UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA E INORGANICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

VENICIOS GONCALVES SOMBRA

DESENVOLVIMENTO DE MATERIAIS TERMORRESPONSIVOS DE
COPOLIMEROS DE POLI(N-ISOPROPILACRILAMIDA) COM GOMA DO
CAJUEIRO E SEUS DERIVADOS

FORTALEZA
2019



VENICIOS GONCALVES SOMBRA

DESENVOLVIMENTO DE MATERIAIS TERMORRESPONSIVOS DE
COPOLIMEROS DE POLI(N-ISOPROPILACRILAMIDA) COM GOMA DO
CAJUEIRO E SEUS DERIVADOS

Tese submetida & Coordenacdo do
Programa de Pos-Graduacdo em Quimica
da Universidade Federal do Ceara como
requisito parcial para a obtencéo do Titulo
de Doutor em Quimica — Area de
concentracdo: Quimica.

Orientadora: Prof?¢. Dra. Regina Célia
Monteiro de Paula.

FORTALEZA
2019



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagio
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo madule Catalog, mediante os dados formecidos pelofa) auton(a)

5878d  Sombra, Venicios Gongalves.
Desenvolvimento de materiais termomesponsivos de copolimeros de poli{M-
isopropilacrilamida) com goma do cajueino & seus derivados / Venicios Gongalves Sombra.
—2018.
721 :il. color.

Tese (doutorade) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias, Programa de
Pos-Graduagso em Quimica, Fortaleza, 2019,
Orientagdo: Profa. Dra. Regina Celia Monteiro de Paula.

1. Goma do cajueiro. 2. Poli{N-iscpropilacrilamida). 3. Base de Schiff. 4. Quimica de
Carbodiimida. 5. Copolimeros termomresponsivos. |. Tiulo.

CDD 540




VENICIOS GONCALVES SOMBRA

DESENVOLVIMENTO DE MATERIAIS TERMORRESPONSIVOS DE
COPOLIMEROS DE POLI(N-ISOPROPILACRILAMIDA) COM GOMA DO
CAJUEIRO E SEUS DERIVADOS

Tese submetida & Coordenacdo do
Programa de Pd6s-Graduacdo em Quimica
como requisito parcial para a obtencao do
titulo de Doutor em Quimica — Area de
concentracao: Quimica.

Aprovada em 31/01/2019

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Regina Celia Monteiro de Paula (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof.2 Dr.2 |Izaura Cirino Nogueira Diogenes
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof.2 Dr.2 Judith Pessoa de Andrade Feitosa

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Luiz Gonzaga de Franca Lopes
Universidade Federal do Ceara (UFC)



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida e a criacdo de tudo.

Aos meus pais, Isamar e Edilene, por todos esses anos de amor e
dedicacéo.

Aos meus irmaos Cintia e Alexandre, pela amizade, companheirismo e
paciéncia. A toda minha familia, tios, tias e avos.

A minha orientadora Regina Célia Monteiro de Paula, pela infinita paciéncia
e apoio irrestrito. Pela confianca depositada no meu trabalho durante todos os anos
de orientacao.

A professora Judith Feitosa, pela oportunidade de ingressar no Laboratério
de Polimeros logo no inicio da minha graduacéo. Por todos esses anos de conversas
descontraidas, e ndo tdo descontraidas.

As professoras do Laboratério de Polimeros Pablyana Cunha e Jeanny
Maciel, por todo o suporte, amizade e disponibilidade, que contribuiram
profundamente para minha formacao pessoal e profissional.

A Natalia, meu amor, minha Flor, que durante todos esses anos tem sido
minha companheira de todos os momentos. Nas inumeras conversas, confissdes,
alicercou-se uma relacao de verdadeira cumplicidade e amor. A ela devo o fato de ter
chegado até aqui. Suas contribuicdes perpassam este, e todos meus outros trabalhos.

A Nadia, pelo seu apoio como amiga e como profissional, desde as minhas
primeiras praticas de Quimica Geral.

A Rayane, por sua amizade e por sempre estar disponivel a ajudar

A Maria, por sua amizade e sinceridade durante todos esses anos.

A Lais, por sua amizade e contribuicées que tornaram parte desse trabalho
possivel.

A todos os alunos de IC que me ajudaram nas idas e vindas desse trabalho,
Kayena, Wesley e Brenner.

Aos meus amigos do Laboratorio Polimeros - LabPol, pelo auxilio nos
experimentos e pela amizade durante todos esses anos.

Ao Programa de Pos-Graduagcdo em Quimica. A todos os professores que
direta ou indiretamente contribuiram com minha formacéo. Aos profissionais Célia,

Orlando e Lana, pela ajuda, paciéncia, compreensao e descontracao.



Aos amigos do Laboratério de Proteinas e Carboidratos de Algas Marinhas
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular-UFC, pela parceria e momentos
de descontracéo.

Ao CENAUREMN pelos espectros de RMN obtidos. Ao prof. Daniel Esdras
por toda sua ajuda e disponibilidade. E ao Herbert, que durante o periodo em que fui
operador, foi de grande ajuda e compreensao.

A CAPES pela bolsa concedida e ao CNPq, INOMAT e FUNCAP pelo apoio
financeiro.

Por fim agradeco a todos, que nao tendo sido citados, contribuiram para a

realizacao desse trabalho e na minha formacéao.



RESUMO

Sistemas poliméricos termorresponsivos tém sido propostos para carreamento e
liberacao de farmacos, com destaque para os sistemas a base de copolimeros com
poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm), polimero termorresponsivo na temperatura
proxima a do corpo humano. Polissacarideos sao utilizados na formacdo desses
copolimeros com PNIPAAm por apresentarem propriedades como biodegradabilidade
e biocompatibilidade, além de permitir a modulacdo dessa temperatura de transi¢cao.
O presente trabalho estuda a formacao de copolimeros de goma do cajueiro (GC) e
derivados com PNIPAAmM amino terminada (PNIPAAmMNH2) por duas rotas: base de
Schiff e quimica de carbodiimidas. Foram sintetizados PNIPAAMNH2 com diferentes
massas molares, nomeados PNIPAAMNH: 100 e PNIPAAMNH: 250, além de
derivados modificados da GC por oxidagao (GCOX) e carboximetilagdo (GCCM). Para
as reacoes de copolimerizagéo via base de Schiff, utilizou-se GCOX e PNIPAAMNH:
100 e 250, em razdes massicas de 5:1 e 1:1. Para as reacfes de copolimerizacéo via
carbodiimida foram utilizadas GCCM e GC com PNIPAAmMNH: 250. Obteve-se a partir
dos copolimeros com GCOX, coloides termorresponsivos com tamanho de particula
a 37 °C, variando entre 147,1 e 221,3 nm e IPd entre 0,151 e 0,580. Os formados com
PNIPAAMNH2 250 apresentaram as menores LCST (35 °C), tendo a razéo entre os
constituintes nao influenciado na mesma. Esses copolimeros formados via base de
Schiff apresentaram-se estaveis na faixa de pH de 4,0-7,4. Para os copolimeros
formados via reacdo de carbodiimida, todos apresentaram LCST a 36 °C, com
tamanhos e IPd variando entre 194,3 e 262,4 nm, e 0,109 e 0,345, respectivamente.
Para esses sistemas, observou-se que a 0 aumento da quantidade de PNIPAAMNH:2
produziu sistemas mais homogéneos, com menor IPd. Dentre os sistemas estudados
0s que apresentaram menores tamanhos e IPd foram: GCOX-g-PNIPAAMNH2 250
1:1, com tamanho de 221,3 nm e 0,151 de IPd; GCOX-g-PNIPAAMNH2 250 1:1, com
tamanho de 194,3 nm e 0,202 de IPd; GC-g-PNIPAAMNH2 250 1:1, com tamanho de
212,8 nm e 0,109 de IPd.

Palavras-chave: Goma do cajueiro. Poli(N-isopropilacrilamida). Base de Schiff.

Quimica de Carbodiimida. Copolimeros termorresponsivos.



ABSTRACT

Thermoresponsive polymers have been proposed for drug loading and delivery
systems, being the prominent systems those based on poly(N-isopropylacrylamide)
(PNIPAAM) copolymers due to its thermoresponsive temperature close to human body
temperature. Polysaccharides are applied to PNIPAAmM copolymers formation
providing new properties such as biodegradability and biocompatibility, besides
allowing the transition temperature modulation. The present work studies copolymers
formation of cashew gum (CG) and derivatives with amino terminated PNIPAAmM
(PNIPAAMNH_2) by two routes: Schiff base and carbodiimide chemistry. PNIPAAMNH:2
100 and PNIPAAMNH2 250 were synthesized, besides the GC oxidation (GCOX) and
carboxymethylation (GCCM). GCOX and two differents PNIPAAMNH:2 were used in
mass ratios of 5:1 and 1:1 in Schiff base copolymerization reactions. Copolymerization
reactions by carbodiimide used GCCM and GC with PNIPAAMNH2 250. GCOX
copolymers produced thermoresponsive colloids with particle sizes, at 37 °C, ranging
between 147.1 and 221.3 nm, and PdI from 0.151 to 0.580. Copolymers from
PNIPAAMNH2 250 exhibit the lowest LCST (35 °C) that is uninfluenced by the mass
ratio. The copolymers formed by Schiff base are stable in pH range from 4.0 to 7.4.
Copolymers formed by the carbodiimide reaction presented LCST at 36 ° C, with
particle sizes values of 194.3 and 262.4 nm, and Pdl 0.109 and 0.345. It was observed
that increasing the amount of PNIPAAMNH: the systems becomes more
homogeneous with lower Pdl, especially systems: GCOX-g-PNIPAAMNH2 250 1:1,
size 221.3 nm and Pdl 0.151; GCOX-g-PNIPAAMNH2 250 1:1, size 194.3 nm and PdlI
0.202; GC-g-PNIPAAMNH2 250 1:1, size 212.8 nm and Pdl 0.109.

Keywords: Cashew gum. Poly(N-isopropylacrylamide). Schiff base. Carbodiimide

chemistry. Thermoresponsive copolymers.
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1 INTRODUCAO

1.1 Polimeros termorresponsivos em sistemas de liberacdo de farmacos

Uma vertente que surge dentre os sistemas de liberagdo de farmaco esta
relacionada a sistemas que respondem a um estimulo externo ou ambiente, como pH
(SONAWANE et al., 2017; MAO et al., 2016), radiacdo (JOCHUM; THEATO, 2013) e
temperatura (SAMANTA et al., 2018).

Os sistemas poliméricos termorresponsivos apresentam mudanga em sua
solubilidade em relacdo a variacdo de temperatura, estando essa resposta associada
diretamente a liberacdo do farmaco no meio. A temperatura na qual ocorre tal
mudanca pode ser classificada de duas formas: LCST (Lower Critical Solution
Temperature) quando a partir de tal temperatura o polimero torna-se insolivel e UCST
(Upper Critical Solution Temperature) quando a partir de tal temperatura o polimero
torna-se sollavel. Este ultimo tipo de transicdo ocorre para um numero limitado de
polimeros termorresponsivos (SEURING; AGARWAL, 2012). O efeito da temperatura

nas cadeias dos polimeros termorresponsivos esta esquematizado na Figura 1.

Figura 1 — Representacgdo da transicdo que ocorre com 0 polimero termorresponsivo com 0 aumento
da temperatura.

Polimero Colapso Agregacéao
em solucédo Intramolecular intermolecular

T<LCST T=LCST T>LCST

Fonte: Abulateefeh et al., 2011.

Sistemas de liberacdo tém sido estudados principalmente com polimeros
gue possuem LCST, esses polimeros e suas respectivas temperaturas de transicao
sé@o mostrados na Tabela 1.

Dentre os polimeros termorresponsivos citados destaca-se a poli(N-
isopropilacrilamida) que, tanto por sua biocompatibilidade como pelo seu valor de

LCST (30-34 °C), préximo a temperatura do corpo humano (37 °C), tem sido tem
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utilizada em sistema de liberagcdo de farmaco, principalmente para farmacos anti-

cancerigeno.

Tabela 1 — Polimeros que possuem LCST e suas respectivas temperaturas de transicéo.
Temperatura de transigdo em

Polimero ~ o
solucdo aquosa (°C)
Poli(N-isopropilacrilamida) 30-34
Poli(N,N-dimetilacrilamida) 32-34
Poli(metil vinil eter) 37
Poli(N-vinilcaprolactama) 30-50

Copolimero em bloco de
poli(6xido de etileno)
Fonte: GHANDI et al., 2015.

20-85

1.2 Copolimeros termorresponsivos a base de poli(N-isopropilacrilamida) e

polissacarideos

A sintese de copolimeros de poli(N-isopropilacrilamida) e polissacarideos
tem se intensificado nos ultimos anos. A introducao de um grupamento hidrofilico afeta
0 padrao de interacao das cadeias de PNIPAAmM acarretando uma elevacdo de LCST
e modulando a liberac&o de farmacos.

As sinteses destes copolimeros ocorrem via reac¢do de polimerizacdo do
mondmero N-isopropilacrilamida na cadeia do polissacarideo por polimerizacéao
radicalar ou por reacao de acoplamento de um polimero de N-isopropilacrilamida pré
formado com a cadeia do polissacarideo. Nas reacdes radicalares utiliza-se como
iniciadores persulfato de aménio ou potassio (APS ou KPS) ou nitrato cérico
amoniacal (CAN) (Tabela 2). As reacdes de acoplamento, geralmente, utilizam a
guimica de carbodiimidas, como por exemplo o0s reagentes EDC (3-
etilcarbodiimida)/NHS  (N-hidroxissuccinimida). Neste tipo de reacdo ha a
condensacdo de um grupo carboxilato com um amina primaria, formando amidas.
Assim, um polissacarideo tendo grupos carboxilatos em sua estrutura, o PNIPAAmM
deve ser funcionalizado com grupamentos NH2 (PNIPAAM-NHz) (Tabela 2). Varios
destes copolimeros possuem respostas termoresponsivas e apresentam capacidade
de liberar controladamente farmacos.
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Copolimeros termossensiveis de alginato com PNIPAAmM foram
sintetizados via reacdo radicalar e por reacdo de acoplamento (TABELA 2).
Alginato/PNIPAAmM hidrogel foi testado como carreador de teofilina, medicamento
utilizado para asma e obstrucfes graves respiratérias (DUMITRIU et al., 2014). Os
autores mostraram que a capacidade de incorporacéo varia entre 55 a 73%, sendo
gue o aumento da proporcéo de alginato no copolimero proporciona um aumento da
incorporacéao do farmaco. Um liberacdo controlada também foi observada até 24 horas
apH 7,4.

Martinez-Gomez et al. (2015) realizaram sinteses de copolimeros com
PNIPAmM e cadeias de homopolimeros de acido manurénico (MM-g-PNIPAAmM) e de
acido galacturénico (GG-g-PNIPAAmM). Os autores mostraram que os hidrogéis de
GG-g-PNIPAAmM possuem propriedades de intumescimento, térmicas e de resposta
ao pH melhores que os hidrogéis de MM-g-PNIPAAmM.

Copolimeros de PNIPAAmM e pululana carboximetilada apresentaram
resposta tanto a variacdo de temperatura quanto ao pH (ASMARANDEI et al, 2013).
Teste de liberacdo de difenidramina, um anti-histaminico, mostra que a liberacéo
depende da temperatura, pH e composi¢ao do copolimero.

Micelas de copolimeros de dextrana-g-PNIPAmM também apresentaram
respostas diferenciadas ao pH e temperatura. As micelas foram utilizadas para
incorporacdo de um farmaco para tratamento do cancer (Metotrexato). As micelas
carregadas foram eficientes na internalizacdo do farmaco em células cancerigenas,
tendo acdo mais citotdxicas nestas células que o farmaco livre (BLANCO-
FERNANDEZ et al., 2017).

Hidrogéis injetaveis foram obtidos a partir de copolimeros de acido
hialurénico e PNIPAm. Os hidrogéis apresentaram um aumento de viscosidade acima
de 35 °C, permanecendo estaveis, na administracéo in vivo por 24h. Uma liberacéo
mais controlada de riboflavina foi observada quando a insercdo de PNIPAm foi maior
(HA et al., 20086).

Nanoparticulas de copolimeros de goma do cajueiro e PNIPAmM com
tamanhos variando de 12 a 21 nm. Foram sintetizados copolimeros foi via
polimerizacéo radicalar utilizando nitrato cérico amoniacal (CAN) como iniciador. As
nanoparticulas ndo apresentaram citotoxicidade em testes com células Caco-2 e
HT29-MTX e foram eficientes na incorporacdo de epirubicina, um farmaco para o
tratamento do cancer (ABREU et al, 2016).
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1.3 Goma do cajueiro oxidada

A goma do cajueiro € um polissacarideo obtido a partir do exsudato extraido
da arvore Anacardium occidentale, abundante na regido nordeste do Brasil. A Figura
2 apresenta as unidades monossacaridicas constituintes da goma do cajueiro e o seu

possivel arranjo na estrutura do polissacarideo.

Figura 2 — Principais agucares constituintes da goma do cajueiro (a) e seu possivel arranjo na estrutura
do polissacarideo (b)

gli. a.
on & 1 b
'
OH it O oH 6
OoH  H gal gal
H H 1 1
H OH i N
Galactose (gal) 6 6
on R—3 glal gal 1 —3 gslll
H i O oH ! v
oH H 3 3
ol W gal 6+— 1 gli gal 6+— R gal
H OH 1 1 1
Glicose (gli) 4 v i
3 3 3
HO .
® OH gal gal gal 6«1 gli. a.
T o 1 1 1
4 H ) ' )
OH H 6 6 6
Arabinose (R) ' ' '
- gal 1— 3 gal 1— 3 gal 1— 3 gal 1— 3 gal I— 3 gal I— 3 gal I 3 gal 1 —
GHs 6 6 6 6
LA t 1 i t
OH H 1 1 1 1
ol OH gal gli gal 3 «—1gal gal 3«— R
H OH 3 6 6 6
Ramnose (R) 1 1 4 4
e 1 1 1 1
@ gal 3«— 1 gal 6«— 1 gal gl gal gal
H O H 6 3 6
o' t t i
ol OH 1 1 1
H OH gal R gli. a.
Acido glicurdnico (gli. a.)

Fonte: Adaptada de Anderson e Bell (1975).

Devido a presenca de varios grupos hidroxilas na cadeia dos
polissacarideos, estes podem ser modificados facilmente gerando varios tipos de
derivados, entre eles os derivados oxidados onde o grupamento hidroxila é oxidado a
aldeido ou cetona.

A Figura 3 apresenta a reacdo de oxidagdo com periodato para uma
unidade de glicose, presente na estrutura da goma do cajueiro. Alguns reagentes
podem ser utilizados para a oxidacdo de unidades monossacaridicas, tais como
reagente TEMPO (N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina) (CUNHA et al.,, 2007;) e o
periodato de sédio (LEITE et al., 2017),

Para que ocorra a reacao de oxidacdo com periodato, € imprescindivel que

a unidade monossacaridica a ser oxidada, possua duas hidroxilas vicinais e na mesma


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267000894301#!
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orientagdo (ambas equatoriais ou ambas axiais). Para a unidade de glicose, apenas
os carbonos C-2, C-3 e C-4 atendem a essa restricao.

Cada unidade de glicose pode ser duplamente oxidada, na primeira
oxidacao ocorre a abertura do anel piranosidico com a formac&o de um dialdeido, na
segunda oxidacao formaldeido é liberado a partir da estrutura previamente oxidada.

Figura 3 — Reacdo de oxidacdo com periodato da unidade de a-D-glicose, constituinte da goma do
cajueiro
H

o)
HO~ ngt o) - —£ -0
HO. +Nalo, - HO \~\ + NalO; + H,0
OHon O OOH
a-D-glicose Aldeido
e A

\ J
OH OH 0
HO/$/0 + Na|04 QOA/O + H/CbH + NaIO3
T by
o H OH
Aldeido Aldeido Acido férmico

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os grupos aldeidos na estrutura do polissacarideo permitem a formacgéo de
ligacdo com outras moléculas, sejam elas pequenas como farmacos
(EHRENFREUND-KLEINMAN et al., 2002; LI et al., 2017), macromoléculas como
polissacarideos (JIA et al.,, 2011) ou proteinas (BALAKRISHNAN et al., 2005), na

sintese de novos materiais.
1.4 Reacdes de formacao de base de Schiff
Base de Schiff, descoberta pelo quimico Hugo Schiff, em suas pesquisas

com iminas e aldeidos (1864), é uma imina ligada pelo atomo de hidrogénio a um

grupo hidrocarbil (grupo hidrocarbonado sem um hidrogénio), tendo como estrutura
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basica R2C=NR' (R' # H). A reacao de formacao da base de Schiff ocorre por adigao
nucleofilica entre uma amina primaria aroméatica ou alifatica e um grupo carbonila de
aldeido ou cetona, formando um hemiaminal seguido de desidratacdo, tendo uma
imina como produto final (DA SILVA et al, 2011; KLEIN, 2016). A Figura 4 mostra um

exemplo genérico de formacao de base de Schiff.

Figura 4 — Reacéo genérica para a formagao de uma imina via base de Schiff com catalise acida.

i I
N + RNH, —»R/C\R + HyO

Base de Schiff
(Imina)

N
/C\ — R—C—R — C + H20
R7 "R |
R.N\_H :A R~ H A R
)
H

Fonte: Adaptada de KLEIN, 2016.

Pesquisas mais recentes exploram a formacdo de bases de Schiff em
reacBes envolvendo polissacarideos visando a producao de novos materiais, aliando
propriedades desses polissacarideos com as de outras moléculas ao acopla-las pela
formacéo de imina. Sabaa et al. (2017) estudaram a formacao de bases de Schiff entre
um copolimero de quitosana com poliacrilonitrila e diversos aldeidos, observando um
aumento na atividade bactericida do copolimero, em relagdo ao copolimero sem
modificag&o.

Bases de Schiff também mostram eficiéncia em sistemas de carreamento
e liberacdo de farmacos como nos resultados apresentados por Feng et al. (2017)
mostrando um conjugado de um farmaco anticancerigeno, a doxorubicina, com um
polissacarideo, a dextrana oxidada. A conjugacdo entre o polissacarideo e o farmaco
ocorreu via base de Schiff entre o grupo amino da doxorubicina e os grupos aldeidos
da dextrana oxidada. Esse sistema mostrou-se dependente do pH do meio, podendo
ser modulavel para liberacdo do farmaco na regiao tumoral. Além disso, o sistema

mostrou, em relacdo ao farmaco ndo conjugado, uma maior eficiéncia de
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internalizagao celular, maior citotoxicidade e aumento da inibicdo de proliferacédo
tumoral.

Alguns trabalhos envolvendo polissacarideos regionais também propdem o
uso de bases de Schiff em sistemas de carreamento e liberagéo de ativos. Moura Neto
(2009) propods a formacao de esferas a base de gelatina para a liberacao de ativos em
meio aquoso, fazendo uso de base de Schiff entre o grupo amino da gelatina e os
grupos aldeidos da goma do cajueiro oxidada, observando dependéncia da interacéo
entre gelatina e goma com o aumento do grau de oxidacdo da goma. O mesmo
sistema foi utilizado para a formacdo de géis como suportes de células ou ativos,
“scafolds”, para medicina regenerativa (MAGALHAES, 2013).

As bases de Schiff também podem ser uUteis na producédo de hidrogéis
injetaveis com formacéao in situ, como o material produzido por Cheng et al. (2014) a
partir de quitosana e dextrana funcionalizada com grupos aldeido, que se destaca por
sua excelente citocompatibilidade. Filmes finos de goma do cajueiro oxidada com
diferentes graus de oxidacdo com quitosana via base de Schiff foram produzidos e
caracterizados por Leite et al. (2017).

Dessa forma, bases de Schiff mostram-se interessantes na elaboracao de
sistemas carreadores, possibilitando agregar propriedades de diferentes moléculas,

em um Unico material.

1.5 Goma do cajueiro carboximetilada

A carboximetilacdo € um método industrial bastante utilizado para a
preparacao de derivados a partir de polissacarideos, apresentando vantagens como
baixo custo e a ndo toxicidade dos produtos formados (VERRAEST et al., 1995). Esse
método tem sido aplicado a diferentes polissacarideos como: quitosana (HAYES,
1986), celulose (TORUL; ARSLAN, 2003), goma do cajueiro (SILVA et al., 2004),
amido (KOOIJMAN et al., 2003), quitina (KURITA, 2001), gelana (MIYAMOTO et al.,
1996), pululana (PICTON et al.,, 1995) e inulina (VERRAEST et al., 1995), como
materiais de partida.

A reacdo de carboximetilagdo introduz no substrato de interesse grupo
carboximetilas (-CH2COOH), geralmente utilizando como reagente o acido

monocloroacético em meio basico. Esse tipo de modificacdo tanto aumenta a
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hidrofilicidade do substrato como pode aumentar sua atividade. O mecanismo de

reacdo para unidades genéricas de um polissacarideo € apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Mecanismo de reagéo da carboximetilacdo de um polissacarideo
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Fonte: SILVA et al., 2004.

A primeira etapa da reacdo consiste no equilibrio de protonagdo e
desprotonacao da hidroxila pelo hidréxido formando ions alcoxidos que, por sua vez,
reagem com o acido monocloroacético para a formacao de um éter.

A gquantidade de grupos carboximetil formados € indicada pelo grau de
substituicdo (GS) (numero de grupos carboximetil inseridos na cadeia do polimero por
unidade monomeérica). O grau de substituicdo (GS) para derivados carboximetilados
pode ser determinado por um nimero de técnicas analiticas, as mais comuns utilizam
potenciometria e condutimetria (GLINEL et al., 2000).

A reacdo de carboximetilagdo da goma do cajueiro foi proposta
anteriormente para obtenc&o de materias com diferentes aplicacdes. A interagao entre
goma do cajueiro carboximetilada e quitosana levou a producdo de complexos
polieletroliticos (MACIEL et al.,, 2005; SILVA et al, 2010) e microesferas
(MAGALHAES JR et al., 2009; MONTEIRO et al., 2015) visando a liberac&o controlada
de farmacos. Filmes de goma do cajueiro carboximetilada obtidos por layer by layer
(LBL) mostraram aumento de carga quando comparados com os filmes obtidos com
goma do cajueiro ndo modificada, caracteristica interessante para a aplicacao de tais

filmes como dispositivos optoeletronicos (LEITE et al., 2017).
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1.6 Quimica de carbodiiminas

A gquimica de carbodiimidas € comumente empregada quando deseja-se
ligar covalentemente um grupo amino a um acido carboxilico. O agente de
acoplamento mais o utilizado para essa classe de reacdes em meio aquoso é o N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC), presente geralmente na forma
protonada em meio levemente acido (pH entre 4 e 6). O reagente EDC atua como
ativador do acido carboxilico, sendo empregado juntamente com o reagente N-
hidroxissuccinimida (NHS), o qual atua como estabilizante do intermediario de reacéo,
aumentando assim a eficiéncia da reagao.

A guimica de carbodiimidas tem sido utilizada na quimica de polimeros em
especial na producdo de nanoparticulas poliméricas, uma vez que a reacao de
acoplamente que se da por essa via dispensa o uso de reticulantes, pois liga as
espécies de interesse por meio dos grupos funcionais presentes nas proprias espécies
envolvidas, como mostra o esquema apresentado na Figura 6.

Figura 6 — Esquema de reacao de acoplamento entre dois polimeros distintos por meio de quimica de
carbodiimidas na presenca de EDC/NHS

o}

(o] 9 0.
EDC NHS )koj‘/\}
OH — O\ ( —_— o)
LN
rN/
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|

tNHz

‘ Polimero A ‘ Polimero B

Fonte: Elaborada pelo autor.

Reacgbes de acoplamento utilizando quimica de carbodiimidas foram
aplicadas em sinteses com polissacarideos, como a quitosana, na producdo de

copolimeros enxertados com PNIPAAM, para a produgdo de hidrogéis injetaveis
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(CHEN, CHENG, 2006). Alginato e derivados carboximetilados de goma guar
enxertados com PNIPAM-NH: foram sintetizados para a producdo de hidrogéis
(CHEABURU et al. 2013; Chen, CHENG, 2006) e alginato com PNIPAAmM-NH2 para a
producédo de micelas visando o carreamento de farmacos (AHN et al., 2014; LIU et al.,
2017).

Neste trabalho é proposta uma nova rota para sintese de copolimeros
utilizando a formacgéo de base de Schiff entre o derivado oxidado da goma do cajueiro
e 0 homopolimero pré-formado de PNIPAAmM com grupos NH2zterminais e a formacéao
de copolimeros de goma do cajueiro e gomo da cajueiro carboximetilada com

PNIPAAmM com grupos NHz terminais via quimica de carbodiimidas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir novas rotas de sintese de copolimeros de poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAAmM) com grupos terminais NH2 e derivados oxidados e carboximetilados de

goma do cajueiro para potencial aplicacdo em liberacdo de farmacos.

2.2 Objetivos especificos

Sintetizar e caracterizar o poli(N-isopropilacrilamida) com grupo amino terminal
de diferentes massas molares e avaliar o efeito do tamanho da cadeia na formagéo e
propriedades do copolimero enxertado.

Sintetizar e caracterizar derivados oxidados e carboximetilados de goma do
cajueiro.

Sintetizar e caracterizar copolimeros de poli(N-isopropilacrilamida) com grupo
amino terminal e goma do cajueiro oxidada via formacgao de base de Schiff.

Sintetizar e caracterizar copolimeros de poli(N-isopropilacrilamida) com grupo
amino terminal e goma do cajueiro e seu derivado carboximetilado via formacao de

carbodiimidas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A goma do cajueiro (GC) foi extraida do exsudato do cajueiro (Anacardium
occidentale) coletado de arvores nativas, em Fortaleza-CE, e isolada segundo o
método descrito por Rodrigues, de Paula e Costa (1993). A N-isopropilacrilamida
(NIPAAm), cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida (EDC), N-
hidroxisuccinimida (NHS) e &cido 2-(N-morfolino)eta nosulfénico (MES) e cloridrato
de 2-aminoetanotiol (EAT) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Acetona e periodato de
sédio foram obtidos da Synth. Todos os experimentos foram realizados com agua
deionizada com resistividade de 18 MQ.cm, obtida de deionizador com resina de troca
ionica (ELGA, modelo PURELAB Classic).

3.2 Sintese do poli(N-isopropilacrilamida) com grupo terminal amino

A preparacao do poli(N-isopropilacrilamida) com terminal amino (FIGURA
7) foi realizada por polimerizagé&o radicalar dos mondmeros (N-isopropilacrilamida) em
solugédo aquosa usando cloridrato de 2-aminoetanotiol (AET-HCI) como agente de
transferéncia de cadeia e persulfato de potassio (KPS) como iniciador (FIGURA 8)
(BOKIAS et al; 2001; GUPTA; GHUTE; BADIGER, 2011).

Figura 7 - Esquema reacional para a obtencao da poli(N-isopropilacrilamida) amino terminado

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A N-isopropilacrilamida (mondémero) foi dissolvida em &gua (80 mL) e a
solucdo mantida em atmosfera de N2 por 30 minutos. O iniciador, KPS (2 mmol) e o
agente de transferéncia de cadeia (AET-HCI) foram dissolvidos em 10 mL de agua,
separadamente e depois adicionados a solucdo do monémero. A reacao foi mantida
sob atmosfera inerte por 6 horas. Foram utilizadas duas razdes molares de monémero
e AET-HCI (100:1 e 250:1), esperando-se obter polimeros com diferentes massas
molares. Apds o tempo de reacéo, a solucéo foi transferida para membrana de dialise
com limite de massa molar de 3.500 Da, e dialisada contra agua destilada. Apds o
processo de dialise, o material foi seco por liofilizagdo, obtendo-se os polimeros amino
terminados PNIPAAMNH2250 e PNIPAAMNH2100, como mostra o esquema

apresentado na Figura 8.
Figura 8 — Representacdo esquematica da reacdo para a producdo dos polimeros poli(N-
isopropilacrilamida) amino terminado

Agente
Mondmero de transferéncia  Iniciador

de cadela
80 ml 10 ml 10 ml
m " PNIPAAMNH:
L — <= 6h | Didlise | '
Nz o — | 100
v Liofilizacao 250
NIPAAM AET- HCI KPS

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3 Quantificacdo dos grupos terminais aminados na poli(N-isopropilacrilamida)

A determinacédo da quantidade de grupos terminais amino (-NH2) presentes
no material foi realizada por titulacdo potenciométrica. O PNIPAAMNH2 (0,25 g) foi
dissolvido em 10 mL de agua deionizada. Inicialmente, foi adicionado solucédo de
NaOH (0,1 mol/L) até pH = 11, para que houvesse a completa desprotonacdo dos
grupamentos amino. Em seguida, a solucéo foi titulada com solugcéo de HCI (0,01
mol/L) devidamente padronizada (LENCINA et al., 2014).
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3.4 Oxidacg&do da goma do cajueiro

A GC foi dispersa em agua destilada por 24 h, na propor¢cdo de 5 g de
goma, correspondentes a 3 x 10-® mol de unidades glicosidicas (UG), para 100 mL de
agua. Apos esse periodo, foi adicionada certa quantidade de periodato e sédio (NalOa4)
na dispersdo de GC, para a obtencdo de derivado oxidado com razdo molar de
NalO4:UG de 1.5, a fim de ser obtido derivado com grau de oxidagéo de 20%.

A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente e
protegida da luz por 6 horas (DAWLEE et al., 2005). Apds este intervalo de tempo,
adicionou-se etilenoglicol para parar a rea¢ao. A mistura reacional foi entdo, dialisada
contra agua destilada em membrana com limite de exclusdo de 14.000 g/mol até
condutividade igual a da agua destilada e seca por liofilizacdo, sendo o derivado
nomeado GCOX.

3.5 Determinagéo do grau de oxidagdo

Para quantificar o grau de oxidacdo da GCOX (a porcentagem de unidades
monossacarideas oxidadas) determinou-se o teor de grupos aldeidicos na estrutura
usando o método de titulagcdo por meio do cloridrato de hidroxilamina (NH2OH.HCI)
(ZHAO E HEINDEL, 1991). Dissolveu-se aproximadamente 100 mg de CGOX
liofilizada em 25 mL de cloridrato de hidroxilamina 0,25 mol L sob agitacédo durante
24 h em temperatura ambiente. O acido liberado apds a conversao de aldeidos em
oximas (C=N-OH), foi determinado por titulacéo potenciométrica com uma solucéo de

NaOH 0,1 mol L'* padronizada.

3.6 Reacéo de carboximetilacdo da goma do cajueiro

A reacdo de carboximetilacdo da goma do cajueiro foi realizada como
descrito em Silva et al. (2004). A goma do cajueiro (5 g, 0,0308 mol) foram dispersos
em 5 mL de agua destilada por 12 horas. Em seguida foi adicionado 6,17 mL de
solucdo de NaOH (10 mol/L), ficando o sistema sob agitacdo por 10 minutos. Em
seguida foi adicionado 2,92 g de acido monocloroacético (AMC). A razao molar entre
goma, NaOH e AMC foi de 1:2:1 (GOMA:NaOH:AMC). O sistema reacional foi mantido
sob agitacdo por 3 horas a 55 °C. Apés esse periodo, 0 meio reacional foi neutralizado

com HCI 1,0 mol/L, seguido por didlise contra agua destilada para a remocéo dos
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subprodutos reacionais. O processo de dialise foi acompanhado por condutividade e,

apos o término do mesmo, o material foi seco por “spray drying”.

3.7 Determinacédo do teor de grupamentos acidos na goma do cajueiro e o nos

seus derivados carboximetilados

Para a determinacéo do teor de grupamentos acidos presentes na goma
nao modificada (acidos urdnicos) e nos derivados carboximetilados, dispersfes da
goma ndo modificada e da carboximetilada foram percoladas em coluna com resina
Amberlite IRA-120 H*. Em seguida, o material foi titulado com NaOH padronizado. A
guantidade de grupos acidos para a goma ndo modificada e o grau de substituicdo

para os carboximetilados foram calculados por aproximacdes sucessivas.

3.8 Sintese dos copolimeros de goma do cajueiro oxidada e a poli(N-

iIsopropilacrilmida) com grupo terminal amino via formacao de base de Schiff

A sintese dos copolimeros via base de Schiff foi realizada pela reagao entre
a amina primaria presente como grupo terminal do poli(N-isopropilacrilamida)
sintetizado e os grupos aldeido da goma oxidada. Foram preparadas solucdes de
poli(N-isopropilacrilamida) amino terminada e goma do cajueiro oxidada, ambas em

tampéo acetato pH=5,0. As condi¢des reacionais sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Condigdes reacionais para formagéo dos copolimeros via base de Schiff

Massa adicionada (mg)

Razao massica GCOX  PNIPAAMNH,100 Copolimero
5:1 625 125 GCOX-g-PNIPAAMNH2100 5:1
11 375 375 GCOX-g-PNIPAAMNH2 100 1:1
Razdo massica GCOX PNIPAAMNH2250 Copolimero
51 625 125 GCOX-g-PNIPAAMNHz 250 5:1
11 375 375 GCOX-g-PNIPAAMNH2 250 1:1

Apés a dissolucio da goma oxidada, a solucdo de poli(N-
isopropilacrilamida) amino terminada foi adicionada ao sistema. O sistema
permaneceu sob agitacdo por 24h e apds esse periodo, a mistura reacional foi
dialisada contra agua destilada em membrana com limite de exclusdo de 3.500 g/mol
e a dialise acompanhada por condutividade. Apos a dialise a amostra foi seca em

liofilizador, obtendo-se os copolimeros nomeados na Tabela 3.
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3.9 Sintese dos copolimeros de GC e GCCM com poli(N-isopropilacrilamida) via

reacao de carbodiimida

A sintese dos copolimeros via reacdo de carbodiimida foi realizada pela
reacdo dos grupos carboxilatos presentes na GC GCCM e as aminas primarias
presentes em PNIPAAMNH: , intermediados por EDC e NHS. Certa quantidade de
GC ou GCCM foi dissolvida em 20 mL tampdo MES (pH=6,00; 0,1 mol/L) e
PNIPAAMNH2250 foi dissolvidos em 20 mL de tampé&o fosfato 0,1 mol/L (pH=6,8; 0,1
mol/L). Na solugdo de GCCM ou GC foi adicionada certa quantidade de EDC e NHS
de acordo com a quantidade de grupos carboxilatos presentes, mantendo razdo COO-
‘EDC:NHS em 1:2:2. Ap0s a adicdo manteve-se o sistema sob agitacdo por 30 min.
Em seguida adicionou-se a solu¢do PNIPAAMNH2 250 a solugéo de polissacarideo.
ApGs a adicao o sistema permaneceu sob agitacao por 24 h. O sistema foi dialisado
em membrana com limite de exclusdo de 3.500 g/mol contra agua destilada e
liofilizado. A Tabela 4 sumariza as quantidades de polimeros utilizadas e a

nomenclatura adotada.

Tabela 4 - Condic¢des reacionais para formacgdo dos copolimeros via reacdo de carbodiimida

Massa adicionada (mg)

Razao massica GCCM__ PNIPAAMNH»250 Copolimero
5:1 166,7 33,3 GCCM-g-PNIPAAMNH2100 5:1
1:1 100 100 GCCM-g-PNIPAAMNH2 100 1:1
Razao massica GC PNIPAAMNH2250 Copolimero
5:1 166,7 33,3 GC-g-PNIPAAMNH2 250 5:1
1:1 100 100 GC-g-PNIPAAMNH2 250 1:1

3.10 Purificacao dos copolimeros

Os copolimeros foram purificados, a fim de remover o homopolimero
residual, que nédo foi enxertado durante a reacdo de copolimerizacdo, adicionando
acetona e deixando sob agitacdo por 48 h para retirada de homopolimero residual
apos a copolimerizacdo (ABREU et al., 2016). O copolimero € insoluvel em acetona
enguanto o homopolimero é soltuvel. Apds esse periodo, o copolimero, insoluvel em

acetona, foi centrifugado, redisperso em agua e liofilizado.
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3.11 Caracterizacdo dos polimeros de partida e dos copolimeros obtidos
3.11.1 Espectroscopia de absorcado naregiao do infravermelho (FTIR)

Os espectros para a goma do cajueiro, goma do cajueiro oxidada e
PNIPAAmM e para aos copolimeros foram obtidos em pastilhas de KBr em equipamento
IRTracer 100 (Shimadzu), com varredura de nimero de onda de 400 a 4000 cm™.

3.11.2 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

A distribuicdo de massa molar dos materiais obtidos foi analisada em
cromatdgrafo LC-20AD (Shimadzu) acoplado a um detector de indice de refracéo RID-
10A (Shimadzu). Para a andlise dos polissacarideos e dos copolimeros foi utilizada
coluna PolySep Linear (300 mm x 7,8 mm) com pré-coluna PolySep Linear (35 mm X
7,8 mm), solucéo de NaNOz (0,1 mol Lt) como eluente a um fluxo de 1,0 mL mint e
volume de injecéo de 50 pL de amostra (1,0 mg mL™t). Para calibragéo foram utilizados
padrdes de pululana P-82 (Shodex) com massas molares variando de 0,59 x 10* a
78,8 x 10* g mol. Para as amostras de PNIPAAmM-NH: sintetizadas, as andlises foram
realizadas em coluna Phenogel 103 A (300 mm x 7,8 mm). THF foi utilizado como
eluente com fluxo de 1,0 mL min?, com um volume de injecdo de 50 pL. Para

calibragéo, foram utilizados padrdes de poliestireno.
3.11.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia de *H, 3C-BB e 13C-DEPT 135 foram obtidos
em Avance DRX 500 (Bruker). As amostras foram dissolvidas em D20 e DSS (acido
3-(trimetilsilil)-1-propanosulfénico) foi utilizado como padrédo interno de deslocamento
guimico (O ppm). Para as amostras de PNIPAAmM e copolimeros, os experimentos
foram realizados a 25 °C. Para as demais amostras os experimentos foram realizados
a 70 °C.

3.11.4 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

O tamanho das nanoparticulas produzidas e os seus valores de indice de
polidisperséo (IPd) foram determinados a 25°C utilizando o equipamento ZetaSizer
Nano ZS da Malvern, modelo ZEN3600 com laser de comprimento de onda de 633

nm. Foi utilizado angulo de espalhamento de 173° para as medidas de tamanho. A
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temperatura em que ha a transi¢do de fase do copolimero e a consequente formacao
dos agregados auto-organizados (LCST — Lower Critical Solution Temperature) foi
estudada pela taxa de contagem de luz espalhada dos copolimeros em solucdo

aguosa em funcéo da temperatura, no intervalo de 25 a 50 °C.

3.11.5 Estabilidade temporal dos copolimeros em funcédo do pH

A estabilidade do copolimero CGOX-PNIPAAM-NH2250 1:1 foi realizada
em solucdes tampdes 0,1 mol Lt com diferentes pHs (7,4; 6,8; 5,0 e 4,0) a 37 °C. O
acompanhamento da estabilidade das nanoparticulas foram realizados em intervalos

determinados por 72h utilizado Nano ZetaSizer Malvern, Modelo ZS 3600.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caracterizacédo da poli(N-isopropilacrilamida) amino terminada

4.1.1 Sintese de poli(N-isopropilacrilamida) amino terminada e quantificagdo de

grupos terminais

A quantidade de grupos terminais foi determinada por titulacdo
potenciométrica. Para PNIPAAMNH2 100 a quantidade de NH2 foi de 9,18 x 10 + 0,28
x 10 mol/g. Para PNIPAAMNH:2 250 a quantidade de NH: foi de 8,52 x 10 + 0,56 x
10 mol/g.

4.1.2 Espectroscopia de absorcéo naregido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR para o polimero poli(N-isopropilacrilamida)
sintetizados e o monémero de partida (NIPAAmM) estdo apresentados na Figura 9 Para
o espectro do NIPAAm é possivel observar bandas caracteristicas da estrutura do
mondmero, como a banda em 3300 cm™ atribuida ao estiramento N-H de amida
secundaria, bandas em 1658 e 1550 cm™ atribuidas ao estiramento C=0 de amida
secundaria (AMIDA 1) e a combinacao de deformacéo N-H e estiramento C-N (AMIDA
I), respectivamente.

Figura 9 — Espectros de N-isopropilacrilamida e poli(N-isopropilacrilamida) amino terminada

— NIPAAmM
— PNIPAAM-NH, 100

— PNIPAAM-NH, 250
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Também foram observadas bandas em 1620 cm?, atribuida ao estiramento
C=C, e 1410 cm atribuido a deformag&o CH> de alcenos (LU et al., 2011; PRETSCH
et al., 2009).

Para o0s homopolimeros amino terminados foi observado o
desaparecimento dos sinais referentes a C=C (1620 cm™) e CH2 de alcenos (1410
cm1) uma vez que a polimerizacéo radicalar do mondémero ocorre pelo grupo alceno
do monémero. As demais bandas ndo sofreram alteracdo, como as bandas AMIDA |
e AMIDA 11 (1658 e 1550 cmt), uma vez que a reacéo de ndo produz outras alteracdes

estruturais além da quebra da dupla ligacdo do alceno.

4.1.3 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

Os cromatogramas com as distribuicbes de massa molar estédo
apresentadas na Figura 10. O PNIPAAMNH2 250 apresentou volume de elui¢cdo de de
5,25 mL enquanto PNIPAAMNH2 100 de 6,11 mL. Os valores de Mn, Mw, Mpk e
polidispersividade para as distribuicbes de massa molar estdo apresentadas na
Tabela 5.

Figura 10 — Cromatogramas das amostras de PNIPAAMN:

—— PNIPAAMNH, 250
— PNIPAAmMNH, 100

Resposta do detector

Volume de eluigdo / mL
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Tabela 5 — Valores de Mpk, Mw, Mn e polidispersividade (Pd) para os homopolimeros sintetizados.

Homopolimero Mpk /g molt  Mw/gmolt Mn/gmolt Pd
PNIPAAMNH2 250 6,41 x 104 3,63 x 10* 1,57 x 104 2,31
PNIPAAMNH2 100 2,41 x 10% 1,47 x 104 3,29 x 103 4,45

A PNIPAAMNH: 250 foi a que apresentou maior massa molar e menor IPd
guando comparado com PNIPAAmMNH:2 100. As diferencas de massa molar entre os
homopolimeros estdo associadas as diferentes raz6es molares de NIPAAm e AET
utilizados na sintese dos homopolimeros (BOKIAS et al., 1998). O AET tem durante a
sintese a dupla funcdo de funcionalizar as cadeias de poli(N-isopropilacrilamidas)
produzidas como também controlar a propagacao de radicais no meio, controlando a

massa molar da macromolécula

4.1.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de 13C-BB para os homopolimeros (FIGURA 11) sintetizados
apresentaram sinais iguais, como esperado. Os sinais na faixa de 20 a 50 ppm foram
atribuidos como: & 24,3 ppm (C-1), 6 37,4 ppm (C-4), & 44,5 (C-2), 6 45,7 ppm (C-5).
Foi observado um sinal em & 178,0 ppm que foi atribuido a C-3.

N&o foi possivel observa por RMN de 3C-BB os sinais referentes ao grupo
terminal (C-6 e C-7), devido a baixa quantidade desses grupamentos em relacdo ao

restante da massa de unidades méricas.

4.1.5 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

O tamanho de particula em funcdo da temperatura e a temperatura de
agregacdo critica dos polimeros PNIPAAM-NH2 250 e PNIPAAmM-NH2 100 foram
estudados por espalhamento de luz dindmico (DLS). Nas Figuras 12 e 13 séao
apresentados graficos de valores de tamanho e taxa de contagem em funcdo da
temperatura, para PNIPAAMNH2 250 e PNIPAAMNH2 100, respectivamente.
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Figura 11 — Espectros de RMN 3C-BB para as poli(N-isopropilacrilamida) amino terminadas em D20
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Figura 12 — Tamanho de particula e taxa de contagem para os PNIPAAMNH2 250 em func¢do da
temperatura
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Para o PNIPAAM-NH2250 é possivel observar uma rapida transicdo a
temperatura de 34 °C (LCST), devido ao rapido aumento na taxa de contagem e no
diametro das particulas. A quantidade de fétons espalhada estd associada com
caracteristicas intrinsecas do sistema, bem como a quantidade de particulas no meio.
Assim, um aumento relativo na quantidade de luz espalhada num mesmo sistema esta
relacionada com o0 aumento da quantidade de particulas ou mudancas
conformacionais nos constituintes do coloide.

ApGs a temperatura de transicdo, € possivel observar um rapido aumento
no tamanho de particula, até estabilizacdo desse tamanho em 280,0 nm.

Para o PNIPAAmM-NHz 100 a amostra apresentou mudanga na taxa de
contagem em 35°C (LCST). Nessa temperatura, como no sistema anterior, observou-
se um rapido aumento no tamanho de particula, acompanhando o evento de LCST do
material. Houve um aumento no tamanho de particula até 38 °C (986,0 nm) seguido

de gradual diminuicdo, ocasionada pela contracdo das cadeias agora hidrofébicas.

Figura 13 — Tamanho de particula e taxa de contagem para os PNIPAAMNH2 100 em fungdo da
temperatura
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A diferenca entre as temperaturas de transicdo observadas para os dois

7

sistemas é ocasionada pela diferenca entre a massa molar dos polimeros de
PNIPAAM-NH:z. O PNIPAAM-NH2250 por possuir uma massa molar maior, Mw de 3,63
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x 10% gmol!, quando comparado com o PNIPAAMNH: 100, 1,47 x 10*gmol*. A maior
cadeia do polimero PNIPAAMNH2250 ocasiona uma diminuicdo da temperatura de
transicdo quando comparado ao PNIPAAMNH2100 (LENCINA et al., 2014).

4.2 ReacOes de oxidacdo e carboximetilacdo da goma do cajueiro e suas

caraterizagcdes
4.2.1 Isolamento da goma do cajueiro e determinacédo do teor de acido

O isolamento da goma do cajueiro teve rendimento de 78,3 + 0,9%. O teor
de &cido determinado por titulagdo potenciométrica foi de 5,2 + 0,2%, valor similar ao
encontrado por Paula, Heatley e Budd (1998) por cromatografia gasosa. O teor de
acido na goma é atribuido a presenca de acido glucurbnico na estrutura do

polissacarideo.

4.2.2 Reacdo de oxidacdo da goma do cajueiro e determinacdo do grau de

oxidacéao

A reacao de oxidacao apresentou rendimento massico de 91,3% + 0,5% o
derivado GCOX20. A determinacéo do grau de oxidacao foi realizada pela analise de
NalO4 consumido ao final da reacédo e pela titulagdo dos grupos aldeidos apés reagéo
com hidroxilamina. O resultado obtido por titulagéo foi de 16,9% + 0,45%, indica que

parte do periodato ndo reagiu formando grupamentos aldeido no polissacarideo.

4.2.3 Reacéao de carboximetilagéo e determinac&o do grau de substituicéo

O rendimento da reacao de carboximetilacéo foi de 35,5%, valor inferior ao
encontrado por Silva et al (2004), que foi de 45%. O valor de grau de substituicdo
determinado por titulagdo potenciométrica foi de 0,41 £ 0,02. O valor do grau de
substituicdo (GS) foi similar ao descrito em Silva et al (2004) e Magalh&es Jr. et al

(2009) para as mesmas condi¢des reacionais e polissacarideo.

4.2.4 Caracterizacdo da goma do cajueiro e seus derivados modificados

Com o objetivo de caracterizar os polissacarideos utilizados e determinar

modifica¢cdes estruturais ocasionadas por essas modificagbes quimicas, foram
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realizadas andlises espectroscopicas e cromatograficas dos polissacarideos

utilizados no presente trabalho.
4.2.4.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FTIR)

A goma e os derivados foram analisados por FTIR. Os espectros de FTIR
para a goma do cajueiro juntamente com seu derivado oxidado e da goma do cajueiro

carboximetilada estdo apresentados nas Figuras 14 el5, respectivamente.

Figura 14 — Espectros de FTIR para a goma do cajueiro e seus derivados oxidados

—GC
— GCOX
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O espectro da GC apresentou bandas caracteristicas de polissacarideos
em 3379 e em 2933 cm™ atribuidas a estiramento O-H e C-H, respectivamente. As
bandas em 1150, 1080 e 1030 cm™ foram atribuidas as vibragées de estiramento de
C-O-C das ligacdes glicosidicas (SILVA et al., 2010). Nos espectros de GCOX20
observa-se além das bandas caracteristicas da goma do cajueiro, a presenca de uma
nova banda em 1730 cm atribuida a estiramento C=0 de aldeidos (LEITE et al.,
2017).

O espectro para a GCCM (FIGURA 15) apresenta sinais caracteristicos de
polissacarideo, como bandas em 1150, 1072 e 1030 cm™, além de novo sinal em 1733
cm?, atribuido a carbonila de acido protonado, e intensificacdo das bandas em 1644

e 1434 cm, atribuidas a estiramento simétrico e assimétrico de carboxilatos. O
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surgimento desses novos sinais indica que a reacao de carboximetilagao introduziu

grupos acidos na cadeia do polissacarideo.

Figura 15 — Espectros de FTIR para a goma do cajueiro carboximetilada

— GCCM
—GC
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4.2.4.2 Cromatografia de Permeacéao em Gel (GPC)

A distribuicdo de massa molar dos materiais foi determinada por GPC
(FIGURA 16). E possivel observar que a realizacdo de reacdes de modificaco,
aumentaram o volume de eluicdo das mesmas, ocasionado pela diminui¢do do volume
hidrodindmico dos materiais analisados. Essa diminuicédo indica uma diminuicdo na
massa molar dos materiais.

Para a goma do cajueiro, tem-se um pico de volume eluicdo de 8,86 mL,
enquanto os derivados apresentaram valores de 9,00 mL para GCOX e 9,13 mL para
GCCM. Essa diminuicdo pode estar relacionada a degrada¢des que podem ocorrer
durante as reacdes devido as condicbes adversas dos meios reacionais, como
hidrélise da cadeia principal pelo NaOH no caso da reacao de carboximetilacao.

Os valores de massa molar de pico foram estimados por uma curva de

calibragcéo de padrdes de pululana e estdo apresentados na Tabela 6.
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Figura 16 — Cromatogramas de distribuicdo de massa molar por GPC para GC, GCOX20 e GCCM
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Tabela 6 — Valores de volume de eluicdo e massa molar estimada da goma do cajueiro e derivados
modificados.

Amostra Vel / mL Mpk / g mol?t
GC 8,86 2,07 x 104
GCOX 9,00 1,43 x 104
GCCM 9,13 1,02 x 104

O valor de massa molar para GC foi similar ao reportado na literatura de
2,4 x 10* g mol* (PAULA, HEATLER e BUDD, 1998). Os valores obtidos para massa
molar sé devem ser contemplados qualitativamente, uma vez que as modificacdes
realizadas nas amostras introduziram grupos que modificam de maneira diferenciada
o volume hidrodindmico das cadeias de polissacarideo e os padrdes e analise de

GPC, sozinhas nao corrigem esses efeitos.
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4.2.4.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 13C-BB e 3C-DEPT 135 para a goma do cajueiro
estdo apresentados na Figura 17. O espectro de 3C-BB da GC apresentou sinais
similares aos encontrados por Paula et al (1998). Os sinais entre 100 e 110 ppm que
foram atribuidos a carbonos anoméricos das unidades constituintes da goma
(TABELA 7). Os sinais entre 70 e 90 ppm foram atribuidos aos carbonos C-2 a C-5
das unidades. Nessa regiao observou-se varias sobreposicfes de sinais e sinais
pouco intensos. Os carbonos C-6 foram atribuidos na regido de 60 a 74 ppm. Foi
possivel também observar o sinal atribuido ao CHs da unidade de ramnose, além do
sinal pouco intenso de carbonila atribuida a acidos urénicos presentes na amostra. O
espectro de *C-DEPT 135 confirmou as atribuicbes de C-6, com duas regifes

principais: uma faixa ente 62 e 64 ppm, e outra em 72 ppm atribuido a galactose.

Figura 17- Espectros de RMN *C-BB e *C-DEPT 135 para a goma do cajueiro de DO
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Tabela 7 — Atribuigdes do espectro de RMN 3C-BB para a goma do cajueiro

Deslocamento quimico / ppm

Unidade
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
B-D-Galp(1—3) 106,2 72,8 836 712 77,8 63,3/63,7/64,0
B-D-Galp(1—6) 107,12 72,8 755 71,2 76,3 72,8
B-D-Galp(1-OMe  106,2 - 754 714 77,6 63,7
a-D-Glep(1— 102,7 746 778 73,7 746 62,9
a-D-Glcp(1-OMe - 73,9 758 72,3 74,2 63,2
a-L-Araf(1— 110,5 86,6 -
a-L-Araf(1-OMe - 835 792 864 64,0
B-L-Ramp(1— 103,3 735 733 753 719 19,2
B-L-Ramp(1-OMe - 728 731 748 19,4
B-D-AGlcp(1— 105,3 73,7 77,3 73,7 76,0 177,5

B-D-AGIcp(1-OMe) 106,0 754 782 740 77,4

O espectro de '°C-BB da amostra de goma do cajueiro oxidada é

apresentada na Figura 18.

Figura 18 — Espectro de RMN *3C-BB para GCCOX em D20
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Para o espectro foi observado, além dos sinais ja presentes na GC, o
surgimento de novos sinais na regido compreendida entre 85 e 100 ppm, que podem
ser atribuidos a formacao de hemiacetais intra-residuais formados como rearranjo da
estrutura apos a reacao de oxidacdo (GOMEZ, RINAUDO e VILLAR, 2007).

Para a amostra de cajueiro caboximetilado, os espectros de RMN 13C-BB
e 13C-DEPT 135 estdo apresentados na Figura 19. No espectro de **C-BB foi possivel
observar o aparecimento de um novo sinal em 178,8 ppm, atribuido a grupos
carboximetil inseridos na cadeia do polissacarideo pela reacdo de modificacéo,
corroborando os dados de infravermelho e confirmando a reagéo de modificagcdo. O
deslocamento e o0 surgimento de novos sinais foram observados, e essas
modificacBes foram ocasionadas pela modificacdo quimica realizada. Foi observado
no 1¥C-DEPT 135, a intensificacéo dos sinais de CH: na regido de 73 ppm, sendo isso
atribuido aos CH2 do grupamento carboximetila inserido na cadeia do polissacarideo.

Figura 19 — Espectros de RMN *C-BB e *C-DEPT 135 para GCCM em D20
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4.3 Sintese dos copolimeros de GCOX e poli(N-isopropilacrilamida) amino

terminada e suas caracterizacfes

4.3.1 Sintese dos copolimeros de GCOX e poli(N-isopropilacrilamida) via

formacéo de base de Schiff

Os valores de rendimentos ap0s a reacdo de copolimerizacdo da goma do
cajueiro oxidada (GCOX) e a PNIPAAM-NH: via base de Schiff e os rendimentos apos

a purificacéo estédo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Sumario dos rendimentos reacionais e de purificacdo para os copolimeros produzidos via
Base de Schiff

Rendimento (%)

Copolimero ~ e~
Reacéo Purificacéo
GCOX-g-PNIPAAM-NH2250 5:1 97,3 75,5
GCOX-g-PNIPAAM-NH2250 1:1 94,5 43,6
GCOX-g-PNIPAAM-NH2100 5:1 89,3 85,1
GCOX-g-PNIPAAM-NH2100 1:1 88,5 47,9

Os valores de rendimento apos a reagdo variaram entre 87,5% e 97,3%
para as condi¢des reacionais estudadas. N&o sendo possivel encontrar relagéo entre
os rendimentos reacionais e a razdo de GCOX e PNIPAAmM-NH: utilizada nas reacoes.

Os rendimentos apoés a purificacdo dos materiais variaram entre 43,6% e
85,1%. Observou-se que aumento da razdo entre GCOX e PNIPAAmM-NH: levou a um
aumento no rendimento das rea¢fes. Valores mais baixos de rendimento, & medida
gue a quantidade de PNIPAAM-NHz aumenta (menor razdo GCOX e PNIPAAM-NH?2),
podem ser ocasionados pelo aumento da solubilidade dos copolimeros em acetona
(aumento no grau de enxertia dos mesmos) ou devido a diminuicdo da eficiéncia de
enxertia, assim o PNIPAAmMNH: néo se ligaria 8 GCOX com a mesma eficiéncia que
ocorre em razfes massicas maiores e portanto, uma porcdo crescente de
PNIPAAMNH:2 n&o estaria se ligando a cadeia de GCOX , sendo removido durante a

purificacao.

4.3.2 Espectroscopia de absorcao naregido do infravermelho (FTIR)

Os espectros dos copolimeros produzidos estdo apresentados nas Figuras

9, e 10. Para os espectros dos copolimeros obtidos pelos derivados de GCOX e
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PNIPAAM-NH2250 (FIGURA 20) é possivel observar as bandas caracteristicas dos
polimeros que deram origem aos copolimeros. Foram observados em todos os
espectros da série, banda em 3409 cm™ atribuida a estiramento O-H, bem como
banda em 1080 cm™ atribuida a estiramento C-O-C de ligacdo glicosidica, ambas
presentes na por¢do sacaridica do copolimero. Também foi possivel observar banda
em 1545 cm* atribuida a vibracdo de amida (AMIDA 1), grupo presente na estrutura
da PNIPAAmM-NH2250.

Para os espectros da série de reacdes com GCOX e PNIPAAmM-NH2 100
(FIGURA 21) foi possivel observar bandas caracteristicas dos polimeros de partida
nos copolimeros formados. Como bandas em 3409 e 1080 cm™ atribuidas a
estiramento O-H e estiramento C-O-C de ligacdo glicosidica, respectivamente,
oriundas da goma oxidada. Sendo observada também banda em 1548 cm- atribuida
a AMIDA II, da PNIPAAmM-NH:2

Para as duas séries apresentadas com GCOX foi possivel observar um
aumento na razdo entre as bandas em 1545 cm?® (AMIDA IlI), oriunda da
PNIPAAMNH2 e 1080 cm™ (C-O-C) de ligacéo glicosidica da goma oxidada, com a
diminuig&o da razdo massica entre a GCOX e o PNIPAAMNH2 (TABELA 9).

Figura 20 — Espectros de FTIR para a série GCOX e PNIPAAM-NH2250 de copolimeros

— GCOX
— GCOX-g-PNIPAAMNH, 250 5:1

—— GCOX-g-PNIPAAMNH_250 1:1
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Figura 21 — Espectros de FTIR para a série GCOX e PNIPAAmM-NH2 100 de copolimeros

— GCOX
— GCOX-g-PNIPAAMNH, 100 5:1

—— GCOX-g-PNIPAAMNH, 100 1:1
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O aumento da razédo entre as bandas evidencia um maior grau de enxertia

da PNIPAAMNH2 com o aumento da quantidade da mesma, na reacao de formacéo

do copolimero.

Tabela 9 — Razo entre as bandas de FTIR de 1545 cm™ / 1080 cm™ para os copolimeros formados
via base de Schiff

Razdo 1545 cm /1080 cmt?

Copolimero
51 11
GCOX-g-PNIPAAMNH2 250 0,029 0,119
GCOX-g-PNIPAAMNH2 100 0,040 0,124

4.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de 3C-BB para os copolimeros GCOX-g-PNIPAAMNH2 250
1:1 e GCOX-g-PNIPAAMNH2 100 1:1 estdo apresentados na Figura 22.

Os espectros apresentaram sinais de ambos polimeros formadores dos
copolimeros. Foram observados sinais da goma em 106,3 e 102,7 ppm, referentes a
carbonos anomérico da goma, entre 78 e 70 ppm referentes a sinais de C-2 a C-5, em
62 ppm referentes a C-6 e sinal em 178 ppm referente a carbonila de acido urénico.
Da porcao sintética foram observados sinais em 24,3 e 44,5 ppm referentes a CHz e

CH do grupo isopropil, respectivamente.
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Figura 22 — Espectros de RMN 3C-BB de copolimeros formados via base de Schiff em D20
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Foi observado um sinal pouco intenso em 161,4 ppm para GCOX-g-
PNIPAAMNH2 100 1:1 que pode ser atribuido a carbono de imina, estrutura da base

de Schiff, comprovando a formacao do copolimero via a rota estudada.

4.3.4 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

A taxa de contagem, o tamanho de particula e o indice de polidispersdo em
funcéo da temperatura dos sistemas coloidais produzidos a partir dos copolimeros de
GCOX e PNIPAAMNH2250 estao apresentados nas figuras 23, 24, 25 e 26.

A taxa de contagem de fétons em funcéo temperatura para o copolimero
indica que o copolimero GCOX-g-PNIPAAMNH2250 5:1 (FIGURA 23) apresenta um
aumento na taxa de contagem a 35 °C, indicando uma transi¢éo de fase do copolimero
formador do coloide. Ha um aumento progressivo na taxa de contagem atingindo um

maximo a 46 °C.
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Figura 23 — Taxa de contagem para o copolimero GCOX-g-PNIPAAMNH2250 5:1

1600

= = =

o N 5

o o o

o o o
1 1 1

800 -

Taxa de contagem / kcps

l.i.
'!iﬁﬁ.l
600

25 30 35 40 45 50
Temperatura / °C

O tamanho de particula e IPd em funcdo da temperatura (FIGURA 24)
indica que a 35 °C ha uma diminuicdo do tamanho e IPd, sendo essa mudanca
resultado da transicdo de fase ocorrida a essa temperatura, como indicado
anteriormente.

A essa temperatura foi observada uma rgpida mudanga no tamanho de
particula, diminuindo para 214,1 nm e no indice de polidisspercao (IPd), diminuindo
para 0,329. ApoOs a transi¢cdo, houve um decréscimo do IPd com o aumento da
temperatura, indicando uma maior organizagdo do sistema coloidal. O tamanho de
particula foi de 234,3 nm e IPd de 0,254 a 37 °C. Foi observado também que houve
um acréscimo no tamanho até 39 °C (244,7 nm), apds essa temperatura o tamanho

nao sofreu grandes variacoes.



Figura 24 — Tamanho de particula e IPd para o copolimero GCOX-g-PNIPAAMNH2250 5:1
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No sistema formado a partir do GCOX-g-PNIPAAMNH2250 1:1 (FIGURA
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25) a temperatura de transi¢do (LCST) determinada pela taxa de contagem foi de 35

°C, como observado no sistema anterior.

Figura 25 — Taxa de contagem para o copolimero GCOX-g-PNIPAAMNH2250 1:1
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Na temperatura de 35 °C, o sistema (FIGURA 26) apresentou tamanho de
219,5 nm e IPd de 0,245.

Figura 26 — Tamanho de particula e IPd para o copolimero GCOX-g-PNIPAAMNH2250 1:1
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O tamanho de particula e IPd dos sistemas coloidais produzidos a partir
dos copolimeros formados com GCOX e PNIPAAMNH2 100, bem como a taxa de
contagem de espalhamento em fungcdo da temperatura estdo apresentados nas
Figuras 27, 28, 29 e 30.

A temperatura de transicdo (LCST) foi determinada para o copolimero
GCOX-g-PNIPAAMNH2 100 5:1 pela taxa de contagem de fotons espalhados em
funcéo da temperatura, como 37 °C. (FIGURA 27).

Para o sistema coloidal formado com GCOX-g-PNIPAAMNHz 100 5:1
(FIGURA 28), foi observado a dependéncia do tamanho de particula e IPd com a
temperatura. Foi observado que a 38 °C ha uma diminui¢ao do IPd (0,376), indicando
uma maior organizacao do sistema. A essa temperatura o sistema teve tamanho de
particula de 218,1 nm. A 37 °C o sistema teve tamanho de particula de 195,5 nm e
IPd de 0,502.
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Figura 27 — Taxa de contagem em funcao da temperatura para GCOX-g-PNIPAAMNH2 100 5:1
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Figura 28 — Tamanho de particula e IPd para o copolimero GCOX20-g-PNIPAAmMNH 100 5:1
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Para o coloide produzido com GCOX-g-PNIPAAMNH2 100 1:1 (FIGURA
29), como observado para a outra amostra da série (GCOX-g-PNIPAAMNH2 100 5:1)

foi observado que taxa de contagem aumenta a partir de 36 °C como observado no

sistema anterior
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Figura 29 — Taxa de contagem em funcdo da temperatura para GCOX-g-PNIPAAMNH2 100 1:1
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Para o tamanho de particula e IPd (FIGURA 30) foi observado a diminui¢cédo

do IPd (0,418) a 38 °C. A essa temperatura o tamanho de particula foi de 168,9 nm.

Para a temperatura de 37 °C, o tamanho de particula foi de 147,1 nm e IPd de 0,580.

Figura 30 — Tamanho de particula e IPd em funcao da temperatura para GCOX-g-PNIPAAmMNH2 100
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A Tabela 10 apresenta um resumo dos resultados obtidos por DLS para os

copolimeros de GCOX.
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Tabela 10 — Compilacao dos resultados dos copolimeros de GCOX e PNIPAAMNH:
37 °C 40 °C
Z-Médio IPd Z-Médio IPd
GCOX-g-PNIPAAMNH2 250 5:11 35°C 214,1nm 0,329 243,5nm 0,240
GCOX-g-PNIPAAMNH2 250 1:11 35°C 221,3nm 0,151 2249nm 0,191
GCOX-g-PNIPAAMNH2 100 5:21 37°C 1955nm 0,502 2429 nm 0,287
GCOX-g-PNIPAAMNH2 1001:1 36°C 147,1nm 0,580 183,9nm 0,302

Copolimero LCST

Os copolimeros produzidos apresentaram tamanho de particula variando
entre 147,1 e 221,3 nm a 37 °C. A LCST dos copolimeros foi superior a LCST dos
homopolimeros de PNIPAAMNH:. Esse aumento foi ocasionado pelo aumento porgédo
hidrofilica nos copolimeros quando comprado com o homopolimero. Para os
copolimeros formados por PNIPAAMNH: 250, a variacdo da razdo entre o0s
constituintes ndo influenciou a LCST, diferente do ocorrido nos sistemas formados
com PNIPAAMNH:2 100. Esse efeito ocorre pois sistemas formados com poli(N-
isopropilacrilamida) de maiores massas molares ndo sofrem influéncia da
concentracdo da mesma nos sistemas (LENCINA et al., 2014; FUJISHIGE, KUBOTA,
ANDO, 1989).

4.3.5 Estabilidade temporal dos copolimeros em funcéao do pH

A estabilidade temporal do copolimero GCOX-g-PNIPAAM-NH2250 1:1 em
funcdo do pH foi estudada por 72 h a 37 °C pelo acompanhamento do tamanho de
particula e do IPd (FIGURAS 31 e 22).

Figura 31 - Tamanho de particula para o copolimero GCOX-g-PNIPAAMNH2250 1:1 em diferentes
meios
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Figura 32 — indice de polidispers&o para o copolimero GCOX-g-PNIPAAMNH2250 1:1 em diferentes
meios

0,30

0,25 -

0,20—. E %

0,15+ % .
c i § % T 1
0,10 I
] m pH=4,0
e pH=5,0
0054 4 pH=68
| v pH=74
0100 T T T T T T T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo / h

Foi observado que para os pHs 4,0 e 5,0 houve uma maior variagdo no
tamanho quando comparado aos pHs 6,8 e 7,4. Essa diminuicdo do tamanho pode
ser causada pela quebra da base de Schiff que €& favorecida em meios
moderadamente acidos (LI et al., 2017). A quebra dessa ligacdo faz com que haja a
perda do PNIPAAmM enxertado, causando consequentemente a diminui¢ao do volume
hidrodinamico das particulas do coloide.

Para o indice de polidispersao foi observado que os sistemas em meios
tamponados pH 4,0 e 5,0, como foi observado anteriormente para o tamanho, foram
0s que sofreram maior variacdo no IPd com o tempo. Os sistemas em pH 6,8 e 7,4

permaneceram praticamente constantes no periodo de tempo estudado.

4.4 Sintese dos copolimeros de GC e GCCM com e poli(N-isopropilacrilamida)

amino terminada e suas caracterizacdes

4.4.1 Sintese dos copolimeros de GC e GCCM com poli(N-isopropilacrilamida)

via reacao de carbodiimida

Os valores de rendimento para as reacdes de formacéo dos copolimeros
por acoplamento via EDC/NHS da GCCM e GC com PNIPAAMNH: estdo
apresentados na Tabela 11.



57

Tabela 11 — Sumario dos rendimentos reacionais e de purificacdo para os copolimeros produzidos via
acoplamento EDC/NHS

Rendimento (%)

Copolimero - . ~
Reacao Purificacao
GCCM-g-PNIPAAM-NH2250 5:1 98,5 84,2
GCCM-g-PNIPAAM-NH2250 1:1 93,6 53,6
GC-g-PNIPAAM-NH2250 5:1 99,5 83,4
GC-g-PNIPAAM-NH2250 1:1 96,6 42,6

4.4.2 Espectroscopia de absorcao naregiao do infravermelho (FTIR)

Os espectros para 0os copolimeros produzidos por acoplamento via
EDC/NHS estéo apresentados nas Figuras 33 e 34. Os espectros para os copolimeros
produzido a partir de GCCM e PNIPAAMNH: 250 (FIGURA 33) apresentaram bandas
caracteristicas dos polimeros formadores do copolimero. Foi possivel observar, além
das bandas caracteristicas da GCCM, como as atribuidas as liga¢des glicosidicas
(1080 cm™) e estiramento O-H (3400 cm?), e banda em 1548 cm? atribuida a vibracéo
de amida (AMIDA II) presentes na estrutura da PNIPAAMNH: presente nos

copolimeros formados.

Figura 33 — Espectros de FTIR para os copolimeros de GCCM e PNIPAAMNH:
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— GCCM-g-PNIPAAMNH, 250 5:1

—— GCCM-g-PNIPAAMNH, 250 1:1
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Os espectros para as reacdoes entre GC e PNIPAAMNH: 250 estéao
apresentados na Figura 34. Como observado nos copolimeros anteriores, foi possivel

observar as bandas dos polimeros precursores dos copolimeros.



Figura 34 — Espectros de FTIR para os copolimeros de GC e PNIPAAMNH2 250
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Para as duas séries apresentadas com GCCM e GC foi possivel observar
um aumento na razdo entre as bandas em 1545 cm® (AMIDA IlI), oriunda da
PNIPAAMNH2 250 e 1080 cm™? (C-O-C) de ligacdo glicosidica da goma, com a
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diminuicdo da razdo massica entre a GCCM, e GC, e o PNIPAAMNH:2 (TABELA 12).

O aumento da razdo entre as bandas evidencia um maior grau de enxertia da

PNIPAAMNH2 com o0 aumento da quantidade da mesma, na reacéo de formacao do

copolimero, como observado na série de GCOX.

Tabela 12 — Raz&o entre as bandas de FTIR de 1545 cm™ / 1080 cm™ para os copolimeros

Raz&do 1545 cm /1080 cmt?

Copolimero
51 11
GCCM-g-PNIPAAMNH2 250 0,192 0,263
GC-g-PNIPAAMNH: 250 0,027 0,054

4.4.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 13C-BB para os copolimeros GCCM-g-PNIPAAMNH?

250 1:1 e GC-g-PNIPAAMNH: 250 1:1 estdo apresentados na Figura 35.
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Figura 35 — Espectros de RMN 3C-BB para os copolimeros GCCM-g-PNIPAAMNH 250 1:1 e GC-g-
PNIPAAMNH: 250 1:1 em D20
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Os espectros apresentaram sinais dos polimeros formadores dos
copolimeros analisados. Foram observados sinais na regido de 110 a 100 ppm
referentes a carbonos anoméricos em ambos o0s copolimeros, além de sinais entre 60
e 80 ppm atribuidos aos carbonos formadores dos anéis glicosidicos. E sinais em em

24,3 e 44,5 ppm referentes a CHs e CH do grupo isopropil, respectivamente.

4.4.4 Espalhamento de Luz Dinamica (DLS)

Os coloides produzidos a partir dos copolimeros de GCCM e PNIPAAMNH:2
apresentaram tamanho de particula, IPd e taxa de contagem dependente da
temperatura, como apresentado nas figuras 36, 37, 38 e 39.

O sistema coloidal formado por GCCM-g-PNIPAAMNH: 250 5:1 (FIGURA
36) apresentou um aumento na taxa de contagem de luz espalhada a 36 °C, indicando

0 evento de transi¢cdo para esse copolimero formado.
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Figura 36 — Taxa de contagem em funcao da temperatura para GCCM-g-PNIPAAMNH2 250 5:1
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A amostra também apresentou uma diminui¢ao do IPd para 0,345 a 37 °C.

Nessa temperatura as particulas do coloide apresentaram diametro hidrodinamico de

262,4 nm. A partir de 38 °C ha uma estabilizagédo dos valores de IPd, até 50 °C, em

um valor médio de 0,297 + 0,012. Contudo houve uma progressiva diminuicdo do
tamanho, variando de 246,4 nm (38 °C) a 185,4 nm (50 °C).

Figura 37 — Tamanho de particula e IPd para GCCM-g-PNIPAAMNH2 250 5:1

S

<
~

=
o
@
=
N

550 1,0
| GCCM-g-PNIF’AAmNH2 2505:1
5004 T 0.9

- 0,8
450 - -
| N - 0,7
4001 E _ ; } } I L 0,6
350 - i % % ]!f -0,5
300 - ” Bl 0.4
: igad e _gza"s"8103
250 -t f e -
] - ", -0,2
. | |
200 “e_ . loa
150 1 : : — —0,0
25 30 35 40 45 50

Temperatura / °C

IPd



61

A taxa de espalhamento em funcdo da temperatura para o sistema formado
por GCCM-g-PNIPAAMNH2 250 1:1 (FIGURA 38), indicou que similar ao copolimero

anterior, 0 mesmo apresentou LCST a 36 °C.

Figura 38 — Taxa de contagem em funcao da temperatura para GCCM-g-PNIPAAMNH2 250 1:1
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Para o sistema formado a partir de GCCM-g-PNIPAAMNH:z 250 1:1
(FIGURA 39), foi observado que ha uma diminuicdo no IPd a 36 °C. Nessa
temperatura o IPd observado foi de 0,293 e o tamanho de particula foi de 218,0 nm.
A 37 °C os valores de tamanho e IPd foram de 194,3 nm e 0,202, respectivamente. A
partir de 37 °C o IPd permaneceu constante até o final da faixa estudada.

Para o sistema formado a partir de GCCM-g-PNIPAAMNH:z 250 1:1
(FIGURA 38), foi observado que ha uma diminuicdo no IPd a 36 °C. Nessa
temperatura o IPd observado foi de 0,293 e o tamanho de particula foi de 218,0 nm.
A 37 °C os valores de tamanho e IPd foram de 194,3 nm e 0,202, respectivamente. A
partir de 37 °C o IPd permaneceu constante até o final da faixa estudada, apresentado
valor médio de 0,187 + 0,013. Contudo o tamanho das particulas do coloide

apresentou ligeira reducéo, diminuindo até 147,7 nm a 50 °C.
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Figura 39 — Tamanho de particula e IPd para GCCM-g-PNIPAAMNH2 250 1:1
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Quando comparados os sistemas coloidais da série de copolimeros
formados por GCCM e PNIPAAMNH2 250 é possivel observar que o aumento da
guantidade de PNIPAAmMNH: levou a uma diminuicdo da temperatura de transicao
bem como a diminuicdo do tamanho de particula e IPd para a mesma temperatura,
considerando os sistemas 5:1 e 1:1. Aléem de uma tendéncia de diminuicdo do
tamanho de particula com o aumento da temperatura, o que é esperado para sistemas
formados com poli(N-isopropilacrilamida), uma vez que o aumento da temperatura
produz um aumento da hidrofobicidade do material levando a uma contracdo das

cadeias dos copolimeros.

Os coloides produzidos a partir dos copolimeros de GC e PNIPAAMNH:
apresentaram tamanho de particula e IPd dependente da temperatura, como
apresentado nas figuras 40, 41, 42 e 43.

Para o copolimero GC-g-PNIPAAMNH:2 250 5:1 (FIGURA 40) foi possivel
observar que a 36 °C h4 o evento de transicdo para a amostra. Foi observado
(FIGURA 41) uma diminuicdo nos valores de indice de IPd, indicado uma maior

organizacao do sistema e estando associada a temperatura de transicdo do material.



Figura 40 — Taxa de contagem em funcao da temperatura para GC-g-PNIPAAMNH: 250 5:1
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A essa temperatura o sistema apresentou IPd de 0,430 e tamanho de

particula de 195,2 nm. A 37 °C o sistema apresentou tamanho de particula de 200,4

nm e IPd de 0,238. Com o progressivo aumento da temperatura foi observado

diminuicdo do IPd, acompanhado do aumento do tamanho de particula, indicando que

0 aumento da temperatura leva a um sistema mais organizado, contudo com

particulas maiores.

Figura 41 — Tamanho de particula e IPd para GC-g-PNIPAAmMNH2 250 5:1
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Para o sistema formado com GC-g-PNIPAAmMNH2 250 1:1 (FIGURA 42) foi
observado que a temperatura de transi¢ao foi em 36 °C. A essa temperatura o sistema
apresentou tamanho de particula de 198,9 nm e IPd de 0,111 (FIGURA 43). A 37 °C,
0 sistema coloidal apresentou tamanho de 212,8 nm e IPd 0,110. Como no outro
sistema da série, o0 aumento da temperatura levou a um progressivo aumento do

tamanho de particula acompanhado com a diminuicéo do IPd.

Figura 42 — Taxa de contagem em funcdo da temperatura para GC-g-PNIPAAMNHz 250 1:1

2400
GC-g-PNIPAAMNH, 250 1:1

2 2000 agnnn™®

_SCJ m N .

= " §

£ 1600 "

() | ]

(@))

& -

c 1200 4

(@)

o

(D)

T 800- -

©

x

S

400 ~ snag® puma®

T T T T T T T T T T T
25 30 35 40 45 50

Temperatura / °C

Figura 43 — Tamanho de particula e IPd para GC-g-PNIPAAMNH2 250 1:1
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Tabela 13 — Compilacéo dos resultados dos copolimeros de GCCM e GC com PNIPAAMNH:
37 °C 40 °C
Z-Médio IPd  Z-Médio IPd
GCCM-g-PNIPAAMNH2 250 5:1 36 °C 262,4nm 0,345 236,3nm 0,298
GCCM-g-PNIPAAMNH22501:1 36°C 194,3nm 0,202 170,21 nm 0,179
GC-g-PNIPAAMNH2 250 5:1 36 °C 200,4nm 0,238 214,8 nm 0,213
GC-g-PNIPAAMNH2 250 1:1 36°C 212,8nm 0,109 221,3nm 0,094

Copolimero LCST

A Tabela 13 apresenta um resumo dos resultados obtidos por DLS para os
copolimeros de GCCM e GC. Os copolimeros produzidos apresentaram tamanho de
particula variando entre 194,3 e 262,4 nm a 37 °C. A LCST dos copolimeros foi
superior a LCST do homopolimero de PNIPAAMNH2 250. Esse aumento foi
ocasionado pelo aumento porc¢éo hidrofilica nos copolimeros quando comprado com
o homopolimero. Nao sendo observado, nos sistemas estudados, variacdo da LCST
com a variagdo da razdo dos constituintes. Entretanto, hd uma influéncia entre a razao
de polissacarideo e PNIPAAmMNH:2 250, pois quanto maior a quantidade de
PNIPAAMNH: presente, menor é o IPd. Uma hipotese seria que a maior quantidade
de poli(N-isopropilacrilamida) maior € a formacéo de dominios hidrofébicos depois da
LCST, aumentando as forcas atrativas das cadeias, permitindo a formacdo de
sistemas mais homogéneos.

Dentre os copolimeros formados por GCCM e GC, o que apresentou menor
tamanho a 37 °C foi GCCM-g-PNIPAAMNH2 250 1:1 com 194,3 nm. E a que
apresentou as particulas mais homogéneas foi GC-g-PNIPAAmMNH2 250 1:1, com IPd
de 0,094.

4.5 Comparativo entre os copolimeros produzidos

O comportamento dos coloides produzidos a partir dos copolimeros
sintetizados foram reunidos na Tabela 14. Para todos os copolimeros sintetizados com
PNIPAAMNH2 250, ndo ha influéncia da razdo entre polissacarideo e poli(N-
isopropilacrilamida) na LSCT.

Observou-se também que os sistemas formados com GCOX e
PNIPAAMNH: apresentaram as menores temperaturas de transi¢cdo, para todos os

sistemas formados. A GCOX €, dos polissacarideos modificados utilizados no



66

presente trabalho, o que apresenta o menor carater hidrofilico, devido a sua
modificacdo quimica, que introduz grupos aldeidos na cadeia. Assim para suas
amostras, o balanco hidrofilico/hidrofébico dos copolimeros favoreceu a transicdo em
solucéo.
Tabela 14 — Resultados de DLS para os copolimeros sintetizados
37 °C 40 °C
Z-Médio IPd Z-Médio IPd
GCOX-g-PNIPAAMNH,2505:1 35°C 2141 nm 0,329 243,5nm 0,240
GCOX-g-PNIPAAMNH,2501:1 35°C 221,3ném 0,151 2249nm 0,191
GCOX-g-PNIPAAMNH> 1005:1 37°C 1955nm 0,502 2429nm 0,287
GCOX-g-PNIPAAMNH, 1001:1 36°C 147,21nm 0,580 183,9nm 0,302
GCCM-g-PNIPAAMNH, 2505:1 36°C 262,4nm 0,345 236,3nm 0,298
GCCM-g-PNIPAAMNH22501:1 36°C 1943n€m 0,202 170,1nm 0,179
GC-g-PNIPAAMNH: 250 5:1 36°C 2004nm 0,238 2148nm 0,213
GC-g-PNIPAAMNH, 250 1:1 36°C 212,8nm 0,109 221,3nm 0,094

Copolimero LCST

Todos os sistemas coloidais produzidos apresentaram tamanho inferior a
270 nm apds a LCST, mostrando que os sistemas sédo apropriados para aplicacfes
médicas (NAJAFI et al, 2016).

Dentre os sistemas estudados 0s que se apresentaram com menor
tamanho e IPd foram os formados com PNIPAAMNH: na razéo 1:1, correspondendo
aos copolimeros GCOX-g-PNIPAAMNH2 250 1:1, GCCM-g-PNIPAAMNH2 250 1:1 e
GC-g-PNIPAAMNH2 250 1:1.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os homopolimeros de PNIPAAMNH: sintetizados apresentaram
temperaturas de transicdo distintas, havendo influéncia da quantidade de grupos
terminais adicionados durante a sintese.

A razao massica entre os polissacarideos e PNIPAAMNH:2 nos copolimeros
sintetizados influencia no tamanho de particula e IPd dos sistemas coloidais.

Nos copolimeros sintetizados com PNIPAAMNH:2 250 nao houve influéncia
da razdo méssica na LCST, contudo ela influenciou no IPd dos coloides produzidos.

Dentre os sistemas estudados, os formados com PNIPAAMNH2 com razéo

1:1 foram os que apresentaram 0s menores tamanhos e IPd.
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