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RESUMO

Nanoparticulas de copolimeros anfifilicos a base de polissacarideos e seus derivados tém sido
amplamente estudadas por apresentarem caracteristicas como biocompatibilidade e
biodegradabilidade, o que as tornam materiais promissores para aplica¢cdes biomédicas. Diante
disto, este trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar nanoparticulas termosenssiveis
a base de sulfato de celulose bacteriana enxertada com poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAM).
A celulose bacteriana (CB) foi modificada quimicamente através da reacdo de sulfatacdo,
utilizando complexo de acido clorossulfonico e N,N—dimetilformamida (HSO;CI/DMF) em
DMF. Foram sintetizados dois derivados com diferentes graus de sulfatacdo e estes foram
caracterizados por espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR), ressondncia
magnética nuclear de '*C (RMN '*C), difracio de raios X (DRX) e cromatografia de permeaco
em gel (GPC). O grau de sulfatacio (GS) foi determinado por andlise elementar e os derivados
SCB 1,2 e SCB 2 apresentaram GS de 0,8 e 1,56, respectivamente. Através das técnicas de
FTIR e RMN foi possivel confirmar a reacdo de sulfatacdo da celulose e por DRX observou-se
que a reacdo de sulfatagdo ocasionou a amorfizacdo dos derivados. Os copolimeros foram
sintetizados por polimeriza¢do radicalar. A influéncia do tipo de iniciador quimico, da
temperatura, da quantidade de iniciador e de NIPAM foi estudada. Foram utilizados como
iniciadores quimicos o persulfato de potdssio (KPS) e o nitrato de amonio cérico IV (CAN) e
os produtos obtidos foram caracterizados por FTIR, RMN 'H, concentracio de associacdo
critica (CAC) e espalhamento de luz dinamico (DLS). O grau de inser¢do das cadeias de
PNIPAM na sintese com KPS foi menor que na sintese utilizando CAN. Ao variar a temperatura
das sinteses (temperatura ambiente e 60 °C) observou-se que este fator influenciou na
efetividade da enxertia, pois apenas em reagdes realizadas a 60°C houve o aparecimento de
bandas na regiao do infravermelho referentes ao PNIPAM. Os copolimeros sintetizados com o
iniciador KPS apresentaram um aumento de tamanho das particulas com o aumento da
temperatura, com uma elevada temperatura critica (LCST) (46 °C). Enquanto que os
copolimeros obtidos com CAN mostraram uma diminui¢do de tamanho com o aquecimento e
um menor LCST (33-34 °C), comportamento caracteristico de copolimeros com maior
percentual de enxertia. Além disso, a CAC acima da LCST mostrou-se dependente do
percentual de PNIPAM nos copolimeros. Portanto, foi possivel sintetizar copolimeros de
sulfato de celulose bacteriana enxertado com PNIPAM com propriedades termossensiveis, que

levaram a formagdo de nanoparticulas auto-organizadas.

Palavras-chave: Sulfato de celulose bacteriana. N-isopropilacrilamida. Nanoparticulas.



ABSTRACT

Amphiphilic copolymer nanoparticles based on polysaccharides and its derivatives have been
widely studied due to its features like biocompatibility and biodegradability, which make them
promising for biomedical application. In this line, this work intends to synthesize and
characterize thermoresponsible nanoparticles based on bacterial cellulose sulfate grafted with
poly (N-isopropylacrylamide) (PNIPAM). Bacterial cellulose (BC) was chemically modified
through sulfatation reaction by using the complex made of chlorosulfonic acid and N,N —
dimethylformamide (HSOs;CI/DMF) in DMF. Two derivatives were synthesized with different
degrees of sulfatation. They were characterized by fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), "*C magnetic nuclear resonance (>C NMR), X-ray diffraction (XRD) and gel
permeation chromatography (GPC). Sulfation degree (GS) was determined by elementary
analysis. The SCB 1,2 and SCB 2 derivatives presented GS of 0.8 and 1.56, respectively. FTIR
and RMN confirmed the sulfation reaction on cellulose and DRX analysis shows that sulfate
cellulose derivatives are amorphous The copolymers were synthesized by radical
polymerization. The influences of the type of chemical initiator, temperature, initiator quantity,
and NIPAM quantity were studied. The employed chemical initiators were potassium persulfate
(KPS) and cerium (IV) ammonium nitrate (CAN) and the products obtained were characterized
by FTIR, NMR, critical association concentration (CAC) and dynamic light scattering (DLS).
The insertion of PNIPAM chain sulfate cellulose using KPS as initiator was lower them when
CAN was used. The change in temperature of synthesis (room temperature and 60 °C)
influenced the grafting effectiveness because only the reactions that took place at 60 °C
presented bands on infrared characteristics of functional groups PNIPAM. The copolymers
synthesized with the initiator KPS presented an increase of particle size as temperature
increases and a high lower critical solution temperature (LCST) (46 °C), while copolymers
obtained with CAN showed a decrease of size upon heating and lower LCST (33-34 °C), which
is characteristic of copolymers containing higher grafting content. In addition, the CAC above
the LCST was shown to be dependent on the percentage of PNIPAM in the copolymers.
Therefore, it was possible to synthesize copolymers of bacterial cellulose sulfate grafted with
PNIPAM with thermoresponsible properties, which led to formation of self-assembled

nanoparticles.

Keywords: Bacterial cellulose sulfate. N-isopropylacrylamide. Nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

Nos dltimos anos, nanoparticulas auto-organizadas de copolimeros anfifilicos a
base de polissacarideos e seus derivados tém sido investigadas por apresentarem propriedades
promissoras, como biocompatibilidade e biodegradabilidade, diante de materiais sintéticos
(KALIA; SABAA, 2013; de PAULA, et al., 2015).

Estes copolimeros anfifilicos podem ser preparados através da enxertia de cadeias
laterais hidrofébicas por polimerizacdo de um mondmero ou pela ligacdo de um polimero pré-
formado. No processo de polimeriza¢do ocorre a formacdo de radicais livres que podem ser
gerados por vdrias técnicas, dentre elas estdo quimica, fotoquimica e por radiagdo
(BHATTACHARYA; MISRA, 2004; BAYRAMGIL, 2015). Entre os métodos quimicos, a
enxertia com iniciadores redox (nitrato de amonio cérico IV (CAN), persulfato de sédio (KPS),
entre outros) oferece vantagens, pois, a reagdo ocorre sob condi¢des brandas, com um minimo
de reacdes colaterais (ODIAN, 2004).

Diversos polimeros t€ém sido utilizados para comporem as cadeias laterais dos
copolimeros anfifilicos. Dentre eles se destacam os polimeros inteligentes que alteram sua
estrutura e propriedades em resposta a estimulos externos, como temperatura, pH, forca idnica
e luz. O poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) € um polimero inteligente com propriedades
sensiveis a variacdo de temperatura. Este tem sido bastante estudado no campo biomédico,
principalmente por apresentar uma transi¢io de fase préxima a temperatura do corpo humano
(32 °C) (SCHILD, 1992; ZHANG, et al., 2015). Através da copolimerizacdo deste com
monomeros ou segmentos com cardter hidrofilicos ou hidrofébicos, a sua temperatura de
transi¢do pode ser modulada para adequar-se com a aplicacdo desejada (HOFFMAN et al.,
2000; ALMEIDA et al., 2012).

A enxertia de PNIPAM tem sido realizada em vdrios polissacarideos e seus
derivados, como celulose (KASGOZ et al., 2013), carboximetilcelulose (MARQUES et al.,
2016), goma do cajueiro (ABREU et al., 2016), quitosana (LAI; LUO, 2017), carragenana
(MOHANAN et al., 2011; GAWEL et al., 2013), ulvana (MORELLI et al., 2016) e sulfato de
condroitina (VARGHESE et al., 2008; WILTSEY et al., 2013), ndo tendo sido relatada na
literatura a enxertia em sulfato de celulose, foco deste trabalho.

A celulose € o biopolimero mais abundante na natureza, e pode ser produzida por
plantas, bactérias, entre outros. A celulose bacteriana (CB) por possuir caracteristicas como alto
grau de polimerizacdo, elevada pureza, fibras com dimensdo nanométrica, elevada

cristalinidade e alta resisténcia mecanica tem se tornado um material de interesse em diversos
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campos de pesquisa, como biomédico, farmacéutico, alimenticio, entre outros (SULAEVA et
al., 2015; ULLAH et al., 2017; AZEREDO et al., 2017), mas devido a sua insolubilidade na
maioria dos solventes a sintese de diversos derivados celuldsicos (como por carboximetilacao,
acetilacdo, sulfatacdo, entre outros) tem sido realizada principalmente na busca de produtos
soliveis em dgua (SCHLUFTER; HEINZE, 2010; IFUKUV, et al., 2007; ZHU, et al., 2014).

O sulfato de celulose bacteriana (SCB) € um derivado celul6sico soltivel em dgua e
pode ser obtido a partir da sulfatagdo da celulose bacteriana, em meio heterogéneo, quase
homogéneo ou homogéneo. Por apresentar caracteristicas como biodegradabilidade,
biocompatibilidade e por exibir efeitos bioldgicos como anticoagulante e antimicrobiano este
derivado tem sido estudado na area biomédica e farmacéutica (ZHANG et al., 2015).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo estudar a enxertia de N-
isopropilacrilamida em sulfato de celulose bacteriana a fim de se obter nanoparticulas auto-

organizadas e termossensiveis.



16

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Preparar e caracterizar nanoparticulas termossensiveis a base de sulfato de celulose bacteriana

enxertada com poli (N-isopropilacrilamida).
2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar derivados sulfatados com dois graus de sulfatacao a partir da celulose bacteriana;

e  (Caracterizar o sulfato de celulose por andlise elementar, FTIR, DRX, GPC e RMN;

e Determinar o efeito do tipo de iniciador, da temperatura, da quantidade de iniciador e de
monOmero na sintese de sulfato de celulose bacteriana enxertado com poli (N-
isopropilacrilamida);

e  (Caracterizar os copolimeros por FTIR, RMN, CAC;

e  Preparar nanoparticulas por auto-organizacao;

e (Caracterizar as nanoparticulas por DLS.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Copolimeros por enxertia a base de polissacarideos

Visando a obten¢do de materiais com novas propriedades e uma ampla aplicacdo, a
sintese de copolimeros tem sido realizada h4 vérios anos. Copolimeros sdo compostos
constituidos por diferentes unidades de repeticdo e o processo em que sdo sintetizados

denomina-se copolimerizacdo. Os polimeros que contém apenas uma unidade de repeticao sao

chamados de homopolimeros (ODIAN, 2004).

A classificagdo dos copolimeros é realizada de acordo com o arranjo dos

monOdmeros na cadeia. Na Figura 1, estdo mostrados alguns exemplos.

Figura 1 - Estrutura generalizada de alguns tipos de copolimeros

VaValvavaVaVa XTI NG

Copolimero Copolimero Copolimero
em bloco aleatorio de enxerto

Fonte: Elaborado pela autora.

Os copolimeros em bloco sao formados por uma sequéncia de mondmeros ligados
covalentemente a uma sequéncia de outros mondmeros. Copolimeros aleatérios ou randdmicos
possuem os mondmeros ligados covalentemente numa distribuicao irregular. J4 os copolimeros
por enxertia sd@o constituidos por uma cadeia principal de um polimero e cadeias laterais de
outro polimero, unidos por ligagao covalente (ODIAN, 2004).

Virios copolimeros por enxertia tém sido sintetizados, no entanto aqueles que t€m
em sua composi¢ao polimeros naturais se destacam por adquirirem propriedades interessantes
para aplicagdes biomédicas, como carreadores de farmacos. Polissacarideos e seus derivados
sdo materiais promissores neste campo por serem biocompativeis e biodegraddveis e no geral
compdem a cadeia principal dos copolimeros (KALIA; SABAA, 2013; MAHANTA et al.,
2015; de PAULA, et al., 2015).

Uma variada quantidade de mondmeros pode ser utilizada para compor as cadeias
laterais dos copolimeros por enxertia, como: dcido latico (MAHARANA et al., 2015), N-
isopropilacrilamida (CHUMACHENKO et al., 2017), estireno (KEKEZ et al., 2016).
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A reacdo de enxertia pode ser realizada por copolimerizagdo através de trés
principais estratégias: grafting through, grafting to e grafting from. Na grafting through o
polissacarideo pré-funcionalizado com grupo vinila é copolimerizado com um mondmero
vinilico de baixa massa molar (monomeros vinilicos sdo pequenas moléculas com duplas
ligagdes entre carbonos). Na grafting to uma cadeia polimérica com grupo terminal interage
com os grupos funcionais da cadeia principal do polissacarideo. J4 na grafting from o
crescimento da cadeia lateral ocorre a partir de sitios ativos criados na cadeia principal do
polissacarideo (MOAD; SOLOMON, 2006; PARIDA et al., 2015).

A enxertia de mondmeros vinilicos em polissacarideos através da estratégia
grafting from tem sido bastante relatada na literatura. E as rea¢des sdo realizadas principalmente
por polimerizagdo via radicais livres (DENG et al., 2015; KEKEZ et al., 2016;
CHUMACHENKO et al., 2017).

3.1.1 Polimerizagdo via radicais livres

A polimerizagdo via radicais livres ocorre em trés etapas gerais: iniciacao,
propagacdo e terminacdo (Figura 2). Na etapa de iniciagdo, radicais livres sdo gerados na
presenca do polissacarideo levando a formacdo de espécies ativas. Na propagacdo, o centro
ativo € transferido de mondmero a mondmero ocorrendo o crescimento das cadeias laterais. Ja
na etapa de terminagdo ocorre a desativagdo das cadeias em propaga¢do gerando moléculas
estdveis. Esta etapa pode ocorrer pela combinacdo ou despropor¢cdo de duas cadeias em

crescimento (MOAD; SOLOMON, 2006; PARIDA et al., 2015).

Figura 2 - Esquema geral das etapas da polimerizacao radicalar de um mondmero vinilico (M)

em um polissacarideo (P), iniciada pela espécie I

~
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Fonte: Adaptado de Moad; Solomon, 2006.

Dentre as técnicas mais utilizadas para a iniciacdo da polimerizagdo estdo a
quimica, fotoquimica e por radiacio (BHATTACHARYA; MISRA, 2004; BAYRAMGIL,
2015).
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Na iniciagdo quimica sdo utilizados reagentes redox como ions de metais de
transicdo (Ce*, Cr®, V>*) (CHUMACHENKO et al., 2017; MISHRA et al., 1981; BAJPAI et
al., 2004), persulfatos (persulfato de potédssio (K2S>Og ou KPS) e persulfato de amodnio
((NH4)2S208 ou APS)) (KEKEZ et al., 2016; UMAR et al., 2016), reagente de Fenton
(Fe’*/H,02) (MAATAR; BOUFI, 2015), permanganato de potdssio (KMnO4) (GAWEL et al.,
2013). O uso de iniciadores redox em reacdes de enxertia oferece vantagens, pois as reacoes
podem ser realizadas em condi¢Oes brandas e as reacOes de homopolimerizacdo sao
minimizadas (ODIAN, 2004).

A enxertia de mondmeros vinilicos em polissacarideos utilizando o nitrato de
amonio cérico IV (CAN) tem sido estudada por varios pesquisadores (CHUMACHENKO et
al.,2017; KALAOGLU et al., 2016; ABREU et al., 2016; DENG et al., 2015; MUNDARGI et
al., 2007). O fon cérico (Ce*), na presenca de acido nitrico, é capaz de oxidar o anel
piranosidico do polissacarideo e nele produzir radicais livres. Na literatura encontram-se duas
propostas para a etapa de iniciagdo. Em uma das propostas ocorre a abstragdo direta do dtomo
de hidrogénio do carbono ligado a grupos nucleofilicos (como hidroxila, amina) (ODIAN,
2004). Na outra proposta, o fon cérico forma um complexo com os grupos nucleofilicos (como
hidroxila, amina) presentes nos carbonos C-2 e C-3 das unidades monossacaridicas. Com a
abstracdo do dtomo de hidrogénio de um dos grupos nucleofilicos, o complexo é decomposto
em préton e fon Ce** e a ligagdo C-C do anel é quebrada formando um aldeido e um radical

livre no carbono C-2 ou C-3 (Figura 3) (ROY et al., 2009).

Figura 3 - Enxertia de um mondmero vinilico (M) na celulose utilizando iniciador CAN

OH
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Fonte: Adaptado de Roy et al., 2009.

O persulfato de potdssio também tem sido utilizado como iniciador em sintese de
copolimeros por enxertia a base de polissacarideos (MARQUES et al., 2016; YILMAZ et al.,
2016; EL-HAMSHARY et al., 2015). Assim como para o CAN, a inicia¢dao por meio do KPS
também se d4 pela geracdo de radicais livres no polissacarideo. Em estudos realizados por Liu
e Sun (2008), os provaveis locais onde os radicais sdo gerados na cadeia de celulose s@o nos

carbonos C-3 e C-4 dos anéis glicosidicos.
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3.1.2 Copolimeros anfifilicos por enxertia

Quando os copolimeros por enxertia sdo constituidos tanto por segmentos
hidrofilicos como hidrofébicos denominam-se copolimeros anfifilicos. (ALEXANDRIDIS,
1996).

Copolimeros anfifilicos ao serem adicionados em meio aquoso tendem a se auto-
organizarem em nanoparticulas (semelhantes a micelas) com o ntcleo hidrofébico e a camada
externa hidrofilica, apds a concentracdo de associacdo critica (CAC), minima concentragdo
necessdria para a formacao destes (Figura 4). Ja quando sdo expostos a um solvente organico

tendem a formar uma estrutura inversa (TALELLI et al., 2010; BORDALLO et al., 2015).

Figura 4 - Representacdo da formacao das nanoparticulas

f\f\f\/ Auto-organizacio

Segmento hidrofébico

=== Segmento hidrofilico

Fonte: Adaptado de de Paula et al., 2015.

O processo de auto-organizacdo € espontaneo e dirigido por interagdes nao
covalentes, como forgas hidrofébicas, de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio, entre outras e
estas desempenham o papel de manter a estabilidade e integridade dos nanoparticulas formadas
(LIM, 2012).

Nanoparticulas sdo materiais com as trés dimensdes na escala nanométrica (1-100
nm), porém para aplicacdes como sistemas de liberacdo de fadrmacos sdo aceitas nanoparticulas
com tamanhos na faixa de 50 — 500 nm (UCHECHI ez al., 2014). O uso destes materiais como
veiculos transportadores de farmacos tem sido proposto em diversos estudos por estas
apresentarem caracteristicas como alta drea superficial e capacidade de adsorver e incorporar
farmacos através de interacdes covalentes ou ndo-covalentes (JONG, DE; BORM, 2008;
ABREU et al., 2016; LUO et al., 2017)

Existem variados métodos de preparo de nanoparticulas e estes variam de acordo

com as caracteristicas dos copolimeros anfifilicos. Em uma das técnicas, os copolimeros sao
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dissolvidos em um solvente especifico e a solugdo é dialisada contra 4gua, onde o solvente é
removido. Nesse processo de remocdo do solvente os copolimeros se autorganizam em
agregados com os segmentos hidrofébicos na parte central e os segmentos hidrofilicos ficam
em contato com a fase aquosa (QIU et al., 2009).

Outra forma de preparo é realizada quando os copolimeros apresentam cadeias
laterais constituidas por polimeros inteligentes que em resposta a estimulos externos (como
temperatura, pH, forca idnica, luz) alteram sua estrutura e propriedades (QIU; HU, 2013;
AGUILAR; ROMAN, 2014). Copolimeros anfifilicos com cadeias laterais constituidas por
estes polimeros, ao sofrerem estimulos externos tendem a se auto-estruturarem em micelas com
um nucleo hidrofébico e uma camada externa hidrofilica, em meio aquoso. Sendo assim
potenciais carreadores de fairmacos hidrofobicos, pois estes podem interagir com 0s segmentos
hidrofébicos dos copolimeros que, ao se auto-estruturarem, sdo capazes de solubilizar e

encapsular o farmaco (QIU; HU, 2013; YU et al., 2016).

3.2 Poli (N-isopropilacrilamida)

Alguns polimeros como poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAM), poli (4cido
latico), poli (N-vinilcaprolactama) entre outros, apresentam transicdo de fase dependente da
temperatura e sao denominados polimeros termossensiveis. A transicao de fase neste caso esta
relacionada com a solubilidade do polimero e a temperatura em que esta ocorre é denominada
temperatura critica (WARD; GEORGIOU, 2011; HOOGENBOOM, 2014).

O polimero exibe um comportamento do tipo LCST (Lower Critical Solution
Temperature) quando a sua solubilidade em agua é abaixo da temperatura critica, ou seja, as
ligacdes de hidrogénio entre o polimero e as moléculas de dgua predominam, em relagcdo as
interacdes entre as moléculas de polimero. Acima desta temperatura, ocorre o favorecimento
das ligacdes de hidrogénio intermoleculares e das interagdes entre os segmentos hidrofébicos
do polimero o que leva a expulsdo das moléculas de dgua (desidratacdo) e a sua hidrofobizacao.
Quando o polimero ¢ soldvel em dgua acima da temperatura critica, seu comoportamento € do
tipo UCST (Upper Critical Solution Temperature) (HOOGENBOOM, 2014; CHEN et al.,
2015).

Dentre os polimeros termossensiveis mais estudados no campo biomédico, o poli
(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) destaca-se por apresentar LCST préxima a temperatura do
corpo humano (em torno de 32 °C) (SCHILD, 1992; WEI et al., 2009; ZHANG et al., 2015).
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O PNIPAM € um polimero sintético com o mondmero vinilico, N-
isopropilacrilamida (NIPAM), como unidade de repeticio. Em sua estrutura encontram-se
grupos hidrofilicos (NH e C=0) bem como um grupo hidrofébico (isopropil) que sdo

responsdveis pela termossensibilidade do polimero (SCHILD, 1992) (Figura 5).

Figura 5 - Férmula estrutural (a) do mondmero vinilico NIPAM e (b) do seu polimero PNIPAM

IS
) L
[NIPAM ) (PNIPAM )

Fonte: Elaborado pela autora.

A temperatura de transicao (LCST) do PNIPAM € controlada pelo equilibrio entre
os seus segmentos hidrofilicos e hidrofébicos, podendo esta temperatura ser modulada através
da copolimerizacio de mondmeros hidrofilicos ou hidrofébicos. Quando o NIPAM ¢
copolimerizado com mondmeros ou segmentos com cardter hidrofilico, a LCST pode ser
aumentada, enquanto quando é copolimerizado com mondmeros hidrofébicos a LCST pode ser
reduzida (HOFFMAN et al., 2000; ALMEIDA et al., 2012).

O PNIPAM tem sido enxertado em vdarios polissacarideos como celulose
(KASGOZ et al., 2013), carboximetilcelulose (MARQUES et al., 2016), metilcelulose (SA-
LIMA et al., 2011), alginato (VASILE; NITA, 2011; YU et al., 2016), goma do cajueiro
(ABREU et al., 2016), quitosana (LAI; LUO, 2017), dextrana (CHUMACHENKO et al.,
2017), pululana (CONSTANTIN et al., 2017).

Dentre os polissacarideos sulfatados o PNIPAM jé foi enxertado em carragenana
(MOHANAN et al., 2011; GAWEL et al., 2013), ulvana (MORELLI et al., 2016) e sulfato de
condroitina (VARGHESE et al., 2008; WILTSEY et al., 2013), ndo tendo sido relatado na
literatura a enxertia em sulfato de celulose.

A Tabela 1 mostra os valores de LCST e dos diametros de particulas para

copolimeros de PNIPAM com polissacarideos.
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Tabela 1 - Dados referentes a sintese, LCST e tamanhos de particulas de copolimeros de

polissacarideos com PNIPAM

Tamanho das Tamanho das

Polissacarideo Iniciador LOCST particulas a partlculils a Referéncia
(°O) o 40 - 50°C
25 °C (nm)
(nm)
KASGOZ et
Celulose CAN 324 - - al.. 2013
. SA-LIMA et
Metilcelulose APS 32 - - al. 2011
Alginato KPS 32,5 - - YU et al., 2016
. 1 VASILE et al.,
Alginato - 35-37 550 200 2016
Gomado o\ 35.37 12-21 113 HERIEY
cajueiro 2016
. 1 LAI; LUO,
Quitosana - 29,5-31,9 - - 2017
CONSTANTIN
Pululana CAN 34 - - etal., 2017
KMnO4/ GAWEL et al.,
Carragenana HbSO4 34 -35 12 110 2013
MORELLI et
2
Ulvana - 30 -32 - - al.. 2016
Quitosana CAN 32,8 445 362 LI et al., 2013
Carl.)0x1metll APS? 36 321-343 91-87 CHEN et al.,
quitosana 2010

ISintetizado por copolimerizagio grafting to.> Copolimerizagdo iniciada por UV.APS: Persulfato de amonio.

O comportamento do tamanho com aumento da temperatura para as nanoparticulas
de copolimeros de polissacarideos com PNIPAM pode variar dependendo do grau de enxertia.
Vasile e Nita (2011) produziram copolimeros de alginato com PNIPAM e observaram que se o

percentual de PNIPAM for baixo existe um aumento de tamanho das particulas com o aumento
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da temperatura, com um concomitante aumento da temperatura de transi¢do. Para copolimeros
com um percentual maior de PNIPAM, a temperatura de transicdo diminui e o tamanho das
nanoparticulas diminui com o aumento da temperatura (VASILE; NITA, 2011).

Copolimeros de Goma do cajueiro e carragenana com PNIPAM apresentam um
aumento de didmetro das nanoparticulas com o aumento da temperatura, enquanto 0s outros
polissacarideos descritos na Tabela 1 apresentam comportamento inverso.

Virios estudos foram realizados a fim de investigar a citotoxicidade do polimero de
PNIPAM em diversos tipos de células. Deptuta et al., (2015) mostraram que as nanoparticulas
de PNIPAM néo apresentam toxicidade em células de cancer do colo do tdtero (Células HELA)
e nem em células de rim embriondrio humano (Células HeK293) até um concentracido de
2mg/mL por 24h. Naha et al., (2010) investigaram a citotoxicidade em células HaCaT
(queratinécitos humanos nao cancerosos) e SW480 (adenocarcinoma primério de célon
humano) e ndo observaram toxidade até Img/mL por 96 h. Testes em ratos foram realizados
para verificar a toxicidade cumulativa com uma dosagem didria de 2000 mg/kg e ndo foram
reportados efeitos adversos (MALONNE et al., 2015).

Mellati et al., (2016) mostraram que cadeias muito curtas de PNIPAM (30-35
unidades monoméricas) podem apresentar toxicidade. Baixa toxicidade foi observada pelos
autores para cadeias com mais de 400 unidades monoméricas, entretanto PNIPAM com cadeias
intermedidrias (100 -200 unidades monoméricas) sao atoxicas (MELLATI et al., 2016).

Copolimeros de PNIPAM com policaprolactona (LEE et al., 2015), acido acrilico
(JANKAEW et al., 2015) e goma do cajueiro (ABREU et al. 2016) nao apresentaram

citotoxicidade em células.
3.3 Celulose

Celulose é o polissacarideo mais abundante em todo o planeta terra,
estruturalmente, a macromolécula apresenta uma cadeia linear ndo ramificada constituida por
uma sequéncia de unidades de D-glicose associadas por liga¢des glicosidicas -(1-2>4), como
representado na Figura 6 (O’SULLIVAN, 1997; KLEMM et al., 2005).

Cada uma das unidades glicosidicas (UG) possui trés grupos hidroxila (OH) nas
posi¢coes C-2, C-3 e C-6. Estes grupos hidroxila possibilitam a celulose sofrer reacdes tipicas
de alcoois e, além disso, desempenham um papel importante na solubilidade desta. A celulose
¢ insolivel em dgua e em grande parte dos solventes organicos. Isto acontece devido ao fato de

os dtomos de oxigénio e hidrogénio estarem envolvidos na formacao de ligacdes de hidrogénio
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inter e intramoleculares, que sdo responsaveis pela formacao das fibras celuldsicas e pela sua
resisténcia mecanica, respectivamente (KOCHERBITOV et al, 2008; CREDOU;
BERTHELOT, 2014).

Figura 6 - Estrutura das cadeias lineares de celulose, com destaque da unidade fundamental D-

glicose (n € igual ao nimero de unidade de D-glicose)

D- glicose
OH B & OH
OH
2, 0 : ) l 0
o HO = o0 (o)
4
HO 0 ~ HO “Iq,,
OH OH
L ® OH 4 n-2

Fonte: Elaborado pela autora.

Geralmente, a celulose apresenta quatro principais polimorfos, que sdo celulose |
(celulose nativa), I, Il e IV. A celulose I, tipo disponivel na natureza, quando submetida a um
processo de regeneracgdo (fibras passam por um processo de dissolu¢cdo em solvente especifico
e subsequente precipitacdo em solu¢cdo geralmente alcalina) ou mercerizagdo (imersao em
solugdo de hidréxido de sédio) produz a celulose II. A celulose II, sendo constituida de cadeias
antiparalelas, raramente pode ser encontrada na natureza. Esta € termodinamicamente mais
estavel que a nativa, que apresenta cadeias paralelas (KLEMM et al., 2005; SIQUEIRA et al.,
2010).

A parede celular das plantas é composta principalmente de celulose, que se encontra
ligada fisicamente com lignina e hemicelulose (UMMARTYOTIN; MANUSPIYA, 2014). A
celulose ndo € encontrada apenas nas plantas. Outros seres vivos como algumas espécies de
bactérias, fungos e algas também s3o capazes de produzi-la (MIHRANYAN, 2011;
MAEHARA et al., 2013; FANG; CATCHMARK, 2015).

3.3.1 Celulose bacteriana (CB)

Dentre os géneros de bactérias capazes de produzir celulose estdo
Komagataeibacter (anteriormente classificada como Gluconacetobacter), Agrobacterium,

Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter, Rhizobium, Sarcina, Salmonella e Escherichia

(HUANG et al., 2014).
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Durante a sintese da celulose bacteriana as unidades de glicose sdo polimerizadas
em cadeias lineares por ligagdes glicosidicas B-(1->4), entre a membrana externa e a membrana
citoplasmdtica. Em seguida, as cadeias lineares sdo secretadas para fora da célula através dos
poros existentes na membrana plasmadtica e entdo sdo agregadas por ligacdes de hidrogénio
formando as nanofibras (ribbons). Portanto, a celulose bacteriana pode ser descrita como um
exopolissacarideo (ROSS et al., 1991; CZAJA et al., 2006). A Figura 7 ilustra a formacao da

celulose bacteriana.

Figura 7 - Representacdo da formacao da celulose bacteriana
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Fonte: Elaborado pela autora.

A celulose sintetizada por bactérias apresenta estrutura semelhante a da celulose
vegetal, porém ela possui algumas propriedades bastante singulares. A CB apresenta grau de
polimerizacdo (GP) de 2000-6000 enquanto a celulose vegetal possui 13000-14000, apresenta
elevada pureza (> 98%, livre de lignina, pectina e hemicelulose), fibras com dimensao

nanométrica (70-80 nm) enquanto que as fibras de origem vegetal sdo micrométricas (1,4 —4,0
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x 102 mm e apresenta elevada cristalinidade (65-79%) comparada a celulose vegetal (56-65%)
(CHAWLA et al., 2009; SULAEVA et al., 2015).

Devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e suas propriedades tnicas, a
CB possui uma vasta aplicabilidade em diversas dreas, como biomédica, farmacéutica,
alimenticia (SULAEVA et al., 2015; AZEREDO et al., 2017; ULLAH et al., 2017).

A celulose € insoluvel em dgua e em muitos solventes organicos, visando contornar
esta barreira e ampliar seu campo de aplicacOes, varios derivados de celulose bacteriana e
vegetal soliveis em dgua tém sido sintetizados (carboximetilcelulose, acetato de celulose,
sulfato de celulose, entre outros) (IFUKU et al., 2007, SCHLUFTER; HEINZE, 2010; ZHU et
al.,2014).

3.3.2 Sulfato de celulose bacteriana (SCB)

O sulfato de celulose é um derivado solivel em dgua, com uma estrutura simples
e com propriedades Unicas. A sua sintese € realizada através da reacdo de sulfatagcdo, onde cada
hidrogénio das hidroxilas presente na estrutura da celulose pode ser substituido por um grupo

SO3” como apresentado na Figura 8.

Figura 8 — Estrutura do sulfato de celulose
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Fonte: Elaborado pela autora.

A sulfatacdo da celulose pode ocorrer em meio heterogéneo, quase homogéneo e
homogéneo, com a utilizacdo de variados reagentes de sulfatacdo e solventes. Dentre os
reagentes sulfatantes utilizados estdo: o 4cido sulftirico (H2SO4) (YAO, 2000), o 4cido
clorossulfonico (HSO3Cl) (HORIKAWA et al., 2015), o 4acido sulfamico (H3NSOs3)
(SVENSSON et al., 2005), complexos de SO3; (como SO3/DMF e SOs/piridina) (BAUMANN
et al., 2000; MUHITDINOV et al., 2017), complexos de HSO3Cl (como HSO;Cl/piridina e
HSO;CI/DMF) (BAUMANN et al., 2000; QIN et al., 2014).

Como a celulose € insolivel em grande parte dos solventes, os processos de

sulfatacdo, geralmente, sao realizados em meio heterogéneo ou quase homogéneo. A sulfatacao
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heterogénea pode ser realizada com a utilizacdo de 4cido sulfirico (H>SO4) em propanol ou
etanol, a temperaturas abaixo de 0 °C, a fim de evitar degradacdo da cadeia polimérica (YAO,
2000; CHEN et al., 2013). E também se utilizando o acido sulfamico em N,N-dimetilformamida
(DMF) ou diglima (SVENSSON et al., 2005; ZHANG et al., 2011; LEVDANSKY et al., 2014).

A sulfatacdo quase homogénea pode acontecer de trés formas. Uma delas € quando
se utiliza um derivado celuldsico (geralmente, acetato de celulose, nitrato de celulose,
trimetilsilil celulose) como material de partida e apds a reagdo realiza-se uma clivagem do grupo
funcional do derivado inicial (SCHWEIGER, 1979; RICHTER; KLEMM, 2003). Outra forma
¢ quando se realiza a reacdo de sulfatacdo e acetilacdo simultaneamente e posteriormente
realiza-se a clivagem do grupo acetila (processo conhecido como acetosulfatacdo) (ZHANG et
al.,2011; PALANINATHAN et al., 2014). E j4 a terceira forma € quando a celulose se dissolve
gradualmente na mistura reacional, resultando em uma solu¢do homogénea, sendo esta forma
a utilizada no presente trabalho (ZHANG et al., 2011; ZHU et al., 2014).

Para a realizacdo da sulfatacio homogénea € necessario a utilizacdo de solventes
especiais que promovam a dissolucdo da celulose. Estes solventes sdo a mistura de tetroxido de
dinitrogénio e N, N — dimetilformamida (N2O4/DMF), N, N-Dimetilacetamida/ Cloreto de litio
(DMAC/LICI) (QIN et al., 2014) e liquidos i6nicos como hexafluorofosfato de 1-butil-3-
metilimidazélio (BMIM-PFe), acetato de 1-etil-3-metilimidazélio (EMIMAC), cloreto de 1-alil-
3-metilimidazoélio (AMIMCI) (GERICKE et al., 2009).

Na Figura 9, encontra-se o mecanismo da reag@o de sulfatacdo quase homogénea
da celulose, utilizando complexo HSO3CI/DMF como reagente sulfatante ¢ DMF como
solvente. Inicialmente, ocorre a formagao do complexo entre a N,N-dimetilformamida e o dcido
clorossulfonico. Apds a formagdo do complexo, este € adicionado a celulose suspensa em DMF
e no decorrer da reagdo, as hidroxilas da celulose podem realizar um ataque nucleofilico ao
enxofre do complexo. Na Figura 9, estd apresentado o ataque realizado pela hidroxila do
carbono 6 (C-6). Simultaneamente ao ataque nucleofilico, ocorre a reconstitui¢do da N,N-
dimetilformamida e o prototropismo (rearranjo intermolecular de hidrogénio) do hidrogénio da
hidroxila que atacou o complexo. No meio reacional, a celulose sulfatada formada estd na forma
dcida e a fim de obté-la na forma de sal de sddio, a reagado € finalizada com a precipitacdo em

solugdo alcodlica de acetato de sodio.
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Figura 9 - Mecanismo da reacdo de sulfatacio da celulose
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Fonte: Adaptado de Dionisio et al., 2016.

O sulfato de celulose é amplamente estudado na area biomédica e farmacéutica por
ser biocompativel, biodegraddvel, atéxico, e por exibir efeitos bioldgicos como anticoagulante
e antimicrobiano (WANG et al., 2007; GERICKE et al., 2011; CHRISTENSEN et al., 2001;
ZHANG, et al., 2015).

Por apresentar carga negativa, este derivado tem sido bastante utilizado na
preparacdo de complexos polieletroliticos (PEC) para aplicagcdo como carreadores de farmacos
(WANG et al., 2010; TORGER et al., 2013; WU et al., 2016).

Além disso, na busca por tensoativos biodegraddveis, a hidrofobiza¢do do sulfato
de celulose tem sido relatada na literatura (HONG et al., 2007; YU et al., 2014). Yu et al. (2014)
sintetizaram surfactantes a base de sulfato de celulose com diferentes massas molares, através

de esterificacdes com cloreto de acila C10 — C14.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes

Glicose (CsHi20¢), acido citrico (C¢HgO7), fosfato monossédico (NaH:2POs),
hidréxido de s6dio (NaOH), per6xido de hidrogénio (H20O.), N-isopropilacrilamida (NIPAM)
97% de pureza, persulfato de potéassio (K2S20s) e N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina
(TEMED), todos estes da Sigma-Aldrich; extrato de levedura e peptona da Difco™; N, N-
dimetilformamida (DMF), acido clorossulfonico (HSO3Cl), acetato de sédio (CH3COONa),
etanol (90%) da Vetec e nitrato de amodnio cérico IV (HgNgCeO1g) da Acrés Organics. Todos

os reagentes ndo passaram por processo de purificacao.
4.2 Producao de Celulose Bacteriana

4.2.1 Microorganismo, inoculo e condicdes de cultivo

A produgdo de celulose bacteriana foi realizada no Laboratério de Microbiologia
da Embrapa Agroindustria Tropical. Utilizou-se a linhagem Komagataeibacter xylinus ATCC
53582 e esta foi ativada em meio HS (Composicdo: 20 g.L! de glicose, 5 g.L-'de extrato de
levedura, 5 g.L''de peptona, 1,5 g.L! 4cido citrico e 2,7 g.L'! de fosfato monossédico) a 30 °C
por 48 horas, em incubadora refrigerada B.O.D. TE-391, marca Tecnal.

Para o preparo do in6culo adicionou-se 3% da cultura em meio HS esterilizado e
incubou-se a 30°C por 72 horas. Ja para a produgdo de CB, foram utilizados 3% do in6culo e
este foi incubado, a 30°C por 10 dias sob cultivo estdtico, em recipientes de vidro (20 x 30 cm)

contendo 600 mL de meio HS.

4.2.2 Purificacdo das peliculas de Celulose Bacteriana

Ap6s o processo fermentativo, as peliculas foram removidas da superficie do meio
de cultura, cortadas em pequenos pedacgos e purificadas com tratamento alcalino, baseado na
metodologia utilizada por El-salam (2012), com modificagdes. Inicialmente, as peliculas foram
lavadas com dgua corrente a fim de retirar parte do meio remanescente e entdo, foram imersas
em 4gua a 100°C por 1 h e em seguida, em solucdo de NaOH 2% + H>O> 1% (v/v) por 1 h, a
80 °C. Ap0s essa etapa, realizou-se o procedimento anterior novamente, porém sem a adi¢ao de
H>0.. Nas etapas anteriores, foram utilizados 1 L de dgua e de solu¢do de NaOH por pelicula.
Por fim, as peliculas foram lavadas com 4gua destilada até alcancarem a neutralidade. Este
processo foi realizado no Laboratério de Tecnologia da Biomassa da Embrapa Agroindustria

Tropical.
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4.2.3 Desconstrucdo fisica das peliculas

Os pequenos pedagos de CB foram desconstruidos utilizando um Ultraturrax
(marca Ika-werne, modelo TS50 basic, acoplado com elemento de dispersio SSON-G45G),
durante 5 min, a uma poténcia de 4000 rpm. A polpa de CB obtida foi seca em liofilizador e

moida em moinho analitico (marca Ika,).
4.3 Sintese do sulfato de celulose bacteriana (SCB)

O sulfato de celulose bacteriana (SCB) foi sintetizado com base na metodologia
proposta por Zhang et al. (2011), com modificagcdes como discutido a seguir.

Inicialmente, 1 g de CB foi adicionado a 50 mL de DMF e deixada por 24 h, em
agitacdo. Apds este periodo, preparou-se o complexo sulfatante (DMF/HSO3Cl). N,N—
dimetilformamida (50 mL) foi colocado em banho de gelo por 20 min, sob agitacdo e em

seguida dcido clorossulfonico (1,2 ou 2 mL) foram adicionados lentamente (Figura 10).

Figura 10 - Esquema da preparacdo da suspensdo de CB e do complexo DMF HSO;Cl

/ Suspensao da CB \
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Fonte: Elaborado pela autora.

Ap6s o preparo do complexo DMF/HSO3Cl, este foi adicionado a suspensdo de
celulose e a reacdo prosseguiu a temperatura ambiente por Sh.

Para finalizar a reacdo, a mistura reacional foi precipitada em 200 mL de solugdo
2% (m/v) de acetato de s6dio em etanol comercial. O precipitado foi coletado por centrifugacao

(6000 rpm, 10 min) e lavado com 300 mL de etanol PA, em funil de placa sinterizada. Em
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seguida, este foi dissolvido em 150 mL de dgua deionizada e o pH foi ajustado para 8, com
solugdo 1 mol L' de NaOH. A solucdo foi dialisada contra dgua destilada por 6 dias (até
condutividade igual a 3,72 uS.cm™') para remover as impurezas. E por fim foi liofilizada.

Os derivados sulfatados produzidos foram denominados SCB 1,2 e SCB 2, onde os
valores 1,2 e 2 na nomenclatura referem-se ao volume de HSOsCl utilizado no preparo do
complexo sulfatante. Na Figura 11, encontra-se um esquema da metodologia da reagdo de
sulfatacdo e na Tabela 2, estdo relacionados os produtos obtidos com as respectivas condi¢des

reacionais.

Figura 11 - Esquema da reacdo de sulfatacio
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Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 2 - Condic¢des reacionais da sintese do sulfato de celulose bacterina

Produtos Volume de HSO:Cl Mols de HSO3Cl Razdo molar
adicionado (mL) adicionado HSO3Cl/CB
SCB 1,2 1,2 0,018 2,92
SCB 2 2 0,030 4.87

Massa de CB constante em 1,00 g. Tempo de reagdo constante em 5 h
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4.4 Sintese dos copolimeros de SCB enxertados com PNIPAM

Os copolimeros de SCB enxertados com PNIPAM foram sintetizados por

polimerizacdo radicalar, utilizando dois iniciadores quimicos: KPS e CAN.
4.4.1 Sintese dos copolimeros utilizando KPS

A sintese utilizando o iniciador KPS baseou-se na metodologia realizada por (Shi e
Zhang (2007) com modificacdes. Inicialmente, preparou-se uma solucido 1% de SCB (100 mg
de SCB em 10 mL). Gés nitrogénio foi borbulhado na solucdo de SCB, por 30 min, € em
seguida, o iniciador KPS (5 mg), o acelerador TEMED (3,5 uL) (Razdo molar KPS/TEMED =
1) e o mondmero NIPAM (46 mg) foram adicionados ao sistema, com intervalo de 10 min entre
as adi¢oes de cada um. A reagdo prosseguiu por 4 h, em atmosfera de N». A reacao foi realizada
a temperatura ambiente (TA=25+1°C) e a 60 °C.

O meio reacional foi precipitado em 60 mL de acetona por 20 min, em seguida,
realizou-se uma centrifugacdo. Para a remog¢do dos homopolimeros (PNIPAM) formados
durante a sintese, o produto obtido passou por um processo de purificacdo, onde este foi
suspenso em 60 mL de acetona por 48 h. Apdés a purificacdo, os copolimeros foram
solubilizados em 4gua e liofilizados. A razdo (massa/massa) entre SCB e NIPAM utilizada nas
sinteses foi de 1:0,46.

Na Figura 12, encontra-se um esquema da metodologia da reacdo de enxertia
utilizando o iniciador KPS e na Tabela 3 estdo sumarizadas as condi¢Oes reacionais dos
copolimeros sintetizados, onde estdo indicadas as massas de KPS e NIPAM utilizadas. Os
nimeros 1 e 2 na nomenclatura referem-se as amostras de sulfato de celulose bacteriana SCB

1,2 e SCB 2h, respectivamente, que foram utilizadas nas sinteses.

Tabela 3 - Condig¢des reacionais das sinteses dos copolimeros sintetizados com KPS

Copolimeros SCB Temperatura (°C)
KPS5NIPAM46TA (1) SCB 1,2 TA
KPS5NIPAM46 (1) SCB 1,2 60
KPSSNIPAMA46 (2) SCB 2 60

Massa de CB, KPS e NIPAM constantes em 100, 5 e 46 mg. Tempo de reacdo constante em 4 h. TA =25 £ 1 °C.
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Figura 12 - Esquema da reacdo de enxertia utilizando o iniciador KPS
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.2 Sintese dos copolimeros utilizando CAN

A sintese utilizando o iniciador CAN foi baseada na metodologia realizada por
Abreu et al., 2016, com modificacdes. Uma solugdo aquosa (10 mL) a 1% de SCB foi preparada
e apds, gas nitrogénio (N») foi borbulhado na soluc¢ao por 30 min e o iniciador CAN, dissolvido
em 1 mL de HNO30,1 mol L! foi adicionado ao sistema. Posteriormente, 0 mondmero NIPAM,
dissolvido em 9 mL de H>O, foi adicionado ao meio reacional e a reacao prosseguiu por 4 h em
atmosfera de N». A reagdo foi realizada a temperatura ambiente (TA=25+1 °C) e a 60 °C.

Para finalizar a reacdo, o meio reacional foi neutralizado com solu¢do de NaOH 1
mol L', a mistura foi dialisada contra 4gua destilada (com acompanhamento da condutividade)
e por fim liofilizada. As razdes (massa/massa) entre SCB e NIPAM utilizadas nas sinteses
foram de 1:0,46 ¢ 1:1.

A fim de remover os homopolimeros (PNIPAM) formados durante a reagdo, os
copolimeros foram purificados com acetona (60 mL), sob agitacdo, por 48 h. Apds a
purificacdo, os copolimeros foram solubilizados em agua e secos por liofilizacao.

Na Figura 13, encontra-se um esquema da metodologia da reacdo de enxertia
utilizando o iniciador CAN e as condi¢des reacionais dos copolimeros sintetizados encontram-
se na Tabela 4. Os nimeros 1 e 2 na nomenclatura referem-se as amostras de sulfato de celulose

bacteriana SCB 1,2 e SCB 2, respectivamente, que foram utilizadas nas sinteses.



Figura 13 - Esquema da reacdo de enxertia utilizando o iniciador CAN
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Tabela 4 - Condigdes reacionais das sinteses dos copolimeros sintetizados com CAN

Copolimeros Ini(:lijag()hr NE:;)M SCB Temf)oe é;ltura
CANSNIPAM46 (2) 5 46 SCB 2 60
CAN10ONIPAMA46 (2) 10 46 SCB 2 60
CAN24NIPAM46 (2) 24 46 SCB 2 60
CAN24NIPAMA46TA (2) 24 46 SCB 2 TA
CAN24NIPAM100 (2) 24 100 SCB 2 60
CAN24NIPAM46 (1) 24 46 SCB 1,2 60

Massa de CB constante em 100 mg. Tempo de reacdo constante em 4 h. TA =25 + 1°C.
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4.4.3 Rendimento da reagdo de enxertia (RE%)

O rendimento das reacdes de enxertia foi calculado a partir da equacao 1.

RE% = __mcp x 100 (1)

mgcp + MNIPAM
Onde: mcp € a massa de copolimero purificado; mscg € a massa de celulose bacteriana sulfatada

e mnipaM € a massa de N-isopropilacrilamida.
4.5 Preparacao das nanoparticulas

Os copolimeros sintetizados com PNIPAM devem apresentar a propriedade de
termossesibilidade e em meio aquoso tendem a se auto-organizarem formando nanoparticulas.
Diante disto, a preparagdo das nanoparticulas foi realizada por auto-organizacdo, através do
aquecimento de solucdes dos copolimeros com concentra¢des de 0,5 mg mL! (ABREU et al.,

2016).
4.6 Caracterizacoes
4.6.1 Andlise Elementar (AE)

Os teores de nitrogénio, carbono e enxofre dos derivados sulfatados foram
determinados por microanalise elementar utilizando o equipamento Series I CHNS/O Analyzer
da PerkinElmer. A andlise foi realizada em duplicata no Departamento de Quimica Orgénica e

Inorganica da Universidade Federal do Cear4.

4.6.2 Espectroscopia de absorgdo na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier

(FTIR)

A CB, os derivados sulfatados e os copolimeros produzidos foram caracterizados
por FTIR a fim de confirmar a presenca das bandas caracteristicas de celulose bacteriana na
amostra de CB, e confirmar a reacdo de sulfatacao e de enxertia. Para realizar a andlise utilizou-
se pastilhas de brometo de potdssio (KBr) e equipamento FTIR — 8500 da Shimadzu, faixa de
4000 a 400 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e 25 varreduras. Andlise realizada no Departamento

de Quimica Organica e Inorganica da UFC.

4.6.3 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

As amostras de SCB foram caracterizadas por RMN !*C a fim de confirmar a

reacdio de sulfatacdo. E copolimeros foram caracterizados por RMN 'H. As anilises foram
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realizadas em equipamento Bruker Modelo Avance DRX500 a 25°C, em 4gua deuterada.
Realizado no Centro Nordestino de Aplicacio e Uso da Ressonincia Magnética Nuclear

(CENAUREMN).
4.6.4 Difracdo de Raios-X (DRX)

Os difratogramas de raios X da CB e dos derivados sulfatados foram obtidos em
difratometro modelo DMAXB — Rigaku com tubo de Cu. O intervalo angular (em 20) utilizado
foi de 3° a 50° com uma velocidade de varredura de 0,5°/min. Realizado no laboratério de Raios-

X da Universidade Federal do Ceara.
4.6.5 Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC)

O volume de elui¢do (V.) e a massa molar de pico (M) dos derivados sulfatados
foram determinados por Cromatografia de Permeacdo em Gel através de um equipamento
Shimadzu acoplado a um detector de indice de refracdao (RID-6A). A fase mével utilizada foi
NaNOs(aq) 0,1 mol/L, a temperatura ambiente e fluxo de 1 mL/min. O GPC foi calibrado com
padrdes de pululana e o volume injetado das amostras foi de 50 pL. Andlise realizada no

Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC.

4.6.6 Concentragdo de associacdo critica (CAC)

A concentracdo de associacdo critica foi determinada por espectrofluorimetria
utilizando o pireno como sonda fluorescente, conforme realizado por Patrizi et al., (2009).

Solucdes dos copolimeros CAN24NIPAM46 (2) e CAN24NIPAMI00 (2) nas
concentracdes de 2 x 10%a 1 mg mL! foram preparadas utilizando uma solucdo aquosa de
pireno 5 x 10'mol L1, Os espectros de excitacdo (310 — 360 nm) das solugdes, a 25 e 50 °C,
foram obtidos utilizado um espectrofluorimetro (RF 600 SHIMADZU) e aplicando um

comprimento de onda de emissao (Aem) de 374 nm e largura da fenda de 5 nm.

4.6.7 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

A temperatura de transicdo de fase (LCST) e o tamanho das nanoparticulas
formadas foram determinados por Espalhamento de Luz Dinamico, utilizando equipamento
Nano Zeta Sizer Malvern, Modelo ZS 3600, com laser no comprimento de onda 633 nm e
angulo de espalhamento de 173°.

O tamanho das nanoparticulas foi determinado em funcido da temperatura, no

intervalo de 25 a 50 °C. Solugdes dos copolimeros na concentragio de 0,5 mg mL™! foram
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aquecidas no intervalo de 25 a 50 °C e as medidas de tamanho foram realizadas a cada aumento
de 1°C. O aquecimento das amostras foi realizado proprio equipamento, em cubeta de vidro e
tempo de equilibrio térmico de 4 minutos antes da andlise.

Para avaliar a reversibilidade da formacdo das nanoparticulas com o aquecimento
foram realizados 4 ciclos de aquecimento e resfriamento a 25 e 50 °C.

Realizado no Laboratorio de polimeros da UFC.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese, rendimento e grau de sulfatacao dos derivados sulfatados

A sulfatacio da celulose bacteriana foi realizada utilizando complexo
HSO;ClI/DMF em DMF, variando-se a quantidade de HSOsCl. Inicialmente, a reagdo mostrou-
se heterogénea e ap6s uma hora de reacao o meio tornou-se homogéneo. Este fato também foi
observado por Zhu et al. (2014) ao também realizarem sulfatacdo de celulose bacteriana com
complexo HSO;CI/DMF em DMF e por Zhang et al. (2011) ao sulfatarem celulose
microcristalina com o mesmo complexo sulfatante e solvente citados anteriormente.

O GS ¢ definido como o ndmero de grupos SO3™ por unidade monossacaridica.
Como a unidade fundamental da celulose é a glicose, pode-se determinar o GS, utilizando
andlise elementar, relacionando-se o teor de enxofre (%S) devido a inser¢ao dos grupos SO3;Na
com o teor de carbono (C%), sabendo que a unidade glicosidica possui 6 carbonos (Equacao 4)

(ZHANG et al., 2011). Os teores de carbono e enxofre obtidos encontram-se na Tabela 6.

S% /32
C%/ 6x12

GS = 4)

Onde: 32 € a massa molar do enxofre, 12 € a massa molar do carbono e 6 € o numero de carbonos

por unidade glicosidica.

Tabela 5 - Teores de enxofre e carbono presentes nos derivados sulfatados e valores de grau de

sulfatacdo
Amostras %S % C GS
SCB 1,2 9,16 25,72 0,80
SCB 2 12,92 18,59 1,56

Para o calculo do rendimento considera-se uma dependéncia do grau de sulfatacdo
e estes foram calculados levando em conta que a introducdo de cada grupo SO3Na causa um

aumento de 102 g mol' (MOURA NETO et al., 2011) (Equagio 3).

RS% =100 X —gg (3)

[1+( 162 )]XmCB

Onde: 162 g mol™!' é a massa molar da unidade glicosidica.
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Na Tabela 5 estdo apresentadas a razao molar entre HSO3;Cl e SCB, as massas de
SCB obtidas e os rendimentos reacionais. Nota-se que foram obtidas massas de SCB maiores
que a massa de CB inicial (1g). Sabe-se que através da reacdo de sulfatagdo cada dtomo de
hidrogénio das hidroxilas presentes na unidade glicosidica da celulose pode ser substituido por
um grupo SOs3Na com massa molar bem mais elevada. Assim, apds a reacdo de sulfatacdo
espera-se um aumento da massa do produto em relagdo a massa do polissacarideo adicionado

inicialmente.

Tabela 6 - Valores das razdes molares HSO3Cl/CB utilizadas nas reacdes de sulfatagcdo, das

massas obtidas de SCB e dos rendimentos

Razao molar

Produtos (HSO3CI/CB) SCB (g) RS %
SCB 1,2 2,92 1,31 £0,08 87,3+5,6
SCB 2 4,87 2,00 £ 0,02 100,9 £0,9

A quantidade de acido clorossulfonico foi variada a fim de se obter dois derivados
com graus de substituicao distintos. Foi observado que ao aumentar o volume de HSO3Cl (1,2
mL para 2 mL) e mantendo o tempo de reacdo constante, o valor do rendimento foi aumentado
em 13,6 %, bem como ocorreu uma pronunciada elevagdo no valor do grau de sulfatagao.

Tanto amostras de celulose de origem vegetal quanto de origem bacteriana ja foram
sulfatadas, em meio homogéneo, quase homogéneo e heterogéneo, com a utilizacdo de
diferentes reagentes e solventes. Na Tabela 7, estdo sumarizados alguns resultados obtidos por
diferentes métodos de sulfatacdo para uma melhor comparagdo com os resultados alcancados
neste trabalho.

Zhu et al. (2014) também sintetizaram sulfato de celulose bacteriana com complexo
HSO;CI/DMF, por meio de sulfatagdo quase homogénea. Ao aumentar a quantidade de reagente
sulfatante, os autores observaram um aumento do GS e uma redu¢do do rendimento. No
presente trabalho a mesma tendéncia para o GS foi observada, porém para o rendimento
obsevou-se o contrdrio.

A celulose bacteriana também passou pelo processo de sulfatacdo, em meio
homogéneo, utilizando-se DM Ac/LiCl (N,N-Dimetilacetamida/Cloreto de litio) como solvente

e SO/piridina como complexo sulfatante. Qin et al. (2014), ao utilizarem razdes molares de
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reagente sulfatante/UG préximas ao do presente trabalho, alcangaram valores GS inferior. Isto
indica que o método de sulfatacdo utilizado neste trabalho mostrou-se mais eficiente.

No trabalho desenvolvido por Zhang et al. (2011), celulose vegetal foi convertida
em sulfato de celulose, utilizando complexo HSO;CI/DMF, durante uma sulfatacio quase
homogénea. Observa-se que o GS alcangado ao utilizar razao molar HSO,Cl/UG igual a 4,5 por
6 h foi superior ao obtido no presente trabalho, mesmo utilizando uma condi¢do similar.

Muitos outros polissacarideos, além da celulose ja foram sulfatados por vérios
métodos (Tabela 8). Pires et al. (2013) sulfataram a quitosana, polissacarideo que assim como
a celulose nao € soliveul em dgua. Foram obtidos rendimentos de 22% e 48% ao utilizarem
razdes molares HSO3Cl/UG iguais a 5,5 (5 h) e 4,8 (3 h), respectivamente, e obtiveram GS de
0,67 e 0,87 em ordem crescente das razdes molares. Moura Neto et al. (2011; 2014) sulfataram
goma do cajueiro e galactomanana, polissacarideos soltiveis em dgua. Ao observar os resultados
de rendimento e GS obtidos conclui-se que foram necessarias quantidades elevadas de HSO;Cl
para se obter GS entre 0,24 e 0,88 e baixos rendimentos.

Ochoa et al., 2017 realizaram a sulfata¢cdo de fucogalactana (polissacarideo soltivel
em dgua extraido do cogumelo Agaricus bisporus) utilizando 4cido clorossulfénico como
reagente sulfatante. Foram alcancados rendimentos acima de 100% e elevado valor de GS.

Porém, para isso foram necessarios uma elevada quantidade de HSO;Cl.
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Tabela 7 - Resultados obtidos por diferentes métodos de sulfatacdo de celulose bacteriana e vegetal

Material de Agente sulfatante - Temperatura Tempo Rendimento
RS/UG? GS Referéncia
partida Solvente O (h) (%)
Celulose 2,92 5 131,3° 0,80¢ Neste
HSO:;Cl/DMF - DMF 25
bacteriana 4,87 5 201,6° 1,56¢ trabalho
3 4 90,3¢ 0,36°
Celulose 3 6 89,1¢ 0,33¢ ZHU et al.,
HSOs;CI/DMF - DMF 25
bacteriana 6 4 49,1°¢ 0,86° 2014
6 6 81,3¢ 0,52¢
o 3 6 - 0,12°¢
Celulose SOas/piridina - QIN et al.,
27 6 6 - 0,56°
bacteriana DMACc/LiCl 2014
12 6 54,5° 1,33¢
WANG et
Celulose vegetal HSO;Cl/DMF - DMF 30 6 3 95,0 1,45°¢
al., 2007
4,5 6 - 2,15¢ ZHANG et
Celulose vegetal HSO;Cl/DMF - DMF 25
6 3 - 1,99¢ al., 2011
80 6 5 145,9° 1,89¢ ZHANG et
Celulose vegetal H3NSOs - DMF
70 15 24 143,0° 1,78¢ al., 2011
YAO et al.,
Celulose vegetal H>SOy4 - Propanol -5 10,4 2 63,3¢ 0,39°¢ -

2 Razdo molar do reagente de sulfatacdo por unidade glicosidica; ® calculado pela equaciio 2; © nfio informado como foi calculado; ¢ calculado pela equagdo 4; © calculado por
outra equagao.



Tabela 8 - Resultados obtidos por diferentes métodos de sulfatacao de polissacarideos

Material de Agente sulfatante - Temperatura Tempo Rendimento
RS/UG? GS Referéncia
partida Solvente O (h) (%)
Celulose HSO;CI/DMF - - 2,92 5 131,3 0,804 Neste
bacteriana DMF 4,87 5 201,6° 1,564 trabalho
HSO;CI/DMF - 4,8 3 48,0° 0,67° PIRES et
Quitosana 25
DMF 5,5 5 22,0° 0,87¢ al., 2013
4,9 24 53,7¢ 0,024 MOURA
HSOsCl/piridina/FA
Goma do cajueiro FA 4 14,6 24 29,9°¢ 0,244 NETO et
) 19,4 24 23 3¢ 0,88° al., 2011
MOURA
Galactomanana  HSOs;Cl/piridina/FA
4 19,5 24 64,9¢ 0,32¢ NETO et
(D. gardneriana) - FA
al., 2014
Fucogalactana HSOsCl/piridina/FA OCHOA et
8 54 6 145,5¢ 2,8¢
(Agaricus bisporus) - FA al., 2017

2 Razdo molar do reagente de sulfatacdo por unidade glicosidica; ® calculado pela equagiio 2; © calculado por outras equagdes; ¢ calculado pela equacdo 4; ¢ ndo informado

como foi calculado.
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5.2 Caracterizacoes da celulose bacteriana e do sulfato de celulose bacteriana

5.2.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR)

A celulose bacteriana apresenta espectro caracteristico de um polissacarideo neutro
com bandas em 3335, 2886 e 1048 cm™' devido as vibragdes de estiramento O-H, CH; e C-O-
C da estrutura do anel da piranose, respectivamente (QIN ez al., 2014; ZHU et al., 2014).
Comparando o espectro da CB com os dos seus derivados sulfatados (Figura 14) observa-se o
deslocamento da banda de estiramento —OH para niimeros de onda maiores (de 3335 cm™! para
3363 e 3436 cm’! para SCB 1,2 e SCB 2, respectivamente) com o aumento da quantidade de
reagente sulfatante. Este deslocamento é um indicativo da quebra das ligacdes de hidrogénio

intermoleculares durante a reacao de sulfatacio (WANG et al., 2007).

Figura 14 - Espectros na regido do infravermelho para a CB e as amostras de SCB
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A efetividade da reacdo de sulfatacdo foi confirmada com o aparecimento de duas
novas bandas. A banda em 820 cm™', atribuida as vibragdes de estiramento de C—O-S e a banda
em 1231 cm™, atribuida ao estiramento assimétrico de O=S=0 (QIN et al., 2014; ZHU et al.,

2014). A razdo das absorbancias das bandas em 1233 (devido a C-O-S) e 1048 cm™! (C-O-C

das unidades de glicose) para as amostras SCB 1,2 e SCB 2 sdo respectivamente 0,34 e 1,11
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indicando que o aumento da quantidade de reagente sulfatante aumentou o grau de sulfatacao,

confirmando os dados observados por andlise elementar.

5.2.2 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

RMN !3C de homopolissacarideos como a celulose possuem quatro regides tipicas
de deslocamento quimico. A regido entre 90 — 100 ppm € devido ao carbono anomérico (C-1),
o carbono envolvido na ligagdo glicosidica (C-4 no caso da celulose) sdo geralmente
encontrados na regido entre 78 e 80 ppm, carbono primario (C-6) aparece em aproximadamente
60 ppm enquanto os carbonos de C-2 a C-5 sdo observados entre 70 e 75 ppm. Os espectros de
RMN '3C para os derivados sulfatados da celulose, em D>O, estio mostrados na Figura 15. Os
deslocamentos quimicos devido aos carbonos da unidade monomérica da glicose sio
observados em 102,4 (C-1); 74,1 (C-2), 73,8 (C-3); 78,2 (C-4); 72,7 (C-5) e 59,9 (C-6) ppm e
estdo de acordo com a literatura (ZHANG et al., 2011; QIN et al., 2014). Zhu et al, (2014)
também caracterizaram a celulose sulfatada por RMN 13C, entretanto os deslocamentos dos
carbonos C-1 a C-6 estdo deslocados para uma regido de menor deslocamento quimico. Na
Figura 15 também sdo observados outros sinais de carbonos além dos seis dos anéis da celulose
e isto ocorre devido ao deslocamento quimico provocado pela insercao dos grupos sulfato na
celulose.

De acordo com a literatura, a ordem de reatividade das trés hidroxilas da celulose é: C-
6 > C-2 > C-3 devido aos diferentes impedimentos estéricos nestas posi¢des (ZHANG et al.,
2011; QIN et al., 2014; ZHU et al., 2014). Esses carbonos ao serem sulfatados provocam um
deslocamento dos sinais para a esquerda do espectro (campo baixo) devido a desprotecao
magnética dos nucleos dos carbonos, com isso, os d&tomos de carbono passam a perceber um
campo magnético efetivo maior e entram em ressonancia em frequéncias mais altas.

O novo sinal em 66,2 ppm (Figura 15) ¢ atribuido ao carbono 6 sulfatado (C’-6). Esse
sinal é mais intenso na amostra SCB 2 do que na SCB 1,2, confirmando os resultados de andlise
elementar e infravermelho. A substitui¢do do grupo OH do C-6 provoca também uma mudanga
de deslocamento quimico do C-5 para uma regido de campo mais alto (de 72,7 para 72,5 ppm).
Os sinais referentes aos carbonos C-2 e C-3 (73,8 e 72,9 ppm respectivamente) sulfatados

foram deslocados para 79,2 ppm (ZHANG et al., 2011; QIN et al., 2014).



46

Figura 15 - Espectros de RMN '*C para os derivados: (a) SCB 2 (b) SCB 1,2
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5.2.3 Difracdo de Raios-X

Os difratogramas da CB e dos derivados sulfatados estdo apresentados na Figura
16. A celulose bacteriana apresentou picos caracteristicos de celulose do tipo I e II, indicando
que durante o processo de purificagdo houve conversdo parcial da celulose do tipo I em tipo II.
Os picos de difracdo em 20 = 14,3; 17,0; 22,8 e 34,6 sdo relativos a celulose I, enquanto o pico
em 20 = 12 é de celulose II (SEBE ez al., 2012).

Observa-se que o derivado SCB 1,2 apresentou perfil semelhante ao da celulose
bacteriana de partida, enquanto que o derivado SCB 2 mudou o perfil com a sulfatacdo. Os
picos em 20 = 14,3; 17,0; 22,8 e 34,6 desaparecem permanecendo apenas o pico em 20 = 12,0
caracteristico de celulose II que € mais estivel que celulose I. Portanto, o aumento da

quantidade de reagente sulfatante levou a amorfiza¢ao do derivado SCB 2. Indicativo da quebra
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das ligagcdes de hidrogénio entre as cadeias de celulose e como consequéncia disto o derivado
torna-se soluvel em dgua.

Qiu et al. (2014) ao realizarem a sulfatagao de celulose bacteriana, com perfil de
celulose do tipo I, observaram que as regides cristalinas da celulose de origem foram destruidas

(amorfizacdo) e ocorreu a conversdao em celulose 1.

Figura 16 - Difratogramas da CB e dos derivados sulfatados SCB 1,2 e SCB 1,2
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5.2.4 Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC)

Na Figura 17, estdo apresentados os cromatogramas dos derivados sulfatados.
Observa-se que todos apresentaram um perfil bastante semelhante e mostraram-se multimodal,
com a presenca de um ombro em 10,20 mL.

A intensidade da banda relativa ao Ve = 9,26 mL torna-se mais elevada com o
aumento da quantidade de reagente sulfatante. Isto indica um crescimento do nimero de
moléculas com maiores massas molares, o que estd de acordo com a microandlise que
apresentou uma tendéncia de aumento do percentual de enxofre.

A massa molar da celulose bacteriana pode variar de 3,2 x 10°a9,7 x 10° g mol!
(GP 2000 - 6000) (PECORARO et al., 2008). Para os derivados sulfatados, as massas molares
de pico foram 1,20 x 10*e 1,65 x 10* g mol™!, referentes aos volumes de elui¢do 9,26 e 9,80
mL, respectivamente para SCB 1,2 e SCB 2. A diminui¢do da massa molar indica que a CB

foi degradada durante a sulfatacdo e isso se deve ao meio reacional ser acido. A degradacio
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promoveu a formagao de macromoléculas com massas molares variadas (ZHANG et al., 2011;

QIN et al., 2014; ZHU et al., 2014).

Figura 17 - Cromatogramas dos sulfatos de celulose bacteriana sintetizados
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Qin et al. (2014) e Zhu et al. (2014) realizaram sulfatacio de celulose bacteriana e
celulose microcristalina pelo método homogéneo e quase homogéneo, respectivamente. Os
autores observaram que a despolimerizacio na CB foi mais severa que na celulose
microcristalina, por ela possuir fibras mais finas. No trabalho de Zhu et al. (2014), que realizou
o mesmo método de sulfatacdo deste trabalho a massa molar da celulose bacteriana diminuiu
de 6,1 x 10° g mol™! para 2,5 x 10°a 1,6 x 10*g mol™! enquanto a da celulose vegetal reduziu

de 6,2 x 10*para 1,3 x 10* a 3,6 x 10* g mol ..

5.3 Sintese e caracterizacio dos copolimeros utilizando o iniciador perssulfato de potassio

(KPS)
5.3.1 Sintese dos copolimeros

Estudos realizados por Tan et al., (1998), na sintese de copolimeros com
carboximetilcelulose com acrilamida e metacrilato de dimetilaminoetila, mostraram que o
TEMED melhora a eficiéncia da iniciagdo do KPS, pois radicais derivados do TEMED também

sdo formados e ajudam a etapa de inicia¢do da polimerizacao.
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Para avaliar o efeito do KPS na reacdo de sulfatacdo utilizou-se SCB 1,2 e 2 a 60
°C e a temperatura ambiente. Observou-se que a medida que a reacdo prosseguia a solucao
tornava-se esbranquigcada. Isto ji era esperado, pois o PNIPAM sofre transi¢do de fase
(hidrofilico/hidrofébico) em temperaturas acima de 32 °C e com isso ocorre a sua precipitacao.
Shi e Zhang (2007) enxertaram NIPAM em carboximetil hidroxipropil goma guar utilizando
KPS/TEMED e concluiram que o aumento da temperatura favorece a ativacao dos radicais do

monomero e da cadeia do polissacarideo o que leva ao aumento da enxertia.

5.3.2 Espectroscopia de absor¢do na regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Na Figura 18, estdo mostrados os espectros dos copolimeros sintetizados e do
homopolimero removido no processo de purificacdo dos copolimeros. O homopolimero
removido apresentou bandas caracteristicas de poli N-isopropilacrilamida. As bandas em 3447
e 3300 cm’! sdo atribuidas ao estiramento N-H de amida, em 2972 cm™ estd relacionada a
vibragio de estiramento C-H do grupo isopropil. Em 1651 cm™ atribui-se ao estiramento C=0
de amida, em 1546 cm™ a vibragio de deformacgio de N-H do grupo amida e 1458 e 1386 cm’
! correspondem as deformagdes de CH, e CHs, respectivamente. E a banda em 1172 cm’!
corresponde ao estiramento C-N dos grupos amidas (WEI ez al., 2009; JIJO et al., 2010).

Na Figura 19 estdo os espectros dos copolimeros com as regides 3100 — 2800 cm™!
e 1600 — 1490 cm™! ampliadas. Nota-se nos copolimeros sintetizados a 60°C o aparecimento
das bandas em 2972 e 1546 cm™! que sdo atribuidas a0 PNIPAM, isto sugere a ocorréncia da
enxertia do PNIPAM no sulfato de celulose. Ja nas sinteses realizadas a temperatura ambiente
os copolimeros nao mostraram bandas referentes ao PNIPAM, apenas bandas caracteristicas de
sulfato de celulose. Este fato sugere que a temperatura ¢ um fator importante na enxertia do
NIPAM em sulfato de celulose. O aumento na temperatura facilita a iniciacdo e melhora a

difusdo do mondmero para o local da enxertia (MEENA; BHATTACHARYA, 2015).
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Figura 18 - Espectros na regido do infravermelho dos copolimeros sintetizados utilizando o

iniciador KPS e do homopolimero
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Figura 19 — Espectros dos copolimeros (a) KPSSNIPAMA46 (2), (b) KPSSNIPAM46 (1) e (¢)
KPSSNIPAM46TA (1), com ampliacdes das regides 3100 — 2800 cm™ e 1600 — 1490 cm™
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A Tabela 9 mostra as razodes entre as dreas das bandas 1546 (devido ao PNIPAM)
e 1048 cm™' (devido a celulose) (Aisas /A1oas) para os copolimeros KPSS5NIPAMA46 (1) e
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KPS5NIPAM46 (2) a fim de comparar o processo de enxertia em diferentes graus de sulfatacdo

da celulose.

Tabela 9 - Razio entre as dreas das bandas 1546 e 1048 cm™! para os copolimeros sintetizados

a 60°C com o iniciador KPS

Copolimeros A 1546 /A 1048
KPSSNIPAMA46 (1) 0,027
KPSSNIPAM46 (2) 0,015

Ao variar o grau de sulfatacdo e manter a temperatura de sintese (60°C) e a
quantidade de SCB e NIPAM constantes, observou-se que a razdo entre as bandas A 1546 /A1048

foi maior para o copolimero sintetizado a partir do derivado com menor GS, SCB 1,2 (GS 0,80).
5.3.3 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

A Figura 20 mostra a variacao do tamanho com o aumento da temperatura, para os
copolimeros KPSS5NIPAM46 (1) e KPSSNIPAM46 (2). Observa-se uma variacdo no tamanho
das particulas com o aumento da temperatura e esta variagao indica que os copolimeros sao

termossensiveis.

Figura 20 - Relacdo do tamanho de particula com a temperatura para os copolimeros

sintetizados utilizando o iniciador KPS
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Houve um aumento brusco do tamanho para ambos os copolimeros a 46 °C. Esta
temperatura em que ocorre a variacdo dos tamanhos das particulas € denominada temperatura

de transicao (LCST) e a partir dela as cadeias de PNIPAM sao desidratadas e as interagdes entre
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as proprias cadeias de PNIPAM passam a prevalecer, tendo como consequéncia a formacao de
nanoparticulas.

A temperatura de transi¢do (LCST) € controlada pelo balanco entre os segmentos
hidrofilicos/hidrofébicos, quanto maior a propor¢do de PNIPAM no copolimero maior o
nimero de interagdes hidrofébicas entres as cadeias, o que leva a uma menor LCST
(ALMEIDA et al., 2012). O copolimero KPS5NIPAM46 (1), a partir das andlises das dreas
bandas A 1s546/A 1048, fO1 0 que apresentou maior razdo, indicando um maior grau de enxertia. A
partir desta observacao era esperado que o KPSSNIPAM46 (1) apresentasse LSCT menor que
o KPS5NIPAM46 (2), porém ambos apresentaram mesma temperatura de transicao.

O fato de os copolimeros terem apresentado LCST maior que a do PNIPAM (32
°C) deve-se ao aumento do cardter hidrofilico devido ao sulfato de celulose. O refor¢o das
ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de 4gua e o sulfato de celulose levou ao aumento da
temperatura de transi¢io (ALMEIDA et al., 2012).

Os valores dos tamanhos e o indice de polidispersio (IPD) para todos os
copolimeros a temperatura de 25 e 50 °C estdo mostrados na Tabela 10. Os copolimeros em
meio aquoso apresentaram tamanhos na escala nanométrica. Os indices de polidispersao
mostraram-se elevados a temperatura de 25 °C e com o aumento da temperatura ocorreu uma
reducdo, sugerindo sistema com distribuicdo de tamanhos homogéneos. O tamanho das
nanoparticulas para o copolimero sintetizado com a celulose mais sulfatada (KPSSNIPAM46
(2)) € menor do que aqueles com grau de sulfatacdo menor, em ambas as temperaturas. Isto
pode ser devido ao menor percentual de enxertia do PNIPAM do copolimero KPSSNIPAM46
(1) (Tabela 9).

Tabela 10 - Valores dos tamanhos e IPD para os copolimeros, a 25 ¢ 50 °C

Tamanho (nm) IPD

Copolimeros
25°C 50 °C 25°C 50 °C

KPSSNIPAM46 (1) 97,4 £ 47,0 329,0 = 7,80 0,54 £0,11 0,078 + 0,07

KPSSNIPAM46 (2) 60,8 £42,3 195,2+0,10 0,44 0,00 0,280 + 0,02

Vasile e Nita (2011), ao sintetizarem copolimeros de alginato com PNIPAM,
observaram que o baixo percentual de PNIPAM induz o aumento do tamanho das particulas

com 0 aquecimento, e por consequéncia um aumento da temperatura de transicao.
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Para fins de uso como sistemas de liberacio de farmacos o ideal é que a LCST dos
copolimeros seja proxima a temperatura do corpo humano, como os copolimeros sintetizados

apresentaram LCST muito elevada estes ndo se mostraram promissores para esta finalidade.

5.4 Sintese e caracterizacdo dos copolimeros utilizando o iniciador nitrato de amonio

cérico IV (CAN)
5.4.1 Sintese dos copolimeros

As reagdes foram realizadas em meio dcido (HNO3) com a concentragdo de acido
de 5 x 10 mol L'. Em meio aquoso, o CAN existe como Ce*", [Ce(OH)]** e [Ce-O-Ce]®*

(Equagdes 5 e 6) e o fon [Ce-O-Ce]®*

por ser grande ndo consegue formar complexos com a
cadeia principal dos polimeros. Ao acidificar o meio com acido nitrico o equilibrio € deslocado

para a formacdo de fons Ce** e por consequéncia a enxertia é favorecida (GOYAL et al., 2008).
Ce* + H,0 = [Ce(OH)’* + HT )

2 [Ce(OH)]** = [Ce-O-Ce]®* + H,O (6)

A adi¢do do iniciador a solu¢do de sulfato de celulose faz com que uma turbidez
seja observada, isto pode ser ocasionado pela complexagdo dos grupos sulfato com os fons Ce**.
Apesar do meio heterogéneo a reagdo foi continuada utilizando diferentes quantidades de

iniciador e NIPAM.

5.4.2 Espectroscopia de absorgdo na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier

(FTIR)

Na Figura 21, estdo mostrados os espectros dos copolimeros sintetizados e do
homopolimero removido no processo de purificagdo dos copolimeros. Foi observado que o
homopolimero apresentou bandas caracteristicas de poli N-isopropilacrilamida (3447, 3300,

2972, 1651, 1546 e 1458 cm™). As suas atribui¢des encontram-se na se¢io 5.3.2 (p. 47).
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Figura 21 - Espectros na regido do infravermelho dos copolimeros sintetizados utilizando o

iniciador CAN e do homopolimero
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Os copolimeros sintetizados com CAN a temperatura ambiente e a 60°C
apresentaram a mesma tendéncia que os sintetizados com o iniciador KPS. Na Figura 22
encontram-se os espectros dos copolimeros com ampliacdes das regides 3100 — 2800 cm™! e
1600 — 1490 cm’!, e pode-se observar que as bandas caracteristicas de PNIPAM (2972 e 1546
cm™) apareceram apenas nos espectros dos copolimeros sintetizados a 60 °C, sendo os
copolimeros sintetizados com menor quantidade de iniciador mostram estas bandas bem menos
intensas que os demais. Chegando-se a mesma conclusido de que a temperatura € um fator
necessario para a enxertia do PNIPAM em sulfato de celulose.

Para avaliar como a variagdo do grau de sulfatacdo do derivado, a quantidade de
iniciador CAN e de monomero NIPAM influenciaram na reacdo de enxertia, também se
calculou a razdo das dreas entre as bandas 1546 cm™ (devido a PNIPAM) e 1048 cm™! (devido
ao polissacarideo) (Ais46/A1048) para os copolimeros sintetizados a 60 °C (CANSNIPAM46 (2),
CANI1ONIPAM46 (2), CAN24NIPAMA46 (2), CAN24NIPAM100 (2)) (Tabela 11).
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Figura 22 — Espectros dos copolimeros (a) CAN24NIPAMA46 (1), (b) CAN24NIPAM46TA (2),
(c) CAN24NIPAMI100 (2), (d) CAN24NIPAM46 (2), (e) CANIONIPAM46 (2) e (f)
CANSNIPAM46 (2), com ampliacdes das regides 3100 — 2800 cm™ e 1600 — 1490 cm’!
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3000 1600 1500
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Tabela 11 - Razio entre as dreas das bandas 1546 e 1048 cm™! para os copolimeros sintetizados

a 60°C com o iniciador CAN

Copolimeros A 1546 /A 1048
CANSNIPAM46 (2) 0,003
CAN10ONIPAMA46 (2) 0,003
CAN24NIPAMA46 (2) 0,048
CAN24NIPAM100 (2) 0,114
CAN24NIPAM46 (1) 0,036

Foi observado que ao aumentar a quantidade de iniciador CAN (de 5 para 24 mg)
ocorreu um aumento da razdo Aisss /Ao4s de aproximadamente 16 vezes. E ao aumentar a

quantidade de mondmero NIPAM (de 46 para 100), a razao entre as bandas também aumentou,
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sendo um aumento de aproximadamente 2,4 vezes. Isto mostra que esses dois fatores
influenciam no aumento da enxertia de PNIPAM no sulfato de celulose.

Ao manter a quantidade de iniciador CAN e mondmero constantes, e variar o grau
de sulfatacdo do derivado sulfatado foi observada uma razdo Ajsss /Aio4g maior para o
copolimero CAN24NIPAM46 (2) cuja sintese foi realizada com o derivado mais sulfatado.
Porém, a diferenca entre as razOes das areas nao foi tdo elevada quanto ao variar a quantidade
de iniciador e mondmero. Para os copolimeros sintetizados com o iniciador KPS foi observada
uma tendéncia contréria.

Os copolimeros preparados com a maior quantidade de CAN apresentaram
rendimentos de 38,6 + 4,8; 22,4 £ 1,9 e 12,8 + 4,5%, respectivamente para os copolimeros
CAN24NIPAM46 (2), CAN24NIPAM100 (2) e CAN24NIPAM46 (1). Os rendimentos obtidos
foram baixos, e observa-se que ao aumentar a quantidade de NIPAM o rendimento reduziu,
provavelmente devido a formacdo de homopolimero com o excesso de NIPAM. Abreu et al.
(2016) ao estudar a enxertia de PNIPAM em goma do cajueiro também observou uma reducao
do rendimento ao aumentar a quantidade de NIPAM e este fato foi justificado pelo

favorecimento da reacao de homopolimerizagao.
5.4.3 Ressondncia Magnética Nuclear de préton (RMN 'H)

A estrutura quimica dos copolimeros CAN24NIPAM46 (2) e CAN24NIPAM100
(2) também foi avaliada por RMN 'H (Figura 23).

Observam-se sinais caracteristicos de anéis de glicose ndo sulfatados (4,58; 3,53;
3,67; 3,70; 3,36; 3,84-3,98 ppm referentes aos protons H-1 a H-6, respectivamente), sinais de
anéis de glicose sulfatados (sinais em 4,13; 4,35-4,4 ppm devidos aos hidrogénios H-2 e H-6
de carbonos sulfatados) (Figura 24) e sinais atribuidos ao PNIPAM. De acordo com a literatura
os deslocamentos quimicos (ppm) correspondentes ao PNIPAM sdo: 3,9 (-CH(CH3)2), 2,0 (-
CH-CH), 1,60 (-CH-CH>) e 1,1 (-CH(CH3)2) (WANG et al., 2002). E os quatro sinais podem
ser observados nos espectros, confirmando assim a reag¢do de enxertia. Os sinais citados estio

representados pelas letras b, d, c, a, respectivamente, na estrutura do PNIPAM na Figura 23.
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Figura 23 - Espectros de RMN 'H dos copolimeros CAN24NIPAM46 (2) e

CAN24NIPAM100(2) a 25°C
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A substituicdo molar (SM), ou seja, a quantidade de PNIPAM por unidade
glicosidica, foi determinada a partir da razdo das areas do sinal correspondente aos prétons do
grupo isopropil (-CH(CH3)2) do PNIPAM em 1,1 ppm (P) e do sinal relativo ao carbono
anomérico do SCB em 4,58 ppm (A) (Equacao 5).

P
SM = % 5)

O valor da substituicdo molar para os copolimeros CAN24NIPAM46 (2) e
CAN24NIPAMI100 (2) foram 0,83 e 3,40, respectivamente. A quantidade de PNIPAM inserida
na cadeia de sulfato de celulose foi maior para o copolimero CAN24NIPAM100 (2), o que

também foi confirmado por FTIR.

5.4.4 Concentracdo de associacdo critica (CAC)

A concentracdo de associacdo critica é a concentracdo minima de copolimeros
necessdria para a formacdo das nanoparticulas. A fim de encontrar os valores de CAC dos
copolimeros CAN24NIPAM46 (2) e CAN24NIPAMI00 (2) utilizou a técnica
espectrofluorimetria, aplicando o pireno como sonda fluorescente. As bandas de fluorescéncia
do pireno sdo sensiveis a polaridade do microambiente onde este se encontra
(KALYANASUNDARAM; THOMAS, 1977). Com isso, variagdes nas razdes entre as bandas
em 338 e 334 nm (I33s / I334) do espectro de excitacdo do pireno podem indicar a polaridade do
meio que rodeia o pireno, sendo apresentados valores baixos em ambientes polares e valores
altos em meios hidrofébicos (WILHELM et al., 1991).

Nas Figuras 25 e 26, pode-se observar as razdes I33s / 1334 versus as concentragdes
dos copolimeros. Em baixas concentra¢des ambos os copolimeros apresentaram baixos valores
de I338/ I334, indicando que o pireno esta disperso no meio aquoso. Ao aumentar a concentragao
dos copolimeros foi observado um aumento da razdo das bandas em estudo e isto é um
indicativo de que o pireno encontra-se em um meio apolar, relativo ao interior das
nanoparticulas que se formaram e t€ém os segmentos hidrofébicos de PNIPAM voltados para o

seu interior.
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Figura 25 - Razdes I338/1334 em funcdo das concentragdes do copolimero CAN24NIPAM46 (2)
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Figura 26 - Razdes I338/1334 em fungdo das concentra¢des do copolimero CAN24NIPAM100 (2)
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Os valores de CAC foram determinados pela interse¢ao entre as retas antes e apos
o ponto de inflexdo e os valores estdo mostrados na Tabela 12. Para ambos os copolimeros os
valores de CAC a 25 °C (0,34 e 0,33 mg/ml) foram maiores que a 50 °C (0,16 e 0,05 mg/ml),
indicando que acima da temperatura de transi¢do (LCST) sdo necessarias concentragdes de

copolimeros mais baixas para a formacao das nanoparticulas.
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Tabela 12 - Valores de concentragcdo de associacdo critica para os copolimeros

CAN24NIPAMA46 (2) e CAN24NIPAM100 (2)

Copolimeros CAC (mg/ml) (25 °C) CAC (mg/ml) (50 °C)
CAN24NIPAMA46 (2) 0,34 0,16
CAN24NIPAM100 (2) 0,33 0,05

Os valores de CAC a 25 °C foram muito préoximos para os dois copolimeros,
enquanto que a 50 °C o copolimero CAN24NIPAM100 (2) apresentou um valor trés vezes
menor que o do copolimero CAN24NIPAM46 (2). Isto pode ser atribuido ao fato de que o
CAN24NIPAMI100 (2) apresenta um maior carater hidrofébico, por possuir um maior
percentual de PNIPAM, e com isso as nanoparticulas sdo formadas em concentracao menores.

Patrizi et al., (2009) sintetizaram copolimeros de dextrana enxertados com
PNIPAM e observaram uma reducio da CAC com o aumento do grau de enxertia de PNIPAM

nos copolimeros (0,096 — 0,031 mg/mL).
5.4.5 Espalhamento de Luz Dindamico (DLS)

Os copolimeros eram soliveis em dgua a temperatura ambiente devido aos
segmentos hidrofilicos do sulfato de celulose e do PNIPAM. Porém, com o aumento da
temperatura a solugdo tornou-se turva, indicando uma caracteristica termossensivel dos
copolimeros e a auto-organiza¢ao destes em nanoparticulas. Sabe-se que partir da LCST as
ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de dgua e os grupos amida do PNIPAM sdo desfeitas,
ocorrendo o favorecimento das interagdes hidrofobicas entre as cadeias laterais do copolimero
e consequente formagdo das nanoparticulas com o PNIPAM no nicleo (ALMEIDA et al.,
2012).

A variagdo do tamanho com o aumento da temperatura, para os copolimeros
sintetizados a 60 °C estd mostrada na Figura 27. Observa-se que com o aumento da temperatura
houve uma reducdo do tamanho das particulas e esta variacdo nos tamanhos confirma a
termossensibilidade dos copolimeros. A LCST para os copolimeros foram em torno de 33 °C
para 0 CAN24NIPAM46 (2) e 34 °C para o CAN24NIPAM100 (2) e o CAN24NIPAM46 (1).

O comportamento observado na sintese dos copolimeros com CAN ¢ diferente do
mostrado na Figura 20 para os copolimeros sintetizados utilizando KPS. Vasile e Nita (2011)

sugerem para copolimeros de alginato com PNIPAM que a diferenca de comportamento se deve
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ao percentual de PNIPAM no copolimero. Copolimeros com baixo percentual de PNIPAM
tendem a ter o tamanho de particulas aumentado com o aquecimento. Enquanto que os
copolimeros com alto percentual de PNIPAM tém o tamanho das particulas reduzido com o

aumento da temperatura.

Figura 27 - Relacdo do tamanho de particula com a temperatura para os copolimeros

CAN24NIPAM46 (2), CAN24NIPAM100 (2) e CAN24NIPAMA46 (1)
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Se comparados os dados das Tabelas 9 e 11, observa-se que a razdo entre as
absorbancias devido ao PNIPAM (A1s46) € a absorbancia da ligacdo C-O-C do polissacarideo
(A1048) sa0 maiores para os copolimeros sintetizados com CAN indicando um maior percentual
de PNIPAM o que acarreta o decréscimo do tamanho das nanoparticulas com o aumento da
temperatura, o que condiz com o proposto por Vasile e Nita (2011). Este mesmo
comportamento foi também observado em copolimeros de quitosana enxertada com PNIPAM
(LI et al., 2013) e copolimeros de poli (oxido de etileno) enxertado com PNIPAM (WANG et
al., 2013).

A LCST do PNIPAM ¢ 32 °C e os copolimeros apresentaram temperatura de

transi¢ao maior, o que sugere o aumento do cardter hidrofilico devido ao sulfato de celulose.
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Com a enxertia do PNIPAM em SCB, as liga¢des de hidrogénio entre as moléculas de dgua e
copolimero foram reforcadas levando ao aumento da temperatura de transicdo (ALMEIDA et
al., 2012).

As nanoparticulas formadas para todos os copolimeros mostrados na Figura 24
apresentaram tamanhos na escala nanométrica e os sistemas mostraram-se menos polidispersos
com o aumento da temperatura. Os valores dos tamanhos e o indice de polidispersdo (IPD) para

todos os copolimeros a temperatura de 25 e 50 °C estdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13 - Valores dos tamanhos e IPD para os copolimeros, a 25 e 50 °C

Tamanho (nm) IPD

Copolimeros
25°C 50 °C 25°C 50 °C

CAN24NIPAMA46 (2) 1234 £ 1,7 83,01 £0,8 0,346 +0,05 0,211 £0,01
CAN24NIPAM100 (2)  158,1+0,3 93,44 + 0,6 0,261 £ 0,01 0,245 + 0,01

CAN24NIPAM46 (1) 126,2 £4,0 91,11 £ 1,1 0,435+0,02 0,189 +0,00

Apés a temperatura de transicdo de fase, o indice de polidispersdao reduziu
indicando a formagdo de sistemas com distribui¢do de tamanhos mais homogéneos. Esse fato
sugere que os copolimeros se auto-organizaram formando nanoparticulas. Os tamanhos das
nanoparticulas a 50°C foram todos menores que 100 nm e sao menores dos que os valores
reportados para copolimeros de PNIPAM com goma do cajueiro (ABREU er al. 2016),
carragenana (GAWEL et al., 2013), quitosana (LI et al., 2013) e alginato (VASILE et al., 2016),
mas sdo similares aos obtidos para quitosana carboximetilada com diferentes graus de
carboximetilagdo (CHEN et al. 2010) (Tabela 1).

O aumento do percentual de PNIPAM (CAN24NIPAMI100 (2)) provoca um
aumento no tamanho das nanoparticulas, provavelmente devido as cadeias maiores de PNIPAM
neste copolimero. A variacdo no grau de sulfatacdo ndo apresentou variacao no tamanho a 25
°C, entretanto a amostra menos sulfatada (CAN24NIPAM46 (1)) apresentou maior tamanho a
50 °C.

Através da Figura 28, observa-se que a formagdo das nanoparticulas mostrou-se
reversivel com sucessivos ciclos de aquecimento e resfriamento (25 e 50 °C) dos copolimeros.

E a tendéncia da reducdo do tamanho com o aquecimento continuou sendo observada.



Figura 28 — Ciclos de aquecimento e resfriamento (25 e 50 °C) dos copolimeros
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O fato de as nanoparticulas terem apresentado tamanhos menores que 100 nm as

tornam promissoras no uso como sistemas para carreamento e liberacao de farmacos. No caso

do tratamento de cincer, uma vez que os vasos sanguineos dos tecidos tumorais apresentam

maior permeabilidade e retencao devido ao aumento do nimero e tamanho dos poros (50 a 100

nm), nanoparticulas com tamanhos de 10 a 200 nm podem passar maior tempo retidas nos

tecidos e seus tamanhos podem ter a funcdo de direciond-las para os tecidos tumorais

(STEICHEN et al., 2013; PARVANIAN et al., 2017).
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6 CONCLUSOES

Sulfato de celulose bacteriana (SCB) em diferentes graus de substitui¢ao (GS 0,80
e 1,56) foram obtidos e caracterizados. O rendimento reacional e o grau de sulfatacdo
aumentaram ao elevar a quantidade de reagente sulfatante. Os derivados sulfatados tiveram uma
reducdo no grau de cristalinidade e a sulfatacdo ocorreu preferencialmente no carbono C-6 da
celulose.

Copolimeros foram sintetizados utilizando iniciadores radicalares (KPS e CAN) e
ambos apresentaram termossensibilidade. A temperatura, a quantidade de iniciador e de
NIPAM mostram-se fatores necessérios para o aumento da enxertia de PNIPAM em sulfato de
celulose bacteriana.

O grau de insercao das cadeias de PNIPAM na sintese com KPS foi menor que na
sintese utilizando CAN. Os copolimeros KPSSNIPAM46 (1) e KPSSNIPAM46 (2) mostraram
comportamento caracteristico de copolimeros com baixo percentual de PNIPAM, com
temperatura de transi¢do (LCST) elevada (46 °C). J4 os copolimeros CAN24NIPAM46 (2),
CAN24NIPAM100 (2) e CAN24NIPAM46 (1) apresentaram um comportamento contrario,
com LCST variando de 33-34 °C.

A concentragdo de associacdo critica dos copolimeros CAN24NIPAM46 (2) e
CAN24NIPAMI100 (2) acima da LCST mostrou-se dependente do percentual de PNIPAM
enxertado. As nanoparticulas preparadas a partir dos copolimeros CAN24NIPAM46 (2),
CAN24NIPAMI100 (2) e CAN24NIPAMA46 (1) apresentaram tamanhos inferiores a 100 nm,
ap6s a LCST, indicando que as sinteses utilizando o iniciador CAN levaram a materiais

promissores para o uso como sistemas de liberacio de farmacos.
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