEI
5.2.1 Efeito do método de adicao

Testes iniciais de coacervacdo foram realizados para comparagdo entre adigdo
rapida com agitagdo no vortex e adi¢do lenta controlada por bomba de seringa, sem controle
ou ajuste de pH das dispersdes. Devido ao carater basico da dispersdao de PEI, todos os
produtos da coacervagdo apresentaram pH entre 9 e 10. Os produtos obtidos misturando os
polimeros em vortex ndo revelaram a presenca de particulas visiveis sob microscopia optica,
tampouco variacdes na turbidez em relacdo a dispersao de PC de partida. No método rapido,
misturam-se os polimeros carregados € o que pode levar a formagado de produtos cinéticos
ndo muito estaveis. Portanto, ndo se deu continuidade com o método do vortex nos estudos
subsequentes.

Por outro lado, o gotejamento de um polimero no outro por adi¢do lenta a 100 pL
min! favoreceu a complexacdo e consequente formagdo de particulas esféricas
micrométricas, cuja tamanho foi dependente da ordem de adi¢ao (Figura 17 e Figura 18). Ao
adicionar PC na PEI (amostra PC/PEI), formam-se particulas maiores com diametros de 1,4
a 5,2 um e mais dispersos que a amostra PEI/PC. Invertendo a ordem, ¢ feito o gotejamento
de um polimero apreciavelmente menor em outro maior (My, da PC ¢ 100 vezes maior que
My, da PEI). Na condi¢ao de pH trabalhada (pH > pKagaia), a conformagao das cadeias de
pectina tende a ser mais estendida, devido a repulsdo eletrostatica entre os grupos carboxilato
que mantém as cadeias separadas [31]. Ao ser adicionada na dispersdo de PC, a PEI ¢ capaz

de difundir na dispersdo e interagir com as cadeias do polissacarideo com os grupos amino
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interagindo eletrostaticamente com grupos carboxilato disponiveis e formando particulas
esféricas menores de 1,3 a 3,4 um de diametro [56]. Nas Figuras 18 B e D, observa-se que,
apos 5 dias, as particulas esféricas de ambas as amostras formaram aglomerados, embora
tenham mantido sua morfologia, semelhante a observada logo apds o preparo.

Com os resultados dos testes iniciais de coacervagdo, determinou-se que o método

de adicao lenta era adequado para prosseguir com o estudo da forga idnica do meio.

Figura 17. Representagdo da formagao de particulas esféricas de diferentes diametros em fungdo da ordem de
adigdo da PC (em azul) e PEI (em vermelho): A) PC/PEI e B) PEI/PC.

Figura 18. Imagens de microscopia optica com 40x de ampliagdo dos coacervados PC/PEI (A e B) e PEI/PC
(C e D) logo apds o preparo, a esquerda, e ap6s 5 dias, a direita. Fonte: A Autora, 2023
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5.2.2 Efeito da forca ionica

O efeito da for¢a idnica na complexagao foi avaliada preparando complexos de PC e
PEI por adicao lenta (com bomba de seringa) em diferentes concentracdes salinas e variando
a ordem de adicdo. A Figura 19 permite a visualizagdo do aspecto macroscopico das
dispersdes, sendo evidente a precipitagdo das particulas formadas pela adi¢do de PC na
dispersdao de PEI em agua ultrapura. Ap6s 24 h, todas as amostras, exceto aquela em que
houve precipitagdo, mantiveram o aspecto visual, estaveis durante o tempo acompanhado.
Amostras preparadas em menores concentracdes de KCl apresentaram aumento da turbidez
em relacdo as dispersdes poliméricas antes da mistura, indicando a formag¢ao de particulas.

Imagens de microscopia Optica mostraram que as particulas formadas pela
complexagdo de PC e PEI apresentam formato esférico, tamanho inferior a 5 pm e poucas
diferengas perceptiveis pela técnica. As amostras mais distintas foram geradas pela
combinagio dos polimeros em condi¢io de maior forga idnica ([KCI] = 100 mmol L), cujas
imagens microscopicas revelaram apenas agregados sem formato definido. Nesses casos, as
dispersdes apresentaram menor turbidez quando comparadas as outras amostras. A
centrifugacdo dessas amostras a 5.000 rpm durante 10 min causou precipitacdo dos
agregados, nos quais também nao foi possivel observar particulas isoladas por microscopia
optica. E importante ressaltar que ao aplicar as mesmas condigdes de centrifugacio na
dispersao de PC verifica-se a formacao de precipitado que ndo ¢ distinguivel do observado

nas amostras preparadas em KCI 100 mmol L.
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Figura 19. Imagens de microscopia Optica ¢ fotografias dos complexos PC/PEI e PEI/PC preparados em
diferentes concentragdes de KCI1. Fonte: A Autora, 2024.

A literatura frequentemente descreve coacervados como microfases separadas que
sdo evidenciadas pelo espalhamento da luz e opacidade da dispersdo, e uma maior turbidez
das amostras sugere que a complexag¢do dos polieletrolitos foi eficiente [21,41,73]. A
formacdo de particulas de diferentes tamanhos ou em quantidade diferente resulta em
comportamentos diferentes com relagdo a luz incidida. Particulas maiores causam maior
espalhamento da luz incidida, levando a uma menor porcentagem de luz transmitida e,
consequentemente, maior turbidez. O maior valor de transmitancia, ou seja, menor turbidez
das amostras preparadas em maior concentracdo salina, indica que a forga idnica pode
dificultar o processo de complexagdo. Os ions K" ¢ CI" podem estar solubilizando os
polieletrolitos, neutralizando as cargas nas superficies das cadeias e impedindo a interacao
dos grupos amino da PEI e carboxilato da PC. Existem estudos que mostram a solubilizagdo
de complexos polieletroliticos ao aumentar a for¢a idnica do meio, o que favorece a interagdo

dos contra-ions com os polimeros (Figura 20) [21].
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Figura 20. Efeito da adigdo de sal (aumentando da esquerda para a direita) nas microestruturas do complexo
polieletrolitico sélido, coacervado e solugdo. Fonte: Adaptado de [21].

Além disso, observou-se uma reducdo na turbidez nas amostras onde a PEI foi
adicionada a PC, sugerindo que essas particulas possam ser menores em tamanho. No
entanto, essa suposi¢do nao foi confirmada pela andlise por microscopia Optica. Amostras
preparadas em agua, em particular PC/PEI, sofreram desestabilizacdo pouco tempo apds
preparo, evidenciado pela precipitagdo das particulas. Isso sugere que o controle da forca
10nica atraveés da complexagdo em solugdo salina € interessante para favorecer a coacervacao
entre a PC e a PEL

Na inten¢do de ter controle sob a forca idnica do meio no qual a complexagdo
polieletrolitica ¢ conduzida, optou-se por continuar os estudos de PC e PEI preparando as
dispersdes em solugiio de KCI de 10 mmol L!. Nos estudos mencionados até entdo, nio foi

feito nenhum tipo de ajuste de pH, cujo valor, em todos os casos, ficou entre 9 e 10.
5.2.3 Efeito do pH

O pH ¢ um fator critico na complexacao polieletrolitica, pois influencia diretamente
a ionizagdo e a carga superficial dos polieletrolitos e indiretamente a interagdo entre eles. Os
primeiros experimentos para estudo da influéncia do pH na complexacdo foram realizados
com dispersdes de PC e PEI em KCI 10 mmol L. Aliquotas da solugio de HCI 1 mol L!
foram adicionadas para realizar o ajuste para pH 5 das dispersoes de PEI para experimentos
com ajuste anterior a complexagao (experimento (a)) e das dispersdes PC/PEI e PEI/PC
(adicdo rapida e lenta) com ajuste posterior a mistura dos polimeros (experimentos (b) € (c)).
A PC no precisou de ajuste em nenhum momento, pois a dispersao aquosa desse polimero
tem pH 5. Apds mistura dos polimeros e realizagao do ajuste, foi medido pH proximo de 5
para as dispersdes dos experimentos (a), (b) e (¢). Na Figura 21 estdo expostas as amostras

preparadas para avaliacdo da influéncia do pH na complexacao entre PC e PEL
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Figura 21. Dispersdes de complexos de PC e PEI preparadas sem ajuste do pH, com pH ajustado antes da
mistura e depois de misturar os polimeros, comparando ordem e velocidade de adigdo. Fonte: A Autora, 2024.

Por meio das imagens de microscopia Optica, foram observadas mudangas na
morfologia das particulas resultantes da complexacdo devido a diminuicdo do pH das
dispersdes. A mistura por adi¢do lenta de PC e PEI em pH 9-10 produz pequenas particulas
esféricas, enquanto em pH 5 sdo produzidas estruturas maiores parecidas com fios. Essas
estruturas formadas pela adi¢cdo lenta de PC na PEI apresentaram superficie mais lisa que
pela adi¢do de PEI na PC, nas quais os fios aparentam ter pequenos agregados. Além disso,
foi observado que o ajuste do pH apos combinacao das dispersdes de PC e PEI, tanto por
adicao lenta quanto rapida, formou agregados sem formato definido. Nessas amostras, nao
foram observadas estruturas semelhantes aos fios em PC/PEIa e PEI/PCa, indicando que o
processo de complexagdo em pH 5 ocorre de maneira diferente que em pH 10. Com os
espectros de transmitancia da Figura 22, € possivel notar que algumas amostras apresentam
menor transmitancia — maior turbidez — que outras. Nos espectros de transmitancia obtidos
logo apds o preparo das 9 amostras, observou-se que a turbidez das dispersdes preparadas
em pH 5 ¢ maior que para as preparadas em pH 10 e que da propria dispersao de PC em

praticamente toda a regido de varredura (Figura 22). Essa observagao também pode indicar
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presenca de particulas maiores ou maior rendimento da complexacdo. Todas as amostras

precipitaram depois de permanecer em repouso por alguns minutos.
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Figura 22. Espectros de transmitancia das amostras preparadas com ajuste de pH antes da adigdo lenta (indice
“a”), com ajuste de pH depois da adigao lenta (indice “d”) e por adigdo rapida dos polimeros (indice “r”’). Fonte:
A Autora, 2024.

Segundo o grafico da Figura 10, na regido de pH 9-10, tem-se majoritariamente a
presenca de espécies de PEI desprotonadas. Quando o pH diminui de 10 para 5, as aminas
da PEI sd3o protonadas e as cadeias poliméricas adquirem densidade de carga positiva. O
aumento da disponibilidade de grupos positivos (NH3") para interagir eletrostaticamente
com os grupos anidnicos das PC (-COQO") tende a melhorar a eficiéncia da complexacao
entre os polimeros [4]. Uma vez que particulas sdo formadas mesmo em meio basico, a
acidificagdo subsequente a mistura leva a agregacao dessas particulas.

Na complexac¢ao utilizando propor¢ao massica 1:1, a condi¢ao de pH 9-10 ¢ a mais
adequada para formagao de complexos estaveis, ou seja, que nao precipitam. Como a PEI
possui uma quantidade maior de grupos ionizaveis em sua estrutura que a PC, a formagado
de particulas estaveis e com morfologia mais definida em pH 5 deve ser possivel variando a
propor¢do entre os polieletrolitos. Por esse motivo, foi realizado estudo do efeito da
propor¢ao entre os polimeros. A fim de garantir controle da for¢a ionica e do pH, as
dispersdes foram preparadas em tampdo PBS 10 mmol L' em pH 5. A complexagio dos
polimeros nesse tampao foi realizada ajustando o pH da PEI antes da adi¢ao lenta de PC na
PEI, de PEI na PC e por adicao rapida. Nao foram observadas nem registradas diferengas

entre os complexos PC/PEIa, PEI/PCa e PC/PElar e os preparados em tampao PBS. Assim,
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assumiu-se que a troca de KCI pelo tampdo ndo alterou a complexagdo nas condi¢des

estudadas.
5.2.4 Efeito da proporcao entre polimeros

A complexagao de polieletrolitos ¢ derivada, principalmente, da atragdo
eletrostatica entre os polimeros. Assim, fatores como a ionizac¢ao dos polimeros, for¢a idnica
e presenga de contra-ions no meio influenciam diretamente na eficiéncia do processo. As
observagoes feitas nos estudos dos efeitos da forca idnica e do pH das dispersdes apontaram
que ¢ preciso considerar a disponibilidade das espécies carregadas. A otimizagdo da
complexacdo polieletrolitica para formag¢ao de complexos depende da neutralizagcdo das
cargas dos polieletrolitos, o que deve acontecer em uma relagdo estequiométrica entre cargas
positivas e negativas. A densidade de carga na PEI ¢ maior que da PC devido a maior
quantidade de grupos ionizdveis em cada macromolécula. Dessa forma, a complexagdo
polieletrolitica de PC e PEI em pH 5, condicao na qual os polimeros neutralizam suas cargas,
deve ocorrer em propor¢ao massica PEI:PC diferente de 1:1.

Com objetivo de explorar a complexagdo em diferentes propor¢cdes massicas
(PEI:PC), foi realizada a titulacdo condutométrica da PC 0,2% (m v'') com dispersio de PEI
0,02% (m v'!) (Figura 23).
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Figura 23. Titulagdo condutométrica de PC 0,2% (m v'') com PEI 0,02% (m v'!). As equagdes de reta estdo
indicadas com as cores correspondentes as regides no grafico onde os ajustes lineares foram feitos. Os pontos
indicados pelos numeros de 1 a 11 foram preparados isoladamente para caracterizacao fisico-quimica dos
complexos. Fonte: A Autora, 2024.
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A condutividade inicial da PC 0,2% (m v'!) foi medida 1,988 mS cm!, enquanto da
PEI 0,02% (m v'!) foi de 2,190 mS cm™'. Ambas as dispersdes foram preparadas em tampio
PBS 10 mmol L', que apresenta uma elevada quantidade de ions comparado as solucdes de
KCI utilizadas nos estudos de forca i6nica. Com a adi¢do de PEI na dispersao de PC, foi
registrado aumento da condutividade da mistura, no entanto, esse aumento ndo ocorreu de
forma constante durante toda a titulacdo. Na curva da Figura 23, ¢ possivel distinguir cinco
regides que seguem diferentes tendéncias de aumento da condutividade. Aplicaram-se
ajustes lineares nessas regides para determinacdo das equagdes de reta. Observa-se que o
coeficiente angular das retas diminui com o aumento da propor¢ao de PEI em relagdo a PC.
Isso indica que a influéncia da PEI na condutividade torna-se menos relevante a medida que
sua quantidade aumenta.

Os pontos 1 a 11 do grafico de condutividade foram preparados isoladamente para
caracterizacdo, mantendo a mesma concentracao total de polimeros da titulagdo para cada
valor de PEI:PC. Também foram preparadas amostras numeradas de 12, 13 e 14, com
quantidades maiores de PEI. No preparo dos complexos, outra tendéncia observada com o
aumento da quantidade de PEI foi no aspecto visual das amostras nas fotografias dispostas
na Figura 24. A razdo molar das cargas (Z) da PEI em relacdo a PC ¢ apresentada para cada
amostra. Da amostra 1 para a 14, a quantidade de PEI usada para preparar os complexos
aumenta. Da mesma forma, a proporc¢do de carga positiva aumenta, passando de Z = 0,05
até 3,6. Até¢ Z = 0,3, correspondente a segunda regido da curva, as amostras apresentam
turbidez semelhante a dispersdo de PC antes da adi¢cao de PEI. O ponto 5 (Z = 0,4), préximo
da intersecdo entre a segunda e terceira regido da curva, apresentou uma queda no valor de
transmitancia em 550 nm. Amostras que atingiram a razdo equimolar de cargas (Z = 1) ndo
precipitaram imediatamente apos o preparo, mas foi observada formacdo de sélidos em
algumas apds tempo em repouso. Os complexos formados nas amostras 10-14, nas quais a
propor¢ao em massa de PEI para PC ¢ maior que 1:8 e a razdo molar ¢ maior que Z = 1,
decantaram logo apds finalizagdao da adi¢ao de PEI. A transmitancia dessas amostras nao
permaneceu estavel devido a sedimentagdo das particulas. O valor de T% informado na
Figura 24 ¢ referente a analise da amostra logo ap6s desligar a agitagdo, quando as particulas
ainda estavam suspensas. A observacdo a olho nu das amostras, assim como a titulacao
condutométrica, traz indicios de que existem trés comportamentos diferentes na faixa de
propor¢do massica analisada.

Na condicdo trabalhada de pKapc < pH < pKapgi, 0s grupos amino positivos da PEI

sdo atraidos eletrostaticamente pelos grupos carboxilato da PC. Espera-se que a adic¢ao
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continua de PEI na PC promova a complexacdo dos polimeros até que as cargas sejam
neutralizadas (formag¢do de coacervados complexos). Medidas de potencial zeta dos
polieletrdlitos e dos complexos com diferentes propor¢des PEI:PC foram realizadas no
intuito de compreender melhor o balanco de cargas do sistema. Também foi medido o
tamanho desses complexos através da técnica de DLS, resultando em distribui¢des por
intensidade e por volume (Tabelas 3 ¢ 4 no Anexo 1). O tamanho médio dado pela
distribuicao de intensidade e o potencial zeta dos complexos em fun¢do da proporcao entre

PEIL:PC estdo apresentados no gréafico da Figura 25.

PELPC  1:200
Z(+) 0,05
T% 72%

PEI:PC 1:12
Z (+-) 0,8
T%

Figura 24. Aspecto visual dos pontos 1 a 14 da titulagdo condutométrica imediatamente apds o preparo, com
valores da propor¢ao massica (PEI:PC), razdo das cargas (Z) e transmitancia em 550 nm (T%). Fonte: A
Autora, 2024.
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Figura 25. Tamanho médio (Dh) determinado pela distribuicdo de intensidade e potencial zeta () dos
complexos de PC e PEI em fungdo da proporgao massica entre os polimeros. Fonte: A Autora, 2024.
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As cinco regides determinadas pela titulagdo condutométrica estdo indicadas na
Figura 25 com as mesmas cores da curva na Figura 23. Nas propor¢des 1:189 e 1:21,
correspondentes a Z = 0,05 e 0,4, respectivamente, as amostras apresentaram potencial zeta
negativo, variando de -24,5 a -22,6 mV. Amostras com propor¢ao massica a partir de 1:8 (Z
= 1,2) apresentam uma clara tendéncia de diminui¢do em modulo do potencial zeta com a
adi¢do da PEI, ou seja, a carga dos complexos fica menos negativa com o aumento da
quantidade da PEI. Essa tendéncia continua, alcangcando -4,18 mV na propor¢ao massica 1:2
(Z=3.,6).

O perfil de potencial zeta das amostras indica que a PEI em menor concentracio
complexa com a PC sem neutralizar completamente a carga negativa do polissacarideo, por
isso foram medidos valores negativos para as particulas. Disponibilizando maiores
quantidades de cargas positivas para interagir com a PC, mais grupos COO™ sdo
neutralizados ao interagir com NH3", resultando em complexos gradativamente menos
negativos (valores menos negativos de {) com aumento em massa da PEI.

Nas proporgoes 1:189 e 1:21, correspondentes a Z = 0,05 e 0,4, respectivamente, as
amostras apresentaram Dy entre 590 e 750 nm, menores do que os medidos para a PC. Isso
sugere que as cadeias positivas da PEI interagem com a PC, promovendo a contracdo das
cadeias do polissacarideo. O perfil de tamanho das particulas ndo segue uma tendéncia clara
como no perfil de , mas ¢é possivel observar um aumento acentuado na propor¢ao massica
de 1:13 (Z = 0,6), acompanhado de diminui¢do abrupta da transmitancia para 3%. Valores
de Dn médio voltam para a faixa de 200 a 700 nm, aproximadamente, em maiores proporgoes
de PEI nos complexos. E importante considerar que o tamanho médio aqui apresentado é
referente ao pico de maior area da distribui¢ao de tamanho por intensidade. Em outros pontos
também foram observados outros picos de menor contribuicdo para intensidade na faixa de
S um> Dy >2 pm.

Amostras entre proporcao 1:8 e 1:2 precipitaram imediatamente apds a mistura de
PC e PEI, devido a formagao de particulas muito grandes que decantaram apds pouco tempo
sob repouso. Nesse conjunto, as triplicatas dos correlogramas ficaram discrepantes entre si,
mas todas com muito ruido no final da curva, indicando a presenga de agregados maiores e
heterogeneidade nas amostras. Foram registrados valores de Dn menores que o esperado,
referentes a possiveis complexos que permaneceram suspensos justamente devido ao menor
tamanho.

Determinou-se o rendimento de coacervacao em relacdo a quantidade de PC presente

nos complexos através do método colorimétrico de Dubois. A curva analitica construida com



61

o monomero da PC, o acido galacturdnico (GalA), estd apresentada na Figura 35. A Figura
26 traz o grafico de rendimento massico ¢ de PC dos complexos polieletroliticos. As cores
no grafico refletem as cinco regides de tendéncia da curva de titulagdo, que também sao
observadas no rendimento. Proporgdes entre 1:189 e 1:42, de menor quantidade de PEI, tem-
se rendimento massico e de pectina menores ou iguais a 20% e, em seguida, um aumento
progressivo. A partir do ponto 11 (proporcdo 1:7 e Z=1,3), ou seja, na regido azul do grafico,
os rendimentos ndo sofrem variacdes muito perceptiveis. O alcance de um platd no
rendimento sugere que a complexacdo foi eficiente até a amostra com propor¢do 1:9 (Z =

1,0). A partir desse ponto, a PC ¢ saturada e ndo complexa mais com o PEL
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Figura 26. Quantidade de PC (barras coloridas) e rendimento massico (barras hachuradas) dos complexos 1,
3,5,7,8,9,11, 12, 13 ¢ 14 da titulacdo de PC com PEI. Fonte: A Autora, 2024.

O rendimento, assim como as medidas de potencial zeta, tamanho e titulagdo
condutométrica, contribui para a no¢ao de que a complexa¢ao da PEI com a PC tem um valor
otimo da propor¢ao PEI:PC que otimiza a complexacao entre os polimeros. Quando a adi¢@o
de PEI na PC atinge a propor¢ao massica de 1:9, a razao entre as cargas dos polimeros ¢ Z
= 1. A partir desse valor, espera-se que os grupos carregados da PC (-COQO") estejam
saturados com grupos carregados da PEI (-NH3"), ndo favorecendo a formagio de mais
complexos estaveis (dispersos), observando-se a precipitacdo de complexos maiores, de

menor carga superficial, e instaveis.
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5.3 Estabilidade dos complexos de PC e PEI ao longo do tempo

Complexos polieletroliticos foram preparados em duplicata adicionando PEI na
dispersdo de PC nas propor¢des massicas 1:44, 1:14 e 1:8, com Z = 0,2, 0,6 ¢ 1,2,
respectivamente, € monitoradas ao longo de 168 h. A estabilidade das amostras foi avaliada
com base na permanéncia do complexo em dispersao, sem formagao de precipitado. A Figura
27 traz as fotografias das amostras registradas durante o periodo acompanhado. Foi possivel
observar formagdo de algum precipitado nas amostras 1:14 (Z =0,6) apé6s 48 he em 1:44 (Z
=0,2) apds 72 h, apesar das dispersdes manterem aspecto visual turvo. A amostra 1:8 (Z =
1,2) precipitou completamente logo ap6s a adi¢do da dispersao de PEI, enquanto as amostras

com menor quantidade de PEI precipitaram totalmente apos uma semana.

PEI:PC 1:44 1:14 1:8
Z 0,2 0,6 1,2

0h

48 h

72 h

168 h

Figura 27. Complexos de PC e PEI em diferentes propor¢des poliméricas acompanhados ao longo de 168 h.
Fonte: A Autora, 2024.

A andlise estrutural das amostras foi realizada através da técnica de FTIR, cujos
espectros estdo apresentados na Figura 28 para os complexos em t = 0 h (no dia do preparo)
e em t =168 h (sete dias apos o preparo). Os trés complexos, em diferentes proporgdes de
PEIPC, apresentaram majoritariamente bandas de ligagdes presentes na molécula da PC:

estiramento O-H em 3400 cm™'; estiramento de C=0 em torno de 1750 cm™', dos grupos
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metil esterificados (COOCH3), e de 1630 cm’!, dos grupos ndo esterificados (COO");

vibragdes de carbonilas nio esterificadas em 1415 cm; estiramento de C-OH (4lcool
secunddrio) em 1100 cm™'; e, em 1015 cm™, estiramento da ligacio C-O. No entanto,

também foi possivel identificar bandas caracteristicas da PEI, como a regido caracteristica
de estiramentos N-H em torno de 3400 cm’!; banda s de estiramento de carbonos alifaticos

proximas a 2950 e 2850 cm™'; e a banda em 1100 cm™, caracteristica de estiramento C-N.
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Figura 28. Espectros de FTIR da PC, PEI e seus complexos nas propor¢des PEI:PC de 1:44, 1:14 e 1:8 no dia
do preparo (t = 0 h) e uma semana ap6s preparo (t = 168 h). Fonte: A Autora, 2024.

Os espectros dos complexos obtidos de amostras que permaneceram em dispersao

durante 168 h apresentaram algumas altera¢cdes. Duas principais diferengas foram
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observadas apos o tempo em que os complexos permaneceram em dispersdo. Uma delas esta
na regido onde sdo identificadas bandas de estiramento da ligagdo em O-H na molécula da
PC. Amostras 1:44 ¢ 1:14 em t = 168 h apresentaram desdobramento em duas bandas, 3550
cm™! € 3300 cm’!. A primeira se trata da vibragdo de hidroxilas livres, enquanto a segunda,
de menor energia, ¢ referente as ligacdes de hidrogénio intermoleculares nas cadeias da PC.
A banda na regido de 3400 cm™' nas amostras 1:8 e 1:14 (t = 168 h) é mais estreita que nos
outros espectros, e pode ser atribuida a ligagdes de hidrogénio intramoleculares [74]. Outra
diferenca esta na regido proxima de 1630 cm’!, que tem relagio com o grupo carboxilico
livre na estrutura da PC. As amostras 1:44 em t =0 h e em t = 168 h apresentaram duas
bandas: em 1650 cm’!, vibragdo do grupo protonado (-COOH) e, em 1610 cm™, do grupo
desprotonado (-COQ").

A caracteriza¢ao dos complexos por FTIR sugere a ocorréncia de interagdes entre os
grupos amina da PEI e carboxilato da PC. Particularmente, as bandas correspondentes ao
grupo carboxilato livre (COO") e a amina protonada (NHs*) indicam a formagdo do
complexo. A presenca das bandas atribuidas a ligacdes de hidrogénio intra- e
intermoleculares demonstra que, com o passar do tempo (de t = 0 h a 168 h), mudancgas
conformacionais devem estar acontecendo, alterando as interagdes entre os grupos
funcionais e, consequentemente, suas vibragdes caracteristicas.

A carga superficial ¢ um fator que pode determinar a estabilidade da dispersao.
Considerando apenas interacdes eletrostaticas, coloides com menor carga superficial (em
modulo) tendem a agregar e desestabilizar devido a menor repulsdo entre as particulas, que
nao ¢ suficiente para manter os objetos afastados. Medidas de potencial zeta apresentadas no
grafico da Figura 29 mostram que os trés complexos possuem carga superficial negativa,
uma vez que sao constituidos majoritariamente de PC. Devido ao maior contetido de PEI no
preparo do complexo 1:8, os valores de { medidos foram menos negativos, até atingir -7,6 +
5,0 mV apods 72 h, o que pode explicar a instabilidade dessa amostra logo apos o preparo.
Nota-se que ocorreu uma diminui¢ao da carga superficial dos complexos com propor¢ao
1:44 ¢ 1:14 apo6s 72 h, que também facilita a agregacao dos complexos e sua desestabilizagao.
Decorridos os 168 h, a carga superficial foi de -10,0 £ 4,3 mV na amostra 1:44, o que pode
ter diminuido a repulsdo eletrostatica entre as particulas de complexo e contribuido para a
precipitacdo dos complexos. As medidas de potencial zeta sdo mais um indicativo de que,
decorrido um certo tempo em dispersdo, interagdes intermoleculares entre PEI e PC sdo
estabelecidas, o que pode favorecer ainda mais a atragdo eletrostatica entre grupos -NH3" e

-COQ7, resultando na diminuicao da carga superficial dos complexos.
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Figura 29. Potencial zeta ({) e de complexos de PC e PEI em diferentes propor¢des poliméricas medido ao
longo do tempo. Fonte: A Autora, 2024.

Medidas de tamanho obtidas por DLS estdo expostas no Anexo 1, Figura 36. O
tamanho dos complexos em 1:44 e 1:14 aumentam progressivamente com o tempo, o que
faz sentido considerando que podem estar agregando e formando particulados maiores. Por
outro lado, a amostra 1:8, que precipitou imediatamente apds preparo, apresenta menor
tamanho. E preciso considerar que, apds sua precipitagdo, apenas particulas de complexos
muito menores sao capazes de permanecer suspensos, sendo desses a medidas de Dy obtidas.
Tais particulas, no entanto, ndo sdo representativas para a amostra 1:8.

A morfologia dos complexos preparados foi investigada com auxilio da microscopia
eletronica de varredura (MEV), apresentadas na Figura 30. Nota-se que os complexos
preparados por liofilizacdo apresentam morfologia analoga a dispersdo de PC liofilizada
apos dialise, constituida de regides com fibras e outras mais lisas, parecidas com filme
polimérico. A semelhanca visual no aspecto das amostras indica que, morfologicamente, nao
ha diferengas na estrutura causadas pela variagdo da propor¢do polimérica. Um maior
conteudo de PEI nos complexos causa precipitagdo, como acontece com a amostra 1:8, mas
ndo altera seu aspecto no geral. Nos espectros de EDS obtidos das imagens de MEV dos
complexos (Anexo 1, Figura 37), foi possivel verificar a presenca de nitrogénio tanto nas
fibras e quanto nas regides mais lisas. Nao foi possivel identificar um padrao de distribuicao
do nitrogénio, que indicaria a localizacao de PEI nas amostras. No entanto, foram observadas
regides de aglomerados na amostra 1:8 com maiores quantidades de nitrogénio, uma vez que

se tratam de amostras com maior propor¢ao PEI:PC.
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Figura 30. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) dos complexos nas proporgdes PEI:PC de
1:44 (A, B), 1:14 (C, D) e 1:8 (E, F). Na linha de cima, amostras preparadas no dia da complexagao; em baixo,
amostras preparadas 168 h apds complexagao.

Imagens obtidas 168 h apds o preparo mostram estruturas compactas,
principalmente para 1:44 e 1:14, ainda sendo distinguiveis regides com fibras e outros
agregados. Durante o tempo que permaneceram dispersos, os complexos passaram por
processo de agregacdo causado por interagdes intermoleculares atrativas que resultaram na
precipitacdo das dispersoes (Figura 27) em estruturas de formato irregular identificadas no
MEV. Além da atracao eletrostatica entre PC e PEI, ligagdes de hidrogénio entre os grupos
funcionais dos dois polimeros, indicadas pela andlise de FTIR, devem contribuir para a
aproximacdo dos polimeros e consequente formacdo de agregados. Essa dindmica nas
interagdes entre os polimeros pode expor grupos carregados, facilitando a formagao de um
maior nimero de ligagdes entre os grupos NH3" da PEI ¢ COO da PC. A diminuic¢do do
potencial zeta registrada para os trés complexos analisados indica que os grupos carregados

estdo sendo neutralizados no decorrer do tempo, corroborando com essa ideia.
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6. CONCLUSOES

Esse projeto de pesquisa se propds a investigar detalhadamente o processo de
complexacdo polieletrolitica, utilizando os polieletrdlitos pectina citrica (PC) e
poli(etilenoimina) (PEI) ramificada como modelos para o estudo, visando compreender os
fatores que influenciam a formagao e estabilidade dos complexos.

A caracterizagdo fisico-quimica da PC foi essencial para conhecer melhor o
polimero com o qual se trabalhou. Foi elucidado, através da técnica de HPSEC, que o
polianion tem massa molar 100 vezes maior que do polication. A analise da estrutura quimica
dos polimeros por FTIR mostrou que esses apresentam grupos funcionais, -COOH da PC e
-NH> da PEI, que possibilitam a formacdo de complexos.

Combinando os polieletrdlitos da propor¢do 1:1, foram estudados os parametros de
ordem e método de adicdo, forca idnica e pH. A ordem de adi¢do teve efeito sob o tamanho
dessas particulas, enquanto a concentracao salina utilizada afetou sua estabilidade. Foi
encontrado que, adicionando-se lentamente PEI na PC em forga i6nica controlada de 10
mmol L', microparticulas com morfologia esférica bem definida podem ser obtidas. Esses
parametros otimizados foram adotados nas etapas seguintes do trabalho.

Duas condi¢des de pH foram comparadas para avaliar o efeito desse parametro na
complexacdo. Em pH 10, a atracdo entre PC e PEI acontece mais brandamente que em pH
5, no qual os polimeros apresentam maior densidade de carga. Essa alteracdo afetou a
morfologia e a estabilidade dos complexos formados. Para trabalhar nesse pH, em que tanto
a PC quanto a PEI estdo majoritariamente carregadas, € necessario utilizar uma propor¢ao
massica diferente de 1:1, garantindo o equilibrio das cargas.

A propor¢ao PEL:PC foi variada e os complexos resultantes apresentaram
comportamentos distintos que foram caracterizados para compreensdo desse efeito.
Aumentando gradativamente o conteudo de PEI nos complexos, a PC vai sendo neutralizada,
até atingir a propor¢ao de 1:9, na qual a quantidade de cargas positivas se iguala a quantidade
de cargas negativas. Apos esse valor, observou-se a precipitacao imediata das amostras, que
pode ter acontecido pela repulsdo minimizada entre complexos cuja carga superficial era
relativamente baixa.

A tltima varidvel analisada neste trabalho foi o tempo, por meio da avaliagdo da
estabilidade dos complexos ao longo de 168 h (sete dias). O aspecto visual, as medidas de
potencial zeta e as imagens de MEV indicaram a formacdo progressiva de agregados,
culminando na formagdo de estruturas compactas que precipitaram apds o periodo

observado. A andlise por FTIR revelou a presenca de ligagdes de hidrogénio intra- e
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intermoleculares, capazes de promover mudangas conformacionais, reduzir a carga
superficial dos complexos ao longo do tempo e favorecer a formagao dessas estruturas mais
densas. A propor¢ao 1:9 foi a melhor condigao para obtengao de complexos polieletroliticos
de PC e PEI em pH 5, uma vez que permaneceu estavel, ou seja, dispersa, durante um periodo
apreciavel de tempo (~120 h), com bom rendimento de complexos formados.

Assim, conclui-se que PECs estaveis de PC e PEI podem ser formados em
condicdes especificas de for¢a idnica, pH e razdo entre os polimeros e suas cargas. Os
estudos realizados neste trabalho contribuem para a compreensao fundamental da
complexagdo polieletrolitica entre a PC e a PEI ramificada. Os resultados obtidos aqui sdo
interessantes para aplicagdo no desenvolvimento de sistemas coloidais funcionais baseados
em PECs desses polimeros, como sistemas de liberacdo controlada, adsorventes para

remediagdo ambiental e veiculos para imobilizagdo de biomoléculas.
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Figura 31. Curvas de titulagdo da PC 0,2% (m v'') em NaCl 10 mmol L-'com NaOH 0,1 mol L' em
temperatura de 25°C. Fonte: A Autora, 2024.
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Tabela 3. Distribui¢do de tamanho por intensidade das amostras 1 a 14 da curva de titulagdo obtido
por espalhamento dindmico de luz (DLS) (A Autora, 2024).

Representacao PEI:PC

Amostra (m/m) Pico (nm)* ¢ (nm) Area do pico (%)
1 1:200 596 236 99
2 1:80 747 381 92
3 1:44 685 470 99
4 1:29 611 393 88
5 1:22 537 254 49
6 1:17 769 446 61
7 1:14 5247 443 49
8 1:11 2081 296 51
9 1:9 690 163 55
10 1:8 499 85 100
11 1:7 431 89 57
12 1:5 292 94 99
13 1:4 357 89 100
14 1:3 347 81 100

*Pico de maior area

Tabela 4. Distribuigdo de tamanho por nimero das amostras 1 a 14 da curva de titulagdo obtido por
espalhamento dindmico de luz (DLS) (A Autora, 2024).

Representaciao PEI:PC

Amostra (m/m) Pico (nm)* ¢ (nm) Area do pico (%)
1 1:200 464 213 100
2 1:80 105 43 90
3 1:44 326 234 48
4 1:29 310 196 40
5 1:22 379 284 100
6 1:17 332 282 100
7 1:14 264 56 68
8 1:11 214 35 67
9 1:9 190 65 94
10 1:8 487 101 100
11 1:7 79 19 64
12 1:5 252 74 100
13 1:4 316 83 100
14 1:3 311 76 100

*Pico de maior area



