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RESUMO

Neste trabalho, foi estudado o comportamento de reorganizacdo de redes poliméricas
formadas por complexos polieletroliticos (PEC) de quitosana (QT) e sulfato de condroitina
(SC). Estes PEC sdo obtidos a partir das interacOes eletrostaticas, originadas pela mistura dos
polieletrolitos QT e SC, em solucdo aquosa acida. Para este estudo, foram produzidos PEC de
QT (Mv igual a 87 x 10 g mol™ e com grau de desacetilagdo igual a 85 %) e SC (Mv igual a
22 x 10 g mol™), posteriormente intumescidos em solucdes tampdo com diferentes valores
de pH por diferentes intervalos de tempo, o que foi avaliado por meio da determinacdo do
indice de intumescimento. O estudo da reorganizacao da rede polimérica foi realizado através
das técnicas de WAXS, DSC, TGA e imagens obtidas por MEV, apds as amostras de PEC
serem previamente intumescidas em meios com diferentes valores de pH e por diferentes
intervalos de tempo. De acordo com os dados obtidos a partir das técnicas acima descritas foi
possivel inferir que os PEC de QT/SC produzidos apresentaram a capacidade de reorganizar
sua rede polimérica quando comparados com o material formado inicialmente. A
reorganizacdo é dependente também, do intervalo de tempo no qual o PEC é intumescido. E
proposto que a ocorréncia desta reorganizacao se deve ao rearranjo das cadeias de QT e SC
que formam o PEC, ap0s a liberacédo de parte do SC durante o processo de intumescimento do
mesmo, principalmente, em solu¢bes tampédo com pH proximo ou maior que o pKa do &cido
conjugado da QT (pKagr ~ 6.2). A variagdo do pH do meio de intumescimento faz com que a
rede polimérica ndo mais seja formada por interacGes eletrostaticas passando a ser formada
por ligacBes de hidrogénio, originadas pela aproximacéo das cadeias de QT e as ndo liberadas
de SC. Este fenbmeno aumenta a cristalinidade e a estabilidade térmica do material quando
comparado com as amostras que ndo intumescidas em menores condi¢es de pH. O tamanho
médio dos poros, presentes no PEC, também é influenciado por este comportamento,

conforme visualizado nas imagens obtidas por MEV. Logo, através deste estudo foi possivel
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confirmar que o material analisado possui um interessante carater pH dependente, podendo
portanto, ser previamente tratado para exibir caracteristicas especificas, adequando assim seu
uso para um determinado fim. Em uma etapa subsequente a influéncia da razdo QT/SC, da
concentracdo de acido cloridrico (HCI) utilizada na solubilizacdo da QT e do pH da solucéo
tampdo na qual o PEC é intumescido, na variacdo do médulo de elasticidade de compresséo
(E) do PEC apds intumescido, foi estudada atraves da execugdo de um planejamento fatorial
do tipo 2% completo. Foram realizadas medidas de compressio em um equipamento
Texturdbmetro para determinar o valor de E. As varidveis concentracdo de &cido cloridrico
(HCI) utilizada na solubilizacdo da QT e pH da solugdo tampéo na qual o PEC é intumescido,
bem como a interacdo dessas duas variaveis, foram consideradas significativas no aumento no
valor de E. Por outro lado, a variavel razdo QT/SC mostrou-se ndo significativa. Outro
planejamento fatorial do tipo 2° com duplicata foi executado para estudar a influéncia das
variaveis razdo QT/SC e pH da solugdo tampdo no qual o PEC é intumescido, na variacao das
distancias periodicas entre as regides cristalinas presentes na rede polimerica do PEC de
QT/SC. A distancia periddica foi calculada a partir dos sinais de difracdo observados nos
perfis de difragdo do material previamente intumescido. Foi possivel verificar que o material
analisado possui uma interessante dependéncia em relacdo ao pH, podendo portanto, ser
previamente tratado para exibir caracteristicas especificas, adequando assim seu uso para um
determinado fim. Este biomaterial podera se aplicado em estudos futuros como veiculo
carreador de farmacos para liberacdo especifica ou atuar como substrato para o cultivo de

células.

Palavras-chave: Biomateriais, Complexos Polieletrolitico, Quitosana, Sulfato de

Condroitina, Reorganizacéo de Cadeias.
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ABSTRACT

In this work was developed a study about the self-reorganization of polymeric
networks based on polyelectrolytes complexes (PEC) of chitosan (QT) and chondroitin sulfate
(SC). These PEC was processed by electrostatic interaction between the charged groups of
QT and SC, when these polyelectrolyte are mixing. For this study, was processed PEC of QT
(Mv equal to 87 x 10 g mol™ and deacetylation degree of 85 %) and SC (Mv equal to 22 x
10 g mol™) that were swelled in buffer solution with different pH values. The swelling
characteristic was evaluated by swelling degree parameter. The self-reorganization of
polymeric network was performed by WAXS, DSC, TGA techniques and MEV images,
before the PEC samples were previously swell in media with different pH and different time
intervals. According to the data from the techniques above described was inferred the
processed PEC of QT/SC show the ability to reorganize its polymeric network when
compared with the original processed material. This reorganization has a pH- and time-
dependent character. It was proposed that these reorganization occur due to the rearrangement
of QT and SC chains before part of SC releasing during the swelling, mainly in buffers with
pH near or higher the pKa of conjugate acid of QT (pKagr = 6.2). The variations in the media
pH causes to polymeric network leave to be formed by electrostatic interactions and pass to be
formed by hydrogen bond, originated by QT chains and not released SC chains
approximation. This phenomenon increases the material crystallinity and thermal stability
when it is compared with the sample not swelled in a media with less pH condition. The pores
size also is affected by this self-reorganization according to MEV images. Therefore, this
study confirms that material has a interesting pH-sensitive property. It can be pre-treated to
exhibit specific characteristics suiting its use in a more specific way. In a subsequent step the
influence of factors, ratio QT/SC, concentration of hydrochloric acid (HCI) used in the QT

solubilization and pH of buffer in which PEC is swollen, in the variation of the elastic
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modulus in compression (E) of PEC after swollen, was studied by a complete 2* factorial
design. Measurements in a Texturometer were made to determine the E value. The factors
hydrochloric acid (HCI) used in the solubilization of QT and pH of buffer in which PEC is
swollen, as well as the interaction of these two variables were significant to increase of E.
Moreover the factor ratio QT/SC proved to be not significant. Another 22 factorial design with
duplicate was performed to study the influence of the factors, ratio QT/SC and pH of buffer in
which PEC is swollen, in the variation of periodic distances between crystalline regions
present in the QT/SC PEC polymer network. Thus, to evaluate the predominance of a certain
periodic distance, was calculated the ratio between the diffraction signals observed by WAXS
analysis of dry PEC after-swelled. In this factor design both factor studied, as well as their
interaction, proved to be significant for the formation of crystalline regions with smaller
periodic distance. The factorial designs performed allowed to infer from the information
obtained, which can produce QT/SC PEC with distinct properties, according to changes in
variables. The formed biomaterial will be able to be applied in future studies how devices to

controlled release or act how scaffold to cell culture.

Keywords: Biopolymers, Polyelectrolyte Complex, Chitosan, Chondroitin Sulfate, Chains
Reorganization.
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CAPITULO I — Consideracdes Iniciais

1 - Introducéo
1.1 - Biopolimeros

Biopolimeros sdo polimeros produzidos por organismos vivos. Celulose, proteinas e
peptideos e DNA e RNA sdo todos exemplos de biopolimeros [1,2]. A celulose € um dos
exemplos mais comuns de biopolimeros e o composto organico mais comum em nosso
planeta. Ja o biopolimero DNA €, sem davida, o mais importante, pois € o meio pelo qual a
heranca genética de um individuo é transferida aos seus descendentes.

A principal diferenca entre os polimeros convencionais e os biopolimeros pode ser
encontrada nas suas estruturas. Polimeros, incluindo os biopolimeros, sdo feitos de unidades
repetitivas chamadas de meros. Na maioria dos casos, os biopolimeros tém sua estrutura bem
definida, embora esta ndo seja esta uma caracteristica predominante. A exata composi¢do
guimica e a sequéncia na qual estas unidades repetitivas estdo ordenadas é chamada de
estrutura primaria como, no caso das proteinas. Muitos biopolimeros apresentam como
principal caracteristica estrutura complexa, a qual determina suas fungdes bioldgicas e
depende de um modo complexo de sua estrutura primaria. Ao contrario disso, os polimeros
sintéticos geralmente possuem estrutura simples e mais aleatéria (ou estocastica). Isso faz
com que os polimeros sintéticos apresentem, na maioria das vezes, certa distribuicdo de massa
molar, caracteristica esta geralmente ndo observada nos biopolimeros. Em contraste aos
polimeros sintéticos, os biopolimeros tendem a ter uma estrutura bem definida, apresentando
distribuicdo uniforme de massas moleculares que sdo construidas utilizando um modelo de
processo direcionado. Cada molécula de um determinado biopolimero possui um
sequenciamento similar do namero de mondmeros e, portanto, a incidéncia de distribuicdo de
massa molar nos biopolimeros é baixa. Este fenémeno é chamado de monodispersividade, que

contrasta na maioria das vezes com a polidispersividade observada nos polimeros sintéticos.
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Além disso, estes polimeros de ocorréncia natural tém complexos padrdes de dobramento,
incluindo as estruturas secundérias e terciarias, que surgem com base nas propriedades da
estrutura priméria [2,3].

Muitos biopolimeros sdo desenvolvidos para 0 uso comercial e varios outros séo
estudados tanto para ampliar as aplicacdes ja existentes quanto para as novas aplicacdes.
Algumas destas novas aplicagcOes estdo voltadas prioritariamente para substituicdo dos
materiais derivados do petroleo (por exemplo, as embalagens plasticas), para tecnologia de
alimentos, na demanda por alimentos convenientes e menos caldricos e para atuar na obtencéo
de biomateriais, fundamentais para o desenvolvimento da biotecnologia. Em um futuro
préximo, os biopolimeros irdo desempenhar um importante papel nestas areas através de seu
uso em plasticos biodegradaveis, tais como os aditivos alimentares (incluindo analogos de
lipidios), o 6leo de reforco da recuperacdo de produtos quimicos, na engenharia de tecidos e
também como carreadores de farmacos. Esta ampla aplicabilidade dos biopolimeros deve-se
ao fato dos mesmos apresentarem relativa biodegradabilidade e grande biocompatibilidade,
além de serem obtidos a partir de recursos renovaveis, aspectos muito interessantes e
desejados na obtencdo de novos materiais [4]. A Tabela 1.1 mostra alguns dos biopolimeros

atualmente disponiveis e suas respectivas fontes:
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Tabela 1.1 — Tabela demonstrativa de alguns biopolimeros e suas respectivas fontes [4]

Origem Vegetal Origem Animal Bactérias
Amido Acido hialurénico Quitina
Celulose Quitina Quitosana
Pectina Quitosana Xantana

Alginato Glicosaminoglicanos Poligalactosamina
Carraginato Gelano
Gomas Dextrana
Caseina
Sedas
Elastina

Polihidroxialcanoatos

Uma area emergente dentre as pesquisas com biopolimeros é a aplicacdo na sintese de
novos materiais. Os biopolimeros vém desempenhando um papel fundamental na
nanotecnologia e na sintese de materiais biomiméticos. Por apresentarem propriedades fisicas,
quimicas e biologicas Unicas, estes materiais proporcionam a realizagdo de diversas pesquisas
de ponta como a utilizacao dos biopolimeros como substratos para a formacgéo de arquiteturas
moleculares. A formacdo de tubulos lipidicos e proteinas reticuladas sob estruturas
biopoliméricas podem abrir novas oportunidades de um mercado altamente especializado para
biopolimeros [5]. Portanto, todos estes avancos tecnoldgicos e biotecnoldgicos,
eventualmente, desempenham um papel fundamental na mudanca do equilibrio que tende a se
voltar, no futuro proximo, mais para o uso de biopolimeros do que para o uso de polimeros

sintéticos a base de petrdleo.
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1.2 - Biomateriais

A formula¢do de uma definigdo clara para o termo “biomaterial” tem esbarrado em
certas dificuldades. Dentre as definicbes mais comumente encontradas em trabalhos pode ser
citada: “Um biomaterial ¢ qualquer material, de caracteristica natural ou ndo, que compreende
o0 todo ou parte de uma estrutura viva ou dispositivo biomédico que realiza, aumenta, ou
substitui uma funcdo natural” [6]. Deve ser salientado que a definicdo de biomaterial ndo
contempla apenas materiais naturais ou sintéticos. Um biomaterial pode também ser um auto-
enxerto, do enxerto heter6logo ou usados como material de transplante. Os biomateriais sdo
materiais destinados a possuir uma interface com os sistemas bioldgicos para avaliar, tratar,
aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgao ou fungdo do corpo [7]. Muitas vezes, associa-
se 0 conceito de biomateriais a materiais de origem natural, mais conhecidos por
biopolimeros, mas esta associacdo nao é inteiramente correta, ja que existem biomateriais de
origem sintética que podem entrar em contato com o organismo, desempenhando diversas
fungdes benéficas na area da salde. A evolucdo dos biomateriais é relativamente recente e
juntamente com ela sugiram também novas especialidades do conhecimento. A engenharia
biomédica, biotecnologia, biomecénica, liberagdo controlada de farmacos (drug delivery),
engenharia de tecidos e medicina regenerativa sdo alguns exemplos dessas novas
especialidades [7].

A é&rea de biomateriais engloba o conhecimento e a colaboracdo de diversas
especialidades, desde o comportamento mecéanico até as fungdes bioldgicas em nivel
molecular nos tecidos, passando pela engenharia de materiais, onde sdo desenvolvidos
sistemas com propriedades adequadas e, também, determinadas aplicagdes no organismo. A
evolucdo atual dos biomateriais depende, assim, dos avancos das diversas areas, de maneira

global da biotecnologia e da ciéncia dos materiais.
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Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [8], grande parte dos
"materiais de uso em saude", sdo enquadrados como biomateriais como proéteses, lentes,
enxertos, stents, cateteres, tubos de circulacdo extracorpérea e arcaboucos (scaffolds)
empregados na engenharia de tecidos (Tissue Engineering), entre outros. Ao se levar em conta
todas essas aplicacdes, faz se necessario definir um parametro fundamental para a viabilidade
dos biomateriais: a biocompatibilidade. A biocompatibilidade com o organismo pode ser
definida como a capacidade do material de ter uma resposta favoravel numa aplicacdo
especifica, com o minimo de reacfes alérgicas, inflamatorias ou tdxicas, quando em contato
com os tecidos vivos ou fluidos organicos [9]. Nao existem materiais totalmente inertes, ha
sempre uma resposta dos tecidos a qualquer corpo estranho quando inserido no corpo
humano. Logo, ao alterar algumas propriedades dos materiais € possivel minimizar ou
controlar a resposta do tecido.

Além da biocompatibilidade, os biomateriais poliméricos ndo devem exibir toxicidade,
comportamento irritante ou quaisquer respostas fisiologicas adversas [10]. Neste sentido, a
bioatividade é também importante na funcionalidade de um biomaterial. Um material é
bioativo quando h& uma resposta bioldgica especifica na interface do material, por exemplo,
permitindo o crescimento 0sseo e a ligacdo entre o tecido e o material [11]. Os polimeros com
carater biocompativel apresentam grande potencial em aplicacbes biomédicas, como por
exemplo, em placas 0sseas, parafusos de fixacdo ou suturas [12]. As trés principais classes de
materiais utilizados em medicina sdo 0s metais, 0os polimeros e as ceramicas. Além das
combinagOes destes trés tipos por meio de compdsitos. A Fig. 1.1 demonstra algumas das

possiveis aplicacfes de polimeros que atuam como biomateriais.
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Reparo de Cranio (polietilena)

Lentes intraoculares e de contato

(PMMA, hidrogéis, PDMS)
Reconstrugdo maxilofacial
(polietileno, resina vinilica)

Implante Ortolaringolégico
(polietileno, PET, resina vinilica,
compositos bioativos)

Restauragoes dentarias
Preenchimento de partes aveolares (resina vinilica, resinas epoxidas)

(polimeros biodegraddveis - PLA)

Dispositivos acesso percutianeo
(polietileno, PET, PTFE, compésitos
bioativos)

Vilvulas cardiacas artificiais
(poliuretanas, PET, PTFE)

Coluna vertebral
(polietilenc)
Defeito no lliaco
(compdsitos bioativos,
polimeros biodegradaveis.

poliuretanas) Aplicagées ortopédicas estruturais
(polietileno, polissulfonas, polimeros
biodegraddveis, compdsitos bioativos)
Reparo Coxofemoral

(polietileno, PMMA)

Fixagdo de dispositivos ortopédicos
(poliamidas, PMMA, polimeros

. . biodegradaveis)
Tenddes e ligamentos

(poliamidas)

Articulagtes
(PTFE, PMMA, polietileno)

Figura 1.1 — Polimeros utilizados como biomateriais [13].

A grande aplicabilidade dos biomateriais e a ascendéncia dos materiais produzidos em
escala nano, estreita cada vez mais esta relacdo. O desenvolvimento de novos produtos passa,
na maioria das vezes, pelo entendimento do papel da interagdo (em escala nano), do material
com o meio bioldgico que definird se havera formacdo Ossea (caso de hastes femorais ou
implantes dentarios) ou uma indesejavel adesdo plaquetaria (caso das proteses
endovasculares). Além disso, existem varias linhas de pesquisa voltadas para a producdo de

nanoparticulas como carreadoras de farmacos ou para uso em terapias localizadas.
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1.3 - Liberacéo Controlada de Farmacos

O advento dos biomateriais aguca o desenvolvimento de novas tecnologias e a busca
por materiais com maior biocompatibilidade, ampla aplicabilidade e que possuam indmeras
vantagens sobre o0s materiais convencionais aplicados no campo da biotecnologia. O
desenvolvimento dos sistemas de liberacdo controlada de farmacos, freqlientemente descritos
na literatura como drug delivery systems, sdo bons exemplos deste expressivo aumento na
aplicacdo dos biomateriais. Os sistemas de liberacdo controlada oferecem inimeras vantagens
quando comparados aos métodos convencionais de medicacdo. Dentre estas vantagens,
destaca-se sua maior eficacia terapéutica, a qual diminui significativamente o risco de
toxicidade e garante um maior tempo de permanéncia na circulacdo sanguinea [14]. O uso de
biomateriais como carreadores de farmacos possibilita ainda uma reducdo nas reacdes
adversas provocadas pela administracdo do farmaco (sem reacdes inflamatorias locais)
aumentando assim sua seguranca. Alem disso, o farmaco é direcionado a alvos especificos,
sem imobilizagdo significativa das espécies bioativas. Isto garante maior comodidade e
conveniéncia ao paciente (menor numero de doses). O principal objetivo de um sistema de
liberagcdo controlada é o de sustentar a liberagdo do farmaco dentro do nivel terapéutico por
um tempo prolongado, utilizando-se de uma Unica dosagem. Esse nivel terapéutico encontra-
se situado entre o nivel sub-terapéutico e o nivel toxico, respectivamente [15]. Dentre os
polimeros biocompativeis podem ser citados os polimeros naturais (colageno, celulose,
quitina, etc.), os polimeros naturais modificados (quitosana reticulada com glutaraldeido, por
exemplo) e os polimeros sintéticos (poli(vinil alcool), poliésteres, etc.).

Os sistemas de liberacdo controlada do tipo polimérico séo classificados de acordo
com varios mecanismos, ja conhecidos ha algum tempo. Os sistemas controlados por difusédo
sd0 0s mais comuns e dois tipos sdo descritos. No primeiro, o agente bioativo (farmaco)

forma uma particula interna (caroco) envolvida por uma barreira de difusdo inerte. Estes
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sistemas incluem membranas [16], capsulas [17], nanocapsulas [18], lipossomas [19] e fibras
ocas [20]. O segundo tipo é um sélido monolitico no qual, o agente ativo é disperso ou
dissolvido em um polimero inerte e a difusdo do farmaco € a etapa limitante, sendo a taxa de
liberacdo dependente da escolha do polimero [14].

Sistemas controlados quimicamente fazem uso da bioerosdo de polimeros, resultando
na absorcdo dos residuos pelo organismo. A droga também pode estar ligada covalentemente
ao polimero e ser liberada por cisdo da ligacdo por acdo da agua ou de enzimas. Nos sistemas
controlados por solvente o agente ativo esta dissolvido ou disperso na matriz polimérica e ndo
se difunde através da matriz. Para que ocorra a difusdo, o polimero deve ser intumescido (por
exemplo, com agua), diminuindo a temperatura de transicdo vitrea (Tg) e aumento a
plasticidade do material. Deste modo, o farmaco contido na matriz pode se difundir para o
meio externo [14].

A utilizagdo desses sistemas em liberagdo controlada de farmacos envolve um vasto
campo de estudos e tem reunido esfor¢os na determinacdo de materiais passiveis de aplicagéo,
dentre os quais se destacam os biopolimeros. Além disso, busca-se ainda potencializar os
novos sistemas carreadores para liberagdo controlada e dirigida de farmacos aumentando
desta forma, a permanéncia do farmaco na circulacdo sistémica para que se alcance maior
eficacia terapéutica [21]. Dentre esses objetivos, os complexos polieletroliticos (PEC)
mostram grande potencialidade. Inimeros trabalhos, onde PECs sdo produzidos a partir de
biopolimeros, descrevem a versatilidade desses interessantes materiais como carreadores de

farmacos [22-24].
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1.4 - Complexos Polieletroliticos (PEC)

Os complexos polieletroliticos sdo formados por macromoléculas que possuem um
namero relativamente grande de grupos funcionais com carga ou que em condi¢des adequadas
podem adquirir carga. Essas macromoléculas podem consistir de polications ou polianions ou
ambos, dependendo dos grupos funcionais presentes [25]. Estes complexos séo formados por
interacdes i6nicas com redes reticuladas ionicamente. Logo, sdo formados pela interacao entre
dois polieletrélitos com cargas opostas em solucdo aquosa. A rede formada por interacGes
ibnicas e caracterizada por um microambiente hidrofilico contendo bastante agua e uma alta
densidade de carga. A atracdo eletrostatica entre 0s grupos com cargas opostas é a principal
forma de interacdo entre as macromoléculas. Isto é, ela é mais forte que as interacdes
secundérias tais como, ligagdes de hidrogénio e interacbes do tipo dipolo-dipolo [26].

Para que um PEC seja formado, ambos os polieletrolitos devem apresentar seus grupos
funcionais na forma ionizada. Levando em consideracdo esse requisito, a complexacao entre
os polieletrolitos pode ocorrer em uma faixa de pH que abranja os valores de pKa dos dois
polimeros [27], ndo sendo esta uma via de regra. Durante a complexacdo os polieletrolitos,
esses podem também coacervar, ou seja, formar um hidrogel mais ou menos compacto. Alem
disso, se as interagfes sdao muito fortes podem proporcionar a ocorréncia de precipitacdo do
material formado [28]. As propriedades do PEC sdo, principalmente, determinadas pelo grau
de interacdo entre os polimeros. O grau de interacdo depende, essencialmente, de sua
densidade de carga global e determina desse modo, as proporcdes relativas dos componentes
no PEC entdo formados [29].

Neste sentido, dependendo do meio em que os PECs sdo intumescidos, eles podem
exibir alta densidade de carga e diferentes comportamentos de intumescimento. Desta forma,
permitem a difus@o de agua e/ou moléculas de solutos, tais como farmacos e proteinas. Os

PECs podem apresentam maiores indices de intumescimento em meios em que o pH se situa
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entre os valores dos pKa dos grupos predominantes que geram as cargas opostas do PEC [30].
Esta caracteristica de sensibilidade encontrada nas variacdes do pH do meio no qual esta
inserido torna o PEC um material interessante para atuar como carreador para liberacéo
controlada de farmacos ndo somente em meio acido, mas também, nos meios neutro e basico
[30].

Complexos polieletroliticos tém atraido muita atencdo dos pesquisadores devido as
suas propriedades Unicas e seu modo relativamente facil de preparo [31,32]. Nos ultimos
anos, muitas publicacdes dissertam sobre a formacdo de complexos polieletroliticos
envolvendo o polieletrdlito quitosana (QT) e espécies polianiénicas (principalmente as de
origem natural) [33]. Os complexos polieletroliticos contendo QT como um dos seus
componentes apresentam potencialidade para aplicacdes biomédicas, farmacéuticas, na

indUstria alimenticia etc. [34].

1.5 - Quitosana (QT)

Um dos polimeros amplamente utilizado na obtencdo de PEC é a quitosana (QT), um
copolimero linear da D-glucosamina e da N-acetil-D-glicosamina com ligagdo tipo B(1—4)
(Fig. 1.2). E derivada do polimero natural quitina que, por sua vez, é o principal componente
das conchas dos crustaceos, cuticulas dos insetos e paredes das células dos fungos [35]. Os
principais pardmetros que influenciam nas caracteristicas da quitosana sdo a sua massa
molecular e o seu grau de desacetilacdo. Esses parametros sdo determinados pelas condi¢fes
selecionadas durante a sua preparagdo, mas podem ser, além disso, modificados em um
estagio posterior. Por exemplo, a QT pode ser reacetilada e a massa molar pode ser diminuida
por despolimerizacédo acida [26]. Outra caracteristica importante da QT € a sua insolubilidade
em agua pura. Contudo, é possivel solubiliza-la em agua contendo &cidos organicos como

acido acético, formico, citrico, além de &cidos inorganicos como &cido cloridrico diluido
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resultando em solucBes viscosas. A solubilidade da quitosana estd relacionada com a
quantidade de grupos amino protonados (—-NHs") na sua cadeia polimérica. Quanto maior a
quantidade desses grupos, maior a repulsdo eletrostatica entre as cadeias e também, maior a

solvatagdo pela agua.

_ - - o CHy -
OH Y
HN
0
0 0
\ A ™ H-\.
0 0
NH,
i dm | TOH In

Figura 1.2 — Unidade repetitiva da quitosana (m > n)

A QT tem sido objeto de muitas pesquisas, pois possui propriedades fisicas Unicas. Ela
é um interessante biopolimero com boa biocompatibilidade, baixa toxicidade, potencial
hemostatico, boa caracteristica de formagdo de filmes e atividade anti-infecciosa [36,37].
Além disso, a quitosana é metabolizada por certas enzimas humanas, (ex: lisozima) podendo
assim, ser considerada biodegradavel.

Este versatil polimero tem encontrado aplicacdes em muitas industrias primarias
como a agricultura, de papel, téxtil, farmacologica, cosmética e no tratamento de agua [38].
Por apresentar grupos amino e hidroxila em posi¢Ges adjacentes, a quitosana € um polimero
quelante natural que pode ser utilizado para remover ions de metais de transicdo de aguas
poluidas [39]. Outro fator observado, é que ela atua na cicatrizacdo de ferimentos, possui acao
antitumoral e as suas propriedades anticoagulantes permitem a sua utilizagdo na medicina
como transportadores de farmacos, para o reparo de nervos ou substratos porosos
biodegradaveis para regeneracdo da pele. Pesquisas sobre 0 uso de quitosana em sistemas de
liberacdo controlada de farmacos indicam aplicacfes do tipo oral, parental, transdermal,

11
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ocular e nasal. Além disto, a quitosana tem sido utilizada na obtencdo de sistemas
implantados de liberagdo controlada [40].

Devido as suas diferentes aplicagdes, a quitosana tem sido formulada em p6, géis e
filmes, esponjas, tabletes intragastricos e, especialmente, no formato de particulas esféricas
(micro e macroparticulas). Duas das propriedades mais importantes da quitosana sdo a sua
natureza catibnica e a alta densidade de carga em solucdo acida. A quitosana, forma
complexos idnicos insollveis com espécies polianidnicas soliveis em agua em condicBes
neutras [41]. Isto faz com que os complexos polieletroliticos, sendo a QT um dos seus
componentes, apresentem um grande potencial para serem utilizados em aplicagOes

biomédicas e/ou farmacéuticas.

1.6 - Sulfato de Condroitina (SC)

O sulfato de condroitina (SC) integra a familia dos glicosaminoglicanos (GAGS),
sendo caracterizado como um copolimero alternado de B(1,4)-D-acido glucurdnico e B(1,3)-
N-acetil-D-galactosamina que podem ser sulfatados nos carbonos C4 ou Cg (Fig. 1.3). Logo, é
um importante componente estrutural de ligag6es dos tecidos sendo, também, um componente
chave da matriz cartilaginosa. Na ligacdo de tecidos forma uma rede com o colageno para
permitir a passagem de macromoléculas com as proteinas globulares. Uma caracteristica
interessante do SC é a sua degradacdo por bactérias anaerobicas, Bacteroides
thetaiotaomicron e B. ovatus, que residem no intestino grosso [42,43]. Esta situacdo sugere
que o SC seja, potencialmente, um bom candidato em carregador de farmacos para atuar na

regido do colon [44,45].
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Figura 1.3 — Unidade repetitiva do sulfato de condroitina.

Este biopolimero, extraido principalmente da aorta bovina, € utilizado ha bastante
tempo no combate de doencas relacionadas a aterosclerose, trombose, hiperlidemia e
osteoartrite [46,47]. Estudos clinicos ja tém demonstrado efeitos terapéuticos do SC
administrado via oral em pacientes com osteoporose, com a melhoria na funcéo articular e
reducdo de dores. Contudo, o fato do SC ser altamente solGvel sob condicGes fisiologicas
limita sua aplicagdo como veiculo em estado sélido para liberagdo de farmacos. Neste sentido,
por ser um polieletrélito com carater anionico, o SC pode formar complexos polieletroliticos
(PEC) através de interacdo eletrostatica com substancias carregadas opostamente podendo ser
uma 6tima estratégia para manter o SC no estado sélido para o seu uso como sistema de

liberagdo de farmacos.
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1.7 - Objetivos

1.7.1 - Objetivos Gerais

Formar redes poliméricas formadas por complexos polieletroliticos (PEC) constituidos
de quitosana e sulfato de condroitina (QT/SC) e realizar a caracterizacdo quimico-estrutural,
apos esses serem submetidos a tratamentos em diferentes condicdes de pHs e por diferentes

intervalos de tempo.

1.7.2 Objetivos Especificos

v Determinar o indice de intumescimento (S) das amostras de PEC de QT/SC quando
imersas em diferentes solugdes tampéo.

v' Apobs serem intumescidos em solucdes com diferentes valores de pH e por diferentes
intervalos de tempo, analisar amostras de PEC de QT/SC liofilizadas, através de técnicas
instrumentais, para:

I.  Determinar mudancas microestruturais provocadas na rede polimérica do PEC,;
Il.  Verificar mudancas no comportamento térmico do material;
I1.  Avaliar mudancas na morfologia do PEC.

v Estudar o efeito das variaveis razdo entre as massas de QT e SC (razdo QT/SC),
concentracdo de acido cloridrico (HCI) utilizado na solubilizacdo da QT (conc. HCI) e pH
da solugédo tampdo onde a amostra de PEC é previamente intumescida (pH imersao), sobre
0 mddulo elastico de compressao (E) do PEC de QT/SC.

v’ Estudar o efeito das varidveis razdo entre as massas de QT e SC (razdo QT/SC), e pH da
solucédo tampé&o onde a amostra de PEC ¢ previamente intumescida (pH imerséo), sobre as
distancias periddicas predominantes das regides ordenadas formadas pelo reordenamento
das cadeias de QT e SC na rede polimérica formada por PEC.
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CAPITULO Il — Complexos Polieletroliticos de QT/SC

2.1 - Introducéo

Nos Ultimos anos, muitas publicagdes tém dado énfase ao estudo e a aplicacdo dos
chamados biomateriais, especialmente, no campo da biotecnologia, devido as diversas
vantagens que esses apresentam sobre o0s outros materiais (baixo toxicidade,
biocompatibilidade, etc.) e também, por sua grande aplicabilidade [48].

Os sistemas utilizados para liberacdo controlada de farmacos [49], os quais
demonstram superioridade quando comparados com as formas de administragdo
convencionais (sprays, pilulas, injecGes, etc.) [50] sdo considerados alguns exemplos de
aplicacdo dos biomateriais. Dentre os materiais usados na produgéo destes sistemas encontra-
se, a quitosana (QT); um polimero linear derivado do polimero natural quitina, o principal
componente formador das conchas dos crustaceos, das cuticulas dos insetos e da parede das
células dos fungos [51]. Diversas pesquisas com QT tém sido desenvolvidas devido as suas
excelentes propriedades fisicas e bioldgicas [32,35]. Devido a sua natureza cationica e alta
densidade de carga, quando em contato com solucBes acidas, a QT pode formar redes
poliméricas de complexos polieletroliticos (PEC) na presenca de espécies polianibnicas
soliveis [52]. Esta rede polimérica é formada por macromoléculas contendo um ndmero
relativamente grande de grupos funcionais carregados ou que em condi¢Bes apropriadas
podem tornar-se carregados [34]. Logo, a atracdo eletrostatica é a principal interacdo para a
formacdo do PEC, a qual se sobrep@e as intera¢fes secundarias, como é o caso, das ligacdes
de hidrogénio e as ligacdes do tipo dipolo-dipolo [28].

Neste sentido, dependendo do meio no qual a rede polimérica formada por PEC é
intumescida, ela pode exibir alta densidade de carga e diferentes comportamentos de

intumescimento [53] permitindo assim, a difusdo de agua e/ou moléculas de, por exemplo,
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farmacos e proteinas [54]. A rede polimérica pode alcancar altos indices de intumescimento
quando intumescida em um meio onde o pH esta entre os valores dos pKa dos grupos
predominantes que, por sua vez, geram cargas elétricas opostas necessarias para sua
formagdo. Este comportamento caracteristico faz com que PEC seja um material interessante
para atuar como carreador na liberagdo controlada de farmacos ndo somente em meio &cido,
mas também em meios neutros e basicos.

Neste trabalho, a espécie polianiénica usada para formar o complexo polieletrolito
juntamente com a QT foi o sulfato de condroitina (SC). Esse € um importante componente
estrutural dos tecidos conectivos e € um componente chave da matriz cartilaginosa. Este
biopolimero extraido principalmente da aorta bovina é utilizado como farmaco no combate de
doencas relacionadas a arteriosclerose, trombose e osteoartrite [46].

Varios trabalhos discutem a formacdo e a implementacdo destes sistemas formados
por PEC [55], contudo, uma maior atencdo nao tem sido dada ao estudo e a compreensdo da
estrutura destes materiais. Segundo Piai et al. (2009) [56], apds a liberacdo de uma fracdo de
SC do PEC de QT/SC intumescido, ocorre o reordenamento da rede polimérica em uma faixa
de pH entre 6 e 12 em tempo de intumescimento de 200 h. Nesta Dissertacdo de Mestrado, foi
realizado o estudo do comportamento da reordenacéo das cadeias de QT e SC formadoras do
PEC, aprofundando deste modo, os estudos previamente realizados no nosso laboratorio de

pesquisas (GMPC/UEM).
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2.2 - Experimental

2.2.1 - Reagentes

Quitosana (Golden-Shell Biochemical, China) com grau de desacetilacdo igual a 85 % e
massa molar viscosimétrica (My) igual a 87 x 10% g mol'1. A My foi obtida de acordo com o
método proposto por Mao et al. (2004) [57]. Por este método foi medida a viscosidade
intrinsica da QT em solucdo de 4cido acético (HAc) 2% / 0,2 mol L™ de acetato de sddio
(NaAc), utilizando um viscosimetro capilar do tipo Ubbelohde (Modelo Cannon 100/E534) a
25,0 °C. As concentracGes das solugbes foram ajustadas baseando-se na viscosidade das
amostras. As constantes de Mark-Houwink utilizadas para QT com grau de desacetilacdo
igual a 85 % foram K = 1,38 x 10 e a = 0,85;

Sulfato de Condroitina, (lote OP1141/08, gentilmente fornecida pela Solabia, Maringa-Brasil)
com My igual a 22 x 10° g mol™. My obtida de acordo com o método proposto por Wasteson
et al. (1971) [58]. Novamente utilizando um viscosimetro do tipo Ubbelohde (Modelo
Cannon 100/E534), mediu-se a viscosimetria de solu¢des de contendo de 1-5 miligramas de
SC em 0,2 mol L™ de cloreto de sédio (NaCl). Para este método o valor da constante K é 5,0 x
10° e para a é 1,14;

Acido cloridrico (HCI) P.A. 37 % em massa (Nuclear, Brasil);

Cloreto de potéassio (KCI) P.A. 99,5 % em massa (Dinamica, Brasil);

Fosfato de potassio monobasico anidro (KH,PO,4) P.A. 98 % em massa (Nuclear, Brasil);
Biftalato de potassio (KHCgH4(COO),) P.A. 99,95 % em massa (Vetec, Brasil);

Hidroxido de sodio (NaOH) P.A. 95 — 100 % em massa (Nuclear, Brasil);

Acido boérico (HsBO3) P.A. 95 % em massa (Nuclear, Brasil)

Fosfato de sodio bibasico dodecahidratado (Na;HPO4+12H,0) P.A. 98 % em massa (Nuclear,
Brasil).
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2.2.2 - Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento marca Fisatom;

pHmetro marca Hanna Instruments modelo HI 9321;

Bloco de aquecimento marca Stuart Scientific;

Liofilizador marca Christ Gefriertrocknungsanlagen modelo Alpha 1-2/LD;

Difratdbmetro de raios-X marca Shimadzu modelo D6000, com fonte de Cu K, 40Kv e 30mA
(A =0,15418 nm);

Sistema de Anélise Térmica Simultanea (STA) marca Netzsch modelo STA 409 PG/4/G
Luxx,

Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) marca Shimadzu modelo SS-550 Superscan;

Balanca Analitica marca Gehaka modelo AG 200, com precisao 1/10000.

2.2.3 - Formagéo do PEC de QT/SC

Os PEC de QT/SC foram formados a partir de uma solucdo aquosa, resultante da
mistura de duas outras solucdes aquosas individuais de QT e SC. Para obtencdo da primeira
solucdo, 6,4 g de QT foram dissolvidos em 400 mL de solucdo aquosa acida, com
concentracéo de HCI igual a 0,57 mol L™. Esta solucio foi aquecida até a temperatura de 65
°C e agitada até a completa solubilizagdo da QT produzindo, assim, uma solucdo aquosa acida
com concentracdo igual a 1,6 % m/v. J& para a segunda solugdo, 25,0 g de SC foram
solubilizados em &gua até a obtencdo de uma solucdo aquosa de 100 mL com concentracdo
igual a 25,0 % m/v.

Apo0s isto, as duas solucbes produzidas foram misturadas lentamente sob agitacéo
vigorosa a temperatura ambiente. A solugéo resultante foi entdo estocada por 24 h para a
sedimentacdo do PEC. Decorrido este periodo, o material recéem formado foi separado do

sobrenadante e purificado em 500 mL de &gua destilada por outras 24 h. Durante o processo
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de purificacdo, o pH do meio foi ajustado a neutralidade (pH 7) com o gotejamento de uma
solucéo aquosa de NaOH 0,2 mol L™. Por fim, o material purificado foi cortado em pequenos
cubos, cujas arestas apresentaram cerca de 1,50 cm, e entdo, foram secos a temperatura

ambiente por 48 h.

2.2.4 - Preparacéo das SolucGes Tampéo

As solucdes tampdo utilizadas neste trabalho, foram produzidas segundo o Livro
Nacional de Formulas — Farmacopéia dos Estados Unidos (USP30-NF2520, 2007) [59].
Diferentes solugdes tampdo foram preparadas numa faixa de pH de 2 a 10 com concentracao
de 50 mmol L. L. A forca i6nica foi ajustada em uma concentracéo constante de 0,1 mol L™
com a adicdo de KCI. As quantidades necessarias das solucGes de partida para a producdo da

cada solucao tampao sdo descritas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Quantidade de reagentes utilizados na producdo das solu¢des tampédo com forca

idnica constante (0,1 mol L™).

Solucgéo HCI NaOH KCI

pH Soluto 0,5 mol L™ 02 molL* 02 molL* adicionado
(mL) (mL) (mL) )
2,00 KCI 100 53,0 0 2,94
6,00 KH,PO4 100 0 29 3,30
8,00 KH,PO,4 100 0 234 3,04
10,00 H3BO3 / KCI 100 0 220 0,45
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2.2.5 - Indice de Intumescimento (S)

Para caracterizar a capacidade de absorcao de liquido aquosos do PEC de QT/SC, foi
utilizado neste trabalho o parametro indice de intumescimento (S) [60], o qual é dado pela
razdo entre a massa do PEC intumescido (W,) e a massa do PEC seco (W,). Para o célculo de

S foi usada a seguinte equacao:

s=2%"% + 100 2.1)
W,

0

Para a determinacdo de S, as amostras de PEC secas, preparadas conforme o item
2.2.3, foram previamente pesadas e posteriormente imersas em solug¢6es tampéo nos pHs 2, 6,
8 e 10, respectivamente. Este valores de pH foram escolhidos aleatoriamente ndo seguindo
nenhum padrdo ou regra especifica. Apos intervalos de tempo programados, as amostras
foram recolhidas e pesadas possibilitando assim, determinar os valores de S. As medidas

foram realizadas em triplicata.

2.2.6 - Reorganizacdo da rede polimérica formada por PEC de QT/SC

Os pequenos cubos de PEC secos, os quais foram preparados conforme o item 2.2.3,
foram imersos em recipientes cilindricos contendo cerca de 30 mL de solucdo tampédo. Os
valores de pH das solucbes tampdo foram 2, 6, 8 e 10, respectivamente. No que tange 0s
recipientes, esses foram mantidos a temperatura de 37 °C, temperatura essa proxima a
temperatura corporea, em um bloco aquecido com intervalos de imersdo em cada tampéo de
100, 200, 400 e 800 h. Estes intervalos de tempo foram escolhidos ao acaso. Decorridos 0s
intervalos de imersdo, as amostras de PEC foram coletadas e trituradas em pequenos pedacos.

Este material foi entdo, liofilizado a -55 °C por 24 h e, ap6s a realizacdo dessa etapa, as
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amostras se apresentaram na forma de pd sendo esse posteriormente analisado pelas técnicas

instrumentais descritas abaixo.

2.2.7 - Analises de difracéo de raios-X de angulo amplo (WAXS)

As amostras de PEC secas, depois de serem intumescidas em solugfes tampao com
diferentes pHs e por diferentes intervalos de tempo, foram caracterizadas através da técnica de
WAXS. Os dados de difracdo de raios-X (DRX) foram coletados em uma faixa de varredura
de 26 = 5° - 70°, com resolucéo de 0,02°, em uma velocidade de varredura de 2° min™.
Foram também caracterizados por esta técnica os respectivos compostos polieletroliticos
puros (QT e SC), os sais utilizados na producdo das respectivas solu¢des tampéao e as proprias

solugbes tampéo.

2.2.8 - Andlises de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Estas andlises foram realizadas utilizando-se um calorimetro com escaneamento a uma
taxa de 10 °C min™ sob uma atmosfera de nitrogénio com vazdo de 20 mL min™ em um
intervalo de temperatura de 22 a 400 °C. As analises foram desenvolvidas utilizando

recipientes hermeticamente fechados, para reduzir os efeitos da perda de umidade.

2.2.9 - Andlises termogravimétricas (TGA)
As analises termogravimétricas das amostras de PEC foram efetuadas por meio de um
analisador termogravimétrico a uma taxa de 10 °C min™, sob uma atmosfera de nitrogénio

com vazdo de 20 mL min™ em um intervalo de temperatura de 22 a 400 °C.
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2.2.10 - Imagens de MEV do PEC de QT/SC

As morfologias dos poros presentes nas amostras de PEC foram investigadas através
de imagens de MEV. J4, essas imagens foram obtidas apds o PEC de QT/SC ser intumescido
em solucbes tampdo com diferentes valores de pH e intervalos de imersdo. Apos
intumescidas, as amostras foram removidas dos respectivos recipientes e rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido por 5 minutos. Apds o congelamento das amostras, essas
foram fraturadas em pequenos pedacos. Posteriormente, esses pedacos foram liofilizados a
-55 °C por 48 h. As superficies das amostras liofilizadas, por sua vez, foram metalizadas com
ouro por sputtering, para torna-las eletricamente condutora e possibilitar a visualizacdo por
MEV. As imagens foram obtidas por meio da aplicacdo de uma voltagem de aceleracdo dos

elétrons de 8 kV.
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2.3 - Resultados e Discussao

2.3.1 - Determinacao do indice de intumescimento (S)

A capacidade de intumescimento do PEC de QT/SC foi avaliada através do parametro
indice de intumescimento (S). Na Fig. 2.1 sdo apresentadas as curvas de intumescimento das
amostras de PEC imersas em solu¢6es tampédo com diferentes valores de pH. Cada amostra foi
mantida em uma solucéo tamp&o com um valor de pH fixo e as medidas foram feitas em um
intervalo de tempo de 0 a 350 h. A escolha dos valores de pH estudados foi feita sem a

utilizacdo de um critério especifico.

indice de Intumescimento (S) - %

100 [ —C—pH2 ]
i ——pHE

50 —+—pH8 3
—O—pH 10

0 ..... | PR | PP Lo | P | | | -
0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (h)

Figura 2.1 — indice de intumescimento (S) em fung&o do tempo de imersdo de amostras

PEC de QT/SC em solugdes tampéo com diferentes valores de pH.

Segundo os dados obtidos e demonstrados na Fig. 2.1 as amostras de PEC que foram
intumescidas em tampdo pH 2 atingiram o equilibrio mais rapidamente que as amostras
intumescidas em solucdes tampdo com maior valor de pH. O valor de S calculado para esta
condicdo de pH mostra que as amostras de PEC apresentam a capacidade de absorver uma
quantidade de liquido cerca de 175 % maior que sua massa seca. Contudo, este foi 0 menor

valor calculado para o parametro S dentre todas as condicdes de pH do meio de
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intumescimento testadas. Quando as amostras de PEC sdo intumescidas em um meio onde o
pH é menor que o pKa do &cido conjugado da QT (pKagr = 6,20) [60], 0s grupos amino
(—NH>) presentes na estrutura da QT encontram-se na forma ionizada (~NHs"). Isto possibilita
que estes grupos interajam fortemente com os grupamentos sulfonicos (—OSO3) presentes nas
cadeias de SC. Deve ser mencionado que o valor do pKa dos grupos sulfénicos é
aproximadamente 2,60 [62]. Dessa forma, esta forte interacdo faz com que a rede polimérica
formada entre cadeias de QT e SC permaneca estavel e enovelada de modo que ndo ocorra
uma expansao significativa da mesma, reduzindo assim a sua capacidade de absorcdo de
liquidos.

Para as amostras de PEC intumescidas nas outras solu¢des tampao, com pHs 6, 8 e 10,
é verificado que estas intumescem até um certo valor maximo (Smax) € entdo suas respectivas
curvas apresentam decaimento com o tempo de imersdo. O decaimento foi atribuido a perda
de massa das amostras de PEC, que quando intumescidas em tampao com pH maior que o
pKagr ndo mais apresentam forte interacdo entre as cadeias de QT e SC. Isso ocorre, pois
nestas condi¢des de pH n&o h& a ionizagdo dos grupos amino da QT [56], enquanto que 0s
grupos sulfénicos (pKa ~ 2.60) [62] e carboxilicos (pKa ~ 4.57) [62] do SC sdo convertidos
nas suas respectivas formas ionizadas. Com isto, h4& um aumento na densidade de cargas
negativas no interior da rede polimérica e as cargas negativas promovem a repulsdo
eletrostatica do tipo anion-anion entre as cadeias de SC. Tal repulsdo, somada a diminuicdo
das interacdes eletrostaticas entre as cadeias de ambos os polieletrolitos, desestabiliza a rede
possibilitando que as cadeias de SC anteriormente aprisionadas, adquiram maior mobilidade.
A desestabilizacdo da rede promove a expansao da mesma, ocasionando o0 aumento na difusédo
de liquidos pelo seu interior. Durante a difusdo de liquidos as cadeias de SC podem sofre
hidrolise catalitica e os seus fragmentos e/ou cadeias pequenas, sdo capturadas e

posteriormente liberadas por difusdo durante o efluxo de liquido [56]. Esta suposicdo é
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sustentada, além das inferéncias acima discutidas, pelo fato de que o SC apresenta boa
solubilidade em condicBes proximas a neutralidade [63], sendo essa caracteristica néo
observada para a QT [64]. Isto reforca a hipGtese de que a reducdo de massa observada nas
amostras intumescidas em meios com pH > 6 ¢ devida a liberagdo de parte das cadeias de SC.

Os maiores valores de S foram observados para as amostras intumescidas nas solugoes
tampdo com pH 6 ou 8, pois nestas condi¢des a rede polimérica apresenta-se desestabilizada
e, consequentemente, expandida. O aumento no pH do meio de intumescimento favorece a
disponibilidade de grupos béasicos (OH’) que, por sua vez, reagem com 0S grupos amino
protonados da QT através de uma simples reacdo do tipo 4cido-base (-NHz* + OH — —NH;
+ H,0). Isto possibilita que os grupos presentes na QT passem a interagir com 0S grupos
sulfonicos e carboxilato do SC por meio de ligacBes de hidrogénio. Com a diminuicdo da
repulsdo eletrostatica entre as cadeias, essas passam a se aproximar e possibilita que a rede
polimérica adquira novamente estabilidade. Por isso, é observado que para as amostras
intumescidas em tampdo pH 10 o valor maximo de S é menor que os valores observados para
as amostras intumescidas em solug6es tampdo com pHs 6 ou 8. A determinacgdo do parametro
S para as amostras de PEC intumescidas em diferentes condi¢des de pH permitiu deduzir que
0 comportamento de intumescimento é dependente do pH e do tempo de imersdo. Assim, 0

PEC de QT/SC descrito neste trabalho pode ser classificado com um “biomaterial inteligente”

[65].

2.3.2 - Andlise dos difratogramas de raios-X

A difracdo de raios-X de angulo amplo (WAXS) é uma das principais técnicas de
caracterizagdo microestrutural utilizada na area de materiais. Tem sido usada, principalmente,
na caracterizagdo de novos materiais micro e nanoestruturados. Seu funcionamento, de forma

simplificada pode ser assim entendido: ao atingirem um material, os raios-X podem ser
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espalhados elasticamente, sem perda de energia pelos elétrons de um atomo (dispersédo ou
espalhamento coerente). Apos a colisdo com o elétron, o foton de raios-X muda sua trajetoria,
mantendo, porém, a mesma fase e a energia do foton incidente. Sob o ponto de vista da fisica
ondulatéria, pode-se dizer que a onda eletromagnética € instantaneamente absorvida pelo
elétron e reemitida, isto €, cada elétron atua como centro de emisséo de raios-X. Se 0s &tomos
que geram este espalhamento estiverem arranjados de maneira estruturada, como em uma
estrutura cristalina, apresentando entre eles distancias préximas ao do comprimento de onda
da radiacdo incidente, pode-se verificar que as relagdes de fase entre os espalhamentos
tornam-se periddicas e que efeitos de difracdo dos raios-X podem ser observados em angulos
especificos.

Considerando-se dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, as condigdes para
que ocorra a difracdo de raios-X (interferéncia construtiva ou numa mesma fase) vao
depender da diferenca do caminho percorrido pelos raios-X e o comprimento de onda da

radiacdo incidente. Esta condigdo e expressa pela lei de Bragg (Equagéo 2.2).

A = 2dsend (2.2)

Onde A corresponde ao comprimento de onda da radiagéo incidente, sendo que para as
andlises realizadas neste trabalho, o valor de A, foi de 0,154 nm para raios-X provenientes da
fonte (Cu-k,), d é a distancia interplanar da estrutura cristalina e 6 € relativo ao angulo de
incidéncia dos raios-X (medido entre o feixe incidente e os planos cristalinos).

Na Fig. 2.2, sdo apresentados os difratogramas de raios-X dos polieletrélitos puros
(QT e SC) e das amostras de PEC intumescidas em solucdes tamp&do com os valores de pH 2,
6, 8, e 10 e por diferentes intervalos de imersdo. Os sinais de difracdo em 20 = 10,8° and 26 =

19,9° no difratograma da QT sdo atribuidos as correspondentes regides cristalinas presentes
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na estrutura do polieletrolito. Estas regides cristalinas sdo formadas por interacdes entre as
suas cadeias (ligacbes de hidrogénio, por exemplo) [64]. Um sinal de difracdo de baixa
intensidade em 20 = 21.9° corresponde as regibes cristalinas do SC. Apds a formacdo do
complexo entre QT e SC, as regibes cristalinas observadas nos polieletrélitos puros sdo
rompidas [25]. Diferentemente dos polieletrélitos puros as interacdes entre suas proprias
cadeias deixam de ocorrer e dao lugar a interacGes do tipo inter-cadeias, onde predominam as
interacdes eletrostaticas entre grupos funcionais dos dois polimeros.

Apds terem sido intumescidas em solucdo tampédo com pH 2, ndo foram observados
sinais de difracdo nos perfis de WAXS nas amostras liofilizadas de PEC, mesmo apds um
intervalo de 800 h de intumescimento (ver Fig. 2.2). Isto evidencia que ndo ocorre a formacao
de regibes organizadas no interior da estrutura das amostras de PEC apds essas terem sido
intumescidas nesta condicdo de pH, independentemente do tempo de imersdo. Como
discutido anteriormente, quando as amostras séo intumescidas em tampéo pH 2, as interagoes
eletrostaticas entre as cadeias dos polieletrolitos sdo fortes o suficiente para evitar o
desprendimento e subsequente liberacdo do SC. A liberagcdo de parte do SC para 0 meio
externo € discutido na literatura com sendo um fator chave para que ocorra o rearranjo das
cadeias que formam o PEC [56]. Este fendmeno de rearranjo é responsavel pela formacao das
regides ordenadas no interior da rede. Entdo, a auséncia de sinais de difragdo nos perfis de
WAXS das amostras intumescidas em tampéo pH 2 permite que seja deduzido que ndo houve

a liberacdo de SC tampouco o reordenamento das cadeias nesta condicdo de pH.
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Figura 2.2 — Difratogramas de raios-X dos polieletrolitos puros e das amostras de PEC
intumescidas nas solu¢bes tampédo com pH 2, 6, 8 e 10, durante os intervalos de 100, 200, 400
e 800 h.

Diferentemente do que ocorre com as amostras intumescidas em tampao pH 2, os
perfis de difracdo das amostras liofilizadas apds terem sido intumescidas em solucgdes tampéo
com pHs iguais a 6, 8 e 10 mostram sinais de difracdo com alta intensidade em 26 = 43,8° e
20 = 64,2°. O aparecimento destes sinais sugere a formacéo de regiGes ordenadas na rede do
PEC seco quando esses séo intumescidos em solugdes com pHs na faixa de 6—10. Estes sinais
de difragdo também se tornam mais intensos com o aumento do tempo de imerséo, indicando
que a formacéo destas regides é dependente também do fator tempo de imersdo. Quando as
amostras sao intumescidas previamente em condi¢des onde o pH é proximo ou maior que 0
pKa do acido conjugado da QT, como observado pelo estudo do grau de intumescimento, a

quantidade de liquido que flui através da rede é muito maior. Isto é devido a desestabilizacédo
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da mesma, pois as forcas repulsivas entre as cadeias de SC expandem a rede
substancialmente. Ao difundir para o interior da rede de PEC, o liquido de intumescimento
faz com que o SC, o qual ndo mais interage fortemente com a QT, seja parcialmente liberado.
Na faixa de pH entre 6 e 7, ndo ocorre a liberacdo de todo o SC, pois ndo hd no meio
quantidade suficiente de grupos basicos (OH") para reagirem com 0s grupos amino protonados
da QT. Com o aumento do pH do meio, a disponibilidade de grupos basicos aumenta, fazendo
com que os grupos —NHs" sejam convertidos em grupos —NH,. Assim, os grupos —0SOs e
—COO" das cadeias de SC néo liberadas passam a interagir com os grupos —NH; da QT por
meio de ligagcdes de hidrogénio. Vale ainda ressaltar que o SC possui em sua estrutura um
grupo amida (ver Fig. 1.3), o qual devido ao longo tempo de intumescimento pode ser
hidrolisado a amina. Assim, o SC poderia contar com mais um grupo funcional efetivo na
formagéo de ligagcdes de hidrogénio com os grupos amino da QT. Contudo, para evitar 0
carater especulativo dessa possibilidade estudos futuros seréo realizados no intuito de valida-
la ou descarté-la. De acordo com os dados experimentais e com as inferéncias feitas a partir
destes, é verificada a mudanca nas forcas de interacdo que formam o PEC onde, a principio,
predominavam as interacfes eletrostaticas. A complexacdo dos polieletrolitos passa a ser
regida pelas ligacdes de hidrogénio.

Na Fig. 2.3 é demonstrado um esquema alusivo ao comportamento da rede
polimérica, bem como dos grupos funcionais predominantes nas macromoléculas de QT e SC,

quando o PEC ¢ intumescido em meios com diferentes valores de pH.
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Figura 2.3 — Esquema demonstrativo do comportamento da rede polimérica formada por PEC

de QT/SC, quando essa é intumescida em meios com diferentes valores de pH.

Durante a formacdo do PEC (em meio acido) e quando suas amostras sdo intumescidas
em tampdo pH 2 nos diferentes tempos investigados, as interacdes eletrostaticas entre 0s
grupos de ambos os polieletrélitos predominam pois ndo foi observada perda de massa do
hidrogel intumescido e nem sinais de difracdo no PEC ap0s liofilizagdo. Nestes casos, como
as interacdes eletrostéticas sdo tidas como de longo alcance, as cadeias da QT e do SC néo
precisam necessariamente estarem relativamente proximas para que ocorra a interacdo entre
0S grupos com cargas opostas. Nestas condi¢Oes, somente ocorrem interagdes entre as cadeias
de um mesmo polieletrélito e a estrutura formada e/ou mantida tende ao estado enovelado e
com baixo grau de expansdo. Por isso ndo sao observados sinais de difracdo referentes a
regibes ordenadas nos perfis de WAXS das amostras secas de PEC, apés estas terem sido
intumescidas em tamp&o pH 2 e uma baixa capacidade de absorcdo de liquido (Fig. 2.1). Foi

observado um comportamento transitério na estrutura do PEC de QT/SC quando o
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intumescimento ocorre em solugdes com maiores valores de pH. Nestas solugdes, o material
apresenta uma expansdo em sua rede devido a repulsdo do tipo &nion-anion entre as cadeias
de SC, pois ha um aumento do grau de intumescimento. H4, nestas condigdes, a prevaléncia
das interac6es por ligacOes de hidrogénio. As interacbes deixam de ter carater exclusivamente
inter-cadeias e passam a apresentar também interagdes entre as cadeias de um mesmo
polieletrdlito. Do ponto de vista energético, as ligacdes de hidrogénio sao menos intensas que
as interacOes eletrostaticas. Dessa forma, para que ocorram as interacBes as cadeias dos
polieletrdlitos devem estar mais proximas. O rearranjo das cadeias faz com que sejam
formadas as regibes ordenadas observas nos perfis de WAXS das amostras secas e
previamente intumescidas em solugdes tampao com pH > 6. As amostras intumescidas em
tampédo pH 10 apresentaram maior ordenamento das cadeias e consequente aumento em sua
estabilidade, como observado pelo aumento de intensidade dos sinais de difracdo nos perfis de
WAXS. Tal comportamento é dependente também do intervalo de tempo no qual as amostras
de PEC permaneceram imersas em cada uma das solu¢bes tampdo. Estas inferéncias sao
consistentes com o comportamento observado para o indice de intumescimento (S). Para as
amostras intumescidas em tampédo pH 10, o valor Spax é reduzido a um valor menor que 0s
observados para as amostras intumescidas nos tampdes pH 6 e 8, pois sua rede estd
estabilizada por ligacdes de hidrogénio, as quais restringem a expansao da mesma.

O aparecimento dos sinais de difracdo nos difratogramas das amostras de PEC nédo sao
originados e/ou influenciados pelos sais utilizados na preparacdo das solugbes tampéo
(HsBO3, KCI, KH,PO, e NaOH) e das misturas destas, utilizadas como meio de
intumescimento para o PEC. Os perfis de difracdo apresentados por estes materiais ndo
apresentaram sinais de difracdo em 20 = 43.8° and 20 = 64.2° (Fig. 2.4), sendo portanto,
descartada a participacdo destes no resultado das analises de DRX das amostras secas de

PEC.
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Figura 2.4 — Perfis de difracdo das substancias quimicas utilizadas no preparo das solucdes
tampédo e das solugbes tampéo usadas como meio de intumescimento para as amostras de
PEC.

Aplicando a lei de Bragg (Equacdo 2.2), foi possivel calcular as distancias periodicas
entre as regides cristalinas observadas pela técnica de WAXS nas amostras secas de PEC ap0s
serem previamente intumescidas em solu¢es tamp&o com os valores de pH 6, 8 e 10 por
diferentes intervalos de tempo. Os valores determinados para as distancias periodicas entre as
regides cristalinas, utilizando a lei de Bragg, foram 2,06 A para o sinal de difracio em 20 =
43,8° e de 1,45 A para o segundo sinal de difracdo observado em 20 = 64,2°. Isto demonstra
que as amostras de PEC de QT/SC secas ap0s prévio tratamento por imersdo em solucao
tampdo, apresentam regiGes ordenadas dispersas na rede polimérica e com distancias
periodicas distintas. A partir dos difratogramas obtidos para cada amostra, foram estimadas as
areas relativas aos sinais de difracdo em 26 = 43,8° e 64,2° para cada condi¢do de
intumescimento. A razdo entre as areas dos sinais de difracdo (razdo 64,2°/43,8°) permite
estimar a distancia periddica preferencial entre as regides ordenadas dos PEC secos. Os

valores obtidos sdo apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Areas dos sinais de difracdo em 64,2° e 43,2° observados nos difratogramas de

raios-X das amostras de PEC (Fig. 2.2) e a razao entre as areas.

Condicao de Intumescimento Area dos sinais (u.a.) Razdo entre as areas
...... 29:438020:6420 (64291 43,89
Tampéo pH 6 — 100 h 439,03 131,33 0,299
Tampéo pH 6 — 200 h 553,93 228,66 0,413
Tampdo pH 6 — 400 h 652,85 413,26 0,633
Tampéo pH 6 — 800 h 789,40 676,18 0,869
Tampao pH 8 — 100 h 333,49 184,04 0,552
Tampéo pH 8 — 200 h 595,08 358,26 0,602
Tampéo pH 8 —400 h 724,53 525,32 0,725
Tampéo pH 8 — 800 h 990,19 937,71 0,947
Tampéo pH 10 - 100 h 313,63 197,04 0,629
Tampédo pH 10 — 200 h 674,43 515,19 0,764
Tampéo pH 10 —400 h 778,61 683,15 0,877
Tampéo pH 10 — 800 h 1054,47 1023,39 0,971

Avaliando os valores descritos na Tabela 2.2 referentes a razdo entre as areas dos
sinais de difracdo, € possivel afirmar que ambos os fatores, intervalo de imersdo e pH da
solucdo tampdo onde o PEC € intumescido, ao serem elevados para maiores valores acabam
por influenciar no reordenamento das cadeias dos polieletrolitos formadores do PEC. Logo, o
resultado dessa influéncia é observado na formacdo de regides ordenadas com uma menor

distancia periddica entre as mesmas.
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Figura 2.5 — Razdo entre as areas dos sinais de difracdo em 64,2° e 43,2° em func¢éo do

tempo de imersdo das amostras para solugdes tampdo com diferentes pHs.

Pode-se verificar na Fig. 2.5 que ocorre o reordenamento das cadeias de QT e SC em
amostras de PEC intumescidas em tampdo pH 6 durante intervalos de 100 e 200 h. Nestas ha
a formagao regides ordenadas com predominancia da distancia periodica de 2,06 A. Isto se
baseia no fato que em tampdo pH 6 até o intervalo de 200 h de imersdo, os grupos amino
presentes na QT estdo ainda parcialmente protonados o que colabora no aumento da interagao
eletrostatica entre as cadeias dos dois polimeros e, consequentemente, mantém a rede
polimérica parcialmente enovelada. Contudo, quando o intervalo de imersdo em tampdo pH 6
é superior a 400 h e/ou pH do meio no qual as amostras intumescidas sdo elevadas para
valores maiores, a razdo entre as areas aumenta. A repulsdo do tipo &nion-anion entre as
cadeias de SC, devido aos grupos sulfonico e carboxilato, que nestas condi¢bes de pH ndo séo
mais estabilizados pelos grupos amino protonados da QT (pKagr =~ 6,2), provoca a
desestabilizacdo da rede polimérica e a consequente liberacdo de parte das cadeias de SC.
Nestas condicdes as cadeias remanescentes de SC juntamente com as de QT se reordenam de
modo a formar regifes ordenadas com predominancia de uma menor distancia periddica (1,45

A). Dessa forma, pode se inferir que a rede polimérica do PEC seco apds esse ser intumescido
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em tampao com pH > 6 e durante maiores intervalos de tempo, converte-se de uma estrutura
enovelada em outra com cristalinidade. A Fig. 2.6 mostra uma ilustracdo esquematica para a
transicdo entre a estrutura enovelada do PEC causada pela mudancga do pH do tampéo onde a

amostra foi intumescida.

Rede Enovelada Rede Expandida Formacéao das regides ordenadas

Figura 2.6 — Esquema ilustrativo sobre a transigdo da estrutura enovelada e a formagao de

regiGes ordenadas na rede polimérica do PEC segundo a variagédo do pH.

Quando as amostras sdo intumescidas em tampdo pH 2 a forte interagdo do tipo
polimero-polimero evita que as cadeias de SC sejam liberadas, mantendo assim a estabilidade
da estrutura enovelada do PEC. O aumento do pH do meio de intumescimento para valores
proximos ao pKagr ocasiona a desestabilizacdo e a expansdo da rede do PEC. Em um meio
onde o pH esta entre 6 e 8, 0s grupos amino protonados da QT reagem com 0S grupos basicos
presentes no meio. Os grupos amino na forma neutra passam a interagir com 0S grupos
sulfonicos e carboxilatos do SC por meio de ligacdes de hidrogénio. Para que isso ocorra é
necessario o reordenamento das cadeias de QT e SC, de modo que as mesmas se aproximem o
suficiente para que ocorra a formacdo deste tipo de interagdo. A aproximagdo e o
posicionamento das cadeias de maneira mais organizada sdo responsaveis pela formacgéo das
regides ordenadas observadas nas anélises de WAXS das amostras secas de PEC ap6s serem
intumescidas em solugfes tampédo com pH maior que 6. Quando as amostras sdo intumescidas
em solucdo tampdo com pH maior que 8, ha um aumento na quantidade de ligacGes de
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hidrogénio e assim um consequente aumento na quantidade de regiGes ordenadas. Isto é
corroborado pelo aumento na intensidade dos sinais de difragdo decorrentes do aumento do
pH da solugdo tampdo onde as amostras sdo intumescidas e/ou o aumento do intervalo de

tempo de intumescimento das amostras.

2.3.3 - Anélises de DSC e TGA

A técnica termo analitica DSC determina a diferenca nas quantidades de calor
necessarias para aumentar a temperatura de uma amostra e de uma referéncia. S&o realizadas
medidas em funcdo da temperatura tanto durante o aquecimento como durante o resfriamento
das mesmas. A partir dos dados obtidos, é possivel identificar transicdes de fases no material
como determinar seu ponto de fusdo, transi¢fes vitreas ou decomposicdes exotérmicas, entre
outras. Neste trabalho, a técnica de DSC foi utilizada com a intengdo de caracterizar as
respectivas mudancas no comportamento térmico do material devido a reorganizacdo das
cadeias de QT e SC, posteriormente a liberacdo de parte do SC. Na Fig. 2.7 sdo demonstrados
as curvas DSC dos polieletrdlitos puros (Fig. 2.7a) e das amostras de PEC secas ap0s serem
intumescidas em tampao pH 6 (Fig. 2.7b), 8 (Fig. 2.7c) e 10 (Fig. 2.7d), por diferentes

intervalos de tempo.
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Figura 2.7 — Curvas DSC dos (a) polieletrélitos puros e das amostras de PEC de QT/SC
intumescidas em solucgdes tampao com pHs (b) 6, (c) 8 e (d) 10 por diferentes intervalos de

tempo.

Na faixa de temperatura entre 50 ° e 150 °C, as curvas DSC dos polieletrélitos puros
(Fig. 2.7a) apresentam um pico endotérmico alargado atribuido a evolucdo de componentes
volateis, principalmente agua. A curva DSC do SC apresenta um pico exotérmico intenso em
246 °C enquanto que a da QT apresenta um pico exotérmico em 307 °C, sendo ambos
atribuidos as degradacGes dos respectivos polieletrélitos (dados confirmados pelas curvas
TGA - Fig. 2.8).

No trabalho desenvolvido por Du et al. (2006) [25] foi sugerido que da forte interacéo
eletrostatica entre os grupos carregados de diferentes polieletrolitos pode resultar na perda de
parte das ligacGes de hidrogénio do entre as cadeias e inter—cadeias. Como consequéncia,
ocorre a ruptura das respectivas estruturas cristalinas presentes nos polimeros precursores. A

partir desta sugestao, é possivel ressaltar que a formagdo de uma rede polimérica formada por
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PEC deve apresentar estabilidade térmica diferente daquela demonstrada pelos polieletrélitos
puros. Entdo, a formacdo da estrutura enovelada do PEC de QT/SC pode ser caracterizada
pela presencga de um pico endotérmico no termograma desse material [67,68].

A Fig. 2.7b mostra as curvas DSC das amostras de PEC de QT/SC ap6s serem
intumescidas em tampao pH 6 durante os intervalos de 100, 200, 400 e 800 h. Para a amostra
intumescida durante o intervalo de 100 h, foi observado um pico exotérmico em 254 °C. No
entanto, apds ser intumescida neste mesmo tampdao (pH 6) mas durante 800 h a amostra seca
exibe este pico exotérmico em uma temperatura maior, no caso, 261°C. Este mesmo
comportamento com relacdo ao intervalo de tempo no qual a amostra é intumescida pode ser
também verificado quando as amostras sdo intumescidas nas solu¢des tampédo com pH 8 e 10.
Se 0 PEC QT/SC é intumescido em solugdes tampé&o com pH préximo ou maior que o pKagr,
0S grupos amino encontram-se na forma neutra [60]. Isto reduz, significativamente, a atracdo
eletrostatica desses grupos com o0s grupos sulfénicos e carboxilatos do SC o que proporciona
o0 enfraguecimento dos pontos de interacdo para formar a rede polimeérica. Assim, as cadeias
de SC adquirem mobilidade suficiente para serem liberadas para fora da rede formada por
PEC. Apés a liberacdo de parte das cadeias de SC, as cadeias de QT presentes no PEC
possuem liberdade similar a da QT pura. Por isso, 0s picos exotérmicos observados nas curvas
DSC das amostras deslocam-se para valores mais proximos ao observado para o da QT pura,
307 °C (Fig. 2.7a).

Nas Fig. 2.7b-d o pico endotérmico caracteristico da formagao da estrutura enovelada
da rede polimérica aparece em uma faixa de temperatura entre 220 °C e 240 °C. Para a
amostra intumescida em tamp&o pH 10 durante 100 h, por exemplo, esse pico aparece em
228 °C e eleva-se para 242 °C quando o intervalo de tempo é aumentado para 800 h. Com o
aumento no pH da solucdo tampé&o na qual a amostra foi intumescida, para valores proximos

ou maiores que o pKagr, ou seja pH > 6, e do intervalo de tempo de imerséo ocorre a reagao
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dos grupos amino da QT com as hidroxilas presentes no meio de intumescimento. Isto
aumenta a densidade de cargas negativas devido a ndo protonacdo dos grupos sulfénico e
carboxilato. Assim, 0 excesso de cargas negativas aumenta a repulsédo entre as cadeias de SC
formadoras do PEC ocasionando a expansdo da rede polimérica. O movimento gerado no
interior da rede polimérica devido a difusdo de liquido durante o intumescimento induz a
liberagdo parcial das cadeias de SC causando um aumento na erosdo do material.

Nas curvas DSC apresentadas nas Fig. 2.7b-d, é possivel observar picos exotérmicos
préximos a temperatura de 220 °C. Logo, quando os fatores estudados sdao aumentados, pode

ser verificado aumento na intensidade desses picos bem como na temperatura em que

ocorrem.
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Figura 2.8 — Curvas TGA dos (a) polieletrdlitos puros e das amostras de PEC de QT/SC
intumescidas em solucbes tampédo com pH (b) 6, (c) 8 e (d) 10 e por diferentes intervalos de

tempo.
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A analise termogravimétrica (TGA) € um método utilizado para determinagdo da
estabilidade térmica e/ou a taxa de decomposicdo de uma substdncia em funcdo da
temperatura. Esta técnica é amplamente usada no estudo da eficacia da aplicacdo de aditivos
em materiais organicos quando se deseja avaliar a estabilidade térmica e oxidativa desses
materiais. Na Fig.2.8, sdo mostradas as curvas TGA para as amostras de PEC secas apds
serem intumescidas em solug¢des tampédo com pH 6 (Fig. 2.8b), 8 (Fig. 2.8c) e 10 (Fig. 2.8d)
em diferentes intervalos de tempo. Em todas as curvas, a perda de cerca de 15 % na massa dos
materiais entre 50° e 150 °C o que se deve a evolucdo de componentes volateis das amostras,
principalmente &gua. Tal como nas analises de DSC, o aumento do tempo de imersdo das
amostras em um tampdo com certo valor de pH, por exemplo, pH 6, proporcionou uma
elevacdo da estabilidade térmica das amostras. Esta observacdo permite inferir, que ao se
tratar previamente uma amostra de PEC QT/SC em uma solucéo tampdo com pH préximo ou
maior que 6, essa ird apresentar maior estabilidade térmica. O aumento no tempo de imersdo e
do valor do pH da solucdo tampdo, na qual o material € intumescido, contribui para a
intensificacdo desse efeito. A ampliacdo da estabilidade térmica do material deve-se ao
reordenamento desse material. Ja as regides ordenadas formadas pelo reordenamento das
cadeias de QT, e das cadeias de SC remanescentes, aumentam a estabilidade térmica do PEC.
Deste modo, ap6s a reordenacdo da rede polimeérica a degradagdo do material ocorre em

temperatura maior.
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2.3.4 - Andlise Morfoldgica das amostras de PEC

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) é capaz de produzir imagens
com alta ampliacdo e com boa resolucdo. As imagens fornecidas pelo MEV possuem um
caréter virtual, pois a imagem é formada através da deteccdo dos elétrons secundarios gerados
pela interacdo dos elétrons primarios de alta energia e a amostra. O principio de
funcionamento do MEV consiste na emissdo de um feixe de elétrons primarios por um
filamento de tungsténio, mediante a aplicacdo de uma diferencga de potencial que pode variar
de 0,5 a 30 kV. Essa variacdo de voltagem permite a variacdo da aceleracdo dos elétrons e
consequentemente de sua energia. A correcdo do percurso dos feixes é realizada por lentes
condensadoras que alinham o feixe de elétrons em direcdo a abertura da lente objetiva. A
lente objetiva ajusta o foco do feixe de elétrons antes destes atingirem a amostra e bobinas de
varredura sdo responsaveis pelo processo de varredura dos elétrons na superficie da amostra.

Devido a maneira com que as imagens sdo criadas, as imagens de MEV acabam tendo
uma aparéncia tridimensional, caracteristica que permite a avaliacdo da estrutura superficial
de uma dada amostra, no entanto, as medidas de dimens&o nestas amostras somente podem

ser feitas nos eixos X e Y, ndo sendo possivel fazer medidas de altura (eixo Z).
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Mag. 100x

Figura 2.9 — Imagens obtidas por MEV das amostras de PEC liofilizadas ap6s serem

intumescidas em tampdao pH 6 nos intervalos de imersdo de 100, 200, 400 e 800 h.

Nota-se pelas imagens obtidas por MEV apresentadas na Fig. 2.9 um relativo aumento
no tamanho dos poros presentes nas superficies das amostras, especialmente para 0s maiores
tempos de imersdo. Isto ocorre devido a desestabilizacdo da rede polimérica ocasionada por
esta condi¢do de pH. Com o aumento no fluxo de liquido para o interior da rede e a liberagéo
de parte das cadeias de SC é possivel caracterizar o desencadeamento de um processo erosivo
[69], o qual provoca o0 aumento na quantidade e no tamanho dos poros.

O tamanho médio dos poros em cada amostra intumescida previamente em diferentes
solucdes tampdo e/ou intervalos de tempo, foi calculado utilizando o software Size Meter®,
versdo 1.1. Para determinar o tamanho médio dos poros em cada amostra, o limiar de
diferenciacdo do software foi calibrado de acordo com a escala das imagens (neste caso, 100

um). Devido ao fato dos poros ndo possuirem formato definido, as medidas foram feitas entre
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0s pontos extremos de cada poro. A média foi calculada a partir da medida dos tamanhos de
50 poros selecionados aleatoriamente. Este procedimento foi realizado para cada amostra de
PEC liofilizada depois de ter sido intumescida em uma condi¢do especifica. Logo, os valores

referentes as médias sdo descritos na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Tamanho médio dos poros das amostras de PEC secas apds serem intumescidas

em meios com diferentes valores de pH e por diferentes intervalos de tempo.

Tempo de imerséo (h) Tamanho meédio dos poros (um)

pH 6 pH 8 pH 10
100 38,66 + 5,02 45,06 + 6,62 48,80 * 8,28
200 42,52 + 3,41 48,72 + 5,36 49,12 + 7,53
400 50,24 £ 7,16 50,75 £ 4,77 46,92 + 6,81
800 56,47 £ 9,95 52,82 +7,02 42,41 £ 4,77

Nota-se que as amostras de PEC secas tenderam a um aumento no tamanho médio de
poros, especialmente quando essas foram intumescidas em solu¢des tampdo com maiores
valores de pH. Contudo, ao se aumentar o fator tempo de imersdo para as amostras
intumescidas em tampdo pH 10 observa-se uma ligeira diminuicdo nessa tendéncia. Como
discutido anteriormente, isto ocorre nesta condigdo, pois a rede polimérica que anteriormente
apresentava-se desestabilizada passa a ser novamente estabilizada em funcgéo da formacéo das
ligacOes de hidrogénio entre os grupos NH, da QT e grupos sulfonicos e carboxilatos da SC.
Este comportamento corrobora com os dados apresentados pelas curvas de indice de
intumescimento (S), difratogramas de raios-X e dados de DSC e TGA. Deste modo, é
possivel inferir que ambos os fatores, pH da solucdo na qual a amostra de PEC é intumescida
e 0 tempo em que a mesma permanece imersa, contribuem para que ocorra uma variagdo na

quantidade e no tamanho médio dos poros do material.
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ARG

Mag. 100x

Mag. 100x F——100 ym pH 10

Figura 2.10 — Imagens obtidas por MEV das amostras de PEC secas ap0s serem intumescidas

por um intervalo de 800 h em solug¢bes tampdo com pHs 6, 8 e 10.

Na Fig. 2.10 sdo mostradas imagens obtidas por MEV de amostras liofilizadas ap6s
serem intumescidas em solucdes tampé&o com pHs 6, 8 e 10 por um tempo de imerséo de 800
h. Diferentemente do que ocorre com as amostras intumescidas nos tampdes pH 6 ou 8, nas
amostras intumescidas em tamp&o pH 10 é observado uma tendéncia de reducdo no tamanho
médio de poros. Tal tendéncia estd diretamente relacionada ao tempo de imersdo, como
observado por meio dos dados dispostos na Tabela 2.3. Como enfatizado anteriormente, este
comportamento se deve ao rearranjo das cadeias devido a formacdo das ligacGes de
hidrogénio e proporciona um aumento na quantidade de regides ordenadas no interior da rede.
Esta relativamente maior organizacao reduz a quantidade e o tamanho médio dos poros. Além
disso, a formagdo das ligagdes de hidrogénio estabiliza a rede polimérica evitando que o

restante das cadeias de SC sejam liberadas e contribui para que cesse 0 processo erosivo.
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Estas imagens obtidas por MEV das amostras secas de PEC enfatizam a caracteristica pH

dependente do material.
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2.4 - Conclusao

Foram formadas redes poliméricas baseadas em complexos polieletroliticos de QT/SC.

As redes apresentaram a capacidade de reordenar sua estrutura quando intumescidas em
solugdes tampédo com pH proximo ou maior que o pKa do &cido conjugado da QT (pKagr =
6.2). Tal reorganizacdo mostrou-se também dependente do intervalo de tempo no qual as
amostras PEC permaneceram imersas em uma dada solucdo tampdo com pH definido. As
razdes entre as areas dos sinais de difracdo, (64,2°/43,2°), observados nos difratogramas das
amostras de PEC liofilizadas ap6s serem intumescidas, aumentaram com o pH da solucéo
tampé&o e/ou com o tempo de intumescimento. Isto implica na formacao de regides ordenadas,
apos a reorganizacdo da rede polimérica, com a predominancia de uma menor distancia
periddica. O reordenamento das cadeias dos polimeros formadores do PEC ocorre devido a
clivagem hidrolitica de parte do SC e a liberacdo das cadeias clivadas durante o
intumescimento do PEC, principalmente em tamp&o com pH proximo ou maior que o pKagr,
Isto permitiu que o material deixasse de apresentar uma estrutura altamente enovelada, devido
as fortes interacdes eletrostaticas, passando a ter cristalinidade devido a formacao de ligacdes
de hidrogénio entre as cadeias de um mesmo polieletrélito e inter-cadeias. Dessa forma, este
fendbmeno de reorganizacdo descaracteriza a rede polimérica formada como sendo um
complexo polieletrolitico, pois as interacdes eletrostaticas, caracteristica utilizada na
classificagdo do material como PEC, deixam de ocorrer e ddo lugar as ligagfes de hidrogénio.
A formagéo de regides ordenadas no interior da rede polimérica promove um aumento na
estabilidade térmica do material e aumenta a cristalinidade no material liofilizado. O tamanho
médio dos poros tem a tendéncia de torna-se maior quando o material é intumescido em
solugdes tampdo com pH entre 6 e 8 e tende a torna-se menor quando o PEC € intumescido
em tampdo com pH > 8. Este estudo confirma que a reorganizacao das redes poliméricas do
PEC de QT/SC é sensivelmente dependente do pH na qual é intumescida, além disso, mostrou
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que em nivel de reorganizacéo € também dependente do tempo de imersdo. Dessa forma, PEC
de QT/SC pode ser previamente tratado para que apresente diferentes estruturas (enovelado
ou mesmo alguma cristalinidade), aumento na estabilidade térmica, diferentes tendéncias no
tamanho médio de poros (maiores ou menores dimensdes) e diferentes comportamentos de
intumescimento. Este material demonstra habilidade de ser moldado para apresentar uma dada
caracteristica de acordo com as necessidades de sua aplicacdo, principalmente na area de
biomateriais. Além disso, poderdo ser realizados, em uma etapa posterior do trabalho, estudos
sobre aplicacdes especificas desse material, como veiculo carreador para liberacdo de

farmacos ou como substrato para o cultivo de células.
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CAPITULO 111 — Planejamentos Fatoriais

3.1 - Introducéo

A estatistica pode ser definida como uma ciéncia focada na resolucédo de problemas na
presenca de incerteza ou variabilidade. Este processo de resolucdo de problemas envolve certo
grau de flutuacdo dentro da variagdo natural de todos os resultados que ocorrem em
praticamente todos os trabalhos experimentais [70]. A aplicacdo de ferramentas estatisticas
nas mais diversas areas da ciéncia como, por exemplo, no planejamento, coleta, analise e
interpretacdo de dados, podem ajudar a responder certas questdes de forma racional e
econbmica [71]. A Fig. 3.1 simboliza o fato de que os estudos estatisticos deveriam
desenvolver um papel fundamental em toda observacéo, coleta e analises dos dados, desde a
formulacdo do problema até a descricdo das conclusdes finais. Esta figura distingue dois tipos

de estudos: um experimental e outro observacional.

Formulacao do : ]
Problema > ——— | Conclusao

Figura 3.1 — Estagios criticos de um processo estatistico em investigacoes cientificas.

Frequentemente, em estudos experimentais as varidveis (fatores) de interesse podem
ser controladas e fixadas em valores predeterminados em cada corrida experimental. J& nos
estudos observacionais, muitas das variaveis de interesse ndo podem ser controladas, mas sim,

listadas e analisadas [72].
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A maneira convencional, e trivial, de se fixar todas as demais variaveis em relacao a
uma Unica variavel escolhida ao se estudar o comportamento de uma ou mais respostas, ndo é
uma boa estratégia de experimentacdo quando se deseja estudar um sistema multivariado. Esta
metodologia ndo permite obter informagdes de como as variaveis se influenciam mutuamente,
ou seja, de como os fatores interagem entre si, se de forma sinérgica ou antagdnica,
contribuindo para a resposta [70,71]. Contudo, ao se fazer uso de planejamentos
experimentais baseados em principios estatisticos, como no caso de planejamentos fatoriais,
pode-se extrair de um sistema em estudo o maximo de informacéao util, fazendo um ndmero
minimo de experimentos [71].

Em um planejamento fatorial (PF), o que se deseja é avaliar como k varidveis

[(fatores), x, X,, X,..., X,] influenciam a(s) resposta(s) y(yl, RIS yn) no sistema em

estudo. Neste tipo de abordagem, a resposta é a variavel dependente do sistema, ou seja, é
afetada por modificacGes provocadas nos fatores. Fazendo uso de um PF pode-se estudar o
comportamento dessa resposta em funcdo dos k fatores fixando-os em apenas dois niveis.
Assim, o nimero de experimentos necessarios sera 2 e diz-se que é um fatorial tipo 2.
Portanto, se 0 nimero de fatores for trés (trés) ter-se-a4 um fatorial 2° com 2 x 2 x 2 = 8
experimentos.

Nos algoritmos usados para calcular os efeitos dos fatores sobre uma resposta, 0s
niveis dos fatores sdo codificados como -1 (nivel inferior) e +1 (nivel superior) [72]. Para uma
variavel quantitativa, ex. temperatura, subtrai-se o valor de cada nivel de sua media e divide-

se pela metade de sua amplitude. Logo, se um fator x, (concentragdo) variar de um nivel

inferior de x_, =50 °C a um nivel superior x,, =100 °C, algebricamente tem-se:

50-75 -25 100-75 25

X, = = =-1le x,= =—=+1
100-50 25 100-50 25
100=50), too-s0)
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Sendo a variavel qualitativa (categdrica), por exemplo, tipo de catalisador usado numa
reacdo, atribui-se a cada tipo de catalisador um nivel +1 ou -1 [72]. Na Tabela 3.1 é
apresentada uma matriz planejamento fatorial 2° completo, com as combinagdes possiveis

entre os niveis dos fatores e suas respectivas respostas em vy .

Tabela 3.1 — Representacdo de um planejamento fatorial 2% completo.

Ensaios Fatores Resposta
x1x2 ................. x3 ....... y
1 -1 -1 -1 Y1
2 +1 -1 -1 Y2
3 -1 +1 -1 Ya
4 +1 +1 -1 Va
5 -1 -1 +1 Vs
6 +1 -1 +1 Ve
7 -1 +1 +1 y7
8 +1 +1 +1 Vs

Apos a modelagem do PF, a execucdo dos experimentos e a coleta dos dados, com
auxilio de programas computacionais estatisticos como Design-Expert®, Estatistica® e
Minitab®, entre outros, € possivel calcular os valores dos efeitos associados aos fatores e,
assim, quantificar os efeitos dos fatores a uma determinada resposta e ainda como esses
efeitos interagem entre si. Os modelos obtidos por esses programas computacionais sdo ditos
empiricos, pois descrevem o comportamento do sistema apenas no intervalo estudado. Depois
de feita a escolha dos fatores que influenciam significativamente na resposta do sistema em

estudo, ¢ possivel “caminhar” em direcdo as melhores respostas.
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No desenvolvimento desta dissertacdo, foram executados entres outros experimentos,
dois planejamentos fatoriais. No primeiro deles, PF completo 2°, analisaram-se os fatores: i)
razdo entre as massas de QT e SC (razdo QT/SC) utilizada na producdo do PEC; ii)
concentracdo de acido cloridrico (HCI) usado na solubilizacdo da QT; iii) pH no qual os PECs
depois de formados foram intumescidos por 500 h. e como resposta foi analisado o valor do
médulo elastico de compressdo (E). O segundo PF executado, sendo esse do tipo 22 com
duplicata, tendo como resposta a razdo entre as areas dos sinais de difracdo observados

através da técnica de WAXS para as amostras secas de PEC previamente tratadas.
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3.2 - Experimental

3.2.1 - Materiais

Quitosana (Golden-Shell Biochemical, China) com grau de desacetilagdo igual a 85 % e
massa molar viscosimétrica (My) igual a 87 x 10° g mol™ obtida de acordo com o item 2.2.1;
Sulfato de Condroitina, (lote OP1141/08, gentilmente fornecida pela Solabia, Brasil) com My
igual a 22 x 10° g mol™, obtida de acordo com o item 2.2.1;

Acido cloridrico (HCI) P.A. 37 % em massa (Nuclear, Brasil);

Cloreto de potéassio (KCI) P.A., 99,5 % em massa (Dinamica, Brasil);

Hidroxido de sodio (NaOH) P.A. 95 — 100 % em massa (Nuclear, Brasil);

Fosfato de sodio bibasico dodecahidratado (Na;HPO4+12H,0) P.A. 98 % em massa (Nuclear,

Brasil).

3.2.2 - Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento marca Fisatom;

pHmetro marca Hanna Instruments modelo HI 9321;

Bloco de aquecimento marca Stuart Scientific;

Liofilizador marca Christ gefriertrocknungsanlagen modelo Alpha 1-2/LD;

Difratdmetro de raios-X marca Shimadzu modelo D6000, com fonte de Cu K, 40Kv e 30mA
(A =0,15418 nm);

Equipamento Texturémetro marca Stable Micro System modelo TA.TXT2.
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3.2.3 - Planejamento Fatorial 2°

Neste planejamento fatorial 2° completo, variou-se 0s niveis da razdo entre as massas
quitosana e sulfato de condroitina utilizadas na formulacdo do PEC (razdo QT/SC), da
concentracdo de acido cloridrico utilizado na solubilizacdo da QT (conc. HCI) e do pH da
solugdo onde as amostras de PEC foram posteriormente intumescidas (pH imerséo), para
avaliar a influéncia e a interacdo desses fatores no modulo elastico de compresséo (E) das
amostras de PEC. Este estudo permite avaliar o comportamento compressivel do material,
adequando assim seu uso a uma dada finalidade. O intervalo de intumescimento das amostras
nas condicOes de pH estudadas foi fixado em 500 h e a temperatura em 37 °C. Este intervalo
de tempo foi escolhido aleatoriamente, ja a temperatura foi fixada em 37 °C para que fosse
verificado o comportamento do material em uma temperatura proxima a temperatura corpérea
normal. J& os procedimentos utilizados para a producdo das amostras de PEC foram os
mesmos descritos na sec¢do 2.2.3. As amostras com formato cubico (aresta de £ 1 cm), apds o
intervalo de tempo de intumescimento pré-fixado foram recolhidas e submetidas as medidas
de compressdo no Texturémetro para determinacdo do valor de E. O equipamento continha
uma célula de carga de 5 N e um corpo de prova com area seccional igual a 126 mm?. Os
parametros experimentais foram ajustados em uma taxa de deformacdo de 10 % a uma
velocidade de teste (test speed) igual a 1 mm s™. Os testes de compresséo, por sua vez, foram
realizados na temperatura ambiente. Os dados produzidos pelo equipamento foram
subsequentemente convertidos em tensdo de compressdo por deformacgdo. A tensdo de
compressdo é a forca compressiva necessaria para comprimir a amostra e foi calculada

utilizando a seguinte equagéo [73]:

o=>=E(A-17) G
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Onde o € a tensdo compressiva, F é a forca aplicada, A € a area seccional do corpo de
prova que comprime as amostras de PEC e A € a deformac&o relativa. Usando a equagéo 3.1
foi possivel determinar o valor de E para cada amostra. Logo, o valor de E é calculado a partir
da inclinagéo da reta obtida de acordo com a equacdo 3.1. A deformacgéo de compresséo, (A -

A2, é calculada a partir da equacao:

A= — (3.2)

Onde AL é a deformacdo da amostra e Lo € 0 seu comprimento inicial. Os dados
estatisticos foram analisados usando o programa computacional Design-Expert®. Na Tabela
3.2 sdo apresentados os niveis inferiores (-1) e superiores (+1) das variaveis razées QT/SC
(A), conc. HCI (B) e pH de imerséo (C). Vale ressaltar que estes niveis foram escolhidos ao

acaso.

Tabela 3.2 — Fatores e niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial 2° completo.

Nivel Nivel

Fator Nome Unidade Tipo
(-1) (+1)
A Razdo QT/SC - Numérica 0,43 2,33
B conc. HCI molL*  Numérica 0,05 0,50
C pH Imerséo - Numeérica 2,00 12,00

Este planejamento fatorial gerou um total de 8 experimentos, como mostrado na Tabela

3.3, onde séo apresentadas as condicOes utilizadas para cada experimento.
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Tabela 3.3 — Planejamento fatorial 2° completo

FATORES
AMOSTRAS ----------------------------------------------------B- --------------------------------- 6 ---------------

Razdo QT/SC conc. HCI (mol L™ pH Imersédo

1 0,43 (-) 0.05 (-) 2,00 ()
2 2,33 (+) 0,05 (-) 2,00 ()
3 0,43 (-) 0,50 (+) 2,00 ()
4 2,33 (+) 0,50 (+) 2,00 ()
5 0,43 (-) 0,05 (-) 12,00 (+)
6 2,33 (+) 0,05 (-) 12,00 (+)
7 0,43 (-) 0,50 (+) 12,00 (+)
8 2,33 (+) 0,50 (+) 12,00 (+)

3.2.4 - Planejamento Fatorial 22

No planejamento fatorial 2%, com duplicata, variaram-se 0s niveis da razdo QT/SC e do
pH da solucdo onde as amostras de PEC foram posteriormente intumescidas (pH imerséo).
Este planejamento foi executado para avaliar a influéncia e a interacdo desses fatores na razéo
entre as areas dos sinais de difracdo observados através da técnica de WAXS para as amostras
secas de PEC previamente intumescidas. O tempo de intumescimento das amostras nas
condicdes de pH estudadas foi fixado em 500 h e a temperatura em 37 °C. Os procedimentos

utilizados para a preparacdo das amostras de PEC foram os mesmos descritos na se¢édo 2.2.3.
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Tabela 3.4 — Fatores e niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial 2> com duplicata.

Nivel Nivel
Fator Nome Unidade Tipo
(-1) (+1)
A Razéo QT/SC - Numérica 0,43 2,33
B pH Imerséo - Numérica 2,00 12,00

Este segundo planejamento fatorial gerou um total de 8 experimentos, como mostrado

na Tabela 3.5, onde s&o apresentadas as condicdes utilizadas para cada experimento.

Tabela 3.5 — Planejamento fatorial 2° com duplicata.

FATORES
AMOSTRAS e s
Razéo QT/SC pH Imerséao
le2 0,43 (-) 2,00 (-)
3ed 2,33 (+) 2,00 (-)
5eb 0,43 (-) 12,00 (+)
7e8 2,33 (+) 12,00 (+)
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3.3 - Resultados e Discussao

3.3.1 - Analise do Fatorial 2°
Na Tabela 3.6 abaixo, sdo apresentados os valores calculados para o mddulo de
elasticidade de compresséo (E) das amostras de PEC para cada um dos experimentos do PF

23,

Tabela 3.6 — Valores de E obtidos para as amostras de PEC em cada experimento do

planejamento fatorial 2% completo.

FATORES RESPOSTA
AMOSTRAG R e
de Compressao
Razdo QT/SC Conc. HCI (mol L") pH Imerséo (E) (KPa)
1 0,43 (-) 0,05 (-) 2,00 (-) 0,515
2 2,33 (+) 0,05 (-) 2,00 (-) 0,250
3 0,43 (-) 0,50 (+) 2,00 (-) 0,192
4 2,33 (+) 0,50 (+) 2,00 (-) 0,215
5 0,43 (-) 0,05 (-) 12,00 (+) 1,315
6 2,33 (+) 0,05 (-) 12,00 (+) 0,843
7 0,43 (-) 0,50 (+) 12,00 (+) 0,424
8 2,33 (+) 0,50 (+) 12,00 (+) 0,324

Com os valores da Tabela 3.6 e utilizando o programa computacional Design-expert®
obteve-se os valores dos efeitos principais, de interacdo e a analise de variancia (ANOVA),

descrita na Tabela 3.7.
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Tabela 3.7 — Tabela de resultados ANOVA para o planejamento fatorial 2° completo.

Soma dos Graus de Média dos

Fonte quadrados  liberdade  quadrados Valor F Valor P

Modelo 1,04 5 0,21 28,76 0,0339

A —Razédo QT/SC 0,083 1 0,083 11,43 0,0775

B — conc. HCI 0,39 1 0,39 53,91 0,0180

C — pH imerséao 0,38 1 0,38 51,86 0,0187

AB 0,054 1 0,054 7,51 0,1113

BC 0,14 1 0,14 19,09 0,0486
Residuo 0,014 2 7,247 x 107

Total 1,06

Através da analise de variancia ANOVA (Tabela 3.7) pode ser observado, que o efeito
principal A (razdo QT/SC) e sua interacdo com o fator B (conc. de HCI), AB, ndo séao
estatisticamente significativos, pois apresentaram valor P (teste F) maiores que 0,05, o que
significa que existe uma probabilidade maior que 5 % de que a hipétese nula seja verdadeira,
isto é, que o valor de F, possa ser tdo grande quanto o valor de F obtido. Ja os efeitos
principais B (conc. HCI) e C (pH imersdo) e seu efeito de interacdo, BC, demonstraram ser
significantes, pois apresentaram valor P menores que 0,05. Os valores dos efeitos principais e

de interacdo estdo descritos na Tabela 3.8.
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Tabela 3.8 — Valores dos efeitos principais e de interacdo para o fatorial completo 2°

completo.
Termo feitos Soma dos Contribuicéo - %
studentizados quadrados
A —Razdo QT/SC -0,20 0,083 7,84
B — conc. HCI -0,44 0,39 36,98
C — pH imerséao 0,43 0,38 35,57
AB 0,17 0,054 5,15
AC -0,082 0,014 1,29
BC -0,26 0,14 13,09
ABC 0,021 8,820 x 10 0,083

O modelo obtido explica 95,20 % da variacdo total, que comparado com a porcentagem
de variacdo explicavel, 98,63 %, indica que o modelo linear pode ser usado para prever
resultados dentro do intervalo estudado. As equagOes obtidas para este modelo em termos de
variaveis codificadas (3.3) e das variaveis reais (3.4), ambas com margem de confianca de

95% sdo descritas abaixo:

E= +0,51-0,10%A — 0,22*B + 0,22*C + 0,083*AB — 0,13*BC (3.3)

E= + 054568 - 0,21325*razéo QT/SC - 0,69663*conc. HCI +

0,038596*razdo QT/SC*conc. HCI — 0,11689*conc. HCI*pH (34)
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Figura 3.2 — Superficie de resposta segundo o modelo obtido para o PF 2° para a interagdo
dos fatores razdo QT/SC e conc. HCI.
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Figura 3.3 — Superficie de resposta segundo o modelo obtido para o PF 2° para a interagdo
dos fatores razdo QT/SC e pH de imerséo.
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Figura 3.4 — Superficie de resposta segundo o modelo obtido para o PF 2° para a interagdo

dos fatores conc. HCI e pH de imerséo.

Nas figuras seguintes (Fig. 3.2, 3.3 e 3.3) sdo apresentadas as superficies de resposta
obtidas segundo o modelo linear obtido, logo, pode-se observar que as melhores condicoes
para se obter um material com maior modulo de elasticidade, estdo préximas a razdo QT/SC
igual a 0,43, ao utilizar uma solucdo aquosa acida 0,05 mol L™ de HCI e também, as amostras
intumescidas em solugdes tampdo com pH proximo a 12. Isto pode ser entendido pelo fato de
que nestas condi¢cbes a menor quantidade de QT demanda da adicdo de uma menor
quantidade de acido para sua solubilizacdo. Além disso, apds o PEC ser intumescido em
tampdo pH 12, o mesmo deixa de apresentar estrutura enovelada e passa a apresentar
cristalinidade devido o reordenamento das cadeias de QT e de SC. Como discutido
anteriormente, este reordenamento faz com que a rede polimérica deixe de ser formado por
interacdes eletrostatica e passa ser formada por liga¢6es de hidrogénio. O reordenamento das
cadeias e 0 seu posicionamento de modo mais ordenado fazem com que o material exiba uma

caracteristica mais elastica quando comprimido.
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3.3.2 - Anaélise do Fatorial 22

Na Tabela 3.9 sdo apresentadas as areas dos sinais de difracdo de raios-X observados
nos difratogramas das amostras de PEC secas ap0s, terem sido intumescidas durante 500 h.
Estes sinais de difracdo foram observados para valores de 26 iguais a 43,9° e 64,4°
respectivamente.

Tabela 3.9 — Valores para a razdo entre sinais de difracdo obtidos nos experimentos do

planejamento fatorial 2° com duplicata.

FATORES RESPOSTA
AMOSTRAS A B Razdo entre as areas

Razédo QT/SC pH Imersao (64,4 °/43,9 °)
1 0,43 (-) 2.00 (-) 0,00
2 0,43 (-) 2.00 (-) 0,00
3 2,33 (+) 2.00 (-) 0,00
4 233 (+) 2.00 (-) 0,00
5 0,43 (-) 12.00 (+) 0,343
6 0,43 (-) 12.00 (+) 0,358
7 2,33 (+) 12.00 (+) 0,596
8 2,33 (+) 12.00 (+) 0,563

Os valores da Tabela 3.9 foram analisados utilizando o programa computacional
Design-expert® e os valores dos efeitos principais, de interacdo e a analise de variancia

(ANOVA), estéo descritos na Tabela 3.10.
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Tabela 3.10 — Tabela de resultados ANOVA para o planejamento fatorial 2> com duplicata.

Somados  Grausde Média dos
Fonte ) Valor F Valor P
quadrados liberdade quadrados

Modelo 0,48 3 0,16 984,05 < 0,0001
A — Razéo QT/SC 0,026 1 0,026 159,64 0,0002
B — pH imerséao 0,43 1 0,43 263,88 < 0,0001
AB 0,026 1 0,026 159,64 0,0002
Erro Puro 6,570 x 10™ 4 1,643 x 10"
Total 0,49 7

A andlise de variancia ANOVA (Tabela 3.10) demonstrou que os efeitos principais A
(razdo QT/SC), B (pH de imersédo) e sua interagdo, AB, s&o estatisticamente significativos,
pois apresentaram valor P (teste F) muito menor que 0,05, o que significa que existe uma
probabilidade menor que 5 % de que a hipbtese nula seja verdadeira. Os valores dos efeitos

principais e de interacdo estdo descritos na Tabela 3.11.

Tabela 3.11 — Valores dos efeitos principais e de interacio para o fatorial completo 2.

Efeitos Soma dos o
Termo ) Contribuicéo - %
studentizados guadrados
A —Razdo QT/SC 0,11 0,026 5,40
B — pH imerséo 0,46 0,43 89,06
AB 0,11 0,026 5,40
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O modelo obtido para este planejamento fatorial, explica 99,76 % da variacdo total, que
comparado com a porcentagem de variacdo explicavel, 99,86 %, indica que o modelo linear
pode ser usado para prever resultados dentro do intervalo estudado. Neste sentido, as
equacdes obtidas para este modelo em termos de variaveis codificadas (3.5) e das varidveis

reais (3.6), ambas com margem de confianga de 95,00 % sdo descritas abaixo:

Razdo (64,4°/43,9°) =  + 0.26 + 0.057*A + 0.23*B + 0.057*AB (3.5)

Razdo (64,4°/43,9°) = -0,059735 — 0,024105*Razdo QT/SC + 0,029867*pH

imersédo + 0,012053*razéo QT/SC*pH imersao (3.6)
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Figura 3.5 — Superficie de resposta segundo o modelo obtido para o PF 2° com duplicata para
a interacédo dos fatores razdo QT/SC e pH de imerséo.
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Na Fig. 3.5 é apresentada a superficie de resposta confeccionada segundo o modelo
obtido. Desta forma, pode ser observado que as melhores condic¢des para se obter uma maior
razdo entre os sinais de difracdo de raios-X, estdo proximas a razdo QT/SC igual a 2,4 e as
amostras sdo previamente intumescidas em solugdes tampdo com maiores valores de pH. Este
aumento na razdo entre os sinais observados nos perfis de difracdo das amostras secas apds
serem intumescidas em solucdo tamp@o com maior pH, indica que o reordenamento das
cadeias de QT juntamente com as restantes de SC tende a formar regifes ordenadas com
menor distancia periddica entre si. Isto ocorre, pois com o aumento na quantidade de QT na
formacdo da rede polimérica e o seu posterior intumescimento em tampdo pH 12, o
reordenamento da cadeias e a formacdo de interacdo entre as cadeias de um mesmo
polieletrdlito contribuem efetivamente para a formacdo de regiGes ordenadas com menor

distancia periddica entre si.
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3.4 - Concluséao

Apds a execucdo desses dois planejamentos fatoriais e a partir das informacgoes
obtidas, pode-se concluir que é possivel produzir complexos polieletroliticos de QT e SC com
propriedades distintas entre si. Sendo assim, 0 modulo de elasticidade e a distancia periodica
entre as regides ordenadas, formadas na rede polimérica do PEC ap0s o reordenamento das
cadeias de QT e SC, podem ser ajustadas segundo os fatores razdo QT/SC, conc. de HCI
necessaria para solubilizacdo da QT e do pH no qual o PEC, depois de ser produzido, é

intumescido.
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CAPITULO IV - Consideraces Finais

Os estudos desenvolvidos e discutidos nesta dissertacéo justificam-se como uma forma
sistemética para se obter melhor compreensdo do comportamento de reorganizacdo exibidos
pelos complexos polieletroliticos de QT/SC, cujos estudos pioneiros foram realizados no
nosso grupo de pesquisa [56]. Estes estudos demonstraram que 0s complexos de QT/SC
apresentam interessante capacidade de reorganizacdo de sua rede polimérica, quando
intumescidos em diferentes condi¢cGes de pH. Tal fendbmeno, a reordenacdo das cadeias
formadoras da rede polimérica do PEC de QT/SC, foi caracterizado pela formacédo de regides
ordenadas no interior da matriz concomitantemente a liberacdo de parte do SC para o0 meio de
intumescimento. Este reordenamento faz com que o material, depois de liofilizado, deixe de
apresentar uma estrutura altamente enovelada e passe a ter certa cristalinidade, fazendo com
que sua estabilidade térmica seja melhorada. Foi verificado também, que as distancias
periddicas entre essas regibes cristalinas sdo fortemente dependentes da faixa de pH na qual o
material fora intumescido bem como, do tempo em que 0 mesmo permaneceu imerso. Um
processo erosivo na rede polimérica, devido a desestabilizacdo da matriz e a perda de parte
das cadeias de SC, ocasionam o aumento no tamanho médio dos poros alterando assim,
morfologia do PEC.

Os dados coletados a partir dos planejamentos fatoriais executados permitem inferir,
que é possivel produzir complexos polieletroliticos utilizando os polieletrélitos QT e SC com
propriedades distintas entre si. Este interessante comportamento somado ao aprofundamento
do estudo sobre a reordenacdo da rede polimérica formada por PEC de QT/SC confirma que
este material pode ser previamente tratado para adequar seu uso a um propoésito especifico,
atuando como biomaterial, no campo da biotecnologia ou, especificamente, na liberagdo

controlada de farmacos tipo sulfato de condroitina, entre outros.
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