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RESUMO

Este trabalho descreve a sintese e a caracterizacao fisico-quimica de uma nova série
de copolimeros anfifilicos, sintetizados a partir de compostos de origem natural, pela
telomerizacdo de um mondmero derivado do glicerol, o acrilato de carbonato de glicerol
(GCA), com dois diferentes acidos graxos (oléico e laurico), utilizando o mercaptoetanol
como agente de transferéncia. A auto-associacdo em solucdo destes copolimeros ocorreu
pelo método de dialise, onde grandes aglomerados micelares esféricos (LCM’s) foram
formados, em solugdo aquosa. Medidas de Espalhamento de Luz Estatico e Dinamico (SLS
e DLS) e observacOes de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM) e de Forca
Atomica (AFM) mostraram que essas nanoestruturas foram capazes de se auto-associar em
estruturas esféricas nanométricas em meio aquoso, formando micelas de diferentes
tamanhos. O efeito do tamanho dos blocos hidrofilicos e hidrofébicos na concentragao
micelar critica (cmc) e na morfologia dos agregados foi investigado e todos os copolimeros
foram caracterizados por medidas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *C e *H,
Infravermelho (FTIR), Espectrometria de Massa (MS) e Cromatografia de Exclusdo por
Tamanho (SEC). A cmc destes copolimeros estd entre 10 e 60 mg/L (determinada por
técnicas de fluorescéncia e DLS). Os resultados também indicaram que a cmc destes
copolimeros pode ser ajustada controlando o balango entre os segmentos hidrofilicos e
hidrofébicos de suas estruturas.

PALAVRAS-CHAVE: copolimeros anfifilicos, micelas poliméricas, auto-associacao



ABSTRACT

This work reports the synthesis and physico-chemical characterization of a new
series of amphiphilic polymers, synthesized from totally biosourced compounds by
telomerization reaction of a monomer derived from glycerol, the carbonate glycerol
acrylate (GCA), with two different fatty acids (oleic and lauric), using the mercaptoethanol
like a telogen agent. The self-association in solution of these copolymers occurred by
Dialysis method, where large compound micelles (LCM’s) were formed, consisting of a
hydrophobic core and a hydrophilic shell, in aqueous solution. Dynamic and Static Light
Scattering measurements (DLS and SLS), Transmission Electronic Microscopy (TEM) and
Atomic Force Microscopy (AFM) observations showed these copolymers were capable of
self-assembling into nanosized spherical particles in aqueous solution, forming micelles of
different sizes. The effects of the segment length of both blocks in the critical micellar
concentration (cmc) and morphology of agreggates were investigated. All the polymers
synthesized were characterized by Nuclear Magnetic Ressonance (RMN) of *C and H,
Infrared (FTIR), Mass Spectroscopy (MS) and Size Exclusion Chromatography (SEC)
measurements.. The cmc of these polymers is in the range of 10 - 60 mg/L (determined by
fluorescence and DLS techniques). The results also indicated that the cmc values could be
adjusted by controlling the balance of hydrophilic and hydrophobic segments.

KEYWORDS: amphiphilic  copolymers, polymeric  micelles, self-assembly.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Representacdo esquematica das varias técnicas de preparacdo de nanoparticulas
(010 [T a g [or: TSP OPT PP 2

Figura 2: Perfis de concentragdo plasmatica do farmaco por meio de uma terapia
convencional (A) e por meio de uma liberagdo controlada (B).........ccccoovvvieiiiniiiiiein, 7

Figura 3: Diferentes sistemas utilizados na liberagdo controlada de farmacos. ................... 8

Figura 4: Estrutura quimica do polietileno (a), do polipropileno (b) e do poliestireno (c)....12
Figura 5: Classificacdo dos copolimeros de acordo com a disposi¢do de seus mondmeros:
(a) em bloco, (b) alternado, (c) estatistico e (d) enxertado. ...........cccecveverivereeiesinirese e 13
Figura 6: Diferentes tipos de copolimeros em bloco: dibloco (a), tribloco (b), multibloco (c)
=T (=] = T (o SRS 13
Figura 7: Processo de formacao de micelas em meio aquOS0........cecvvreerveeieseereesieeieereennens 15
Figura 8: Representacdo esquematica da contribuicdo das forgas de atracdo e repulséo, para
0 mecanismo de formacédo das micelas em MEeI0 AQUOSO.........ccverueeeereereeiieerieeie e e e 15
Figura 9: Representacdo esquematica da incorporacdo do principio ativo no interior
hidrofObIiCO da MICEIA........cciieiii e e e 16
Figura 10: Representacdo esquematica dos dois principais métodos de preparacdo de
micelas de COPOliMEros €M DIOCO. .........cciiieiie e e 23
Figura 11: Estrutura quimica do glicerol, ou glicerina, ou 1,2,3-propanotriol..................... 29
Figura 12: (a) Reacdo global e (b) Reacbes consecutivas de transesterificacdo de
triglicerideos. R1, Ry, Rz e R representam grupos alquilas...........ccccoevveveiecie e i 31

Figura 13: Fluxograma de producdo de biodiesel e tratamento de purificagéo do glicerol...33



Figura 14: Separacdo do glicerol ap6s tratamento com acido concentrado. Fase superior:

acidos graxos; fase intermedidria: glicerol; fase inferior: glicerol + sais........c..cccccevvieriennnnn, 34
Figura 15: Estrutura quimica de &cidos graxos saturado e insaturado.............cccceeeveecererennn. 39
Figura 16: Estrutura quimica do 4cido graxo OliCO...........cccerueireriiiiiee e 41
Figura 17: Estrutura quimica do &cido graxo lAUriCO...........ccccorerereniiininciie e, 43

Figura 18: llustracdo das quatro etapas basicas na analise de espectrometria de massa........ 50
Figura 19: Espectros de emisséo de fluorescéncia do mondmero de pireno em etanol......... 51
Figura 20: Geometria do experimento no equipamento de Espalhamento de Luz................ 53
Figura 21: Representacdo esquematica mostrando a diferenca entre o raio de giracdo (Rg) e
o raio hidrodinamico (Ry) para um novelo polimérico aleatdrio em solucao...........ccccceeneee. 56
Figura 22: Consumo (a) do agente de transferéncia mercaptoetanol (ME) e do mondmero
acrilato de carbonato de glicerol (GCA) na razdo Ro= 0,1 versus tempo. (B mondémero, O
LT o To] (0]=] oo ) TS OSSSR 77

Figura 23: Espectro Maldi-TOF dos polimeros a base de acrilato de carbonato de glicerol

Figura 24: Cromatogramas dos trés polimeros a base de acrilato de carbonato de glicerol
(GCA), determinados POr GPC.........ccooiiiie ettt sttt e neesr e 82

Figura 25: Curva de cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) do polimero F18-

GCADBS. ...ttt bt E R R Rttt e e R e R e ea e r e e 83
Figura 26: Espectro de RMN de *H do agente telogénico A (C1s00C,H;SH)..................... 85
Figura 27: Espectro de RMN de **C do agente telogénico A (C1s00CHsSH).........cec....... 86
Figura 28: Espectro de RMN de *H do agente telogénico B (C1,00CHsSH)......ocvveecne.. 87

Figura 29: Espectro de RMN de **C do agente telogénico B (C1,00C,H4SH).................... 88



Figura 30: Espectro de RMN de 'H da reagdo de telomerizacdo do mondémero acrilato de
carbonato de glicerol (GCA) com o agente telogénico A (C1s00CH4SH).....ccvvevvviiieiinnnene 89
Figura 31: Espectro de RMN de **C da reacéo de telomerizacdo do mondmero acrilato de
carbonato de glicerol (GCA) com o agente telogénico A (C1s00CH4SH).....ocvvvvvvviieiiinnene 90
Figura 32: Espectro de RMN de 'H da Reacdo de Telomerizacdo do mondmero acrilato de
carbonato de glicerol (GCA) com o agente telogénico B (C12,00C,HsSH)......covvvevvvenneneen, 91

Figura 33: Espectro de RMN de **C da reacdo de telomerizacdo do mondmero acrilato de

carbonato de glicerol (GCA) com o agente telogénico B (C12,00C,HsSH)......cocvvevvivcnnnnneen, 92
Figura 34: Espectro de RMN de "H do polimero F18-DA,, ap6s a hidrdlise basica............. 93
Figura 35: Espectro de RMN de "H do polimero F12-DA,, ap6s a hidrdlise basica............. 94

Figura 36: Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos trés
polimeros, ante e apds 0 Processo de NIArOHISE. ........c.ccveeeeieiie i 96
Figura 37: Perfis da razdo 1,/I3 do espectro de emissdo de fluorescéncia do pireno, em

funcdo da concentragdo dos polimeros: (A) F18-GCAG65, (B) F18-GCA27 e (C) F12-

Figura 38: Curvas de distribuicdo de tamanho das micelas poliméricas F18-GCA65, F18-
GCA27 e F12-GCA24, antes e ap0s 0 processo de dialise.........ccccvvvvevvvereiieiiiveese e, 101
Figura 39: Tamanho médio das micelas antes e ap0s 0 processo de dialise........................ 102
Figura 40: Gréaficos de Guinier para os dados de espalhamento de luz estatico (SLS). Os
valores de raio de giragcdo (Rg) inseridos nos graficos foram calculados com base no
coeficiente angular dos segmentos lineares das CUrVas. ..........ccccocvvevveeieveevieiie e e 103

Figura 41: Curvas g, de autocorrelacdo de espalhamento de luz dindmico (DLS), no angulo



Figura 42: Dependéncia angular da frequéncia de relaxacéo das curvas de autocorrelagdo do
espalhamento de luz dindmico (DLS). Os valores de Ry foram calculados através da equagao
de Stokes-Einstein, usando o coeficiente angular das curvas Do..........ccoceevrveeiiineiinnciinnnn, 105
Figura 43: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) das micelas
poliméricas F18-GCAG65 (a), F18-GCA27 (b) € F12-GCA24 (C)...ccvrvevvrerereeeeeeienie e 108
Figura 44: Imagens topograficas de microscopia de forca atdmica (AFM) das micelas

poliméricas F18-GCAG65 (a), F18-GCA27 (b) € F12-GCA24 (C)...covrvererererireeeeinie e 109



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores de p para particulas com topologias tipiCas..........ccccceveiienieiininennnnn, 57

Tabela 2: Caracteristicas moleculares dos trés polimeros anfifilicos, analisadas por
Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (SEC) .......cocieiiiiiiiiiieiiciic e 81

Tabela 3: Atribuicbes das frequéncias das principais bandas dos polimeros F18-GCAG65,
F18-GCA27 € FL2-GCA24. ...ttt ettt rae et 95

Tabela 4: Valores de concentragdo micelar critica (cmc) para os trés polimeros anfifilicos, a
25°C, medidos por fluorescéncia e espalhamento de luz dindmico (DLS) ..........ccceveene.. 99

Tabela 5: Caracteristicas dos polimeros anfifilicos, a 0,5 mg/mL, determinadas por

espalhamento de luz estatico e dindmico (SLS € DLS) .....c.ccoovvveiviie i 106



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

AFM: microscopia de forga atdmica

AIBN: 2,2- azobisisobutironitrila

AUC: ultracentrifugacdo analitica

cac: concentracdo de agregacao critica

CDCls: cloroférmio deuterado

CD3CN: acetonitrila deuterada

cmc: concentragdo micelar critica

C(q,t): funcéo de auto-correlacédo

D: coeficiente de difusdo hidrodindmico aparente
DLS: espalhamento de luz dindmico

DMACc: dimetilacetamida

DMF: dimetifomamida

DMSO: dimetilsulfoxido

DMSO-ds: dimetilsulfoxido deuterado

FDA: Food and Drug Administration

FTIR: infravermelho por transformada de Fourier
GC: carbonato de glicerol

GCA: acrilato de carbonato de glicerol

GPC: cromatografia de permeacao em gel

Ip: indice de polidispersidade

1(q): intensidade de espalhamento em funcdo da magnitude do vetor de espalhamento
ME: 2-mercaptoetanol

MS: espectrometria de massa

Mp: massa molar numérica média

M,: massa molar ponderal média

PE: polietileno

PEG: polietilenoglicol

PEO: poli(éxido de etileno)

PET: poli(tereftalato de etileno)



PHA: polihidroxialcanoatos

PHB: polihidroxibutiratos

PMMA: polimetilmetacrilato

PP: polipropileno

PS: poliestireno

PUFASs: &cidos graxos polinsaturados

g: vetor de onda do espalhamento

Ry: raio de giragéo

Ru: raio hidrodindmico

RMN: ressonancia magnética nuclear
SANS: espalhamento de néutrons

SAXS: espalhamento de raios-X a baixos angulos
SEC: cromatografia de exclusdo por tamanho
SEM: microscopia eletrénica de varredura
SLS: espalhamento de luz estatico

TEM: microscopia eletrénica de transmissédo
Ty: temperatura de transigao vitrea

THF: tetrahidrofurano

I': frequéncia de relaxacéo

A: comprimento de onda

¢: potencial zeta

No: indice de refracdo do solvente

k: constante de Boltzmann

n: viscosidade do solvente

p: razdo entre Ry e Ry

h: constante de Plank



INDICE

CAPTTULO L 1ttt sttt 1
1) INEFOTUGED: ...ttt ettt bbbkt b et es e nr et et et e et enee e s 1
1.0) O JOTIVOS: ...ttt ettt bbbkt h et s et et nr et bbb nneas 5
CAPTTULO 25 ottt 6
2) ReViS80 DIDHOGIATICA: .....cooiiiiiice e e 6
2.1) POIIMEIOS: ..ottt et et eb bbbttt e 10
2.2) O processo de MICEHZAGAOD: .......ccveveeieiie e 14
2.3) A caracterizacgao estrutural de micelas de copolimeros em bloco: .........c.cccccueee... 17
2.4) Estabilidade CINELICA: ........ccccoueiiiiiie et et 19
2.5) A COrona da MUCEIA: ........ccceeieiie e e 20
2.6) O NUCIEO da MUCEIA: ....c.eeeeece e et nreas 21
2.7) Métodos para preparacao das MiCelas: .........ccccovvvieiiiiie i 22

2.8) Morfologia micelar e aspectos cinéticos e termodindmicos no processo de

T [00=] [ Vo= o LSS PRPPP 24
2.9) GlICerol 0U glICEINA: .....ccuiciecie e st s ra e 28
2.10) Caracteristicas fisico-quimicas do glicerol: ...........ccccooeieiiii i 29
2.11) Obtencao e tratamento do glicerol Bruto: ..., 30

2.12 ) Bioprodutos obtidos por fermentagdo microbiana do glicerol: ..............cc.cc...... 34



2.13) Avancos tecnoldgicos no aproveitamento do glicerol no Brasil: ... 38

2.14) ACIAOS GIAX0S: ...ouceovecveeieceeceeveeeeee s es et s s s s s sesa st s ns s sersan e 38
2.15) ACIO GraX0 OIBICO: .....vveveeeeeieeceecee ettt 41
2.16) ACIO GraX0 TAUIICO: ......ouveevceieceece ettt 42
2.17) A reacao de telOMENIZAGAD: ......c.ovviie it 44
2.18) Considerac0es tedricas sobre as técnicas utilizadas neste trabalho: .................... 45
CAPTTULO 3.ttt et st 60
3) Parte EXPErimMental: ..o e 60
TN I8\, = (=T ¢ - LSS SSPSSR 60
3.2) Sintese do mondmero acrilato de carbonato de glicerol (GCA): ......cccevvevvvvveenene. 60
3.3) Sintese do agente telogénico A (C1s00CHISH): wooviiiiiiiiiiece e, 61
3.4) Sintese do agente telogénico B (C1200CH4SH): ...ocviivieiiiiieicicece e 62

3.5) Reacdo de Telomerizacdo do monémero acrilato de carbonato de glicerol (GCA)

com o agente telogénico A (C1s00CH4SH): (F18-GCAR) wooviieiecii e 64

3.6) Reacdo de Telomerizacdo do monémero acrilato de carbonato de glicerol (GCA)

com o agente telogénico B (C1200C,HiSH): (F12-GCAR) woovveiicieiieceeece e 65

3.7) Reacao de hidrolise: ...............coooiiiiiiiiiiiiiii e et e 67
3.8) Cinética de telomeriZaCAO0: ............occueiiiiiiiiiiiiiieie e e 69
3.9) INStrumMENTACAO: ........oviiiiiiiiie e et e et ee e et ee e e e e raeee e treeeeesaaraeaeeannes 70

3.10) Preparacido das micelas poliméricas: ...............ccoooiiiniiiiiiiinniiieie e 71



3.11) Caracterizacao fisico-quimica das micelas poliméricas: .....................cccoeeeeennen. 72

CAPITULO 42 ..ot st 75
4) Resultados € diSCUSSA0: .............cccoviiiiiiiiiiicie e e 75
4.1) Sintese dos agentes telogénicos A (C1s00C,;H,SH) e B (C1,COOC;H4SH): ....... 77
4.2) Reagao de telOMEIIZAGCAD: ......cceviieieiie sttt et 78
4.3) Auto-associacdo dos polimeros anfifilicos: ........cccevvveieiciiicic e 97
5) CONCIUSOES € PEISPECTIVAS: ....eoueiviiiinieieiie sttt sttt bbbt enes 110

6) Referéncias DibDlIOgrafiCas: ... 112



Capitulo 1

1) INTRODUCAO

Atualmente, a nanotecnologia tem atraido a atencdo de muitos grupos de pesquisa em
todo o mundo, devido ao seu enorme potencial de aplicacdo nos mais variados setores
industriais e ao impacto que seus resultados podem causar no desenvolvimento tecnoldgico e
econdmico ™. O grande interesse que 0s nanomateriais tém despertado, nos Gltimos anos, é
devido aos efeitos peculiares de suas dimensbes atdmicas. As propriedades e o tamanho
destas nanoestruturas séo fatores grandemente influenciados pelas condigdes experimentais
utilizadas na preparacdo das mesmas. Tratando-se de nanoparticulas poliméricas, estas
podem ser convenientemente preparadas a partir de polimeros pré-formados ou por
polimerizacdo direta de mondmeros, usando polireagdes ou polimerizagdo cléassica .
Métodos como evaporacgdo do solvente, salting-out, dialise, nanoprecipitacéo e tecnologia de
fluido supercritico (SCF), podem ser utilizados para a preparacdo de nanoparticulas a partir
de polimeros pré-formados. Por outro lado, a miniemulsdo, microemulsdo, polimerizacdo
interfacial, telomerizacdo, etc. sdo métodos usados para sintetizar estas nanoestruturas a

partir da polimerizacdo de monémeros @ (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica das varias técnicas de preparacdo de nanoparticulas
poliméricas.

Polimerizagdo

Wil

Visando diminuir a toxicidade e promover um maior efeito terapéutico, pesquisadores
tém demonstrado grande interesse em desenvolver e aprimorar sistemas que permitam a
liberacdo controlada e direcionada de principios ativos em alvos especificos. Estas pesquisas,
voltadas ao desenvolvimento de um sistema transportador ideal, tém resultado em uma
grande variedade de carreadores (p.ex. nanoparticulas, micelas, etc.) e esta perspectiva
tornou-se, hodiernamente, um dos principais desafios para a industria farmacéutica .

Neste contexto, sistemas micelares formados pela auto-organizacdo de copolimeros
anfifilicos sdo de grande interesse para tal aplica¢do. Devido a uma diferenca de solubilidade
entre 0s blocos hidrofilico e hidrofébico em solucdo aquosa, o copolimero se auto-organiza
formando micelas do tipo nucleo-corona. Uma molécula bioativa pode ser fisicamente
incorporada no nucleo destas nanoestruturas, que a transportard em concentracdes que

excedem sua solubilidade intrinseca em agua .



Uma caracteristica que torna os copolimeros em bloco atrativos para aplicagdes em
liberacdo controlada de farmacos é o fato de que a composicao, a massa molar total e a razdo
do comprimento dos blocos podem facilmente ser mudadas, permitindo, assim, controlar o
tamanho e a morfologia destas micelas ..

As dimensdes das micelas, da ordem nanométrica, permitem que estes
nanocarreadores sejam utilizados em tratamentos especificos, via inje¢gdes intravenosas. As
micelas podem também ser projetadas para possuir sitios de reconhecimento celular em sua
superficie, aumentando as chances de se obter uma liberagdo direcionada do principio ativo
em regides especificas do corpo 2.

Neste trabalho, os esforcos foram concentrados na sintese de polimeros anfifilicos
baseados em compostos renovaveis, utilizando um procedimento quimico versatil e simples.
Por meio de uma reagdo de telomerizacdo de um mondmero acrilato, derivado do glicerol
(glicerina), com é&cidos graxos modificados pelo agente de transferéncia mercaptoetanol,
novas estruturas poliméricas foram obtidas e caracterizadas por medidas de ressonancia
magnética nuclear (RMN de *H e **C), infravermelho (FTIR), espectrometria de massa (MS)
e cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC). Medidas de espalhamento de luz estatico e
dinamico (SLS e DLS) e imagens de microscopia eletrdnica de transmissédo (TEM) e de forca
atdbmica (AFM) mostraram que estes copolimeros foram capazes de se auto-organizar em
micelas esféricas nanométricas, consistindo de um nucleo hidrofébico e uma corona
hidrofilica, em meio aquoso. Os efeitos do tamanho de ambos os blocos formadores destas
nanoestruturas também foram investigados.

Para a realizacdo desta tese, uma grande parceria foi formada entre os laboratorios
Polissol, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e o Institut Charles Gerhardt

(ICG), equipe de Ingénierie et Architectures Macromoléculaires (IAM), da Universidade de
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Montpellier I, localizado no sul da Franga, um centro de pesquisa de alta tecnologia na

sintese e caracterizacdo de polimeros naturais e sintéticos.



1.1) OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar uma nova série de

copolimeros anfifilicos, a partir de compostos de origem natural.

Objetivos Especificos

Otimizar o processo de sintese dos novos polimeros formados por meio de uma
reacdo de telomerizacdo de um mondmero derivado do glicerol (glicerina) — o
acrilato de carbonato de glicerol (GCA) - com dois diferentes acidos graxos (oléico e
laurico).

Caracterizar 0s novos polimeros formados, através das técnicas de RMN de *H e **C,
FTIR, MS e SEC;

Preparar micelas poliméricas atraves do método de dialise;

Determinar a concentracdo micelar critica (cmc) dos copolimeros em solugdo aquosa,
através de duas tecnicas: espectrofotometria de fluorescéncia e DLS;

Determinar o tamanho e a distribuicdo de tamanho das micelas, antes e ap0s o
processo de dialise, através de medidas de DLS;

Determinar o raio de giracdo (Rg) e o raio hidrodindmico (Ry) das micelas formadas,
através das técnicas de SLS e DLS, respectivamente;

Observar a morfologia das micelas por meio das técnicas de TEM e AFM.



Capitulo 2

2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

O avan¢o da nanotecnologia, através do aprimoramento e do desenvolvimento de
nOVoS mecanismos para a preparacao e liberacdo controlada de farmacos e principios ativos,
tem trazido muitos beneficios para os setores médico, quimico e farmacéutico. Estes sistemas
possibilitam a diminuicdo da toxicidade, melhorando a eficacia do principio ativo e
proporcionando grandes beneficios aos pacientes, possibilitando a abertura, cada vez maior,
de novos mercados para tais setores 2.

Em comparagdo aos sistemas convencionais, estes mecanismos oferecem muitas
vantagens, como, por exemplo, um maior tempo de permanéncia do farmaco na circulacao
sanguinea, uma queda significativa dos efeitos tdxicos, uma maior eficacia terapéutica, com
a liberacdo progressiva do farmaco, uma reducdo dos custos, devido a utilizacdo de uma
menor quantidade do principio ativo, um direcionamento a alvos especificos, entre outras
(231 A Figura 2 faz um comparativo entre os perfis de concentracdo do farmaco no
organismo quando administrado por um método convencional (2A) e por meio de um

sistema de liberacéo controlada (2B) 2,
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Figura 2: Perfis de concentragdo plasmatica do farmaco por meio de uma terapia
convencional (A) e por meio de uma liberagdo controlada (B).

Pelo método convencional, a concentracdo plasmatica do farmaco, em funcdo do
tempo, oscila em torno da janela terapéutica. Inicialmente, ha um aumento desta
concentracdo e, com o passar do tempo, comeca a declinar, sendo necessaria a administracao
de uma segunda dose. Como os niveis plasmaticos sdo dependentes das doses administradas,
guanto maior a dose, maiores as chances de que a concentragdo do farmaco no organismo
alcance os niveis tdxicos, acarretando em efeitos adversos. Ja os sistemas de liberacdo
controlada podem resultar em niveis de farmacos que se encontram dentro da janela
terapéutica por um longo periodo de tempo, com a administragdo de uma tnica dose 2!,

Com o objetivo de diminuir os efeitos adversos, minimizar a degradacdo do farmaco
e aumentar a biodisponibilidade de medicamento na zona desejada, varios sistemas de
liberacdo controlada estdo sendo desenvolvidos. Entre os sistemas carreadores em estudo,
podemos destacar as nanoparticulas, as nanoesferas e as nanocépsulas !, os lipossomas
1 os dendrimeros ™2 os cristais liquidos ™ e as micelas poliméricas *%?” todos

obtidos a partir de polimeros sintéticos ou naturais, sollveis ou insollveis em meio aquoso

(Figura 3).
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Figura 3: Diferentes sistemas utilizados na liberacdo controlada de farmacos.

A aplicabilidade e o uso progressivo de muitos farmacos vdo depender do
desenvolvimento apropriado de carreadores para a sua liberacdo no corpo. Atualmente, a
nanotecnologia tem como exemplo classico o uso de nanoparticulas no transporte de
principios ativos. A forma, juntamente com as caracteristicas fisico-quimicas destas
nanoestruturas, sao fatores determinantes na eficacia, no planejamento e no controle de suas
propriedades de liberacao .

Por exemplo, estudos feitos em relagdo a liberagdo do farmaco Paclitaxel, através de

micelas formadas pelo copolimero em bloco lactato de poli(n-(2-hidroxipropil))



metacrilamida e poli(etilenoglicol) (pHPMAmMDL-b-PEG), cujo bloco formador do nucleo,
pHPMAMDL, mostraram que esse sistema apresentou caracteristicas sensiveis a temperatura
e promoveu a gradual dissolucdo da micela devido a hidrélise do acido latico . Neste
estudo, os autores concluem que as caracteristicas apresentadas pelo sistema, como grande
capacidade de solubilizacdo do farmaco, grande estabilidade e tamanho das micelas, em
torno de 60 nm, além da facilidade de preparacdo, tornam-nas destas, excelentes candidatas
para a substituicdo do método de administracdo convencional.

Outros estudos investigaram as propriedades de micelas poliméricas formadas pelo
copolimero  poli(2-etil-2-oxazolina)-bloco-poli(e-caprolactona).  Estudos in  vitro
comprovaram que a atividade do farmaco, neste sistema, foi comparavel a da formulagéo
clinicamente utilizada, sugerindo o emprego destas nanoestruturas como um vantajoso
sistema carreador para o farmaco paclitaxel #%,

Muitos estudos estdo sendo feitos, a fim de demonstrar o potencial dessas
nanoestruturas no tratamento de pacientes. Porém, hd um numero limitado de produtos no
mercado. O Abraxane® (paclitaxel) foi a primeira nanoparticula quimioterapica aprovada
pela FDA (Food and Drug Administration) e tem-se mostrado mais efetiva que outras

formulagdes do paclitaxel para o tratamento de pacientes com cancer 2324,



2.1) POLIMEROS

Um polimero é uma macromolécula composta por muitas unidades de repeticdo
denominadas meros, unidas por ligacdo covalente. A matéria-prima para a producdo de um
polimero é o mondmero, isto é, uma molécula com uma (mono) unidade de repeticdo ?*. Ou
seja, 0s polimeros sdo substdncias de alta massa molar, que devem suas propriedades
peculiares ao seu tamanho, sua forma tridimensional, sua polidispersidade e, algumas vezes,
a sua assimetria.

A polidispersidade de um polimero se da por variacOes estatisticas presentes nos
processos de polimerizagdo. Num polimero, determina-se o valor médio da massa molar e a
sua distribuicdo, tendo em vista a variacdo das moléculas que compdem o material . As
principais massas molares medias de um polimero sao:

e Massa molar viscosimétrica media (M,): é obtida a partir de medidas de viscosidade e

definida segundo a equacéo:

r qlla l/a
> W, M > N M
M =2t _| Equacéo 1
\ © 0
> W, > N,.M,
x=1 x=1

onde a é uma constante, Ny € o namero de moléculas de polimero com massa molar My e W a

massa total de todas as moléculas.
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e Massa molar numérica media (M,): é definida pelo somatdrio das massas molares de

todas as cadeias presentes em uma amostra do polimero, dividido pelo nimero total de

cadeias, de acordo com a equagao:

M = = X:1 ~
nT o % Equagéo 2
2N 2N,
x=1 X=!

e Massa molar ponderal média (My): corresponde a média ponderada do tamanho das

cadeias, conforme a equacao:

0 0

Y WM, > N M
M — x1 — x1 N
w o o Equacao 3
W N. .M
— X ; X X

onde Wy representa a fracdo ponderal de cadeias com massa molar My, sendo definido de

acordo com a equacao:

N Y Equacéo 4

A massa molar ponderal média (M) € considerada a mais importante em um
polimero por estar mais relacionada as suas propriedades mecanicas. As propriedades

mecénicas de um polimero estdo relacionadas ao tamanho das cadeias e a fragdo méassica nas
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quais estas cadeias aparecem no material. Desta forma, ndo € comum utilizar a M, para
definir essa propriedade para um polimero, e sim a M. A M, leva em considerago apenas o
nimero de cadeias com determinada massa molar, enquanto que M, avalia 0 nimero e a
massa molar da cadeia, aproximando-se melhor do valor real.

A razdo entre M, e M, é conhecida como indice de polidispersidade (l,) e representa
0 quéo dispersa a massa molar do polimero esta na amostra 2%,

As propriedades de cada polimero dependem de como suas unidades monoméricas
estdo organizadas (reunidas) e este fator conduz a versatilidade dos diferentes polimeros
sintéticos encontrados atualmente . A Figura 4 mostra alguns polimeros do nosso
cotidiano, como o polietileno (PE), o polipropileno (PP) e o poliestireno (PS). Além destes,
os poliésteres, o politetrafluoretileno (TEFLON®), o polietilenoglicol (PEG) e o

poli(tereftalato de etileno) (PET) também sdo comumente encontrados no nosso dia-a-dia.

L. :

(a) (b) (c)

Figura 4: Estrutura quimica do PE (a), PP (b) e PS (c).
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Polimeros que contém apenas uma unidade monomérica sdo chamados de
homopolimeros (por exemplo, o PEG), enquanto os que contém duas ou mais unidades
monoméricas diferentes sdo conhecidos como copolimeros. De acordo com a disposicdo de
seus mondmeros, conforme representado na Figura 5, os copolimeros podem ser divididos

em quatro classes: em bloco, alternado, estatistico (ou aleatorio) e enxertado 2%,

DOE0 IO o"‘q.f'." n.a“'o...o.o ':E..&u.::.
(a) (b) (c) (d)

Figura 5: Classificacdo dos copolimeros de acordo com a disposi¢do de seus mondmeros:
(a) em bloco, (b) alternado, (c) estatistico (ou aleatorio) e (d) enxertado.

Os copolimeros em bloco sédo formados por uma sequéncia de mondémeros A, unidos
por ligacdo covalente a uma sequéncia de mondmeros B. Esta classe de copolimeros pode ser

classificada em grupos, de acordo com a disposicao de seus blocos, como mostra a Figura 6.

I W . e P ﬁ"".
(a) (b) (c) (d) ‘

Figura 6: Diferentes tipos de copolimeros em bloco: (a) dibloco, (b) tribloco, (c) multibloco
e (d) estrela.

O mais simples copolimero em bloco € o tipo AB, onde o homopolimero A encontra-
se ligado ao homopolimero B, sendo chamado de copolimero dibloco (Figura 6a). O segundo

tipo de copolimero, chamado de tribloco, € constituido do homopolimero B com ambas as
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terminacOes ligadas a homopolimeros A (Figura 6b). O terceiro tipo, chamado multibloco,
tem os segmentos A e B ligados e repetidos muitas vezes (Figura 6¢). O quarto tipo de
copolimero em bloco é chamado de estrela, onde a unidade A, com muitos bragos
funcionalizados, copolimeriza em bloco com os blocos B e apresenta-se na forma de estrela.

O ntimero de bracos depende do nimero de grupos funcionais no bloco A (Figura 6d) 7.

2.2) O PROCESSO DE MICELIZACAO

Muitos copolimeros tém carater anfifilico, ou seja, possuem um bloco com
caracteristicas apolares (hidrofobico) e outro bloco com caracteristicas polares (hidrofilico).
Estas estruturas, em meio aquoso (ou em um solvente seletivo para apenas uma das
sequéncias de blocos), tendem a se concentrar nas interfaces do sistema, por um mecanismo
de adsorcéo, reduzindo, assim, a energia livre do sistema onde se encontram 281, Além disso,
acima de uma determinada concentracdo, a chamada concentracdo micelar critica (cmc),
estas estruturas se auto-organizam, formando micelas ou agregados micelares ¢!,

A forca motriz responsavel pela formacdo destas micelas é impulsionada pelo efeito

hidrofobico das por¢des apolares de suas moléculas (Figura 7).
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Copolimero em Bloco »

Micelas Poliméricas

Figura 7: Processo de formacdo de micelas em meio aquoso.

Além disso, ha dois tipos de forcas atuando na formacdo destas estruturas: forcas
atrativas (que tendem a unir as moléculas) e forcas repulsivas (que limitam o nimero de
moléculas que podem se auto-associar) (Figura 8). Assim, em meio aquoso, essas moléculas
podem se agregar de diferentes formas (esféricas, cilindricas, lamelares, em disco), com sua

porcdo hidrofdbica constituindo a parte interna (ndcleo) e a porcao hidrofilica a parte externa

(corona) 9.

Atragdo interfacial
(Efeito hidrofébico)

é Repulsdo

(Efeito hidrofilico)

Figura 8: Representagdo esquematica da contribuigdo das forcas de atracdo e repulséo, para
0 mecanismo de formacgdo das micelas em meio aquoso.
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O nudcleo hidrofébico da micela serve como um microambiente ideal para a
encapsulacéo e liberagdo de fArmacos ou principios ativos de carater hidrofébico, enquanto
que a corona serve como uma interface estabilizante entre o nlcleo hidrofobico e o meio

externo (Figura 9) B0 3121,

Principio Ativo

Micela polimérica (carater hidrofébico)

Figura 9: Representacdo esquematica da incorporacdo do principio ativo no interior
hidrofdbico da micela.

A auto-associacdo destas macromoléculas anfifilicas em solventes seletivos,
formando micelas poliméricas, tém merecido grande atencdo, principalmente na
aplicacdo como sistemas de liberacdo controlada de medicamentos (drug delivery system)
13310 uso destas nanoestruturas como sistemas carreadores de farmacos teve seu inicio
em 1984, com Ringsdorf et al. **. Estes pesquisadores, partindo de um copolimero de
poli(6xido etileno)-b-poli(L-lisina), fixaram covalentemente o farmaco ciclofosfamida
sobre o bloco de L-lisina, conduzindo a formacgdo de micelas com um nucleo hidrofébico
de lisina modificada, circundada por poli(6xido etileno) B,

Trabalhos cada vez mais elaborados vém demonstrando a sintese, a manipulacao e as

propriedades de nanoparticulas poliméricas, com potencial aplicacdo em sistemas de

liberacdo controlada. Desde 1990, Kataoka et al. ***°! v&ém estudando e utilizando trés
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sistemas de micelas poliméricas como carreadores de farmacos: i) micelas formando
conjugados de copolimeros em bloco e farmaco, onde o farmaco é ligado covalentemente a
uma das sequéncias do copolimero; ii) farmacos nédo-covalentemente incorporados as
micelas; e iii) complexos polieletrélitos formados entre polinucleotideos e copolimeros em
bloco catibnicos.

Utilizar polimeros naturais para sintetizar e manipular nanoestruturas carreadoras é
uma estratégia bastante atraente em formulagfes farmacéuticas. Porém, poucos sistemas
utilizam acidos graxos polinsaturados (PUFAs, do inglés Polyunsaturated Fatty Acids) no
desenvolvimento de nanoparticulas micelares. A sintese de novos copolimeros, através da
combinagdo de diferentes blocos hidrofilicos e hidrofobicos, é uma excelente maneira de se
obter sistemas com diferentes propriedades fisico-quimicas e diferentes caracteristicas,

importantes para viabilizar a sua utilizagdo como sistemas carreadores de farmacos .

2.3) A CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE MICELAS DE COPOLIMEROS
EM BLOCO

Devido as suas varias aplicacbes em potencial, o estudo da estrutura e das
propriedades de micelas poliméricas tem recebido crescente interesse. Ha diversos
trabalhos na literatura que tratam da morfologia Y, da cmc ¥, da distribuicio de tamanho
das micelas, ! das dimensdes da corona e do nlcleo em funcdo da composicdo da

451 As técnicas

macromolécula I, das transicdes do tipo ordem/desordem, etc.
tipicamente utilizadas para caracterizar tais sistemas incluem espalhamento de luz estéatico

(SLS) e dinamico (DLS), cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC), viscosimetria,
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ultracentrifugacdo analitica (AUC), espalhamento de néutrons (SANS) ou de raios-X a
baixos angulos (SAXS), fluorescéncia, infravermelho (FTIR), ressonancia magnética

nuclear (RMN), microscopias, etc. 1654,

Apesar da cmc depender da composi¢do do copolimero, ela é muito mais afetada
pelo tamanho do bloco insoltvel. O tamanho e o nimero de agregacao da micela também
dependem da composicdo do copolimero. Quanto maior o bloco insoltvel, maior sera o
ndmero de agregagdo e o tamanho da micela. O bloco solivel tem exatamente o efeito
contrario. A distribuicdo de tamanho das micelas é usualmente estreita e é influenciada

pela polidispersidade dos copolimeros °!.

A geometria esférica das micelas ¢ a morfologia mais comumente formada em
solucgdes de copolimeros em bloco. A micela assume esta geometria em uma ampla faixa
de composicdo, especialmente quando o bloco solivel € o componente predominante,
devido a forte repulsdo existente entre os blocos constituintes da corona. No entanto,
agregados nao-esféricos tém sido descritos em vérios sistemas °°!. Em estudos utilizando
espalhamento de luz, através da determinacdo de parametros como o raio de giracao
(Rg), raio hidrodinamico (Ry) e coeficiente de difusdo, foi possivel detectar, em alguns
sistemas, geometrias esféricas ou em forma de bastGes, a depender da composicdo do
copolimero ®®. Em experimentos de SAXS, empregando-se luz sincrotron, em solucdes
de poliestireno-b-poli(isopreno) em anilina, onde os blocos de poli(isopreno) se associam
para formar agregados, concluiu-se que o modelo vesicular descreve melhor o sistema
que o modelo esférico, quando o bloco de poliestireno ¢ relativamente curto 7. Além

disso, regiGes de coexisténcia de micelas cilindricas e esféricas, formadas a partir de
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copolimeros tribloco de poli(6xido de etileno)-b-poli(éxido de propileno) foram

identificados também por SAXS 81,

Outras geometrias, ndo usuais e de modelamento ndo ébvio, tém sido determinadas
sob a observacéo direta através de microscopia eletrénica, como por exemplo, as micelas

do tipo worm-like, onion-like e muitas outras ©°.

H& muitas teorias que versam sobre micelas esféricas formadas a partir de
copolimeros em bloco ®°\. Apesar de cada uma dessas teorias abordar o assunto segundo
diferentes pontos de vista, todas elas convergem quanto a proposicdo de relagdes entre os

parametros estruturais da micela e as caracteristicas moleculares dos blocos constituintes.

2.4) ESTABILIDADE CINETICA

A estabilidade cinética de um sistema micelar depende de muitos fatores, como por
exemplo, a natureza do bloco formador do ndcleo, o tamanho deste bloco, a presenca de
solubilizantes hidrofobicos, dentre outros. O bloco formador do nicleo apresenta
caracteristicas mais relevantes sobre a cmc, de modo que quanto maior seu tamanho, menor
sera o valor da cmc em agua. Se o bloco formador da corona € mantido constante, um
aumento na massa molar do bloco formador do ndcleo causa um decréscimo na cmc. Mas, se
0 bloco formador do nucleo for mantido constante, um aumento no tamanho do bloco
hidrofilico causa um aumento na cme B°1,

Copolimeros anfifilicos, ao se auto-associarem, diminuem a energia livre do sistema,

devido a remocdo dos fragmentos hidrofobicos do meio aquoso em fungéo da formagédo da
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micela **1. Além do processo de agregacéo, ha também um aumento no processo de entropia,
devido a desordenacdo provocada nas moléculas de &gua, que antes solvatava as cadeias
livres, e devido a um maior nimero de arranjos conformacionais da cadeia hidrofébica
dentro do niicleo da micela ©*%.

A reticulacdo quimica (processo que ocorre quando cadeias poliméricas lineares ou
ramificadas sdo interligadas por ligacdes covalentes), tanto do nucleo quanto da corona das
micelas, normalmente provoca um aumento na sua estabilidade, mesmo a concentracées
abaixo da sua cmc, podendo, desta forma, serem isoladas e redissolvidas como
nanoparticulas, com menor probabilidade de sofrerem colapso, por exemplo, na circulagédo
sanguinea, conduzindo a um aumento no tempo de circulacio ®*. H4 também evidéncias de
que a incorporacdo de compostos hidrofébicos no interior destas micelas pode melhorar a
estabilidade das mesmas *°!. Portanto, é de extrema importancia conhecer a cmc de um
copolimero, cujos valores podem apresentar uma variacdo de acordo com o metodo de

deteccdo utilizado 2.

2.5) ACORONA DA MICELA

O bloco formador da corona da micela é responsavel por sua biodistribuicdo, pelos
parametros farmacocinéticos, biocompatibilidade, estabilidade e protecdo estérica,
especificidade e adsor¢do da superficie por proteinas plasmaticas. Ja os parametros fisicos de
grande influéncia sdo: a densidade da superficie das cadeias hidrofilicas, que aumentam com

0 aumento do nimero de agregacéo, a carga, a hidrofilicidade e o comprimento do bloco [63],
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Poli(6xido de etileno) (PEO) tem sido o polimero hidrofilico mais utilizado na
preparacdo de carreadores de farmacos. E um polimero ndo-idnico, cristalino, termopléstico
e soltvel em &gua. Seu alto grau de hidratacdo e grande contracdo de volume induzem as
forcas repulsivas que contribuem para a estabilizacdo de uma superficie revestida por PEO.
Outros polimeros também empregados como segmentos formadores do revestimento da
micela incluem a poli(vinil pirrolidona), que é bastante utilizada por ser altamente

biocompativel, o poli(élcool vinilico), e o poli(acido acrilico), dentre outros (230321

2.6) O NUCLEO DA MICELA

A escolha adequada do bloco formador do nucleo de uma micela polimérica é um
parametro fundamental para inferir em importantes propriedades, tais como estabilidade,
capacidade de encapsulacdo, perfil de liberacio de um farmaco, etc. *%.

Poliésteres e derivados de poli(aminoécidos) como segmento hidrofobico constituem
a grande maioria dos copolimeros em bloco anfifilicos utilizados em sistemas de liberacéo de
farmacos. Poli(acido latico), poli(e-caprolactona) e poli(acido glicolico) sdo todos poliésteres
biocompativeis e biodegradaveis aprovados pela FDA para aplicaces biomédicas.
Poli(aminoacidos), como o poli(acido aspartico), poli(acido glutdmico) e poli(L-lisina), tém
sido extensivamente estudados, devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e

versatilidade estrutural &7,
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2.7) METODOS PARA A PREPARACAO DAS MICELAS

O método a ser escolhido para a preparagdo de micelas poliméricas vai depender,
principalmente, da solubilidade do copolimero em &gua.

Dentre os mais utilizados para a preparacdo deste tipo de sistema, destacam-se dois
principais: 0 método de dissolucéo direta e 0 método de dialise (Figura 10) 23!,

Se 0 polimero € soltivel em &gua, a dissolucdo direta € o método empregado. Neste
caso, 0 polimero é adicionado a uma concentra¢do acima da sua cmc e, sob agitacdo lenta, a
auto-organizacdo do sistema comega a ocorrer progressivamente, até que o sistema alcance
um equilibrio termodindmico. Muitas vezes, neste metodo, a mistura é aquecida acima da
temperatura de transicéo vitrea (T4) do polimero, para garantir o processo de micelizagdo. A
cinética de auto-associacdo depende de varios parametros, como o tipo de solvente, a
temperatura, a presenca de aditivos e ainda da massa molar, razdo da fracdo em volume entre

os blocos hidrofilicos e hidrofobicos e Tq. Em meio aquoso, é mais adequada a escolha de

copolimeros cujo bloco hidrofilico é muito maior do que o bloco hidrofébico 2%,
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METODO DE DISSOLUCAO DIRETA DIALISE

PR

O
° MEMBRANA DE
s T ¥ ( C) DIALISE
Dissolucdo do copolimero em agua Dissolucdo do copolimero em solvente
ou solugdo tampao organico (DMF, THF, DMSO, DMAc)

Figura 10: Representacdo esquematica dos dois principais metodos de preparacdo de
micelas de copolimeros em bloco .

Ja 0 método de didlise é utilizado quando o copolimero é insoldvel em 4gua. Aqui, 0
copolimero é primeiramente dissolvido em um solvente organico, termodinamicamente bom
para os dois blocos e miscivel em agua, como tetraidrofurano (THF), dimetilformamida
(DMF), dimetilacetamida (DMAC), dimetilsulfoxido (DMSO). Posteriormente, agua é
adicionada a fase organica contendo o polimero dissolvido, a uma quantidade e taxa
controladas. Gradualmente, a qualidade do solvente muda em direcdo oposta para cada
bloco, tornando-se bom para um bloco e pobre para outro. Em seguida, a mistura é dialisada
para remover o solvente organico e, alternativamente, a micelizacdo pode ser induzida pela
evaporacdo deste solvente. O tamanho, a distribuicdo de tamanho, bem como outras

propriedades, vdo depender do tipo de solvente utilizado B%.
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O mecanismo de formacdo de nanoparticulas e micelas pelo método de dialise ndo é
totalmente compreendido até o presente. Acredita-se que isto pode estar baseado num

641 " 1nimeros

mecanismo semelhante ao de nanoprecipitacdo, proposto por Fessi et al.
trabalhos ja foram realizados envolvendo a preparacdo de micelas poliméricas pelo método
de dialise. Como exemplos, podemos citar o trabalho realizado por Oh et al. !, onde estes
pesquisadores relataram a formacdo de nanoparticulas de poli(y-benzil-L-glutamato)-b-
poli(6xido de etileno), utilizando como solvente DMF. Nanoparticulas de poli(acido latico)-
b-poli(6xido de etileno) foram preparadas por Lee et al. ®® utilizando DMF como solvente.
O solvente utilizado na preparagéo da solugdo polimérica afetou a morfologia e a distribuicao
de tamanho das nanoparticulas. Akagi et al. ! prepararam nanoparticulas de poli(y-acido
glutdmico) utilizando solventes tais como DMSO, DMF, DMACc e observaram que, no caso
do DMSO, a morfologia das nanoparticulas foi esférica, com didmetros que variaram numa
escala de 100 a 200 nm. Em outro trabalho, realizado pelo grupo de Na et al. °®

nanoparticulas de poli(L-acido latico)-b-poli(etilenoglicol), de forma esférica, com uma

escala de tamanho de 90-330 nm, foram preparadas empregando DMSO como solvente.

2.8) MORFOLOGIA MICELAR E ASPECTOS CINETICOS E TERMODINAMICOS
NO PROCESSO DE MICELIZACAO

Para se obter diferentes nanoestruturas, com diferentes morfologias, devemos ter um
balanco entre os segmentos hidrofilico e hidrofobico dos copolimeros. Além da morfologia,
este balanco determina pardmetros estruturais como tamanho da particula, dimensdes do
ndcleo e nimero de agregacdo 2%, Tudo isto ¢ alcancado por meio das forcas envolvidas no

grau de estiramento dos segmentos que formam o nucleo, da energia interfacial entre o
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nlcleo das micelas e o solvente e das interages entre 0s segmentos que compdem a corona
da micela. A forma micelar resultante serd aquela que melhor satisfaca estas exigéncias e

isso ird depender do tamanho relativo dos blocos polares e apolares.

A formacdo das diferentes morfologias, devido a auto-organizacdo dos
copolimeros em bloco, é resultado de fatores termodindmicos e cinéticos. Portanto, é
interessante investigar a relacdo entre estes fatores, tanto no processo de micelizagéo

quanto nas transi¢cbes morfoldgicas.

Evans et al. 4 propdem dois modelos para descrever o mecanismo de micelizagio
de copolimeros em bloco: o modelo aberto e o modelo fechado. O modelo aberto
considera que o processo de micelizacdo ocorre em etapas, progressivamente, segundo
uma série de equilibrios consecutivos. As etapas envolvem todos os tipos possiveis de
tamanhos e nimero de agregacdo das micelas, iniciando-se com dimeros até chegar a
estruturas de equilibrio, ndo apresentando uma concentragdo critica distinta . Ja o
modelo fechado assume que ha um dnico estagio de equilibrio entre unimeros e micelas,
com um certo niamero de agregacao, o qual ocorre a uma determinada concentracao critica.
Devido ao fato do modelo Fechado apresentar uma concentracdo de micelizagdo bem
definida, geralmente ele é mais aceito no estudo dos processos de micelizacdo. A
contribuicdo mais importante deste modelo é o calculo da energia livre de micelizacéo,

segundo a relacdo simplificada:

AG° ~ RT In(cmc) Equacdo 5
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Sabendo-se que o nimero de agregacdo é independente da temperatura, a entalpia de
micelizacdo, AH, pode ser determinada a partir da dependéncia da cmc com a temperatura,

através da equacéo de Gibbs-Helmoltz [

° ~R d In(cmc) __RT? dln(cmc)

Equacdo 6
d(T) oT

Por meio desta equacdo, € possivel estimar a contribuicdo do termo entélpico para a

energia livre de micelizagdo.
Conhecendo-se AG e AH, podemos concluir que:

0 0
AS° = AH”—AG Equacéo 7

T

A influéncia da variacdo da concentracéo inicial de copolimero na morfologia e nas
transicbes morfologicas, sob os aspectos termodinamicos e cinéticos, foi estudada por
Zhang e Eisenberg *"?. Como dito anteriormente, estes pesquisadores comprovaram que,
termodinamicamente, a morfologia dos agregados € controlada principalmente pelo
balanco de forcas envolvendo as interaces repulsivas das cadeias da corona, a energia
interfacial corona/nucleo e a deformacdo dos blocos hidrofobicos no ndcleo. O efeito de
alterar a concentracdo inicial na morfologia pode ser entendido considerando-se que 0

numero de agregacéo (Nagg) é funcéo da concentragéo total (c) de copolimero e da cmc,
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que é a concentracdo abaixo da qual as cadeias ndo estdo associadas (unimoleculares). Esta

relacdo pode ser escrita como:

N ~ Equacédo 8
299 eme

Estudos feitos por Zhang e Eisenberg [ comprovam que a cmc depende,
principalmente, do conteudo de agua presente na solugdo. Portanto, a uma concentracéo de
agua constante, 0 Nagy deve crescer quanto maior a concentracdo de polimero. Devido as
dimensdes do nucleo serem fungdo do Nagg, @ medida que a concentragéo inicial aumenta,
as transi¢cdes morfoldgicas ocorrerdo quando o estiramento do bloco hidrofobico no nucleo

atingir um certo valor critico de extensio ["®!,

Em termos cinéticos, ha dois mecanismos para se atingir as transicdes morfologicas.
O primeiro mecanismo envolve a continua insercdo de cadeias isoladas a uma micela
esférica. A insergdo dessas cadeias aumenta 0 Nagq €, consequentemente, as dimensdes do
nacleo, fazendo com que a morfologia esférica sofra uma eventual transicdo para a
morfologia bastdo. Outro possivel mecanismo envolve colisbes de pequenas micelas
esféricas, as quais aumentam 0 Nagq € formam micelas de diametro maior e morfologia
idéntica. Novamente, em um determinado ponto, a morfologia muda para a forma bastéo.
Em ambos os casos, subsequentes insercdes de cadeias e/ou colisdes adesivas, promoverdo

um aumento das dimensdes dos bastdes =% 61,

Em relacdo a liberacdo de farmacos, é possivel utilizar estas varias morfologias em

diferentes aplicacdes, pois sabe-se que cada tipo morfolégico tem influéncia direta e
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diferente sobre a capacidade de encapsulacdo e a cinética de liberacdo. Por exemplo, as
micelas do tipo bastdo podem ser usadas para a preparacdo de formulagdo do aerossol, uma
vez que facilitam o acesso a diferentes partes do pulmao. Vesiculas podem ser projetadas
para conter compostos hidrofilicos, assim como uma combinacéo entre vesiculas e micelas
pode ser utilizada para a liberagdo de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos 2.

Por este motivo, é de suma importancia conhecer as caracteristicas morfoldgicas dos

sistemas estudados.

2.9) GLICEROL (OU GLICERINA)

Descoberto em 1779 por Carl W. Scheele, o glicerol ¢ o0 nome comum do composto
organico 1,2,3-propanotriol (Figura 11). Seus sinbénimos sdo glicerina, triidroxipropano,
glicil alcool, gliceril e 1,2,3-trihidroxipropano. Na natureza, o glicerol esta presente nos 6leos
vegetais (soja, mamona, babacu, girassol, palma, algoddo, coco, dendé) e na gordura animal,
na forma combinada de glicerol com acidos graxos, para formar a molécula de triglicerol
(triglicerideo). No sistema metabo6lico de microrganismos, € considerado um composto
fundamental, pois atua como precursor de numerosos compostos e como regulador de varios

mecanismos bioquimicos intracelulares ['.
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Figura 11: Estrutura quimica do glicerol, ou glicerina, ou 1,2,3-propanotriol.

Em humanos, o glicerol participa na termorregulagdo do corpo, na resisténcia a altas
temperaturas, na resisténcia dos musculos em atividades fisicas e na resposta neural da

variagdo da glicemia [,

2.10) CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DO GLICEROL

Na sua forma pura, o glicerol apresenta-se como um liquido viscoso, incolor, inodoro e
higroscépico, com sabor doce, solivel em agua e alcool e insolivel em éter e em
cloroférmio. Devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas e ao fato de ser inodcuo, o
glicerol puro apresenta diferentes aplicacfes na industria de cosméticos, farmacéutica, de
detergentes, na fabricacdo de resinas, de aditivos e na industria de alimentos. Apesar de
apresentar estas aplicacfes na forma pura, poucos estudos estdo sendo direcionados para a

utilizagdo de glicerol bruto na forma direta .
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2.11) OBTENCAO E TRATAMENTO DO GLICEROL BRUTO

Subproduto natural do processamento de 0leos e gorduras, o glicerol pode ser obtido
mediante reacdo de saponificacdo de acidos graxos (6leos, azeites ou sebo) com hidréxido de
sodio ou hidréxido de potéssio, como co-produto da fabricacdo de biodiesel €, em menor
propor¢do, mediante sintese microbiana. A producéo sintética de glicerol a partir de cloreto
de alil via epicloridrina encontra-se em declinio, devido ao excesso no mercado de glicerol
oriundo do processamento do biodiesel. Dentro deste contexto, o glicerol constitui o maior
subproduto gerado no processo de producdo do biodiesel via esterificacdo de acidos graxos
vegetais ou gordura animal com alcool (metanol ou etanol) para produzir esteres e glicerol na
presenca de catalisador (KOH ou NaOH) [®. A equacdo global de transesterificacdo &
apresentada na Figura 12a, onde sdo necessarios trés mols de alcool por cada mol de
triglicerideo utilizado. Esta reacdo global € consequéncia de um numero de reacOes
reversiveis e consecutivas mostradas na Figura 12b. A primeira consiste na conversao de
triglicerideos em diglicerideos, seguida da conversdo destes diglicerideos em
monoglicerideos, e, finalmente, de glicerideos a glicerol, rendendo uma molécula de éster de

alcool por cada glicerideo em cada etapa da reacéo.
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catallsador
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o
S P Y
R3/< R; O-R
(o]
Triglicerideo (dleo vegetal-gordura animal) ésteres (biodiesel) glicerol

b)
TG +R-OH =—=DG +R’COO -RI
P—

DG +R-OH <——MG+R'COO -R2

MG +R-OH == glicerol (GL) + R'COO - R3

Figura 12: (a) Reacdo global e (b) Reacbes consecutivas de transesterificacdo de
triglicerideos. R1, R2, R e R3 representam grupos alquilas e TG = triglicerideo; DG =
diglicerideo e MG = monoglicerideo.

No final da etapa de transesterificacdo, o glicerol e ésteres formam uma massa liquida
de duas fases, que sdo facilmente separdveis por decantacdo ou centrifugacdo. A fase
superior contém os ésteres metilicos ou etilicos constituintes do biodiesel. A fase inferior
encontra-se composta de glicerol bruto e impurezas. O glicerol bruto apresenta-se na forma
de liquido viscoso pardo escuro, que contém quantidades variaveis de sabdo, alcool (metanol
ou etanol), monoacilglicerol, diacilglicerol, oligdmeros de glicerol, polimeros e agua " A

porcentagem de glicerol na mistura varia entre 65 a 70 % (m/m), sendo a maior parte das
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impurezas sabdo, formado pela reagdo dos acidos graxos livres com excesso de catalisador
(saponificacdo). Dessa forma, o aspecto do glicerol bruto encontra-se estreitamente
relacionado ao contetdo de sabdo, que proporciona aparéncia de viscoso e escuro. Para
reduzir o sabdo gerado, recomenda-se conduzir a reacdo de transesterificacdo com matérias
primas (triglicerideos) com baixo conteiido em &cidos graxos livres e 4gua, a0 mesmo tempo
de reduzir a quantidade de catalisador ['". A mistura residual resultante é submetida ao
processo de acidificagdo com acido concentrado (HCI, H,SO4, ou H3PO,) para a separacéo
de glicerol e acidos graxos do sab&o (Figura 13). No entanto, a maior parte dos processos de
tratamento de glicerol € conduzida utilizando HCI ou H,SO4, sendo 0 H3PO, restrito pelo
alto custo. Durante a acidulagdo, forma-se certa quantidade de sal (reacdo do &cido
inorganico com ion do sab@o) que se deposita na fase inferior de um liquido trifasico,
estando a fase superior constituida pelos acidos graxos livres e a fase intermediaria composta
principalmente por glicerol e alcool (Figura 14). O glicerol recuperado alcanca
concentracdes superiores a 80 % (m/m), com quantidades variaveis de agua, corantes e
alcool. Posteriormente, o glicerol com excesso de &cido é neutralizado com solucdo de
NaOH e submetido a tratamento térmico (70° C) para eliminar os componentes volateis
(recuperagdo de alcool) "8, Nesta forma, parcialmente livre de impurezas, o glicerol pode

ser utilizado como substrato de fermentacdo por varias espécies de microrganismos.
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Figura 13: Fluxograma de producao de biodiesel e tratamento de purificagdo do glicerol.

As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do glicerol bruto dependem do tipo
de &cido graxo (gordura animal ou 6leo vegetal) e do tipo de catéalise empregada na producgéo
de biodiesel. No entanto, a procura pelo glicerol purificado € muito maior, devido ao seu
valor econémico. A aplicacdo do glicerol na industria esta condicionada ao grau de pureza,
que deve ser igual ou superior a 95%. Para obter grau de pureza superior a 95% (m/m) (grau
alimenticio ou farmacéutico), o glicerol deve ser submetido a destilacdo, mas sob custo
elevado. Por outro lado, o glicerol bruto contém elementos nutricionais, como fésforo,
enxofre, magnésio, calcio, nitrogénio e sédio, que sdo factiveis de serem utilizados por

microrganismos para o seu crescimento durante processos fermentativos ['.
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Figura 14: Separacdo do glicerol apos tratamento com &cido concentrado. Fase superior:
acidos graxos; fase intermediaria: glicerol; fase inferior: glicerol + sais.

2.12) BIOPRODUTOS OBTIDOS POR FERMENTACAO MICROBIANA DO
GLICEROL

O crescente aumento da inddstria de biodiesel, tanto no Brasil quanto no mundo, vem
originando grandes volumes do seu principal co-produto, o glicerol. Esta superproducdo esta
afetando de forma negativa o preco do biodiesel no mercado e isto esta fazendo com que a
ciéncia, a pesquisa e a tecnologia busquem novas alternativas e aplicacdes para este co-
produto. Neste contexto, o glicerol vem sendo investigado como a futura fonte de carbono

em processos microbianos para a obtencdo de bioprodutos de alto valor agregado. Dentre
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estes bioprodutos, destacam-se o 1,3-propanodiol, o etanol, os acidos graxos polinsaturados,
0s é&cidos organicos e os polihidroxialcanoatos, sobre os quais sera feito um breve
comentario a seguir.
a) 1,3-Propanodiol

Sabemos que processos quimicos tradicionais de producdo de varios polimeros sdo
altamente nocivos, devido aos compostos toxicos gerados. Pesquisas recentes no campo da
biotecnologia, através do uso de microrganismos, tém utilizado o glicerol bruto na producéo

do composto 1,3-propanodiol (%8,

Este composto € um intermediario na sintese de
compostos ciclicos e de monémeros para producdo de poliesteres, poliuretanos e
polipropileno tereftalato. O campo de aplicacdo deste composto € amplamente abrangente,
pois diferentes setores, como a industria de polimeros, tintas, resinas de poliéster,
lubrificantes, até producdo de cosmeticos, fazem uso deste produto. Mediante processos
fermentativos do glicerol bruto por microrganismos (por ex.: Klebsiella pneumoniae), foram
obtidos concentracBes de até 56 g/L em escala de laboratério do composto 1,3-propanodiol.
No entanto, sua producdo em escala industrial encontra-se limitada, devido ao fato de que a
maioria dos microrganismos produtores (Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Clostridium,
Propionibacterium e Anaerobiospirillu) sdo considerados patogénicos e requerem condicdes
estritas de anaerobiose e nutrientes especificos para seu desenvolvimento 2. Uma solucio
futura para o scale-up consistiria na utilizacdo de ferramentas da engenharia genética para
inserir genes que expressem enzimas geradoras de 1,3-propanodiol em microrganismos mais
adaptados as condicdes industriais . Notoriamente, muitas espécies apresentam a
capacidade de fermentar o glicerol, produzindo 1,3-propanodiol. Dentre elas, podemos citar:

Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Clostridium pasteurianum, Clostridium

butyricum, Enterobacter agglomerans, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri e
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Bacillus welchii % 81821 Recentemente, Gonzalez-Pajuelo et al.®Y comparando uma espécie
natural de Clostridium butyricum VPI 3266 com outra geneticamente modificada
Clostridium acetobutylicum DG1(pSPD5) (contendo genes para producdo de 1,3-
propanodiol), observaram que no tempo de 47 horas de fermenta¢do em batelada alimentada,
a cepa modificada alcangou maior produtividade (1,7 g/L) que a cepa natural (1,2 g/L).
b) Etanol

Etanol, butanol, e outros compostos séo produzidos durante a fermentacao do glicerol
58] Jto et al. ® demonstraram a possibilidade de produzir etanol e hidrogénio por
Enterobacter aerogenes HU-101 utilizando efluentes da industria de biodiesel contendo até
41% (m/m) de glicerol. Em outros trabalhos, etanol e acido formico foram os principais
produtos da fermentacdo de glicerol pela bactéria Klebsiella planticola, em concentracfes

equimolar acima de 2 g/L 7.

Estes resultados estimulam a procura de novos
microrganismos para a fermentacéo de glicerol visando a producdo de etanol e hidrogénio.
¢) Acidos graxos polinsaturados émega-3 (®-3)

De conhecidas propriedades terapéuticas contra indmeras enfermidades, como
doencas cardiovasculares, cancer e Alzheimer, os acidos graxos polinsaturados da familia
0mega-3 (»-3) sdo geralmente obtidos a partir de fontes naturais, como 6leos vegetais ou de
peixes. Recentemente, foram desenvolvidos trabalhos para a producdo de -3 a partir da
microalga heterotréfica Schizochytrium limacinum, que possui capacidade de produzir altos
niveis de acido docosahexaendico (DHA). Pyle e Wen 8 observaram que apds 5 dias de
crescimento em frascos Erlenmeyer (pH = 8, 20°C), aproximadamente 18 g/L de células da

microalga se formavam em meios independentes contendo glicose, glicerol puro e glicerol

bruto, na concentragdo de 90 g/L. O trabalho demonstra que um leque de oportunidades pode
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ser aberto com pesquisas utilizando exclusivamente algas heterotréficas e glicerol como
fonte de carbono.
d) Acidos orgénicos

H& inimeros trabalhos direcionados para a producdo de &cido citrico e acido succinico
por fermentacdo de glicerol. Estes compostos sdo de ampla aplicacdo na industria de
alimentos e constituem importantes intermediarios para a industria de polimeros e produ¢do
de compostos quimicos, como o 1,2-butanodiol e 2,4-butanodiol. Papanikolaou et al. &
obtiveram consideravel quantidade de acido citrico, da ordem de 35 g/L, mediante
fermentacdo de glicerol por Yarrowia lypolitica. Rymowicz et al. Y publicaram estudos de
assimilacdo de glicerol desenvolvidos com trés cepas mutantes de Yarrowia lypolitica,
obtendo concentragcfes de até 124,5 g/L de acido citrico. A producdo de &cido succinico e
acido acético a partir de glicerol por Anaerobiospirillum succiniciproducens resultou em
concentracdes 6,5 vezes superiores aquelas obtidas utilizando glicose como Unica fonte de
carbono .
e) Polihidroxialcanoatos

A preocupacdo pela reducdo dos contaminantes ambientais vem acelerando novas
pesquisas para a producdo de polimeros biodegradaveis. Espécies de Pseudomonas
produzem naturalmente polihidroxialcanoatos (PHA), poliésteres lineares com uma ampla
faixa de aplicacdes, devido as suas propriedades fisicas e de biodegradabilidade Y. Muitos
microrganismos acumulam PHA sob condicGes de estresse, principalmente quando
submetidos a falta de nitrogénio, fésforo ou oxigénio, e utilizam esse polimero quando a
fonte externa de carbono é limitada. Historicamente, os acidos graxos foram utilizados

extensivamente para a sintese de PHA Y. Glicerol proveniente da producédo de biodiesel

apresenta-se como uma opcdo de substrato econdmico para a produgdo deste tipo de
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biopolimero. Borman e Roth 2 utilizaram Methylobacterium rhodesianum para produzir
polihidroxibutirato (PHB) na concentragdo de 10,5 g/L em fermentacdo por batelada com

meio contendo 5 g/L de glicerol e caseina peptona.

2.13) AVANCOS TECNOLOGICOS NO APROVEITAMENTO DO GLICEROL NO
BRASIL

E cada vez maior a pesquisa e a publicacdo de trabalhos na busca de soluces
biotecnologicas para a utilizagdo de glicerol originado da producdo de biodiesel. Estudos tém
demonstrado a potencialidade da utilizacdo do glicerol, proveniente da producdo de
biodiesel, como fonte de carbono para a produgdo de compostos quimicos e de grande
interesse comercial. Novas linhas de pesquisas estdo sendo definidas para obter compostos
de maior valor agregado, que incluam principalmente moléculas bioativas, como proteinas e
ribonucleotideos, para a industria alimenticia e farmacéutica. A utilizacdo de biorrefinarias
para conversdo de glicerol bruto apresenta-se como uma estratégia promissora para evitar
futuros problemas de acumulacdo deste subproduto, ao tempo de aumentar a rentabilidade da

producdo de biodiesel.

2.14) ACIDOS GRAXOS

Séo denominados acidos graxos todos os acidos monocarboxilicos alifaticos, ou seja,
que possuem uma longa cadeia, saturada ou insaturada, constituida de atomos de carbono e

hidrogénio (hidrocarbonetos) ligada a um grupo terminal carboxila (-COOH).
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Os &cidos graxos livres ocorrem em quantidades pequenas nos 6leos e gorduras. No
entanto, participam da construgdo das moléculas de glicerideos e de certos ndo-glicerideos,
representando até 96% da massa total dessas moléculas .

Com algumas excec¢des, todos os &cidos graxos encontrados na natureza tém alta
massa molar, apresentam cadeia linear, séo saturados e insaturados (Figura 15). Poder&o ter
também substituintes na cadeia, como grupos metilicos, hidroxilicos ou carbonilicos. Os
principais acidos graxos saturados sdo o laurico (cadeia carbdnica com 12 &tomos de
carbono), o palmitico (16 atomos de carbono) e o estearico (18 atomos de carbono). Ja os
insaturados séo o acido oléico (cadeia carbdnica com 18 atomos de carbono e 1 insaturacao),
o linoléico (18 atomos de carbono e 2 insaturagdes) e o linolénico (18 atomos de carbono e 3

insaturacoes) .

Acido Graxo Saturado Acido Graxo Insaturado

Figura 15: Estrutura quimica de acidos graxos saturado e insaturado.

A gordura animal e os 6leos vegetais tém acidos graxos com cadeia de dezesseis a
dezoito atomos de carbono, com predominancia destes Gltimos. Acidos graxos com vinte ou
mais carbonos sdo comuns em gorduras de animais marinhos. A grande maioria dos acidos

graxos encontrados em gorduras naturais tem namero par de atomos de carbono na cadeia e,
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quando insaturados, na maioria das vezes, tém a configuracdo cis (0os &tomos de carbono
adjacentes estdo do mesmo lado da dupla ligagéo) .

Os &cidos graxos apresentam caracteristicas marcantes, como, por exemplo, os pontos
de fusdo e ebulicdo, que aumentam de maneira mais ou menos uniforme gquanto maior o
tamanho da cadeia carbbnica, e sdo influenciados pela presenca de ramificacbes e
substituintes e pelo nimero e posicéo das duplas ligacdes 4.

Acidos graxos insaturados de cadeia linear tém sempre pontos de fusdo ou ebulicio
mais baixos do que os saturados; a configuracéo cis tem sempre pontos de fusdo ou ebuli¢cdo
mais baixos do que a configuracdo trans. Os acidos graxos ndo-ramificados, com nimero par
de atomos de carbono, sempre fundem a uma temperatura mais alta do que o préximo acido
da serie, pelo fato de que no estado solido, as cadeias de carbono dos acidos, quando
estendidas, formam um zig-zag P4

Nas cadeias com numero par de &tomos de carbono, os grupos terminais (metilico e
carboxilico) estdo situados em lados opostos (0 que ndo acontece com as cadeias de nimero
impar de atomos de carbono), se ajustando melhor umas as outras e permitindo, assim, a
acdo das forcas de van der Waals .

Os acidos graxos apresentam o fenémeno do polimorfismo, isto é, cristalizam em
mais de uma forma, com a mesma composicdo quimica, mas com algumas propriedades
fisicas e quimicas diferentes. Este fendmeno € bastante observado na inddstria alimenticia,

uma vez que a consisténcia de gorduras hidrogenadas, manteiga, margarina, gorduras

animais, vai depender também da forma cristalina dos acidos graxos 4.
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2.15) ACIDO GRAXO OLEICO (C18:1)
E um 4cido graxo encontrado em gordura animal e em 6leos vegetais (oliva, palma,
abacate, améndoas, gergelim, nozes, uva, etc). Na natureza, ocorre em maiores quantidades

que qualquer outro &cido graxo. No 6leo de oliva (azeite), sua concentragdo é superior a 70%

[95]

Quimicamente, o acido oléico é um &cido graxo monoinsaturado, com uma cadeia
carbdnica contendo 18 atomos de carbono e uma dupla ligacdo localizada simetricamente

entre os carbonos C9 e C10. Sua estrutura quimica é mostrada na Figura 16.

10 9

OH

Figura 16: Estrutura quimica do acido graxo oléico.

Sua formula empirica € C1gH340, e seu nome na IUPAC é cis-9-acido octadecendico

[96]

O é&cido oléico é obtido a partir da hidrdlise da gordura animal e de certos 6leos

vegetais, onde, apos a separagdo do glicerol (glicerina), ele é submetido a uma destilagdo sob

alto vacuo e separado por cristalizacdo fracionada da estearina, através do abaixamento da
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temperatura. Para se obter um &cido oléico altamente puro, ele deve ser bidestilado e

fracionado até se chegar na concentragéo acima de 95% 1,

Quando purificado, apresenta-se como um liquido amarelo-claro, insoltvel em &gua,
solGivel em solventes organicos, com densidade de 0,895 g.mL™, ponto de fusdo de 16,3 °C e

ponto de ebulicdo de 360 °C ¢,

O 4cido oléico é muito utilizado como aditivo em base de sabdes, sabonetes, cremes,
emulsdes cosméticas e bronzeadores, dando lubricidade, emoliéncia e protecdo a peles
ressecadas e com problemas de escamagéo. E considerado um acido graxo essencial, 6mega-
9 (®-9), participando do metabolismo e desempenhando um papel fundamental na sintese de

hormonios ©°1,

Um estudo realizado por Menendez, da escola de medicina de Feinberg, na
Universidade de Northwestern, em Chicago, revelou que o &cido oléico bloqueia a acdo da
proteina HER-2/neu (receptor do fator de crescimento epidérmico), causadora de cancer,
encontrada em cerca de 30% dos pacientes com cancer de mama. O acido oléico suprimiu a
acdo do cancer e melhorou a efetividade da droga Herceptin (Roche®), um medicamento

utilizado na terapia contra a oncogénese °°.

2.16) ACIDO GRAXO LAURICO (C12:0)

Também conhecido como acido dodecandico, o &cido graxo laurico € encontrado
principalmente no dleo de coco e no éleo de palmiste, compondo aproximadamente 50% da

gordura total desses 0leos. Em menores quantidades, € encontrado no leite materno (6%) e
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no leite de vaca (4%). Assim como outros &cidos graxos, o acido laurico apresenta baixo
custo, tem uma longa vida de prateleira e ndo é toxico. Devido a essas caracteristicas, €

muito utilizado na producéo de sabdes e cosméticos 7).

Quimicamente, é um 4&cido graxo saturado de cadeia média, com 12 atomos de

carbono. Sua estrutura quimica é mostrada na Figura 17.

Mou

Figura 17: Estrutura quimica do &cido graxo laurico.

Sua féormula empirica é C12H240; e seu nome na IUPAC é 4cido dodecandico 2.

Apresenta-se como um sélido branco a temperatura ambiente, mas funde-se
facilmente, pois seu ponto de fusdo é baixo (44 a 46 °C). E insolivel em &gua, solGvel em
éter e benzeno. Tem uma massa molar de 200,31 g/mol, densidade de 0,88 g/cm® e ponto de
ebulicio de 225 °C 1°81,

Encontra seu uso limitado na indudstria alimenticia, mas é extensivamente usado nas
industrias quimica, farmacéutica e cosmecéutica, devido suas propriedades tensoativas
(surfactante).

Pesquisas cientificas demonstraram que o acido laurico possui a capacidade de
aumentar o sistema imunoldgico, pela ativacdo da liberacdo de uma substancia chamada

interleucina, que faz a medula dssea fabricar mais células brancas. Além disso, o acido
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laurico age como antiinflamatorio, inibindo a sintese local de prostaglandinas (PGE2),
substancia pro-inflamatéria presente em quadros reumaticos, artrites e inflamacbes
musculares. Um estudo recente mostrou que o acido laurico inibiu o crescimento de bactérias
da pele, incluindo Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, em concentracdes 15 vezes inferiores as de peroxido de benzoila. O perdxido de
benzoila é o agente oxidante topico mais utilizado no tratamento da acne, tanto isoladamente

como em conjunto com alguma medicag&o via oral .

2.17) AREACAO DE TELOMERIZACAO

A telomeriza¢ao ¢ definida como um processo reacional, onde uma molécula YZ,
denominada telogénio, reage com um composto polimerizavel A, com insaturacao etilénica,
denominada taxogénio ou mondmero, para formar produtos denominados telomeros, de

formula Y(A),Z: (Equagao 9)

nA + YZ iniciador )Y . (A)n . Z Equaciio 9

taxogeéenio telogenlo teldmeros

O agente telogénico YZ sofre facil clivagem por radicais livres (formados de acordo
com as condigdes de iniciacdo), levando a um radical Y*, o qual serd capaz de reagir com
mais mondmeros. ApoOs a propagacdo do monémero, a etapa final consiste na transferéncia

do telogénio para o crescimento da cadeia polimérica.
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Na reacdo de telomerizagdo, os polimeros formados sdo produtos intermediérios entre
compostos organicos (n = 1) e espécies macromoleculares (n = 100), a cadeia terminal do
polimero apresenta importantes funcionalidades e é uma técnica que pode ser realizada
utilizando todos os mecanismos envolvidos na polimerizagdo anibnica, catidnica, de
transferéncia de grupos, por radicais livres e policondensacao**°. As principais diferencas
entre a telomerizacdo e a polimerizacédo sao:

- na telomerizacédo, fragmentos do iniciador induzem a ruptura do agente telogénico,
enquanto na polimerizagéo, eles adicionam-se aos mondmeros;

- como dito anteriormente, o nimero de unidades A do composto final € baixo (n <
100), mas diferente de 1;

- 0S grupos terminais da cadeia sdo significantes de um ponto de vista quimico,
porque suas massas molares sdo baixas;

Inicialmente, e sob impulso das patentes da DuPont®, a definicio de telomerizacio
estava relacionada a um sistema radical, mas, pouco a pouco, pesquisadores trabalhando com
polimerizacdo anidnica, catiénica, de coordenacdo, etc. adotaram o termo telomerizacdo cada
vez que a estrutura molecular era bem definida, com dois grupos terminais na cadeia, tais

como Y e Z e as massas molares eram baixas ou relativamente baixas.

2.18) CONSIDERACOES TEORICAS SOBRE AS TECNICAS UTILIZADAS NESTE
TRABALHO
a) Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica analitica que fornece

informacdes estruturais e dindmicas sobre a matéria e que se baseia na deteccdo das
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propriedades magnéticas dos nlcleos que constituem os atomos desta matéria. E uma técnica
que permite determinar o nimero e o tipo de grupos quimicos num composto, sendo uma
analise valiosa para a obtengo de informacdes sobre a estrutura de moléculas 10%204!,

A espectroscopia de RMN pode ser utilizada tanto para a analise qualitativa como
quantitativa e as suas aplicacfes vao desde a analise de compostos quimicos simples a seres
vivos intactos, de um modo ndo-invasivo e ndo-destrutivo %!, Enquanto a espectroscopia no
infravermelho (FTIR) revela os tipos de grupos funcionais presentes na molécula, a RMN
oferece informacdes sobre o nimero de atomos magneticamente distintos do is6topo
estudado. A combinagéo de dados de FTIR com os de RMN &, muitas vezes, suficiente para
determinar completamente a estrutura de uma molécula desconhecida ™%,

A espectroscopia de RMN néo apenas constitui o0 melhor e mais eficiente método de
analise de compostos organicos (no sentido de que é o método capaz de fornecer sozinho o
maior numero de informacgdes sobre a estrutura molecular, além de permitir recuperacao
integral da amostra), como também tem se tornado um metodo extremamente conveniente
para observar o interior do corpo humano (as inofensivas ondas de radio sdo muito

penetrantes e atravessam facilmente grande parte de nosso corpo) num processo

frequentemente designado pela sigla inglesa MRI (Magnetic Resonance Imaging) M%7,

b) Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (SEC)

A cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC), uma das modalidades da
cromatografia de permeacdo em gel (GPC), é uma técnica que utiliza uma coluna
empacotada com material poroso com o objetivo de separar moléculas de acordo com seu

[108-110]

tamanho molecular efetivo em solucdo Este tamanho, ou seja, o volume

hidrodindmico que esta molécula ocupa em solugdo, é dependente das caracteristicas
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moleculares do polimero e do solvente utilizado a uma determinada temperatura. A massa
molar e a distribuicdo de massa molar sdo as caracteristicas mais importantes de um
polimero, pois suas propriedades mecanicas sdo fortemente influenciadas por esses
parametros 4. A determinacio da massa molar e de sua distribuicio pode ser conseguida de
forma bem rapida e facil por meio da técnica de SEC. Os materiais utilizados no
empacotamento das colunas de SEC sdo particulas esféricas com porosidade permanente
(estado seco) ou que apresentam porosidade quando inchadas por um solvente. Esses
materiais podem ser substancias organicas ou inorganicas com uma estrutura tridimensional
[108, 110, 112].

Em SEC, o tamanho da particula do material de empacotamento é um dos fatores mais
importantes para uma boa separagdo. Particulas grandes e com uma larga distribuicdo de
tamanho limitam a resolucdo da coluna. Por outro lado, a presenca de particulas muito
pequenas reduz a permeabilidade da coluna, sendo necessaria a aplicacdo de uma alta
pressdo para se obter uma vazéo adequada de escoamento M3 1141,

A estrutura porosa e as propriedades de inchamento dos materiais utilizados nas
colunas de SEC sdo a base para o processo de separacao de moléculas. Essas caracteristicas
sdo governadas pelo tipo de diluente, pelo grau de diluicdo dos monémeros e pelo teor de
agente de reticulacdo utilizado em sua sintese ™. O tamanho dos poros do material de
inchamento determina a faixa de tamanho molecular na qual ocorre a separacdo de moléculas
[108].

Na SEC, as massas molares medias obtidas sdo valores relativos e ndo absolutos, isto
é, os valores de massa molar obtidos para uma dada distribuigdo sdo calculados a partir de
uma curva de calibracdo, obtida para amostras padrdo. A curva de calibragcdo obtida so é

vélida para amostras que possuem a mesma relacdo entre massa molar e volume
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hidrodinamico que aquela apresentada pelos padrdes empregados. O volume hidrodinamico
indica qudo grande € o novelo em solucdo, ndo informando sobre a distribuicdo de massa no
interior da solucdo. Portanto, para uma dada amostra, quanto maior for sua massa molar,
maior sera seu volume hidrodinamico ¢,
Os fatores que afetam a relacdo entre massa molar e volume hidrodindmico s&o:

- a configuragdo da cadeia polimérica;

- a conformacdo da cadeia polimérica;

- a interacdo entre o polimero e o solvente;

- temperatura 1),

c) Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho possibilita identificar grupos funcionais presentes
em uma amostra, pois tais grupos apresentam vibracGes moleculares caracteristicas na regido
do infravermelho do espectro eletromagnético. Além disso, esta técnica é bastante utilizada
em estudos de modificacdes polimeéricas a nivel molecular e, neste trabalho, foi utilizada para
verificar as possiveis interacdes existentes, bem como mudangas a nivel molecular que
podem ter ocorrido durante os processos de formacao destes materiais ™.

A condicdo para que ocorra absor¢do da radiacdo infravermelha é que haja variacdo do
momento de dipolo elétrico da molécula, como consequéncia de seu movimento vibracional
ou rotacional (o momento de dipolo é determinado pela magnitude da diferenca de carga e a
distancia entre dois centros de carga). Somente nessas circunstancias o campo elétrico
alternante da radiacdo incidente interage com a molécula, originando os espectros. De outra
forma, pode-se dizer que o espectro de absorgcdo no infravermelho tem origem quando a

radiacdo eletromagnética incidente tem um componente com frequéncia correspondente a
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uma transicdo entre dois niveis vibracionais. A vibragdo dos 4tomos no interior de uma
molécula apresenta energia coerente com a regido do espectro eletromagnético
correspondente ao infravermelho (100 a 10.000 cm™). Porém, a regido mais utilizada pelos
quimicos vai de 500 cm™ a 4.000 cm™.

O espectro infravermelho de um composto quimico é considerado uma de suas
propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas e, por conta disto, a espectroscopia na

regido do infravermelho tem extensa aplicacdo na identificacdo de compostos 4.

d) Espectrometria de Massa (MS)

A espectrometria de massa (MS) é uma importante ferramenta de andlise organica,
cujo propasito central é converter uma substancia em sub-produtos (fragmentos moleculares)
mensuraveis que sdo indicativos da estrutura da molécula original. Conforme mostra a figura
18, quatro etapas béasicas estdo envolvidas nesta técnica. Na primeira etapa, ocorre a
ionizacdo da amostra, através da remocdo de um elétron da camada de valéncia, formando
uma espécie altamente energética que se degrada a tal ponto que os produtos formados sdo
cations, anions, radicais e pequenas moléculas neutras. A substancia a ser analisada é
introduzida na camara de ionizacdo do Espectrémetro de Massa, onde é vaporizada e as
moléculas, no estado gasoso e sob baixa pressdo, sdo bombardeadas com um feixe de
elétrons de alta energia (70 eV, ou aproximadamente 1600 kcal/mol). No primeiro momento,
ocorre a remo¢do de um elétron da camada de valéncia, produzindo um ion molecular
carregado positivamente. Este ion molecular, contendo um nimero impar de elétrons, é, na

verdade, um céation radical.

M+e >M"+2e”
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Os fons moleculares cétion radical (M™), formados inicialmente, contém um excesso de
energia que ndo é igual para todos os ions. Este excesso de energia € suficiente para produzir
a quebra de ligacGes (a energia das ligacdes covalentes esta na faixa de 50 a 100 kcal/mol),
resultando na segunda etapa da técnica, ou seja, na fragmentacdo do ion molecular em
particulas menores, originando varios novos cations, anions, radicais livres e pequenas
moléculas neutras, todos no estado gasoso. Em uma terceira etapa, 0s ions positivos sao
separados da mistura resultante com base nas suas razdes massa/carga (m/z) e na quarta e
ultima etapa, as suas abundancias relativas sao registradas num grafico de intensidade vs m/z,

que é 0 que chamamos de espectro de massa ™.

@O 7 C!> ® (+) 1|le|

lonizagdo Fragmentagdo Separagdo e analise Deteccdo

Figura 18: llustracdo das quatro etapas basicas na analise de Espectrometria de Massa.

e) Fluorescéncia

Esta técnica descreve o processo de fotoluminescéncia que ocorre com atomos e
moléculas que sdo excitados ao absorverem radiacdo eletromagnética. Ao retornarem ao
estado fundamental, eles liberam energia através da emissdo de radiacdo. A fluorescéncia
tem sido muito utilizada para estudar a interacdo entre polimeros, polieletrolitos e seus

derivados hidrofobicamente modificados. Para avaliar tais interacdes, é necessario a presenca
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de uma sonda fluorescente na solucdo, ou seja, moléculas e/ou ions que, sob apropriada

excitacdo eletromagnética, emitem luz. Na prética, as caracteristicas da banda de emisséo da

sonda sdo exploradas para fins de monitoramento do microambiente de sistemas moleculares

organizados e estdo atreladas a fatores como polaridade do meio. O pireno é a sonda

fluorescente mais utilizada para este fim. Dentre as propriedades que tornam o pireno uma

sonda atraente estd a alta sensibilidade & polaridade dos microambientes ©%°. A

particularidade é que o espectro de emissdo exibe bandas de vibracdo finas, cujas

intensidades relativas séo sensiveis a polaridade do meio. Enumerando as bandas de vibracéo

de 1 a 5, que sdo observadas na temperatura ambiente (Figura 19), a banda I3, em 384 nm,

mostra pouca sensibilidade aos solventes, enquanto que a banda I;, em 372,8 nm, muda a

intensidade em funcgéo do solvente, aumentando em solventes polares.

Intensidade de fluorescéncia

Figura 19: Espectros de emissdo de fluorescéncia do monémero de pireno em etanol.
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A medida da polaridade relativa é expressa em termos da relacdo I4/1; e é utilizada

como critério para avaliar a micropolaridade do meio e de microambientes de agregados
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micelares. A cmc e a concentragdo de agregacdo critica (cac) podem ser obtidas pela
mudanca da razéo l.1/I3 em fungdo da concentragdo de polimero ou surfactante. Assim, no
inicio da formacdo da micela, a razdo Ii/l3 diminui acentuadamente, o que reflete na
solubiliza¢do do pireno em um ambiente hidrofobico. A sensibilidade do pireno com relacéo
a polaridade do meio também possibilita utilizar esta técnica como uma forma de caracterizar

as modificacdes hidrofobicas realizadas nos polimeros %,

f) Espalhamento de luz esatico (SLS) e dinamico (DLS)

A técnica de espalhamento de luz foi uma das bases para o desenvolvimento deste
trabalho. Portanto, € necessario esclarecer alguns aspectos importantes a respeito da teoria
que norteia as informacg6es que foram obtidas nos experimentos.

O espalhamento de luz designa um conjunto de técnicas, nas quais o evento béasico é a
interacdo da radiagdo eletromagnética com a matéria. E um dos métodos mais utilizados na
caracterizacdo de polimeros, pois fornece informacdes a respeito da massa molar ponderal
média (M), da magnitude das interacbes polimero-solvente, do tamanho médio das
particulas, raio de giragdo (Ry), raio hidrodinamico (Ry), etc. %,

A figura 20 é uma representacdo esquematica do experimento de espalhamento de

luz, onde a amostra esta representada por micelas poliméricas.
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Polarizador

Figura 20: Geometria do experimento no equipamento de Espalhamento de Luz.

Quando um feixe de luz incide sobre uma amostra, uma solugdo ou uma suspenséao
aquosa observa-se o espalhamento de fotons deste feixe para diregcdes (angulos 0) diferentes
da direcdo do feixe incidente (6 = 0). A intensidade de luz espalhada I tem uma dependéncia
angular (g) e ¢ uma funcdo do numero de espécies espalhadoras presentes na amostra, da
morfologia destas espécies, da concentracdo e da natureza quimica das mesmas, além da
dependéncia com a viscosidade, indice de refracdo e polaridade do solvente. A variavel q

(Equacéo 10) é o vetor de onda que expressa a dependéncia angular como:

47mn sen ¢
2

Equacéo 10

No]
Il

No)
Il

A

Onde n, ¢ o indice de refragdo do meio solvente e A € o comprimento de onda do laser.

Quanto menor o valor de g, menor é a magnitude da estrutura observada 2?2,
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No SLS mede-se apenas a dependéncia angular da intensidade de espalhamento de
luz, 1(q), sem levar em conta as flutuacdes da intensidade. Na prética, conta-se 0 nimero de
fotons que chega a um detector posicionado em cada angulo 6, em um determinado intervalo
de tempo, e obtém-se, entdo, 1(q) para a amostra.

A curva I(g) pode fornecer diversas informagdes sobre o sistema, de acordo com o
formalismo tedrico ou aproximacdo utilizada para interpretacdo desta. Neste trabalho as
curvas foram interpretadas com a aproximacdo de Guinier, onde a intensidade da curva é

expressa em funcéo da equacdo 11.

2
2| Rg Equacdo 11

De acordo com a aproximacédo de Guinier, é possivel se obter o raio de giracdo (Rg) a
partir do coeficiente angular da secao linear das curvas no limite ¢ — 0 [123]

Ja no DLS, a distribuicdo de tamanho das particulas € uma caracteristica fisico-
quimica muito importante das suspensdes coloidais 241,

O DLS é umas das técnicas mais utilizadas para medir o tamanho e a polidisperséo de
nanoparticulas, pois analisa 0 movimento difusivo (Browniano) destas nanoestruturas em
suspensdo. Além dela, ha também os diferentes tipos de microscopias, como a de varredura
(SEM), a de transmissdo (TEM) e a de forca atbmica (AFM), que permitem a analise
morfoldgica e a determinacdo do tamanho através da observacao das particulas. Porém, suas
desvantagens em relacdo & DLS é a necessidade de contagem de um numero grande de

particulas, a fim de se obter uma estatistica confiavel, assim como a possibilidade de haver

modificag¢Oes nas particulas durante o processo de secagem e producgéo de contraste.
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As vantagens da DLS sdo o curto tempo para realizagdo das andlises e 0 custo
relativamente baixo dos equipamentos 124121,

Através do DLS, podemos obter o coeficiente de difusdo de macromoléculas em
solucdo, a partir da analise da distribuicdo de frequéncia das flutua¢fes na intensidade de luz
espalhada a um angulo fixo. Estas flutuacBes originam-se das variacdes no indice de refracdo
dentro do volume de espalhamento, devido ao movimento browniano das particulas. Sendo
assim, as flutuacGes locais dentro do volume de espalhamento estdo relacionadas com o
coeficiente de difusdo hidrodindmico aparente e o vetor de onda do espalhamento, segundo a

equacéo 12.
0 2 Equacéao 12

Onde I' ¢ a constante de correlacdo ou de relaxacdo, D é o coeficiente de difusdo
hidrodinamico aparente e g € o vetor de onda do espalhamento.
A partir de um valor de D, é possivel determinar o raio hidrodinamico (Ry) da

particula espalhadora, através da equacédo de Stokes-Einstein.

KT

Ry =— )
H
67[77D0 Equacdo 13

Onde k é a constante de Boltzmann (1,38x10%% J.K™), T é a temperatura e 5 é a

viscosidade do solvente.
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E interessante descrevermos o significado fisico do valor de Ry. Este corresponde a
um valor hipotético do raio de uma esfera rigida, que difunde com a mesma velocidade que a
particula em estudo. Entretanto, muitas particulas ndo sdo esféricas e estdo solvatadas.
Portanto, o valor de Ry calculado reflete um tamanho aparente da particula, levando em
conta a sua hidratacdo ou solvatagdo. Por esse motivo, e como dito anteriormente, quando o
tamanho de uma particula é analisado por técnicas de microscopia (por exemplo, de
transmisséo - TEM e de forca atbmica - AFM), sua dimenséo apresenta-se um pouco menor
que quando analisada por DLS, devido ao fato de que por TEM e AFM a amostra sofre um
processo de secagem antes de ser analisada.

A figura 21 ilustra as diferengas entre Ry e Ry para um novelo polimérico em

solugéo. A linha pontilhada representa a dimensdo Ry e a linha cheia a dimensdo R.

Raio hidrodinamico
A Raio de giracao

Polimero

Figura 21: Representacdo esquematica mostrando a diferenca entre o raio de giracdo (Rg) e
o raio hidrodinamico (Ry) para um novelo polimérico aleatério em solucao™?4.

Ao relacionarmos o Ry da equagdo de Guinier com o Ry da equacdo de Stokes-

Einstein, obtemos a razdo topologica (p), que é representada pela equacédo 14.
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p=— Equacdo 14

Portanto, as medidas de Ry e Ry fornecem informagdes a respeito do grau de
anisotropia, ou seja, da forma geométrica das particulas em fungdo da concentragdo *2¢.

A tabela 1 mostra os valores de p calculados teoricamente para as topologias mais

frequentemente encontradas.

Tabela 1: Valores de p para particulas com topologias tipicas *°!,

Topologia Razéo topoldgica (p): (Re/Rn)
Microgel 0,3-0,5
Esfera rigida homogénea ~0,8
Esfera oca 1,0
Novelo aleatorio ~1,7
Bastdo rigido Maior que 2

g) Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)

Por volta dos anos 20, a microscopia eletrdnica teve seu inicio com a ocorréncia de
dois eventos: um foi a descoberta de que um feixe de elétrons, assim como a luz visivel,
comporta-se como onda e como particula. De acordo com a equacdo de De Broglie

(1924), o comprimento de onda de uma particula é inversamente proporcional ao seu

momento e a sua energia:
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A= n — A= ]é?/g
m.v

Equagéo 15

Onde h é a constante de Plank, m e v correspondem a massa e a velocidade da
particula, respectivamente, e E é a energia do elétron.

Outro evento foi a demonstracao realizada por Bush, em 1926, onde lentes magnéticas
podem ser apropriadamente projetadas para direcionar elétrons e, assim, serem usadas na
construcdo de um microscopio. Busk e Ruska iniciaram seus estudos com lentes
eletromagnéticas em 1929-1930, sendo o termo “Microscopio Eletronico” primeiramente

proposto em 1932, em uma publicac&o de Ruskal*?"..

A microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) emprega lentes magnéticas ou
elétricas de foco ajustavel. Esta propriedade, aliada ao comprimento de onda
extremamente pequeno do feixe de elétrons (A ~10 pm), € o que confere a TEM seu alto
poder de resolucdo e magnitude. Ha equipamentos capazes de operar em magnitudes de
até um milhdo de vezes, ou seja, uma particula de tamanho real de 10 nm aparecera
como uma imagem de 1 cm na tela 2%,

Um conjunto de lentes magnéticas condensa o feixe de elétrons livres emitidos no
vacuo por um filamento pontual. Ao incidir na amostra, outra lente eletrdnica, a objetiva,
foca o feixe de elétrons transmitido em uma imagem intermediaria, a qual é aumentada
pelas lentes objetivas para formar, finalmente, a imagem na tela fluorescente (ecram). A
voltagem de aceleracdo varia de 30 a 400 kV, dependendo do equipamento e do tipo de

amostra %%,
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A alta resolucdo conferida pela microscopia eletrénica permite a analise de defeitos
e fases internas dos materiais, bem como discordancias, defeitos de empilhamento e
pequenas particulas de segunda fase, pois os elétrons que sdo gerados reagem diretamente
com o nucleo dos atomos e ndo com uma grande &rea, como ocorre no caso da luz incidente
em um microscépio 6tico . A possibilidade de grandes ampliacdes faz da TEM uma

ferramenta valiosa em pesquisas médicas, quimicas, bioldgicas, etc.

h) Microscopia de Forca Atémica (AFM)

A microscopia de forca atbmica (AFM) é uma técnica que fornece informacgdes
importantes sobre a morfologia da superficie de uma molécula. Permite obter imagens reais,
em trés dimensdes, da topografia da superficie, com uma resolucéo espacial que se aproxima
das dimensdes atomicas 3%,

Nesta técnica, € efetuada uma varredura da superficie da amostra, utilizando uma
sonda sensivel a forca (sensor de forca), que consiste huma ponta de dimensdes atbmicas,
integrada num braco em movimento. A medida que a sonda se aproxima da superficie, seus
atomos interagem com os atomos e moléculas da superficie do material, causando a deflex&@o
do braco do microscépio. Esta deflexdo é medida através da mudanca de direcdo (angular) de
um feixe de laser emitido por um diiodo de estado solido e refletido pelo braco do
microscopio, sendo este feixe de laser captado por um fotodetector de fendas %%, A sonda
de AFM segue os contornos da superficie e, durante seu deslocamento, o computador
registra, em cada posicdo da superficie, a forca de interacdo entre a ponta do microscépio e a

amostra, tracando a topografia das amostras 3.
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Capitulo 3

3) PARTE EXPERIMENTAL
3.1) Material

Acido oléico, acido laurico, cloreto de acriloila, trietilamina e 2-mercaptoetanol (ME)
foram obtidos da Aldrich® e usados como recebidos. A acetonitrila foi destilada de acordo
com procedimentos padrdes. Os solventes deuterados foram obtidos da companhia SDS® e
foram usados sem prévia purificacdo. O carbonato de glicerol (GC) foi gentilmente doado
pela empresa ONIDOL. A 2,2-Azobisisobutironitrila (AIBN) foi purificada duas vezes por
recristalizacdo em metanol e seca, sob vacuo. Os reagentes e solventes disponiveis

comercialmente foram purificados e secos, quando necessario, por metodos padroes.

3.2) Sintese do mon6émero acrilato de carbonato de glicerol (GCA)

HO
OH o
7
Et;N/CH,Cl, 4 2
8h \ 5 3
OH ——m» —_ (o]
(o) o cl 6 o
A( o 1
o
OH o o
Glicerol GC GCA 80%

Esquema 1

4-(Hidroximetil)-1,3-dioxolan-2-ona (carbonato de glicerol - GC) (85,44 ¢, 724
mmol) e trietilamina (78,30 g, 774 mmol) foram dissolvidos em 500 mL de diclorometano e
a solucdo foi resfriada em nitrogénio liquido, por 15 minutos. Cloreto de acriloila (66,84 g,

738 mmol) foi dissolvido em 200 mL de diclorometano e esta solucdo foi gotejada a solucéo
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prévia sob um periodo de 2 horas. Apés, a mistura final foi mantida em agitacdo por uma
hora, a 0 °C e, entdo, aquecida sob agitacdo, por 8 horas, até atingir temperatura ambiente. O
subproduto precipitado branco foi filtrado e a solucdo do produto limpo foi lavada com agua
(3 x 200 mL) e salmoura (2 x 100 mL) e seca sob Na,SO, anidro, filtrado e evaporado sob
pressdo reduzida, para produzir, ao final, acrilato de carbonato de glicerol (GCA) como um
6leo amarelado, com rendimento de 80% (99,62 g).

RMN de'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 4,25-4,41 (3H, H, e Hy), 4,51-4,56 (1H, H,), 4,93
(1H, Hgs), 5,86-5,89 (1H, H7), 6,04-6,13 (1H, He), 6,34-6,42 (1H, Hy).

RMN de *C (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 63,2 (Cy), 66,1 (C4), 74,0 (C3), 127,2 (Cs), 132,3
(C7), 154,7 (C4), 165,3 (Cs).

FTIR (cm™): 1731 (C=0 éster), 1785 (C=0 carbonato), 2943 (C-H).

3.3) Sintese do agente telogénico A: (C1s00C,H,SH)

O
2 4 6 8 10 12 14 16 19 SH
= 8 O/\/
1 3 5 7 9 1 13 15 17 20

a) A partir do acido graxo oléico

o

(o}
SH
)k Ho™ ™~ /\/\/\/\/\/\/\/\)J\ SH
R OH — e o/\/

acido graxo APTS, tolueno
oléico refluxo 24h
Esquema 2
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Acido oléico (2,685 g, 9,5 mmol), 2-mercaptoetanol (0,816 g, 10,45 mmol) e 4cido p-
toluenossulfonico (APTS) (0,164 g, 0,95 mmol) foram dissolvidos em 20 mL de tolueno.
Um sifao (recebedor de destilagio modificado) Dean—Stark e um condensador refrigerado
foram ajustados em um frasco e a solucdo foi refluxada, a 120°C, por 24 horas. O frasco foi
resfriado até atingir temperatura ambiente e a solugcdo foi transferida para um funil de
separagao de 100 mL. A solu¢do organica foi lavada sucessivas vezes com uma solugdo
aquosa saturada de bicarbonato de sodio (3 x 25 mL) e salmoura (2 x 25 mL) e, apds, seca
sob Na;SO, anidro. Apds filtracao, a solugdo organica foi concentrada, sob vacuo. O produto
foi purificado em uma coluna cromatografica de silica gel 60 (mesh de 230 - 400) (CH,Cl,:n-
hexano = 60:40), obtendo-se, ao final, um produto incolor com um rendimento de 71%.

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 0,78-0,84 (3H, H)), 1,1-1,6 (26H, H,.7, H2.16), 1,8
—20 (4H, Hs, Hiy), 2,20-2,29 (2H, Hi7), 2,62-2,73 (2H, Hao), 4,09-4,16 (2H, H9), 5,21-5,41
(2H, Hy, Hyo).

RMN de "*C (CDCl;, 75 MHz) & (ppm): 12,3 (C)), 20,8-30,3 (C2,C11.17), 27,3 (Cap), 63,7

(Ci9), 128,3 (Co/Cip), 128,6 (Co/Ci), 171,6 (Cy3).

3.4) Sintese do agente telogénico B (C1,00C;H,SH)

@)
2 4 6 8 10 13 SH
12°07
1 3 5 7 9 11 14
a) A partir do acido graxo laurico
i o
H
)L Ho -
R OH —————— 0
acido graxo APTS, tolueno
S refluxo 24h
laurico Esquema 3
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Acido laurico (10 g, 50 mmol), 2-mercaptoetanol (4,3 g, 55 mmol), 4cido p-
toluenossulfonico (APTS) (0,858 g, 5 mmol) foram dissolvidos em 100 mL de tolueno. Um
sifao (recebedor de destilagdo modificado) Dean—Stark e um condensador refrigerado foram
ajustados em um frasco e a solugdo foi refluxada a 120 °C, por 24 horas. O frasco foi
resfriado até temperatura ambiente e a solugdo foi transferida para um funil de separagdo de
250 mL. A solucdo organica foi lavada sucessivas vezes com uma solugdo aquosa saturada
de bicarbonato de sodio (3 x 100 mL) e salmoura (2 x 100 mL) e, apos, seca sob Na,SO4
anidro. Apos filtragdo, a solucdo organica foi concentrada, sob vacuo. O produto foi
purificado em uma coluna cromatografica de silica gel 60 (mesh de 230 - 400) (CH,Cl,:n-
hexano = 60:40), obtendo-se, ao final, um produto incolor com um rendimento de 64%.

RMN de 'H (CDCls;, 300 MHz) & (ppm): 0,89-0,94 (3H, H)), 1,20-1,45 (16H, H,), 1,62 —
1,69 (2H, Hio), 2,34-2,39 (2H, H1), 2,75-2,82 (2H, Hi4), 4,21-4,25 (2H, H3).
RMN de *C (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 15,3 (C)), 23,9-35,4 (Ca.11, C14), 66,8 (C13), 174,7

(Ci2).
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3.5) Reacao de telomerizacdo do mondmero acrilato de carbonato de glicerol (GCA)
com o agente telogénico A (C1s00C,H;SH): (F15-GCA,)

21
2 4 6 8 10 12 14 16 18 019 22 \H
1 3 5 7 9 11 13 15 17 0 23”

o~ O
2%25) 24
0 27

>//O

O

Esquema 4

L g~os
o o

o AIBN
~ )
o) 0:<
o

GCA F18-GCA,

A reacdo de telomerizacdo do acrilato de carbonato de glicerol (GCA) foi realizada
em acetonitrila, na presenga do agente telogénico A (C1500C,H;SH), com diferentes razdes
molares, Ro = 0,1 e Ry = 0,2 (Ro = Nielogenio/Nmonsmero)- O acrilato de carbonato de glicerol
(GCA) (1,5 g, 8,72 mmol) e o agente telogénico A, C;300C,H,SH, em duas diferentes
concentragdes, (0,3 g, 0,872 mmol) ou (0,6 g, 1,75 mmol) foram introduzidos em um balao
de 100 mL, equipado com um condensador ¢ um septo. A solugdo foi diluida para 20 mL
com acetonitrila anidra e borbulhada com nitrogénio por 30 minutos antes de ser aquecida a
80 °C. Finalmente AIBN (0,007 g, 0,043 mmol) (Cy = Niniciador/Nmonsmero = 0,5) em 1 mL de
acetonitrila anidra foi adicionado com uma seringa através do septo e, apos 8 horas de
reagdo, o polimero foi precipitado em etanol frio, para remog¢do do agente telogénico e

mondmero que ndo reagiram. Apds, o polimero foi filtrado e, entdo, seco sob vacuo. Os
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polimeros foram identificados por F18-GCA65 (C18, n = 65, ou seja, cadeia carbonica com
18 carbonos e uma parte hidrofilica n = 65) e F18-GCA27 (C18, n = 27, cadeia carbdnica
com 18 carbonos e uma parte hidrofilica n = 27) e tiveram um rendimento de 65-73%.

RMN de 'H (DMSO, 300 MHz) & (ppm): 0,56-2,28 (33H+3nH, H,s, H; 117, Hay, Hy), 4,06
(3nH, Ha4, Hae), 4,37 (1nH, Hye), 4,81 (1nH, Hys), 5,12 (2H, Ho.10).

RMN de *C (DMSO, 75 MHz) & (ppm): 13,8 (C1), 22,1, 24,3 (Ca.15), 28,9 (Ca1), 34,3 (C2),
63,7 (Cas), 66 (Ca4), 74,1 (Cas), 154,6 (Cy7), 173,4 (Ca3).

FTIR (cm™): 1731 (C=0 éster), 1785 (C=0 (carbonato)), 2943 (C-H).

3.6) Reacdo de telomerizacdo do mondmero acrilato de carbonato de glicerol (GCA)
com o agente telogénico B (C1,00C,H,SH): (F12-GCA,)
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GCA F12-GCA,

n

A reagdo de telomerizacdo do acrilato de carbonato de glicerol (GCA) foi realizada

em acetonitrila, na presenga do agente telogénico B (C1,00C,H,SH), com razdo molar Ry =
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0,2 (Ro = Nyclogénio/Nmonsmero)- Acrilato de carbonato de glicerol (GCA) (3 g, 17,5 mmol) e o
agente telogénico B (C1,00C;H,SH) (0,91 g, 3,5 mmol) foram introduzidos em um frasco
de 100 mL, equipado com um condensador e um septo. A solucdo foi diluida para 60 mL
com acetonitrila anidra. A solugdo foi borbulhada com nitrogénio por 30 minutos antes de ser
aquecida a 80°C. Finalmente, AIBN (0,014 g, 0,0875 mmol) (Co = niniciador/Nmonomero = 0,5)
em 1 mL de acetonitrila anidra foi adicionado com uma seringa, através do septo e, apos 8
horas de reagdo, o polimero foi precipitado em etanol frio para remog¢do do monomero e do
agente telogénico que ndo reagiram e, entao, seco sob vacuo. O polimero foi identificado por
F12-GCA24 (C12, n = 24, ou seja, cadeia carbonica com 12 carbonos e uma parte hidrofilica
n = 24) e teve um rendimento de 62%.

RMN de 'H (CDsCN, 300 MHz) & (ppm): 0,66 (3H, H,), 0,92-1,16 (18H, H,.1¢), 1,53-1,82
(2H+2nH, Hyi, His), 2,07-2,37 (InH, Hye), 2,51 (2H, Hi4), 3,89-4,23 (2H+3nH, H;3, His,
Hao), 4,36 (1nH, Hy), 4,77 (1nH, Hjy).

RMN de "*C (CDsCN, 75 MHz) & (ppm): 13,1 (C1), 22,1- 33,3 (Ca.11), 34,1 (C)5), 40,8 (Cys),
63,4 (Cy), 65,9 (Cyg), 74,0 (Cyo), 154,7 (Cyy), 173,7 (Cy7).

FTIR (cm™): 1731 (C=0 éster), 1785 (C=0 (carbonato)), 2943 (C-H).
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3.7) Reacao de hidrdlise

a) Hidrolise basica dos polimeros F18-GCA65 e F18-GCA27

Esquema 6

[e] o

)k H )J\ H
R o0 "¢ . R 0— g n
hidrélise
o o basica (o)

o

F18-GCA,

Para a reacdo de hidrdlise, 0,68 gramas de ambos os polimeros, F18-GCAG5 e F18-

GCAZ27, foram dissolvidos em 10 mL de piridina e 10 mL de &gua e a mistura foi aquecida,

em refluxo, por 8 horas. A piridina em excesso foi removida, sob pressdo reduzida. Uma

subsequente purificacdo foi realizada por dialise, durante 48 horas, para remocao

impurezas. Ao final, o polimero foi seco por liofilizacdo para dar um rendimento de 75%.

RMN de *H (DMSO, 300 MHz) & (ppm): 0,9 (3H, Hy), 1,29 (28H, Hs, Has, Hiy17), 1,50 —

2,13 (2nH, H21), 2,44 (1nH, Hay), 3,49-3,82 (2nH, Hays), 3,96 (1nH, Has), 4,16 (2nH, Hs).

FTIR (cm™): 1731 (C=0 éster), 2943 (C-H), 3319 (OH).

de

67



b) Hidrolise basica do polimero F12-GCA24

o
R)I\o H )k H
\/\s n R 0\/\3 R
hidrélise
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[o] HO
0:<
o

F12-GCA,

Esquema 7

Uma amostra contendo 0,68 gramas do polimero F12-GCA24 foi dissolvida em 10

mL de piridina e 10 mL de agua e, entdo, a mistura foi aquecida, em refluxo, por 8 horas. O

excesso de piridina foi removido sob pressdo reduzida. Uma subsequente purificacdo foi

realizada por dialise, durante 48 horas, para remocao de impurezas. Ao final, o polimero foi

seco por liofilizacdo para dar um rendimento de 68%.

RMN de *H (DMSO, 300 MHz) § (ppm) : 0,88 (3H, Hy), 1,27 (20H+2nH, Ha.i, Hs), 1,49

(InH, Hie), 2,12-2,28 (2H, H14), 3,22-3,54 (5nH, Hig20), 3,91 (2H, Hi3), 4,04 (2nOH).

FTIR (cm™):1731 (C=0 éster), 2943 (C-H), 3319 (OH).
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3.8) Cinética de Telomerizacéo

Os parametros cinéticos envolvidos na reacdo de telomerizagdo foram estudados
através da relacdo concentracao de telogénio e mondmero versus tempo de reacéo.

O consumo do agente telogénico foi realizado pela conversdo do grupo tiol,
utilizando uma titulacdo dos grupos SH com uma solucéo de iodo 0,002 mol.L™, preparada a
partir de uma solucéo de iodo padrdo (0,105 mol.L™), de acordo com a reago representada a

sequir.

2RCH,SH + 1, — RCH,SSCH,R+21~ +2H*

A concentracdo do grupo tiol ([RSH]) versus tempo é dada pela seguinte equacéo:

Veq, .[l,]
[RSH ]t = VI2 : Equacio 16

RSH

onde Veq, € o volume da solugdo de iodo adicionado a solugao de tiol, em minutos, Vrs € 0

volume de tiol retirado da reacdo. [l,] é a concentracdo de iodo usado na titulacdo e [RSH]; é
a concentracdo da solucéo de tiol, em minutos.

J4 0 consumo do mondmero GCA foi calculado por RMN de *H, com acetonitrila D3
(CD3CN) como solvente deuterado. A amostra foi analisada comparando a razdo integral do

mondmero GCA com o polimero:

69



MEL, ¢ 1 M,

In =C..
[ME], [M],

Equacdo 17

3.9) Instrumentacéio

3.9.1) Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
No presente trabalho, a espectroscopia de RMN de *H e *3C foi registrada usando um
espectrometro Bruker AC 200, com cloroférmio (CDClIs), acetonitrila (CD3CN) e

dimetilsulfoxido (DMSO-d6) como solventes deuterados.

3.9.2) Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (SEC)

As analises de SEC foram realizadas em um equipamento Spectra-Physics, equipado
com um detector de indice de refracdo Shodex RI. Foram utilizadas duas colunas de PL-gel,
a 50°C, com uma taxa de fluxo de 0,8 mL.min™, em dimetilacetamida (DMAc) (0,1% LiCl)

como eluente, calibradas com padrées de polimetilmetacrilato (PMMA).

3.9.3) Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
Neste trabalho, os espectros de infravermelho foram registrados em um espectrometro
Perkin-Elmer 100, equipado com um cristal para realizar as analises de reflectancia total

atenuada das amostras.
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3.9.4) Espectrometria de Massa (MS)

Esta técnica foi conduzida em um espectrometro de massa Bruker Ultra-Flex
MALDI-TOF, equipado com um laser de nitrogénio (LSI, 337nm, 10ns de comprimento de
pulso) e um detector. Uma mistura de peptideos foi utilizada para a calibracdo externa. Os
fons foram acelerados por um potencial de 25 kV e refletidos com um potencial de 26,3 kV.
Todas as medidas foram registradas no modo de reflexdo, usando acido o-ciano-4-

hidroxicindmico (HCCA) como matriz, com Nal. Cada espectro acumulou 300 passagens.

3.10) Preparacéao das micelas poliméricas

Apbs todas as etapas de sintese, purificacéo e caracterizacdo por RMN de 'H e °C,
SEC, FTIR e MS, os trés polimeros, F18-GCA65, F18-GCA27 e F12-GCA24, foram
dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) em uma concentracdo inicial de 0,5 mg.mL™.
Testes de solubilidade foram realizados com agua, DMF, DMAc e THF, mas o unico
solvente seletivo para os trés polimeros foi o DMSO.

Cada solucéo polimérica foi sonicada por 1 hora, agitada por 24 horas a temperatura
ambiente e, entdo, dialisada com agua Milli-Q por um periodo de 24 horas, usando uma
membrana de dialise MWCO 1000D, Spectra/Por®, para a eliminacéo do solvente organico.
A agua Milli-Q foi substituida a cada 3 horas e, ao final, cada solucdo foi purificada,
passando-as por um filtro Millipore de 0.45 um, antes da realizacdo das analises fisico-
quimicas.

A concentragdo final foi determinada com base no volume final da solugdo e na

concentracdo inicial do polimero, assumindo que ndo houve perdas durante a dialise.
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3.11) Caracterizacao fisico-quimica das micelas poliméricas

3.11.1) Fluorescéncia

A espectrofotometria de fluorescéncia foi registrada com um Espectrometro
Luminescente LS55, da Perkin-Elmer®. Pireno, uma molécula altamente hidrofébica, foi
usado como prova fluorescente para medir a cmc dos polimeros, causando mudancas nas
suas propriedades fotofisicas. Aliquotas de 6pL de uma soluc&o de pireno 6.10° mol.L™ em
acetona foram adicionadas a cubetas de plastico e deixadas para evaporar. Ap6s, 3 mL das
solucdes poliméricas, em 10 diferentes concentracdes (0,5 a 0,000488 mg.mL™), foram
adicionados as cubetas e as solugdes foram mantidas a temperatura ambiente, por 24 horas,
para alcancar uma solubilizacdo equilibrada do pireno na fase aquosa. A excitacdo foi
realizada a 340 nm e o espectro de emissao foi registrado na escala de 350 a 500 nm. As
fendas de excitacdo e emissdo do monocromador foram ajustadas para 5 nm e 10 nm,
respectivamente. Sabendo-se que a razéo intensidade-altura do primeiro pico (I, em 372 nm)
ao terceiro pico (I3 em 384 nm) no espectro de emissdo do pireno pode ser usada como um
parametro sensivel para representar a polaridade do microambiente, as razdes Ii/l1; foram
plotadas em funcdo de cada concentracdo do polimero ™?. Os valores de cmc foram
determinados a partir da interse¢do da tangente da curva no ponto de inflexdo com a tangente

horizontal.

3.11.2) Espalhamento de Luz
A dependéncia angular do espalhamento de luz estatico | = I(q) das amostras foi
investigada pelo uso de um Gonidémetro ALV-7002 multicorrelador, com faixa de detec¢do

de 32° a 150°, operando com laser (638,2nm) de Ne/Ar de 22 mV, a 25°C. As amostras
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foram colocadas em uma cubeta cilindrica de 5 mL e as medidas foram feitas entre 40° a
140°, em intervalos de 10°, durante 300s. Todas as medidas foram feitas com temperatura
controlada de 25°C. Esta técnica foi realizada no Centre de Recherche sur las
Macromolecules Vegetales (CERMAYV), em Grenoble, na Franca, um centro de pesquisa
referéncia no estudo de macromoléculas e que possui grandes colaboracGes com alguns
laboratorios do departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

As medidas de DLS foram realizadas por um equipamento Malvern Zetasizer
3000HSA, equipado com um laser (633nm) de He/Ne de 10mW, operando a 25°C, com um
angulo de deteccdo de 90°. As solucdes das amostras foram filtradas com filtro Millipore de
0,45 um e seladas antes de serem analisadas. Esta operagdo removeu qualquer particula de
poeira presente na solucdo. Alem disso, a técnica de DLS também foi utilizada para

determinar a cmc das amostras.

3.11.3) Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

Neste trabalho, as analises de TEM foram realizadas utilizando um equipamento
PHILIPS CM 200, operando a 18 kV, para observar a morfologia das micelas poliméricas.
As amostras foram colocadas em uma tela de cobre, revestidas com carbono, secas a
temperatura ambiente e, entdo, examinadas por coloracdo negativa com uma solucdo de

acido fosfotlngstico.

3.11.4) Microscopia de Forca Atdmica (AFM)
Para obter as imagens de AFM, as solugdes poliméricas foram diluidas 10 vezes e

uma gota foi colocada na superficie de uma folha de mica e seca a temperatura ambiente. As
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observacdes foram realizadas no modo intermitente (Tapping Mode), em um microscépio
Nanoscope V-Nanoman 3100, com nanosensores de silicio do tipo PPP-FM-50, com uma

resistividade de 0,01 - 0,02 Qcm e uma frequéncia de ressonancia de 54 kHz.

74



Capitulo 4

4) RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle do tamanho da cadeia na polimerizagdo do acrilato foi realizado usando a

reacdo de telomerizagdo, a qual, segundo Robin et al.!'**

, provou ser uma forma eficiente e
conveniente de se obter diversos polimeros funcionais.

Para a realizacdo deste trabalho, foi utilizado o carbonato de glicerol (GC), precursor
do mondémero de interesse, o acrilato de carbonato de glicerol (GCA). O carbonato de
glicerol (GC) é um composto disponivel comercialmente e seu tratamento, com trietilamina,
em diclorometano, a temperatura ambiente, por 8 horas, conforme procedimento descrito na

secdo 3.2 do capitulo 3 e mostrado no Esquema 1 da pagina 60 e repetido abaixo,

proporcionou um rendimento de 80% do mondmero acrilato de carbonato de glicerol (GCA).

HO
OH fo)
7
Et;N/CH,Cl, 4 2
< sh \)SJ\ 3
(o] (o] cl 6 0
o)

OH o 5

Glicerol GC GCA 80%

Apos a obtencdo do mondmero GCA, realizou-se a sintese dos agentes telogénicos A
(C1s00C,H;SH) e B (C1200C;H,SH), na presenca do ME e de AIBNI*3 conforme

procedimento descrito na se¢do 3.3 e 3.4 do capitulo 3. O ME é um agente de transferéncia
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altamente reativo e que permite, durante o processo de sintese de novas arquiteturas, um bom
controle do grau de polimerizacdo***®!. A telomerizacdo do GCA foi realizada com 2
diferentes razdes molares Ro (Ro = Nielogénio/ Nmonomero), Sendo 0,1 e 0,2.

Quando realizada a sintese do monémero GCA sem a presenca de AIBN, pdde-se
observar que o ME poderia ndo reagir com o anel ciclocarbonato do monémero GCA.
Nenhum traco do subproduto foi detectado por RMN de **C. O sinal caracteristico do
C=Ociclocarbonato, €M 6 154,7 ppm, permaneceu intacto (Figuras 31 e 33). Além disso, nenhum
decréscimo da banda caracteristica de C=Odiciocarbonator €M 1785 cm™, foi observado por
espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (Figura 36).

O consumo (ct) do mondmero GCA foi calculado por RMN de H*, com acetonitrila
(CDsCN) como solvente deuterado, com gradual desaparecimento dos protons etilénicos
(Figura 22). O valor de o foi deduzido da integracdo dos sinais caracteristicos do Hs,
atribuido ao CH na posicdo o da dupla ligacdo, localizada em & 5,95 - 5,98 ppm e ao Hjs,
correspondente a0 CH na posicdo o ciclocarbonato, em 6 5,02 ppm, usando a seguinte
equacao:

_[GCAL, _ [H,(595-598ppm)

Ry = E ao 18
“TIGCAL ~ [H,(502ppm) quacao
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Figura 22: Consumo (o)) do agente de transferéncia ME e do mondmero GCA na razdo Ro =
0,1 versus tempo. (M monémero, O mercaptoetanol).

Ja o consumo do ME, conforme procedimento experimental descrito na se¢do 3.8 do
capitulo 3, foi seguido por titulacdo do iodo, onde aliquotas foram retiradas ao longo da
reacdo. O tempo de reacdo, tanto do mondémero GCA quanto do ME, foi de
aproximadamente 5-6 horas. Analisando a Figura 22, podemos perceber que a concentracao

do monémero GCA diminuiu mais rapidamente que a do ME.

4.1) Sintese dos agentes telogénicos A (C1s00C,H,SH) e B (C;,COOC;,H,SH)

Os agentes telogénicos A (C1s00C,H4SH) e B (C1,COOC,H,SH) foram preparados

por esterificacdo dos acidos graxos oléico e laurico, respectivamente, com ME, um dos tidis
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mais utilizados para este fim, de acordo com o0s esquemas 2 e 3 das paginas 62 e 63,

respectivamente, e mostrados novamente abaixo.

o

o
SH
)J\ —>H0/\/ /\/\/\/\/\/\/\/\)j\ SH

APTS, tolueno

acido graxo
refluxo 24h

oléico

(o}

(o)
SH
R OH —————— > O/\/
acido graxo  APTS, tolueno
laurico refluxo 24h

4.2) Reacao de telomerizagao

A reacdo por radicais livres do mondémero GCA, derivado do glicerol, ocorreu em
acetonitrila, na presenca de AIBN e dos agentes telogénicos A e B, a 80 °C, por 8 horas,
conforme Esquemas 4 e 5 das paginas 64 e 65, respectivamente e demonstrado novamente
abaixo, de acordo com o mecanismo descrito por Boutevin et al.**>*% 0O procedimento

experimental esta explicado nas se¢des 3.5, 3.6 e 3.7 do capitulo 3.

o
)L H )k H
o o R 0— g . R 0— g .
\)J\ I NN hidrolise
0/\(\0 o o basica o o
o« AIBN :\) >
0 HO
° =<
)
)

GCA F,-GCA,
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Para fornecer evidéncias da estrutura dos polimeros, medidas de espectrometria de
massa Maldi-TOF foram realizadas. Esta é uma poderosa técnica na anélise de polimeros,
pois fornece informacgdes sobre os grupos terminais, unidades base, massas molares e
distribuicdes de massas molares. O espectro foi registrado no modo de reflexdo, usando
cations Na* em uma matriz de acido a-ciano-4-hidroxicindmico. A Figura 23 mostra o
espectro onde apenas uma série de picos € demonstrada, com intervalos regulares de 172
para a massa molar, correspondente a unidade monomérica do acrilato de carbonato de
glicerol (GCA). A distribuicdo de massa molar revelou uma forma Gaussiana e a presenca de
grupos terminais H e Cj33-O0OCH,CH,-S confirmou a eficiéncia do processo de
telomerizagao.

O estudo de espectrometria de massa Maldi-TOF demonstrou uma boa correlacéo
entre os valores de massa molar média (M) tedrico e experimental (vide tabela da Figura 23)
e confirmou a compatibilidade do anel ciclocarbonato com o radical livre, na presenca do
AIBN. Esta caracteristica pdde também ser confirmada por FTIR, a qual mostrou o carater
insensivel do anel ciclocarbonato durante o processo de telomerizacdo por radicais livres,
uma vez que nenhuma diminuicdo significativa da banda caracteristica C=0, em 1785 cm™,

foi observada.
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Figura 23: Espectro Maldi-TOF dos polimeros a base de acrilato de carbonato de glicerol
(GCA).

Neste trabalho, a técnica de cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC), aplicada
aos trés polimeros, revelou uma distribuicdo polidispersa monomodal, com uma massa molar
numérica média (M,) de 11.200 g/mol para o polimero F18-GCA65, 5.000 g/mol para o
polimero F18-GCA27 e 4.100 g/mol para o polimero F12-GCA24. A tabela 2 mostra a
massa molar numérica média (M,) e a massa molar ponderal média (M,,) dos trés polimeros.
O indice de polidispersidade (1) foi superior a 1,0 e inferior a 1,3 em todos 0s casos, 0 que,
segundo Liu Yang et al.™*") esta de acordo com uma estreita distribuicdo de massa molar. O

I, € considerado um parametro muito importante na definicdo de um determinado polimero,
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pois para fins de aplicacdo industrial, é adequada a utilizagdo de polimeros polidispersos. A
igualdade das massas molares médias (polimeros monodispersos) dificulta o processamento
dos materiais %!,

A Figura 24 mostra as curvas de SEC dos trés polimeros e a Figura 25 ilustra a

polidispersidade monomodal do polimero F18-GCAG5.

Tabela 2: Caracteristicas moleculares dos trés polimeros anfifilicos, analisadas por SEC.

POLIMERO My (g.mol™) M, (g.mol™) I
(Mw/Mn)
F18-GCA65 11.994 11.200 1,08
F18-GCA27 5.142 5.000 1,02
F12-GCA24 4,523 4.100 1,10
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Figura 25: Curva de cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) do polimero F18-GCA®G5.

A RMN é a mais importante técnica de caracterizacdo estrutural de copolimeros em
bloco. Deslocamentos quimicos (8) diferentes ocorrem para os carbonos do interior da cadeia
e para 0s carbonos terminais. Atualmente, a RMN de 'H é considerada a metodologia de
maior exatiddo para amostras em solucdo. A partir desta informacdo, podemos fazer um
comparativo entre os espectros de RMN de *H e *3C dos agentes telogénicos A e B com seus
respectivos espectros apds a reacdo de telomerizagcdo com o monémero acrilato de carbonato
de glicerol (GCA). As Figuras 26 e 27 mostram, respectivamente, os espectros de RMN de
'H e 3C do agente telogénico A, obtido a partir da reagdo entre o &cido graxo oléico e o
agente de transferéncia 2-mercaptoetanol. Na Figura 27, os picos caracteristicos dos
carbonos metilénicos C19 (em 63,7 ppm) e C20 (em 27,3 ppm) confirmaram a eficiéncia na
obtencdo do agente telogénico A, com um rendimento de 71%. Ja as Figuras 28 e 29

mostram, respectivamente, os espectros de RMN de *H e *C do agente telogénico B, obtido
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a partir da reagdo entre o acido laurico e o radical livre 2-mercaptoetanol. E possivel detectar
o sinal caracteristico do C13 em 6 66,8 ppm, confirmando a eficiéncia no processo da reagéo,
com um rendimento de 64%.

As Figuras 30 e 31 estdo relacionadas aos espectros de RMN de 'H e “*C,
respectivamente, do copolimero anfifilico F18-GCA, obtido apos a reacdo de telomerizagdo
do agente telogénico A com o mondmero acrilato de carbonato de glicerol (GCA). Embora o
comportamento anfifilico de uma molécula dificulta sua caracterizagdo, os sinais da Figura
31 confirmam a eficiéncia da reacdo de telomerizacdo, em DMSO, com um rendimento de
65-73%. J& as Figuras 32 e 33 mostram os espectros de RMN de *H e 3C, respectivamente,
do copolimero anfifilico F12-GCA,, obtido apés reacdo de telomerizagdo do agente
telogénico B com o mondmero GCA. No espectro de RMN de *3C, figura 33, é possivel
identificarmos os sinais caracteristicos, que confirmam o sucesso da reacao, apresentando um
rendimento de 62%.

As Figuras 34 e 35 referem-se aos espectros de RMN de *H dos polimeros F18-DA, e
F12-DA,, respectivamente, ap0s estes sofrerem um processo de hidrolise basica. O polimero

F18-DA, apresentou um rendimento de 75% e o polimero F12-DA, um rendimento de 68%.
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85



g i 8 4289393 X
T v 1 WINE
(0]
2 4 6 8 10 12 14 16 19 SH
1 3 5 7 9 1 13 15 17 20
c20
C19 a
c9/C10 '
Cc18
1l [ L

T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 B0 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)

Figura 27: Espectro de RMN de **C do agente telogénico A (C1s00C,H.SH)
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Figura 30: Espectro de RMN de 'H da Reacéo de Telomerizacdo do mondmero acrilato de
carbonato de glicerol (GCA) com o agente telogénico A (C1500C;H,SH)
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Figura 31: Espectro de RMN de *C da Reacdo de Telomerizacdo do mondmero acrilato de
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Figura 32: Espectro de RMN de 'H da Reacéo de Telomerizacdo do mondmero acrilato de
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Figura 33: Espectro de RMN de *C da Reacdo de Telomerizacdo do mondmero acrilato de
carbonato de glicerol (GCA) com o agente telogénico B (C1,00C,H;SH)
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Figura 35: Espectro de RMN de *H do polimero F12-DA.,, ap6s a hidrélise bésica.

Apos a obtencdo dos polimeros anfifilicos, realizamos as analises de FTIR, para
confirmar os principais grupos funcionais presentes nas trés amostras. Os polimeros
apresentaram, praticamente, as mesmas bandas de absorcdo, em que as principais bandas
caracteristicas observadas foram em 1731 cm™, referente ao grupo C=0 da funcéo éster; em
1785 cm™, referente ao grupo C=0 do anel carbonato e em 2943 cm™, referente ao grupo C-
H. Em seguida, realizamos a hidrolise do monémero acrilato de carbonato de glicerol
(GCA), sob condigdes bésicas, como mostrado por Robin et al.®*. Neste caso, o que

ocorreu foi uma abertura do anel carbonato, onde as andlises FTIR mostraram o total
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desaparecimento do grupo carbonil em 1785 cm™ e o aparecimento de uma banda larga em

3319 cm®, atribuida as funcdes hidroxil. A Tabela 3 resume as principais bandas

caracteristicas dos trés polimeros e na Figura 36 é possivel observar estas bandas, antes e

apos o processo de hidrolise.

Tabela 3: Atribuicbes das frequéncias das principais bandas dos polimeros F18-GCAG65,

F18-GCA27 e F12-GCAZ24.

Namero de onda (cm™)

Atribuictes

1731
1785
2854
2943
3319

v C=0 (éster)
v C=0 (anel carbonato)
d CH,
d CH3
OH
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Figura 36: Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos trés
polimeros, ante e apds o processo de hidrolise.
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4.3) Auto-associacdo dos polimeros anfifilicos

Testes foram feitos em relacdo a solubilidade dos polimeros obtidos, em diferentes
solventes. As trés amostras foram insollveis em agua e também na maioria dos solventes
organicos testados, como, por exemplo, dimetilacetamida (DMAC), tetrahidrofurano (THF) e
dimetilformamida (DMF). Entretanto, foram rapidamente sollveis em dimetilsulfoxido
(DMSO0), onde ocorreu a formagéo de nanoagregados em solucéo.

Apds a solubilizagdo dos polimeros em DMSO, realizou-se a didlise das amostras
com agua Milli-Q, conforme procedimento descrito na sec¢éo 3.10, do capitulo 3. Ao termino
desta etapa, calculou-se a cmc dos trés polimeros anfifilicos por duas diferentes técnicas:
fluorescéncia e DLS. Pireno foi escolhido como sonda fluorescente, devido a sua alta
sensibilidade & polaridade local do meio ™. Quando agregados poliméricos e micelas sdo
formados, o pireno preferencialmente particiona-se em microambientes hidrofébicos com
uma mudanca simultanea nas intensidades de fluorescéncia. A partir dos espectros de
emissao de fluorescéncia, foram obtidos os graficos da intensidade de fluorescéncia versus o

logaritmo da concentracéo do polimero (mg.L™) (Figura 37).
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Figura 37: Perfis da razdo l,/I3 do espectro de emissdo de fluorescéncia do pireno, em funcdo da
concentracdo dos polimeros: (A) F18-GCA®65, (B) F18-GCA27 e (C) F12-GCA24

O valor da cmc do polimero F18-GCAB5 obtido por fluorescéncia foi de 28 mg.L™ e
por DLS foi de 35 mg.L™. A cmc do polimero F18-GCA27 foi de 15 mg.L™, obtido por

fluorescéncia e de 18 mg.L™, obtido por DLS. J4 o polimero F12-GCA24 teve uma cmc de
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51 mg.L™?, determinada por fluorescéncia, e de 58 mg.L™, determinada por DLS. A Tabela 4
expde todos esses valores de cmc, a 25 °C. Os resultados foram expressos em termos de
massa (mg.L™), uma vez que esta é a forma usual de se avaliar as aplicacdes de solucBes

aquosas de polimeros.

Tabela 4: Valores de concentragdo micelar critica (cmc) para os trés polimeros anfifilicos, a
25°C, determinados por fluorescéncia e DLS.

cmc (mg.L™) F18-GCA®65 F18-GCA27 F12-GCA24
Fluorescéncia 28 15 51
DLS 35 18 58

Comparando os resultados de cmc obtidos por ambas as técnicas, podemos observar
que os valores foram muito proximos e seguiram a mesma tendéncia, ou seja, a mudanca nos
valores de cmc estd relacionada ao tamanho dos blocos hidrofilico e hidrofobico dos
diferentes polimeros. Quando a parte hidrofilica € aumentada, mantendo o mesmo tamanho
da parte hidrofébica (no caso, os polimeros F18-GCA65 e F18-GCA27), o valor da cmc
aumenta. Isto ocorre devido a solvatacdo mais forte do polimero na presenca de agua.
Quanto maior o numero de ligacdes de hidrogénio, maior a interacdo destas com o meio
aquoso, aumentando, assim, a solubilidade e, consequentemente, a cmc. Por outro lado, um
comportamento oposto é observado quando se aumenta o bloco hidrofobico: o valor de cmc
torna-se menor (caso dos polimeros F18-GCA65 e F12-GCA24 ou F18-GCA27 e F12-

GCA24), uma vez que a micelizagdo reduz as interagdes desfavoraveis da cadeia hidrofobica
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com a agua e o efeito hidrofobico aumenta com o aumento da cadeia alquilica do respectivo
4cido graxo 041,

Estudos de DLS foram realizados em relagdo ao tamanho e a distribui¢éo de tamanho
das micelas poliméricas, antes e apds o processo de diélise, conforme o procedimento
experimental descrito na secdo 3.11.2, do capitulo 3. Podemos observar, na Figura 38, que 0s
trés polimeros apresentaram uma distribuicdo de tamanho monomodal, com apenas um pico
caracteristico. O didmetro médio das micelas formadas esteve em uma escala de 168-365 nm
antes da dialise (DMSO) e de 80-204 nm ap0s a dialise (agua) (Figura 39). Mesmo sendo o
DMSO um bom solvente para ambos os blocos hidrofilico e hidrofobico dos copolimeros,
houve o surgimento de picos antes do processo de dialise. 1sso se deve as fortes ligacGes de
hidrogénio dos segmentos hidrofilicos, mesmo em DMSO, dificultando, assim, a solvatacao
das respectivas moléculas. Entretanto, esse tamanho é maior do que se deveria esperar para
micelas esféricas originadas da auto-associacdo de moléculas anfifilicas. Isso pode ser
justificado pelo fato de ter ocorrido a formacdo de agregados ™ ou devido as grandes
interacdes eletrostaticas intermicelares, levando a formacdo dos chamados clusters, ou
grandes aglomerados micelares esféricos - LCMs (do inglés large compounds micelles)™2.
A associacdo intermicelar € um comportamento tipico de moléculas anfifilicas ndo-idnicas.
Uma vez que a atracdo intermolecular entre as cadeias hidrofilicas de nossos polimeros é
muito forte, devido ao elevado nimero de possiveis ligacGes de hidrogénio nas moléculas a
base de glicerol, as pequenas micelas podem sofrer um processo de agregacdo intermicelar,

formando, assim, inimeros clusters*#?,
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Figura 38: Curvas de distribuicdo de tamanho das micelas poliméricas F18-GCA65, F18-
GCAZ27 e F12-GCA24, antes e ap0s o processo de dialise.
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Figura 39: Tamanho médio das micelas antes e apds o processo de dialise.

A dependéncia angular da intensidade de espalhamento de luz também foi
investigada. A Figura 40 exibe os graficos de Guinier, de acordo com a aproximacao dada
pela equacdo 12.

De acordo com a aproximagdo de Guinier, € possivel se obter o Ry das micelas, ou
seja, a raiz quadratica media das distancias de todos os elétrons em relacdo ao seu centro de
gravidade, a partir do coeficiente angular da secdo linear das curvas no limite g — 0.

Analisando a Figura 40, é possivel observar a auséncia de uma correlacdo linear
perfeita em toda a faixa angular, sendo isto um indicativo de sistemas polidispersos em

solugéo.
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Figura 40: Graficos de Guinier para os dados de SLS. Os valores de Ry inseridos nos
gréficos foram calculados com base no coeficiente angular dos segmentos lineares das

curvas.

Simultaneamente, mediu-se também o DLS das trés amostras poliméricas. Na Figura

41 estdo apresentadas as curvas de autocorrelacdo g, de DLS, no angulo de 90°. Pode-se

observar que a curva do polimero F12-GCA24 tem um tempo de relaxacdo maior do que o

103



apresentado pelos polimeros F18-GCAG5 e F18-GCAZ27. Isso ocorreu devido ao fato de sua
solucgéo apresentar estruturas micelares com tamanhos superiores aos tamanhos obtidos para
as solucdes das outras amostras, fato que foi comprovado pelos valores mostrados nas

Figuras 38 e 39 e obtidos para Ry.

1.0 — F18-GCAG65
F18-GCA27
— F12-GCA24

o
1E4  1E3 001 01 4 10 100 1000 10000 100000

T/ms

Figura 41: Curvas g, de autocorrelacdo de DLS, no angulo de 90°.

A Figura 42 apresenta a dependéncia angular da frequéncia média de relaxacédo das
curvas de autocorrelacdo de DLS e os respectivos raios hidrodindmicos médios (Rp),

calculados com base na equacao de Stokes-Einstein (Equacéo 14).
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Figura 42: Dependéncia angular da frequéncia de relaxacdo das curvas de autocorrelacdo do DLS.
Os valores de Ry foram calculados através da equacdo de Stokes-Einstein, usando o coeficiente
angular das curvas D,.

Conforme o procedimento experimental descrito na se¢do 3.11.2, do capitulo 3, 0 Ry
das micelas poliméricas F12-GCA24 teve um valor médio de 74 nm, enquanto as micelas

dos polimeros F18-GCA65 e F18-GCA27 tiveram um Ry médio de 60 nm e 62 nm,
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respectivamente. Segundo Liu et al., **®! as ligacdes de hidrogénio intermoleculares s&o
aumentadas quanto maior a parte hidrofébica de um copolimero anfifilico, aumentando,
assim, seu nimero de agregacdo. Com isso, ocorre um aumento na densidade da particula e,
consequentemente, uma diminui¢do no seu tamanho.

A razdo entre Ry médio com seus respectivos Ry nos fornece o grau de
despolarizacdo da luz espalhada (p). O valor de p da um indicio da morfologia de uma
amostra polimérica. Ao se relacionar os valores de Ry e de Ry, obtiveram-se os valores de p
que ficaram em torno de 0,8, o que, segundo Pecora e Berne 1?2 é o valor esperado para

nanoestruturas com geometria esférica.

Tabela 5: Caracteristicas dos polimeros anfifilicos, a 0,5 mg.mL™, determinadas por SLS e
DLYS).

indice de

Ru Rq p
(nm) (nm) (R¢/Rn) polidispersidade
F18-GCAG5 60 53 0,88 (()I 5)
F18-GCA27 62 54 0,87 0,2
F12-GCA24 74 70 0,94 0,3

As estruturas micelares formadas pelos trés polimeros também foram observadas por
técnicas de imagem, onde realizou-se analises de TEM e AFM, conforme ilustram as Figuras
43 e 44, respectivamente. O tamanho médio das micelas obtido por DLS foi maior do que o
tamanho médio obtido pelas analises de ambas as microscopias. Ao analisar a morfologia e o

tamanho de micelas poliméricas, tanto em TEM quanto em AFM, as amostras precisam
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sofrer um processo de secagem (desidratacdo), uma vez que para obter tais imagens, uma
aliquota de cada solucdo é depositada sobre uma grade de cobre e seca. Esta secagem causa
uma deformacdo na estrutura da micela, “encolhendo” sua corona e, consequentemente,
diminuindo seu tamanho. O que se mede no DLS € o didametro hidrodindmico das micelas em
meio aquoso, enquanto que na TEM e na AFM mede-se seus tamanhos no estado seco. No
entanto, as imagens de TEM e AFM mostram que as micelas apresentaram uma morfologia
praticamente esférica, com diferentes didmetros, uma ampla distribuicdo de tamanho e com a
formacdo de alguns agregados. Na Figura 43, é possivel perceber que as trés amostras
apresentaram dimensdes inferiores a 200 nm e na Figura 44, os diametros ficaram abaixo de
100 nm. Tanto a morfologia quanto o tamanho das micelas ndo mudaram dentro de varias

Semanas.
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200 nm

Figura 43: Imagens de TEM das micelas poliméricas F18-GCAG65 (a), F18-GCA27 (b) e F12-
GCA24(c).

108



Figura 44: Imagens topograficas de AFM das micelas poliméricas F18-GCA65 (a), F18-GCA27
(b) e F12-GCA24 (c).
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5) CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente trabalho, objetivou-se obter sistemas micelares formados a partir de
copolimeros em bloco e mostrar um amplo estudo em relagdo a sintese e a caracterizacéo
fisico-quimica de trés tipos de copolimeros anfifilicos, consistindo de diferentes segmentos
hidrofilicos e hidrofébicos, obtidos a partir de uma reacdo de telomerizacdo de dois
diferentes acidos graxos, o acido graxo oléico e o &cido graxo laurico, com um monémero
derivado do glicerol (GCA). Testes realizados em agua e com diferentes solventes organicos,
misciveis em &gua, possibilitaram escolher o DMSO como o melhor solvente para
solubilizacdo dos trés copolimeros em questdo. As propriedades desses materiais, tanto em
meio organico quanto em meio aquoso, foram investigadas por diferentes técnicas, dentre
elas as de DLS e SLS. Os trés polimeros sintetizados formaram grandes aglomerados
micelares esféricos - LCMs - e seus valores de cmc aumentaram com o aumento da por¢éo
hidrofilica do polimero e diminuiram com o aumento da porcao hidrofébica. O diametro das
micelas foi medido por diferentes técnicas e, devido as fortes ligacbes de hidrogénio
intermoleculares, ocorreu a formagdo dos LCMs. A razéo entre o tamanho dos segmentos
hidrofilicos e hidrofobicos afeta o diametro das estruturas micelares, ou seja, mudando o
tamanho dos blocos hidrofilicos e hidrofobicos nos trés polimeros, pode-se modular 0s
valores de cmc e, consequentemente, o tamanho das micelas auto-associadas.

Polimeros baseados em precursores naturais conduzem a materiais que podem
encontrar inimeras aplicabilidades como carreadores biodegradaveis, nas mais diferentes
areas, tais como na industria farmacéutica, cosmecéutica, alimenticia, agroguimica, etc.

Portanto, estudos mais detalhados sobre as propriedades destes polimeros sdo de suma

110



importancia, tais como a citotoxicidade, a eficiéncia de encapsulagéo e a vetorizagéo, dentre
outras.

Os resultados apresentados nesta tese sdo promissores e de grande valia e estudos
adicionais destes sistemas anfifilicos estdo previstos para serem efetuados. A intencdo é
focar estes estudos nas propriedades de encapsulacdo de farmacos e principios ativos
hidrofébicos, bem como na biocompatibilidade e na habilidade de interacdo com células

tumorais.
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