UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA

Programa de Pos-Graduacédo em Quimica

LEONARDO ALMEIDA BARIZON

Sintese de materiais poliméricos
contendo moléculas bioativas
e materiais de fontes renovaveis

via catalise enzimatica

Versao Corrigida da Dissertacdo Defendida

Séo Paulo
Data do Deposito na SPG:
28/02/2013



LEONARDO ALMEIDA BARIZON

Sintese de materiais polimericos
contendo moléculas bioativas
e materiais de fontes renovaveis

via catalise enzimatica

Dissertacao apresentada ao Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo para
obtencao do Titulo de Mestre em Quimica

(Quimica Organica)

Orientador: Prof. Dr. Luiz Henrique Catalani

Sao Paulo
2013



Leonardo Almeida Barizon

Sintese de materiais poliméricos contendo moléculas bioativas e materiais de fontes
renovaveis via catalise enzimatica

Dissertacao apresentada ao Instituto de Quimica

Da Universidade de Sao Paulo para obtencédo do

Titulo de Mestre em

Quimica (Quimica Organica)

Aprovado em: 14/05/2013

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicdo:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicdo:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:




Agradecimentos

As agéncias de fomento a pesquisa, CNPg, pela bolsa de estudos, FAPESP e
CAPES pelo auxilio financeiro indireto.

Ao Prof. Dr. Luiz Henrique Catalani, pela oportunidade de desenvolvimento do
projeto em seu grupo de pesquisa.

Aos colegas de laboratdrio, Ricardo, Luiz, Mariana, Renata, Daniel A., Daniel
M., Flavia, Romeu, Alliny, Silvia, e sobretudo a Vania pela ajudar no inicio de minhas
pesquisas no laboratorio.

A Dra. Isaura Toma, pela execucdo de ensaios de MALDI-ToF.

Ao Prof. Dr. Josef Baader, por empréstimos de reagentes e vidrarias.

Ao Prof. Dr. Jodo Comasseto, assim como aos seus alunos, pela realizacdo de
analises de CG-MS, o uso da mufla e do equipamento de medida de ponto de fuséo.

Aos professores que ministraram as disciplinas de pés-graduacéo.

Aos funcionarios do IQUSP, especialmente a Cibele da secretaria de pds-
graduacao.

Ao pro-reitor de pés-graduacdo Prof. Dr. Vahan Agopyan, pela atencdo e
receptividade.

Ao amigo Dr. Anderson Garbuglio por auxiliar em minha estadia na cidade de
Séao Paulo.

E ao mais importante, minha familia: Livia, Cassia, Zeca, Barbara, Gael, Jasmin,

Cacau. E Deus.



Resumo

Barizon, L. A. Sintese de materiais poliméricos contendo moléculas bioativas e materiais de
fontes renovaveis via catélise enzimatica. 2013. 102p. Dissertacdo — Programa de Pds-
Graduacao em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo

Desde a invencdo do primeiro polimero sintético por John Wesley em 1868, vem
crescendo continuamente a utilizacdo desta classe de materiais. Atualmente, é grande o
interesse em agregar aos mesmos atributos mais nobres, tais como sua utilizacdo em
dispositivos biologicos, qualidade de rapida degradacdo e, mais recentemente, a
preferéncia por aqueles provenientes de matéria prima renovavel, que possam diminuir
o impacto ambiental gerado pelo uso de petroleo e derivados.

O objetivo deste trabalho é sintetizar materiais provenientes de fonte de matéria
prima renovavel e de facil degradacdo, atraves de sinteses enzimaticas, evitando assim o
uso de catalisadores metalicos toxicos. Além disso, pretendeu-se agregar moléculas
biologicamente ativas, de forma que os produtos finais possam exibir propriedades
farmacoldgicas. As substancias bioativas selecionadas para este trabalho foram:
pantenol, acido azelaico, acido citrico, e pantolactona.

Destas moléculas, foram sintetizados 8 materiais poliméricos: poli(azelato de
pantenila), poli(adipato de pantenila), poli(adipato de isosorbila-co-pantenila),
poli(azelato de isosorbila), poli(adipato-co-azelato de isosorbila), poli(citrato de
isosorbila), poli(adipato de isosorbila-co-citrato) e oligbmero de polipantolactona.
Todos os materiais foram sintetizados utilizando a enzima Candida antarctica fracdo B
(CAL-B) como catalisador, em solvente organico, utilizando peneira molecular para
remocao do subproduto da reagdo. As caracterizacdes foram feitas através de RMN-1H,
MALDI-ToF e GPC.

Palavras-Chave: Pantenol, acido azelaico, acido citrico, pantolactona, glicerol,

isosorbideo, CAL-B, dispositivo de liberacdo controlada de farmacos.



Abstract

Barizon, L. A. Synthesis of polymeric materials containing bioactive molecules using
renewable raw material via enzymatic catalysis. 2013. 102p. Masters Thesis — Graduate
Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo

Since the invention of the first synthetic polymer by John Wesley in 1868, the
use of this class of materials has continuously grown. Currently, there is a great interest
in adding nobler attributes to these materials, such as their use in biological devices,
quality of rapid degradation and, more recently, the preference for those made from
renewable feedstock, reducing the environmental impact generated by the use oil and
derivatives.

The objective of this work is to create materials of renewable material origin and
easy degradation, using enzymatic catalysis thus avoiding the use of toxic metal
catalysts. Furthermore, we intended to add biologically active molecules, so that the
final products may exhibit pharmacological properties. The bioactive substances
selected for this study were: panthenol, azelaic acid, citric acid, and pantolactone.

From these molecules eight different polymeric materials were synthesized:
poly(pantenyl azelate), poly(pantenyl adipate), poly(isosorbyl-co-pantenyl adipate),
poly(isosorbyl azelate), poly(isosorbyl adipate-co-azelate) poly(isosorbyl citrate),
poly(isosorbyl adipate-co-citrate) and oligomer of polypantolactone. All materials were
synthesized using the enzyme Candida antarctica fraction B (CAL-B) as catalyst in
organic solvent using molecular sieves to remove the byproduct of the reaction. The
characterizations were made by 1H NMR, MALDI-ToF and SEC.

Keywords: Panthenol, azelaic acid, citric acid, ascorbic acid, pantolactone, glycerol,

isosorbide, CAL-B drug delivery.
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1 - Introducao

A utilizacdo de materiais biodegradaveis é de grande interesse para a
humanidade devido a necessidade de descarte dos materiais utilizados da forma que
fossem menos danosos possivel ao meio ambiente. Material biodegradavel é todo
material que, durante ou ap0s o seu uso, pode ser decomposto quando em contato com
um organismo vivo!, estes podem ser utilizados de forma a diminuirem o impacto
ambiental criado por residuos antropogénicos a natureza.

A busca por materiais biodegradaveis pode também provir de matéria derivada
de fontes renovaveis, como a biomassa, excelente na substituicdo do combustivel féssil
devido a sua disponibilidade inesgotavel e diminui¢do do impacto ambiental devido ao
“sequestro de carbono”.

Os dois conceitos em conjunto podem melhorar o problema da degradacdo da
natureza, tanto com a diminuicdo da exploracdo de recursos finitos, quanto com a
diminuicdo da degradacdo da natureza proveniente da poluicdo gerada por produtos
sintéticos ndo degradaveis.

Sendo de grande interesse a exploracéo de biomateriais poliméricos provenientes
de biomassa devido a grande maioria dos polimeros industriais sintetizados atualmente
serem provenientes de fonte finita, o petréleo, gerando materiais de dificil degradacao,
podendo levar milhares de anos para se decomporem na natureza gerando um grande
impacto ambiental.

Materiais biodegradaveis podem servir também como biomateriais, ou seja,
material utilizado para substituir sistemas biolégicos no todo ou em parte, constituindo-
se de materiais metalicos, cerdmicos, poliméricos (sintéticos ou naturais), compoésitos

ou biorecobrimentos.t
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Biomateriais poliméricos biodegradaveis podem ser utilizados para dispositivos
de liberacdo controlada de farmacos. Estes dispositivos permitem o armazenamento e
protecdo de moléculas ativas farmacologicamente permitindo que estas atinjam seu alvo
no organismo antes que sejam degradadas devido sua facil metabolizacao, chegando ao
seu destino em concentragdes ideais, e permanecendo durante o tempo necessario para o
tratamento.

A utilizacdo de medicamentos via administragdes convencionais podem gerar a
degradacdo de parte do medicamento através da hidrdlise &cida no estdbmago,
inabilidade do atravessamento do medicamento através da membrana cerebral,
degradacdo via enzimatica, desativacdo do medicamento pelo figado antes deste atingir
o seu alvo, ou uma simples degradacéo e reacdes indesejadas na célula ou no sangue.?

A utilizacdo de macromoléculas poliméricas biodegradaveis e bioativas para a
liberacdo de farmacos no organismo € possivel pela sua capacidade de armazenamento e
protecdo do farmaco entre suas fibras ou incorporadas ao polimero como oligdbmeros,
sendo liberados de forma controlada e em locais especificos apds a degradacdo do
material.

A biodegradabilidade de um polimero é baseada na presenca de ligacGes
hidrolisaveis ou oxidaveis ao longo de sua cadeia. As liga¢cdes dos grupos funcionais
amida, enamina, éster, uréia e uretana, por exemplo, sdo suscetiveis a biodegradacdo por
microorganismos e enzimas hidroliticas. Como exemplos de poliésteres alifaticos com
estruturas hidrolisaveis podem ser citados o poli(acido lactico), PLA, poli(acido
glicolico), PGA, policaprolactona, PCL, e poli(B-hidroxibutirato), PHB, sendo este
ultimo produzido por uma variedade grande de microorganismos como um material de

estocagem intracelular para ser usado como fonte de energia e carbono.
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A velocidade de biodegradacdo de poliésteres depende da sua composi¢do
quimica, do comprimento da cadeia, da massa molar, do balan¢o energético
hidrofilico/hidrofobico e também do grau de cristalinidade, tamanho dos esferulitos,
area superficial da amostra, aditivos, etc. Biopolimeros biodegradaveis e bioativos
podem ser utilizados em dispositivos de liberacdo controlada de farmacos, curativos,
peles artificiais, suporte celular, substituicdo para polimeros utilizados em bens de
consumos ndo duraveis, como embalagens para alimentos, etc.

A utilizacdo de polimeros biocompativeis e biodegradaveis em dispositivos de
liberacdo controlada de farmacos possibilitam um controle mais preciso da dosagem de
medicamentos no organismo sem a necessidade de manutencdo de dosagens elevadas de
drogas que possam acarretar no aumento de efeitos colaterais medicamentosos e
“overdoses”. A utilizagéo destes dispositivos facilita o tratamento de doencgas cronicas,
regulagdo hormonal ou o controle da concentragdo de outros compostos de interesse no
sangue, como vitaminas, possibilitando a manutencdo da concentracdo basal da
substancia na corrente sanguinea, a partir da degradacdo do dispositivo implantado na
pele.

O desenvolvimento de polimeros derivados de biomassa € um dos mais
importantes e urgentes assuntos do ponto de vista da preservacdo ambiental,
considerando-se o fato de que a grande maioria dos polimeros utilizados para fins
comerciais origina-se de mondmeros derivados do petroleo. A poluicdo ambiental
causada pela producdo e o descarte de polimeros derivados do petroleo tem levantado
um crescente interesse nas industrias quimicas por polimeros derivados da biomassa.
Assim, polimeros derivados do amido ou outros carboidratos séo de grande interesse,

por serem provenientes de fontes inteiramente renovaveis. Consequentemente, nao é
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surpreendente o grande aumento das atividades de pesquisa nesse campo nos ultimos

anos.

Dianidroexitois

Muitos biopolimeros sintetizados inteiramente de fonte de matéria renovaveis
sdo feitos a partir de amido ou outros carboidratos, porém a utilizacdo destes compostos
para a sintese de materiais com estruturas bem definidas é muito dificil por causa da
quantidade de hidroxilas na molécula®, o que pode levar a sintese de matérias com
estruturas racémicas e muito ramificadas.

Uma alternativa para evitar o problema de racemizacdo e ramificagdo dos
polimeros provenientes de biomassa, € utilizar derivados de amido e carboidratos que
ndo possuissem tantos grupos funcionais que levassem a tal problema, como o0s
dianidroexitois.

Os dianidroexitois sdo derivados de biomassa renovavel mas que possibilitam a
sintese de polimeros com estruturas bem definidas por ndo possuirem hidroxilas livres
além das duas hidroxilas terminais utilizadas para o crescimento polimérico.

Dianidroexitois sdo provenientes da biomassa obtidos da indUstria do agUcar

através da dupla desidratacdo da glicose, manose e frutose.

CHO CH,OH
H-——O0H _ OH
HO-—H catalytic H double dehydration -
H-1—OH hydrogenation OH u*
H2l—OH OH
& CH,OH & CH,OH
D-glucose Sorbitol Isosorbide

Figura 1 - Sintese do Isosorbideo®
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Os trés dianidroexitois provenientes da glicose, manose e frutose s&o

respectivamente: isosorbideo, isomanideo e isoididio. Todos compostos quirais.

HO H HO H H(;r:_ H
}T 0 -...T,.-::l (?(}
0= “2 0 ()"";'“2
H “OH H TOH H “OH
Isosorbide Isomannide Isoidide

Figura 2 - Dianidroexit6is®

Estes compostos séo classificados de acordo com as configuracgdes relativas das
duas funcbes hidroxila. Os dianidro exitois possuem dois anéis aproximadamente
planares fundidos em sis como se fossem no formato “V” com as hidroxilas terminais
nas posicoes C2 e C5, que podem estar nas posi¢des endo ou exo com relagdo a cunha
formada pelos anéis.

Na molécula de isosorbideo as hidroxilas terminais estdo na configuracdo
“endo” e “ex0”, no isomanideo ambas as hidroxilas estdo na configuracdo “endo” e no
isoididio ambas as hidroxilas estédo na configuracao “exo”.

Estas configuraces levam a uma diferenca de reatividade entre as moléculas,
sendo o isoididio 0 mais reativo por possuir uma face menos impedida estericamente, 0
isosorbideo com reatividade intermediaria por possuir uma hidroxila em trans com a
molécula e por ultimo o isomanideo sendo 0 menos reativo por possuir impedimento
estérico em ambas as faces do anel.

Devido aos dianidroxitois serem provenientes de biomassa e renovaveis e por
ndo terem os problemas de racemizacdo e ramificagdo do produto, estes sao
extensivamente utilizados na literatura, ja sendo utilizados na sintese de poliésteres?,

polieteres®, poliuretanos® e policarbonatos?.
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Sao também produtos baratos por conta de sua facil obtencdo, o que os tornam
comercialmente vidveis, além de serem produtos ecologicamente corretos devido a
possibilidade de renovacéo, o que ndo ocorrem com polimeros derivados de petréleo.

Os dianidro exitois sdo substancias atoxicas e sensiveis a hidrolese, degradam-se
em questdo de meses em contato com a &gua, e por isso sao muito Uteis para sintese de
matérias biodegradaveis, além de serem aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration) como produtos para utilizagdo em seres humanos, 0 que 0s torna

capazes para utilizacdo em dispositivos de liberacdo controlada de farmacos.

Isosorbideo

O isosorbideo é o dianidroexitol mais acessivel e 0 mais estudado recentemente,
por ser proveniente da hidrogenacéo e subsequente desidratacdo da D-glicose.

Por este motivo é também o mais abundante e o mais barato dianidroexitol
produzido, além de ser aprovado pela FDA como material seguro para utilizagdo em
humanos.

Isosorbideo é muito utilizado para aumentar a temperatura de transicdo vitrea
(Tg) de polimeros comerciais, além de ser quimicamente muito estavel, sendo possivel
aquecer um polimero que possua isosorbidio a temperatura de ~300°C sem que ocorra
decomposi¢do ou racemizagio do material’.

Polimeros de isosorbideo também néo séo sensiveis a racemizacdo em ambientes
acidos e basicos, 0 que o torna um excelente monémero para sintese de polimeros com
estruturas bem definidas, provenientes inteiramente de fonte de matéria renovavel,
dando ao polimero uma Ty alta, 0 que possibilita a fabricacdo de dispositivos dando ao
material uma excelente protecdo a degradacdo indesejada, € a0 mesmo tempo sendo
excelente para a utilizagdo como material biodegradavel por ser facilmente hidrolisavel

em agua.
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A incorporacdo de isosorbideo a cadeia polimérica de poliésteres tem provado
ser uma abordagem interessante para obter produtos com melhores propriedades. Por
exemplo, a incluséo de pequenas quantidades de isosorbideo em poliésteres aromaticos
resulta em polimeros com temperatura de transicdo vitrea e estabilidade térmica
maiores, ampliando a potencialidade de novas aplicacdes desses materiais® °.

Em particular, a introducdo de isosorbideo em poliésteres a base de tereftalatos,
como poli(tereftalato de etileno), PET, e poli(butileno teraftalato), PBT.
Comercialmente, 0 aumento da temperatura de transicao vitrea das embalagens de PET
as tornaria mais resistentes a deformacéao a quente, abrindo caminho para sua utilizacdo
em envase a quente, o que permitiria expandir, ainda mais, esse mercado multibilionario
das embalagens de PET. Numerosos polimeros contendo isosorbideo foram sintetizados
e caracterizados nas Gltimas trés décadas, incluindo patentes concedidas’.

O isosorbideo vem sendo estudado na literatura ha mais de 60 anos onde em
grande parte sdo utilizados para sintese de poliésteres a partir de cloretos de diacidos
carboxilicos de diversas origens, alifaticos a aromaticos, sendo alguns destes autores,
Montgomery?®, Jenkins®, Thiem!°, Okada!!, Brandenburg'?, Catalani e Gross®, entre
outros, demonstrando assim a importancia e utilidade do isosorbideo como monémero

sustentdvel, fonte de biomassa para sintese de polimeros.

Enzima

Uma atividade que tem crescido nos ultimos anos é o uso industrial de enzimas
isoladas. Essas enzimas, originadas de organismos vivos, tém encontrado diversas
aplicacdes como catalisadores para a sintese de polimeros in vitro.

Devido a suas caracteristicas como diversidade, especificidade e
biodegradabilidade, polimeros de origem enzimatica tém recebido cada vez mais

atencdo como candidatos a aplicagdes industriais. Em muitos casos, enzimas levam a
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sintese de polimeros que eram impraticaveis ou impossiveis de serem obtidos através da
quimica convencional*.

O termo biotransformacdo pode ser aplicado para modificacfes especificas ou
interconversdes na estrutura quimica, realizadas por enzimas presentes nas células ou na
forma isolada. A biotransformacdo difere da fermentacdo, na qual o substrato é
convertido a produtos através de um caminho metabdlico bastante complexo na célula.

A utilizagdo de enzimas como catalisadores em reagdes sintéticas em meio
organico ndo é recente; as primeiras sdo do inicio do seculo XX. Entretanto, o interesse
por estes sistemas ressurgiu apos a publicacdo dos trabalhos de Zaks e Klibanov, no
inicio dos anos 80%°.

As enzimas apresentavam pouca utilidade em sintese orgéanica devido,
principalmente, a ideia pré-concebida de que somente 0 meio aquoso era propicio para
manter a conformagédo estrutural cataliticamente ativa. Entretanto, sabe-se atualmente
que muitas enzimas (ou complexos enzimaticos) sdo cataliticamente ativas em
ambientes hidrofébicos, com eficiéncia similar aquela encontrada em solucGes aquosas,
ou em certos casos até superior. Acredita-se que as enzimas sejam cataliticamente ativas
em meio orgénico porque permanecem na sua forma original, e ndo se desdobram em
meio nao-aquoso. Esta caracteristica deve-se, em parte, ao aumento das interacdes
eletrostaticas entre 0os grupos integrantes da enzima em solventes organicos e a baixa
constante dielétrica da maioria deles e, também, ao aumento do nimero de ligacdes de
hidrogénio intramoléculares®®.

A utilizacdo destas técnicas tem sido crescente nos ultimos vinte anos e, com
isso, novas informacdes teoricas e aplicagdes praticas estdo surgindo. O uso de
biocatalisadores imobilizados também é crescente em escala industrial, especialmente

na industria farmacéutica, de detergentes, couros e panificacdo, entre outras ’.
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Enzimas podem ser utilizadas em polimerizagdes, usufruindo das vantagens: alta
eficiéncia na conversdo de substratos devido a sua alta seletividade para uma dada
transformacéo organica; alta enantio e regiosseletividade; possibilidade de reciclagem
do catalisador, possibilidade de serem usadas na maioria dos meios reacionais, inclusive
solventes organicos; evitam o uso de catalisadores potencialmente téxicos, que em sua
maioria possuem em sua composicdo metais pesados, como octanoato de estanho
utilizado na polimerizacdo de alguns polimeros. Podendo causar intoxicagcdo em seres
vivos quando aplicados em biomateriais devido a liberagdo do metal pesado
enclausurado no polimero ap6s a degradacéo do material.

Avancos recentes na enzimologia ndo-aquosa tém expandido significativamente
as condicOes potenciais nas quais as reacGes de polimerizacdo via catélise enzimética
podem ser executadas. Exemplos de meios reacionais alternativos incluem varios
solventes organicos, misturas bifasicas de solventes organicos com misturas aquosas,
sistemas de micelas reversas, e fluidos supercriticos. Meios de reagdo néo tradicionais
tém oferecido novas opgdes para o controle do peso molecular, assim como da
morfologia e arquitetura dos produtos poliméricos. Devido ao fato de que esterificacdes
e transesterificacbes enzimaticas tem se mostrado efetivos em solventes orgénicos,
muitas reagdes enzimaticas em meios ndo aquosos tem sido reportadas®®.

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou
bioldgicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a catalise seja
eficiente em um determinado processo, ha necessidade de protegé-las da interacdo com
0 solvente, meio no qual é realizada a reagdo, pois 0 mesmo poderia provocar a
inativagédo, impossibilitando a catalise da reacdo. Frente a este problema, novas técnicas
de imobilizacdo tém sido desenvolvidas para fornecer a estabilidade das enzimas e

facilitar sua recuperagéo e reutilizagio®.
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A polimerizacdo por catéalise enzimatica vem se desenvolvendo rapidamente,
principalmente nas duas Gltimas décadas, através de trabalho de autores como Gross** e
Kobayashi?°, utilizando monémeros variados como, acidos dicarboxilicos com glicois?,
oxiacidos?? , oxiesters?®, lactonas®* e lactideos®. A sintese de poliésteres alifaticos por
processos enzimaticos tem sido amplamente estudada do ponto de vista da ciéncia de

matérias biodegradaveis?®.

IAs enzimas sdo proteinas especificamente utilizadas para acelerar reacdes
quimicas termodinamicamente nao favoraveis em seres vivos.
Para ser classificada com enzima uma proteina deve apresentar:
e Excelente eficiéncia catalitica
e Possuir um alto grau de especificidade com os reagente e produtos da
reacédo
e Aumentar a velocidade da reacéo cerca de 10° a 102 mais rapido que a
mesma reacdo ndo catalisada
e Nd4o ser consumida ou alterada na reacédo

e Ndo alterar o equilibrio quimico das reacdes.

A enzima é a Unica substancia bioldgica criada com fim especifico de funcionar
como um catalisador natural, sendo assim torna possiveis rea¢cdes que nao ocorreriam
ou ocorreriam muito lentamente nos organismos Vivos, sendo assim um componente
essencial para vida e muito abundante devido a isso.

Porém enzimas sdo altamente especificas quanto aos reagentes, isto devido ao

local onde as reagdes sao realizadas, o sitio ativo.

! As informag@es contidas nas paginas 10-12 foram baseadas no livro 27. Motta, V. T. d.,
Bioquimica. EDUCS - Editora da Universidade de Caxias do Sul: 2005.
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Sitio ativo é uma cavidade presente na superficie da enzima onde se encontram
0s grupos funcionais que participam da reacdo, onde cada enzima possui um arranjo de
grupos responsaveis pela realizacdo das reacdes que ocorrem de forma ndo covalentes,
tornando assim cada enzima especifica para um tipo de reacéo.

As enzimas podem ser divididas em 6 grupos conforme o tipo de reagfes que
estas realizam:

e Oxidorredutases
e Transferases

e Hidrolases

o Liases

e Isomerases

Ligases

As oxidoredutases atuam nas reacGes de oxidacdo-reducdo, as transferases na
transferéncia de grupos funcionais, as hidrolases nas reacdes de hidrolises as liases na
remocao de grupos funcionais para formacdo de duplas ligacbes, as isomerases em
isomerizac@es e as ligases nas ligacdes entre duas moléculas.

Vaérios fatores influenciam na atividade enzimatica, entre eles, temperatura, pH e
a concentracao da enzima.

Em geral reacBes quimicas acontecem mais rapidamente com o aumento da
temperatura, isso devido ao aumento da energia dos produtos o que os leva a uma
energia mais proxima do estado de transi¢do que leva aos produtos, quando utilizados
enzimas esta mesma regra se aplica porém existe uma temperatura Otima para o
funcionamento da enzima onde acima de tal temperatura existe uma queda abrupta da

velocidade devido a desnaturagdo da enzima.
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Enzimas também sdo sensiveis a presenca de ions hidrogénio devido a vérias
reacOes no sitio ativos serem realizadas por ionizagdo de aminoacidos, sendo a maioria
das enzimas ativas em intervalos estreitos de pH.

A velocidade da reacdo enzimatica estd ligada também a concentracdo da

enzima, quanto maior a concentragdo da enzima maior a velocidade de reacéo.

Lipases
Lipases sdo enzimas hidroliticas pertencentes ao grupo das hidrolases, ou seja,

sdo especificas para reacOes de hidrdlise.

No corpo humano atuam na hidrolise de &cidos graxos, porém em solvente
organico atuam como catalisadores de esterificagdo e transesterificagdo?.

Particularmente as lipases apresentam uma alta tolerancia aos grupos funcionais
organicos e uma excelente atividade reacional e versatilidade na polimerizacdo e
transesterificagio de diésteres e diois. E facilmente removida do meio reacional e do
solvente, utilizando apenas filtracdo, e sdo altamente utilizadas nas arias biomédicas e
farmacéuticas.

Sdo eficientes em resolver misturas racémicas de alcoois e ésteres?®, sdo
facilmente encontradas, termicamente estaveis e bastante robustas. Ndo precisam de co-
fator e podem ser utilizadas em solventes orgéanicos, e vem sendo uma excelente
ferramenta na sintese organica assimétrica.

O sitio ativo das lipases consiste na triade Aspartato/Glutamato, histidina e
serina, as reagdes catalisadas por esta enzima sempre envolvem estes trés aminoacidos
no sitio ativo, e ndo necessitam de co-fatores para seu funcionamento.

A mais famosa e versatil lipases utilizada na industria é a lipase de Candida

Antarctica fracdo B%°, CAL B, devido principalmente sua promiscuidade catalitica,
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podendo catalisar uma alta grama de reacdes como amidacdo, transesterificagéo,

abertura de anéis de varios carbonatos e fosfonatos®!

active
site

carbon
dioxide

Figura 3 - Modelagem da Superficie da Enzima CAL-B%*

A imagem mostrada acima é uma simulacdo molecular dindmica computacional
da enzima CAL-B nos solventes gua e didxido de carbbnio supercritico, nela podemos
observar a disposi¢do dos grupos hidrofdbicos e hidrofilicos da enzima.

Como € possivel observar na simulagdo, o sitio ativo da enzima CAL-B situa-se
na parte hidrofébica da macro-molécula, o que explica sua eficacia em sinteses
organicas em solventes hidrofobicos.

Comercialmente a CAL-B é imobilizada em uma resina acrilica com macrop6ros
(Novozym 435), desenvolvida pela industria para modificacdo de 6leos trigliceridios,
podendo ser reutilizada em polimerizagdes por 5x com bom rendimento?,

O mecanismo pelo qual ocorre a esterificagdo dos mondmeros e
consequentemente o crescimento polimérico é representado pela figura a baixo, onde
sdo demonstradas as reagcdes que ocorrem com cada aminoacido pertencente ao sitio

ativo da enzima CAL-B.
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Figura 4 - Mecanismo de reacao do sitio ativo da enzima CAL-B

Moléculas de interesse

Glicerol:

HO/\l/\OH

OH

Figura 5 — llustragdo da Estrutura Quimica do Glicerol

Glicerol é uma das mais versateis e valiosas substancias quimicas utilizadas em
uma variedade de produtos comerciais, ndo sendo conhecidos efeitos adversos na area
farmacoldgica e ambiental®. Apresenta uma boa estabilidade quimica sendo inerte em
ambientes bioldgicos, sendo assim muito utilizado em biomoléculas®.

O glicerol é obtido em excesso na producdo de biodiesel a partir da
transesterificacdo de 6leos vegetais e animais, sobrando no mercado glicerol bruto

sendo fundamental ambientalmente transforma-lo em um material com valor agregado.
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E obtido através de 6leos e subproduto da sintese de sabdes e &cidos graxos, €
utilizado como solvente, umectante, plastificante, emulsificante, principalmente na
indUstria alimenticia e farmacéutica.

e Varios polimeros contendo glicerol sdo reportados na literatura, inclusive
sintetizados a partir de catalise enzimatica:

e Gross sintetizou diversos polimeros, copolimeros, inclusive super ramificados,
“hyperbranched polymers (HBPs)”, de glicerol utilizando lipases®.

e Em 1999 Baldessari®® realizou a sintese de poliéster de adipato com glicerol
obtendo um polimero de Mw= 1700 g/mol através de sintese enzimatica
utilizando CAL-B. Em 2005 Gross®*® também sintetizou poliésteres de glicerol
com adipato e octanodiol com adipato utilizando CAL-B, porém obtendo Mw=
75.600 g/mol.

e Em 2001 Torres* esterificou via catalise enzimatica glicerol com &cido linoleico
e longas cadeias de acidos graxos provenientes de éleo de peixe.

e Em 2010 Sharma® sintetizou utilizando CAL-B poliéster de glicerol com poli-
etilenoglicol-bis-carboximetil-eter. Polimerizando a partir das hidroxilas
primarias, e em seguida adicionando via acilacdo, cloreto de &cidos de
compostos farmacoldgicos na hidroxila secundaria.

e Em 2012 Agach® sintetizou oligbmeros de acido succinico e glicerol.

e Em 2009 Djordjevic® sintetizou um polimero de glicerol e &cido cebasico
biodegradavel e biocompativel.

Observa-se que desde o ano de 1999 até os dias de hoje o glicerol vem sendo
bastante utilizado em sinteses de polimeros devido sua propriedade de possibilitar a
adicdo de hidroxilas livres aos polimeros para subsequentes funcionalizagdes, observa-

se também uma preocupacdo quanto a forma de sintese contendo esse material, onde
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vem sendo bastante explorada a utilizagdo de enzimas como catalizadores das reacdes
visando assim materiais ndo toxicos que podem ser biodegradaveis e biocompativeis.

Desta forma optou-se pela utilizagdo do glicerol como “links” para futuras
funcionalizagbes do PIA, poli(adipato de isosorbila), neste trabalho, devido a
comprovacao da eficicia de sinteses utilizando glicerol e enzimas na literatura, além de
sem um material proveniente de fonte renovéavel.

O objetivo com o glicerol neste trabalho é a criacdo de um polimero anfifilico
que pudesse também ser utilizado como suporte para inser¢des de moléculas bioativas
ligadas covalentemente as hidroxilas secundarias livres do polimero, a fim de criar um
material que fosse parcialmente solivel em meio aquoso podendo ser utilizado como

dispositivo de liberagdo controlada de farmacos.

Acido citrico:

OH 0]

o) OH
OH

Figura 6 - llustracéo da Estrutura Quimica do Acido Citrico

O é&cido citrico € principalmente utilizado na inddstria alimenticia e
farmacéutica, usado como conservante natural (antioxidante), acidulante, sal
efervescente e xarope farmacéutico.

E produzido comercialmente através de fermentacdo, possui dois &cidos
carboxilicos primarios e um secundario, este ultimo menos reativo, por ser mais
impedido estericamente.

Poli citrato diois sdo uma promessa significativa para utilizagdo em engenharia

de tecido vascular devido as suas propriedades anti-coagulantes, a capacidade de
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suportar a adesdo, a proliferacdo, diferenciacdo de células endoteliais, e reduzir a
adsorcéo e ativacdo de plaquetas®.

Foi dado como mon6émero funcional para filmes biopoliméricos, sendo relatadas
sinteses com ele e com vérios alcoois primarios e secundarios incluindo
dianidroexitois®.

Em sinteses poliméricas é muito utilizado para realizagdo de cross link, inclusive
de moléculas bioativas provenientes de biomassa como amido, fibras de celulose ou de
milho*®. O que ocorre de maneira semelhante com o glicerol, devido inser¢do de um
grupo funcional livre a cadeia polimérica para funcionaliza¢des subsequente, ou neste
caso servindo para cross link das cadeias.

Varias publicacBes descrevem a sintese de poliéster biodegradaveis com base em
acido citrico, em combinacdo com polidis, tais como glicerol, gluconolactona, sorbitol,
alcoois alifaticos lineares, e poli-etileno-glicéis*®. Porém todas elas catalisadas por
catalizadores metélicos, o que pode significar um risco para aplicacdo em ambientes
biolbgicos.

O écido citrico é também usado para aumentar a hidrofilicidade do polimero, o
que é almejado neste trabalho utilizando além do &cido citrico também o glicerol. Na
literatura o citrato € encontrado como comonémero em PLLA, poli(L-acido lactico), a
fim de aumentar a hidrofilicidade do polimero e assim aumentar a velocidade de sua
biodegradacéo™.

E também utilizado em materiais bioabisorviveis feito a partir do PLA*, filmes
biodegradaveis de gluconolactona®, elastdmeros biodegradaveis e biocompativeis de
poli(1,8-octanodiol-co-citrato)*® e simplesmente a sintese do poli-acido-citrico®,

polimero cem por cento feito da molécula de interesse.
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Poliésteres de &cido citrico altamente ramificados vém sendo utilizados como
matrizes para controle e sustentacdo de dispositivos de liberacdo de farmacos e resinas
sintéticas.

Demonstrando ser uma molécula excelente para aplicacdes bioldgicas, pois ja
sdo relatados na literatura materiais bioabisorviveis, biocompativeis e biodegradaveis,
portando j& sendo comprovada sua eficacia para tal fim, porém ndo foram encontrados
relatos de sinteses destes materiais utilizando enzimas como catalizador, sendo esse um

dos objetivos deste trabalho para esta molécula.

Acido ascérbico:

Figura 7 - llustragdo da Estrutura Quimica do Acido Ascérbico

O acido ascérbico (vitamina C) é uma molécula usada na hidroxilacdo de varias
reacOes celulares. A sua principal funcdo é a hidroxilacdo do colageno, a proteina
fibrilar que da resisténcia aos 0ssos, dentes, tenddes e paredes dos vasos sanguineos. E
também um excelente antioxidante natural utilizado no combate aos radicais livres.

No corpo humano o acido ascérbico desempenha um papel fundamental na
sintese e funcdo de tecido 0sseo e sistema imunologico. O acido ascorbico é o maior
antioxidante fisiologico, reparador de danos oxidativos em biomoléculas. Previne a
formagéo excessiva de espécies reativas de oxigénio e a limpeza destas espécies.

A molécula de &cido ascérbico vem sendo amplamente utilizada em materiais,

principalmente em materiais biologicos como, suplemento para a diferencia¢do em vitro
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de células adultas mesenquimais de osteoblastos*, “scaffold” esponjoso biodegradavel
de poliuretano (lisina-di-isocianato e glicerol) para regeneracio 6ssea**, funcionalizacio
do polimero PMMA, polimetilmetacrilato, através de sintese enzimética, onde foi
possivel deixar intactas as hidroxilas responsaveis por sua atividade bioldgica, sendo
constatado que este material era capaz de modular a proliferacdo e diferenciagéo da
osteogéneses®.

Também sdo descritos na literatura polimeros de carboxi-metil-celulose® e
vinilbenzoato*’ utilizando &cido ascorbico na estrutura. Porém ndo ha relatos de
polimeros biodegradaveis feitos a partir de biomassa utilizando catélise enzimética na

literatura.

Acido azelaico:

@) O

HO)J\/W\/”\OH

Figura 8 - llustrag&o da Estrutura Quimica do Acido Azelaico

Encontrado naturalmente no trigo, centeio e cevada. O acido azelaico é um &cido
di-carboxilico saturado que atua em diversos processos bioldgicos incluindo anti-
bacterial, anti-inflamatério e agente anti-oxidante e anti-proliferativo de radicais
livres*®.

E utilizado em varios disturbios da pele, sendo muito eficaz no tratamento da
acne e também como estimulante para o crescimento de cabelo, atuando como

bactericida reduzindo o crescimento de bactérias no foliculo piloso.
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Vérios polimeros foram sintetizados com azelato, porém nenhum utilizando

mondmeros provenientes de biomassa, e na grande maioria dos casos utilizando

catalisadores metélicos. Alguns destes polimeros sintetizados s&o:

Copolimero de acido azelaico, anidrido o-ftalico e trimetilpropano®.
Poli(propileno azelato) utilizando tetrabutoxi titdnio como catalisador obtendo
Mn=25.000 g/mol*°,

Poli(butileno oxalato) funcionalizado com butileno azelato utilizando tetrabutoxi
titanio como catalisador, obtendo Mn=8.000 g/mol°L,

Poli(butileno  succinato  co-butileno  azelato) catalisado por titanio
tetraisopropoxido®2.

Copolimero de acido acetobenzoico, diacetato de hidroquinona e acido azelaico.
poli(acido azelaico) via catalise enzimética, utilizando octanodiol, obtendo
massa molar de 5.800 g/mol?*.

Poli(tetrametileno azelato)®

Poli(etileno azelato)®*

Poli(nanometileno azelato) e o copolimero poli(nanometileno azelato co-
pimelato) ambos utilizando o catalisador tetrabutoxi titdnio obtendo massa molar
de 38.500 g/mol™,

Poli(hexileno azelato)®®.

Poli(4,4-bifenileno azelato)®’.

Poli(dietil azelato)®®.

Poli(neopentileno azelato)®®.

Poli(etileno tereftalato co-azelato)®.

Poli(decametilenoglicol azelato)®?.
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E possivel perceber que a grande maioria dos polimeros sintetizados utilizando
azelato ndo sdo utilizados para fins bioldgicos, devido aos monémeros utilizados nédo
serem reconhecidos como proprios para uso em humanos, além de ndo serem
biodegradaveis, e tdo pouco provenientes de fonte de matéria renovavel, apear desta
molécula de interesse possuir atividade bioldgica, ndo sendo dada a devida atencédo a
este aspecto.

O objetivo para esta molécula no trabalho é de sintetizar materiais contendo
azelato, cujos mondmeros utilizados sejam provenientes de fonte de matéria renovavel,
e aprovados para uso em humanos, assim podendo ser explorado o potencial da

atividade bioldgica da molécula de interesse.

Acido Pantoténico (Vitamina B5):

OH

Figura 9 - llustragéo da Estrutura Quimica do Acido Pantoténico

O acido pantoténico, conhecido como vitamina B5 é essencial para todos 0s
tipos de vida, é encontrado em células vivas na forma de coenzima A e participa de uma
serie de reagdes quimicas celulares. Atua na producdo dos hormonios supra-renais, e na
formacé&o de anticorpos.

N&o ha relatos na literatura de materiais polimericos sintetizados utilizando o

acido pantoténico.
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Pantenol (Provitamina B5):

OH ’
N OH
HO S e SR
@]

Figura 10 - llustragdo da Estrutura Quimica do Pantenol

Precursor do &cido pantoténico que age como agente eutréfico da pele e
mucosas. Sua deficiéncia pode significar descamacéo e despigmentagdo cutanea.

E muito utilizado na indUstria da satide e cosméticos, é um ingrediente comum
em suplementos multivitaminicos, shampoos e produtos para pele. E administrado em
altas doses para humanos (15g por dia para tratamento de lGpus) sem efeitos adversos®?.

O pantenol € um agente anti-microbiano para varias doencas, ele atua através de
competicdo com o &cido pantoténico (vitamina B5) em um dos passos da sintese da
coenzima A, essencial para o funcionamento celular, 4% de todas as enzimas
conhecidas utilizam a coenzima A como cofator para seu funcionamento.

O pantenol assim como seu analogo pantoiltalrina possuem a capacidade de
atravessar a membrana celular, o que outros anédlogos da coenzima A ndo podem,
fazendo desta molécula um excelente agente antimicrobiano®,

J& sdo conhecidos e estudados tratamentos eficazes utilizando pantenol no
combate a malaria® e a tuberculose®®.

Como no caso do acido pantoténico, ndo sdo relatados na literatura polimeros

utilizando pantenol.
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Acido Adipico

HO
OH

)

Figura 11 - llustragio da Estrutura Quimica do Acido Adipico

O é&cido adipico é um intermediario utilizado na industria quimica, farmacéutica
alimenticia e de perfume®.

Uma grande parte da producdo de &cido adipico vai para a producdo do nylon
6.6 especialmente via condensacdo com hexametilenodiamina, e o nylon 4.6,
poli(tetrametileno adipamida), com alta massa molar, sendo adequado para aplicacdo
onde sdo necessarias alta resisténcia a temperaturas elevadas e excelentes propriedades
mecanica, como na indstria automotiva e eletrénica®®.

O é&cido adipico também € utilizado na inddstria como plastificantes (3%),
poliuretanos (5%) e cerca de 90% ¢é utilizado na fabricacdo de PVC (cloreto de
polivinila), adesivos naturais e sintéticos, derivados de poliestireno e celulose, e 6leos
lubrificantes sintéticos®®.

O é&cido adipico é aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) e pode
ser utilizado como substituto para os acidos, citrico e tartarico, muito utilizados como
aditivos acidulantes em alimentos®.

Muitos polimeros s&o encontrados na literatura utilizando acido adipico como
mondmero:

e Poli(celulose adipato)®®.
e Poli(hexametileno diamino co-adipato)®’.

¢ Poli(dietileno triamina co-adipato)®.
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e Poli(butanodiol co-adipato) utilizando Ti(OBu)4/TiO2-Al203 como catalisador
obtendo massa molar de My= 3.000 g/mol®.

e Poli(benziloxilglicerol co-adipato) utilizando SnCl, - 2H20 como catalisador™.

e Poli(L-4cido lactico co-adipato) sintese realizada em massa’®.

e Poli(metilamino etanol co-adipato)’.

e Poli(ricinoleato co-adipato) sintese realizada em massa’®.

e Poli(acido lactico co-adipato) sintetizado utilizando octanoato de estanho através
de polimerizagdo por abertura de anel, obtendo Mw= 3800 g/mol’.

e Poli(adipato glicol)™.

e Poli(oxidietileno uretano co-adipato)’®.

e Poli(exanodiol ftalato co-adipato)’’.

e Poli(butileno succinato co-adipato)”®.

e Poli(propanotriol co-adipato) através de sintese em massa’®.

e Poli(dietil pentametileno adipato) e Poli(pentametileno glicol co-adipato)
obtendo média de M,= 2000 g/mol®.

e Poli(adipato de isosorbila)®!

O acido adipico ¢ muito utilizado em sinteses poliméricas em geral, onde
também sdo utilizados em biomateriais como o poli(anidrido adipico) que é um
polianidrido alifatico de rapida degradacdo e erosdo superficial, e vem sendo util na
utilizacdo de liberacdo de farmacos ocular, sendo biocompativel e degradavel por
simples hidrélise, sendo sintetizado por polimerizagio através de abertura de anel®?.

Assim sendo uma molécula de comprovada eficacia na utilizacdo em

biomateriais, como é o foco deste trabalho.
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Acido Ricinoleico:

OH

Figura 12 - llustragio da Estrutura Quimica do Acido Ricinoleico

O é&cido ricinoleico é um acido graxo comum com 18 carbonos (C18) com uma
instauracdo no 9° carbono (cis), 6mega 9, e uma hidroxila no 12° carbono, é produzido a
partir da hidrolise do éleo de mamona.

O acido ricinoleico é utilizados desde o antigo Egito em feridas dérmicas, como
laxativo utilizado no tratamento de constipacdo e utilizado como tratamento topico para
enxaqueca®.

poliricinoleato de poliglicerol é utilizado como aditivo na industria alimenticia e
cosmética como substituto da manteiga de cacau, sendo que sua propriedade como
estabilizador de emulsdo lhe confere utilidade em muitas aplicacBes, este material é
sintetizado®, via catalise enzimatica.

O polimero poli(acido ricinoleico) poli(glicerol) é um ingrediente comum em
misturas de bolo, sobremesas, utilizado com redutor de viscosidade em chocolates e
comumente utilizado como lubrificantes em formas e assadeiras na cozinha®®.

Estudos indicaram que aplicagdo topica de ac. ricinoleico apresenta uma notavel
acdo analgésica e anti-inflamatoria®®, sendo também utilizado em aplicagbes orais,
intranasal, epidural, intrarretal, parenteral e intravenosa em humanos e animais, sendo
utilizado pra tratamento de diversas doencas®’.

S&o encontrados na literatura diversos polimeros utilizando acido ricinoleico
como mon6mero, alguns destes sao:

e Poli(acido ricinoleico maleato co-sebasico)®®.
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e Poli(sebacato co-acido ricinoleico) utilizado como implante biodegradavel e
biocompativel, sintetizado em massa, obtendo Mw=21.000 g/mol®.

e Oligbmeros de &cido ricinoleico com &cidos graxos a partir de sintese
enzimatica®™ °.

e Copolimero de &cido ricinoleico com acido biliar através de polimerizagdo por
abertura de anel®2.

e Poli(acido lactico co-acido ricinoleico) biodegradavel sintetizado através de
polimerizacdo por abertura de anel em massa, obtendo massa molar entre 3.000
a 13.000 g/mol®,

e Poli acido ricinoleico obtendo massa molar de Mw= 5.600 g/mol a partir de
lactona do &cido ricinoleico®, a partir de pentaeritritol®® obtendo polimeros
estrela, sintetizado a partir de sintese enzimatica®? ®, onde também s&o relatados
polimeros de alta massa molar My= 98.000 g/mol?°.

Observa-se que todos os materiais sintetizados com acido ricinoleico possuem
um foco bioldgico, sendo o objetivo principal a utilizacdo das atividades pertencente a
esta molécula.

Observa-se também que existem muitos materiais sintetizados via catalise
enzimatica, sendo assim uma area bem explorada e de eficacia comprovada, sendo

assim Util na orientacdo dos métodos de sintese utilizada neste trabalho.
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2 - Objetivos

O objetivo deste trabalho € sintetizar materiais poliméricos a partir de
mondmeros provenientes de biomassa (matéria renovavel) e inserir nestes materiais
moléculas bioativas, que poderdo vir a serem utilizados como matérias para fins
bioldgicos.

Além disso, buscou-se também sintetizar estes materiais a partir de sintese via
catalise enzimatica, garantindo assim maior seguranca ao material quanto a possiveis
agentes toxicos que poderiam contaminar o material utilizando sintese via catalise

convencional.
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3 - Materiais e Métodos

Materiais

Mon6meros

e Isosorbideo (1,4:3,6-dianidro-D-sorbitol) 99% (Sigma-Aldrich e Cerestar)

e Adipato de dietila (1,6-hexanodioato de dietila) 99% (Sigma-Aldrich)

e Acido adipico (Acido 1,6- hexanodi6ico) 99% (Sigma-Aldrich)

e Cloreto de adipoila (1,6-dicloreto de hexanoila) 99% (Sigma-Aldrich)

e Azelato de dietila (1,9-nonanodioato de dietila) 99% (Sigma-Aldrich)

e Acido azelaico (Acido 1,9- nonanodi6ico) 99% (Sigma-Aldrich)

e Pantenol ((+)-(R)-2,4-dihidroxi-(3-hidroxipropil)- 3,3-dimetilbutanamida) 98%
(Sigma-Aldrich)

e Acido pantoténico (acido3-[(2R,4-dihidroxi-3,3-dimetilbutanoil)
amino]propanoico) 98% (Sigma-Aldrich)

e Acido ascorbico (3-oxo-L-gulofuranolactona (5R)-5-[(1S)-1,2-diidroxietil]-3,4-
diidroxifurano-2(5H)-ona) 98% (Sigma-Aldrich)

e Glicerol (propano-1,2,3-triol) 98% (Sigma-Aldrich)

¢ Pantolactona ((3R)-3-hidroxi-4,4-dimetiloxolan-2-ona) 98% (Sigma-Aldrich)

 Acido ricinoleico (4cido 12 - hidroxi-9-cis-octadecendico) 99% (Sigma-Aldrich)

Solventes
e Cloroférmio P.A. (Synth e Vetec)
e Cicloexano (Merck)
e Tolueno (Merck)
e Dioxano (J.T. Baker)
e THF (Carbo Erba)
e Metanol P.A. (Synth)
e Etanol P.A. (Synth)
e t-butanol (Synth)
e Hexano (Synth e Vetec)
e Acetato de etila (Synth)
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e Cloroférmio deuterado (Sigma-Aldrich)

Outros Reagentes
e Acido sulfarico (Synth)
e Piridina (Sigma-Aldrich)
e Triidroxiantraceno (ditranol, Sigma-Aldrich)
¢ lodeto de sodio P.A. (Casa Americana)
e Pentdxido de fosforo anidro (Sigma-Aldrich e Vetec)
e Cloreto de célcio anidro P.A. (Synth)
e Bicarbonato de sddio P.A. (Synth)
e Sulfato de sddio (J.T. Baker)
e Magnesio metalico (Sigma-Aldrich)
e Sodio metalico (Sigma-Aldrich)
e |odo (Casa Americana)
e Enzima CAL-B (Novozym-435)

e Peneira molecular de 4A (Sigma-Aldrich)

Equipamentos

MALDI-ToF (Espectrometria de Massa)

As andlises feitas por MALDI-TOF-MS foram realizadas no equipamento Ettan
MALDI-TOF da Amersham Biosciences. O espectrometro de massas € equipado com
um laser de N2 (337nm) e um campo elétrico de aceleracdo de ions de 20kV. A detec¢édo
dos ions positivos foi feita no modo linear e 0 espectro de massas é o resultado de 200
pulsos de laser.

As amostras de MALDI-TOF foram preparadas a partir de 10 mg/ml da amostra,
10 mg/ml da matriz dithranol e 5 mg/ml de Nal em cloroférmio/THF (1:1). Aliquotas de

10pL da amostra, 25-80 uL da matriz e 3-8 de Nal foram misturadas. Entdo 0,5 pL das
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misturas foram adicionadas nos portas-amostras (spots), com volumes internos de 0,5

pL, e deixados secar ao ar antes dos ensaios.

RMN (Ressonancia Magnética Nuclear)
Andlises feitas por ressondncia magnética nuclear (RMN) foram realizadas

utilizando o equipamento INOVA-300 e GEMINI-200 da central analitica do 1Q-USP.

SEC (Cromatografia por Exclusédo de Tamanho)

Medidas de massa molar média ponderal (Mw), massa molar média numérica
(My) e indice de polidispersdo (PD) foram feitas com cromatografia por exclusédo de
tamanho (SEC) em um cromatografo Shimadzu modelo Class-VP 10A, equipado com
detector de indice de refragdo RID-10A com a cela a 35°C forno CTO-10A a 35°C, loop
de 20pL, bomba LC-10AD, com fluxo de 1mL por minuto.

Foram utilizadas quatro colunas tipo Styragel® HR6 (WATO054468), HR4
(WATO044225), HR3 (WATO044222), e HR1 (WAT04234). A fase movel utilizada foi
cloroférmio. Os valores de massas molares foram reportados com relagdo a padrdes de
poliestireno (com Mw= 820, 2460, 5120, 13200, 29300, 47500 e 216000), que foram
utilizadas na construcdo de curvas de calibragdo. A concentracdo das amostras injetadas

foi de aproximadamente 20 mg/mL.

CG-MS (Cromatografia Gasosa)

Analises por cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas
foram realizadas no laboratério de selénio e Telurio no 1Q-USP, em um aparelho da
marca SHIMADZU CG-MS-17A/QP5050A. O gas de arraste utilizado foi o gas hélio e

a coluna de silica fundida revestida com goma de poli SPB-35 (35% difenil / 65%
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dimetilsilicone). A rampa de aquecimento foi: temperatura inicial 100°C, gradiente de

10°C/min e temperatura final: 250°C.

Purificacido dos Reagentes e Solventes

A purificagdo do glicerol foi realizada através de uma destilacdo a vacuo, a
temperatura de 160°C e pressao de 5torr.

A purificacdo do acido azelaico foi realizada através da recristalizacdo em agua,
seguida de secagem por destilacdo azeotropica, utilizando Dean Stark, e tolueno como
solvente.

O écido adipico foi purificado atraves de recristalizacdo em solucdo de
etanol:agua, 2:1, e seco em um dessecador sob vacuo por 24 horas.

O isosorbideo foi purificado através de recristalizacdo em acetato de etila e seco
em um dessecador com P2Os, sob vacuo por 72 horas, e armazenado neste mesmo
dessecador. As verificacGes de pureza do isosorbideo e do acido azelaico foram feitas
através de analise de cromatografia gasosa.

O cicloexano e tolueno, utilizados nas sinteses enzimaticas, foram purificados
através de: (i) secagem com CaCl> anidro por 24h, seguido (ii) destilaco; (iii) secagem
com refluxo em P2Os; (iv) destilacio e (v) estocagem com peneira molecular de 4A.

Cloroférmio foi purificado através da secagem com Na.SQOs anidro por 24h,
refluxo em P.Os e destilado.

O acetato de etila foi purificado através de secagem com CaCl,, em seguida
refluxado com P20s, e estocado em peneira molecular de 3A.

O t-butanol foi purificado através da secagem com sulfato de sddio anidro,

refluxo com magnésio ativado e iodo e por final destilado.
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A enzima CAL-B foi gentilmente cedida pela Novozym do Brasil, e utilizada
sem tratamento prévio.

As peneiras moleculares de 3 e 4A foram previamente ativadas em uma mufla
por 6 horas a uma temperatura de 300°C.

Os mondmeros, azelato de dietila, adipato de dietila, pantenol, acido citrico,
acido ascoérbico, pantolactona e &cido ricinoleico foram utilizados sem tratamento

prévio.

Sintese dos Diésteres

As esterificacdes das moléculas de interesse que continham grupos acidos foram
feitas através de um protocolo padrdo. Misturando em um baldo 70 mmol do diacido de
interesse com excesso de 700 mmol de etanol anidro, em seguida adicionou-se acido
sulfurico a solucdo até a solubilizacdo, sendo utilizados 50 mL de hexano como
solvente, a mistura final foi refluxada durante 30 minutos, e ao final da reacdo a mistura
foi resfriada naturalmente, lavada com uma solucdo concentrada de bicarbonato de
sodio, onde houve a formacdo de uma solucdo bifasica, estas foram separadas com funil
de separacdo e a fase aquosa foi lavada com hexano por trés vezes em aliquotas de
30mL do hexano por cada lavagem. As fases organicas foram misturadas, secas com
sulfato de sédio, e concentradas no rotoevaporador.

Os ésteres sintetizados a partir deste protocolo eram provenientes dos acidos
adipico, azelaico, citrico, pantoténico e ricinoleico. Porém ndo foi obtida a esterificagdo
dos dois ultimos.

Todas as caracterizagbes de mondmeros foram feitas através de CG-MS, assim

como verificagbes de pureza dos compostos utilizados, sendo utilizada também
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caracterizacdo por ponto de fusdo em compostos cristalinos, como no caso do
isosorbideo.

As primeiras sinteses de polimeros realizadas neste trabalho foram feitas a partir
dos ésteres dos mondmeros sintetizados como descrito acima, porém logo foram
substituidos por mondmeros comerciais, que eram utilizados sem tratamento prévio por
possuirem pureza de 99%, ndo sendo observadas mudancas nos produtos finais apos a
substituicdo dos mondmeros sintetizados para 0s mondmeros comerciais. Contudo
apenas 0s mondmeros de adipato e azelato possuiam a necessidade de esterificacdo, os
demais mondmeros acidos tiveram sinteses frustradas de esterificagdo e ndo foram
utilizadas nas sinteses poliméricas.

No caso do &cido citrico, ndo foram utilizados mondmeros comerciais, e por
haver a probabilidade de formacdo de diferentes produtos na esterificacdo desta
molécula, além da caracterizacdo por CG-MS também foi realizada a caracterizagdo
utilizando RMN-1H.

A esterificacdo do acido pantoténico foi estudada através de varios métodos de
sintese, inicialmente utilizando o mesmo procedimento para obtencdo de diésteres
descrito acima, seguido por procedimentos utilizando cloreto de tionila onde foi
colocado um baldo 70 mmol de &cido pantoténico e excesso de cloreto de tionila,
aproximadamente 5 mL, sendo a reacdo realizada durante seis horas a 80°C sob vacuo
para facilitar a retirada do subproduto Cl. e SOz, em seguida foi adicionada a reagéo
excesso de etanol, porém ndo foram obtidos resultados positivos.

Foi utilizada também sintese de esterificagdo utilizando uma mistura de 50mL de
etanol como solvente com 70 mmol de &cido pantoténico, utilizando acido sulfdrico em
quantidade catalitica, cerca de 1mL, e a reacdo realiza em um baldo imerso em um

banho de silicone a 80°C por 30 min. Porém ndo foram obtidos resultados positivos.
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A molécula de &cido ricinoleico foi submetida as mesmas sinteses realizadas

com o &cido pantoténico, porem também ndo foram obtidos resultados positivos.

Sinteses dos Polimeros

Os materiais sintetizados neste trabalho seguiram inicialmente um protocolo
padrdo de sintese, onde este protocolo sofreu algumas alteracbes em alguns
procedimentos devido a necessidade da molécula de interesse, como a adicdo de um
solvente mais polar quando utilizado uma molécula de interesse mais polar. Nestes
casos estas alteracfes sdo evidenciadas separadamente a medida que as moléculas sdo
apresentadas a seguir.

Inicialmente estipulou-se uma quantidade padrdo de material utilizado nas
sinteses poliméricas, que foi de 7mmol de cada molécula de interesse utilizada, sendo
para um homopolimero utilizados 7 mmol do didcido para 7 mmol do dialcool em uma
proporcdo de 1:1. Em sinteses de copolimeros a porcentagem de substituicdo foram
baseadas nas quantidades de mols de cada monbémero, utilizando como exemplo o
copolimero poli(adipato de isosorbila co-glicerol) 10%, foi utilizado para sintese,
7mmol de adipato, 6,3mmol de isosorbideo e 0,7mmol de glicerol, assim o glicerol
substitui 10 % da quantidade em mols que o isosorbideo teria no polimero base
poli(adipato de isosorbila).

A mistura padrdo de solventes utilizada para as sinteses poliméricas continha
seis partes de cicloexano para uma parte de tolueno, sendo utilizado 60mL desta mistura
para cada sintese.

Foram utilizados recipientes especiais para sinteses poliméricas, sendo estes,

cilindricos de fundo chato, onde foram colocados os reagentes, e neste recipiente foi
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acoplado um Deam Stark com peneira molecular de 4A para retencdo do subproduto
etanol liberado ap6s a condensagdo polimérica, proveniente do diéster utilizado como
mondmero na reagdo, ao Deam Stark foi acoplado um condensador e ao condensador
um tubo secante.

Como catalisador das reagOes foi utilizado a enzima CAL-B, sendo utilizado
uma massa equivalente a 10% da massa total dos mondmeros utilizada.

A mistura de reagentes, solventes e o catalizador foi adicionado de uma sé vez
ao frasco de reacdo, sendo homogeneizada com agitador magnético em banho de
silicone a uma temperatura de 85°C, por um periodo de 7 dias, onde a cada 24 horas as
peneiras moleculares eram substituidas por novas peneiras ativadas para ndo haver uma
saturacdo do etanol retido.

A temperatura utilizada na reacdo € a temperatura mais alta possivel para
utilizacdo da CAL-B, a partir desta temperatura a eficiéncia da enzima é diminuida
rapidamente até sua desnaturacdo. Esta temperatura é utilizada por ser a temperatura
ideal para a destilacdo azeotropica da mistura de solventes e o etanol, subproduto da
reacdo, sendo essencial sua remocdo do meio reacional para deslocar o equilibrio da
reacdo enzimatica para reacdes de esterificacdo, sendo observado que esta temperatura
funciona muito bem para a polimerizacéo das amostras estudadas neste trabalho.

Apos os 7 dias, a solucdo final foi passada para um baldo de 250ml e colocada
em um rotoevaporador, o material precipitado que permaneceu no tubo de reagdo foi
diluido em cloroférmio com agitacdo magnética e logo em seguida misturado a solugéo
que estava no rotoevaporador, apds unida ambas as partes, a solugéo total foi filtrada
para remocao da enzima e logo em seguida retornada para o balao e rotoevaporador para

a concentragao da amostra.
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Cessada a evaporacao do solvente no rotoevaporador, a solucdo final foi diluida
em 3ml de cloroférmio e pipetada em um béquer com aproximadamente 20ml de
metanol para que houvesse a precipitagdo do polimero. Apos a precipitacdo, o metanol
foi descartado e o polimero precipitado no béquer foi expandido em um dessecador
ligado a uma bomba de vécuo por 24h.

Apos a expansdo do polimero este foi colocado em uma estufa a vacuo para a
remocao completa do solvente remanescente por mais 24h a 45°C.

Um resumo do esquema das rea¢Oes pode ser visto na figura a baixo:

dos Mondmeros

l

[ Esterificacdo ]

Monbémeros
+ Destilagdo azeotrépica Poli
olimero S
10% Cal B do subproduto . Rotoevaporacio _  Eliminagdo dos
+ 168 Horas ~ 85°C ) Solventes
i Oligomeros
Cicloexano/Tolueno
(6:1)

Filtragem da Solubilizagdo
Enzima Cal B em Cloroférmio

Metanol | Etanol

Purificagao do
Polimero

Figura 13 - Esquematizacdo da sintese de polimerizagdo dos novos materiais

A incorporacdo das moléculas de interesse farmacoldgico ao poli(adipato-de-
isosorbila) (PIA) foi feita através de trés abordagens distintas: (i) através da substitui¢éo
de parte de um dos mondmeros do PIA, ja polimerizado, pela molécula de interesse,

utilizando reacdo de transesterificacdo, (ii) através de polimerizacdo a partir dos
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mondémeros do PIA mais a molécula de interesse, (iii) e a partir da substitui¢do total de
um dos mondmeros do PIA, formando um homo polimero distinto.
Estas reacGes sdo demonstradas esquematicamente através da figura a baixo,

onde sdo demonstradas reacdes genéricas para cara tipo de reacdo realizada no trabalho.

Co-Polimerizagao por
Trans-Esterificagao

. 0
) J\/\/\H/O/Q\J/ﬁ . Diol CalB o . J\/\/\H/ Dial
R .- ou -
/Q T u Diacido D/[gj/ I
° 0

Co-Polimeragao por
Sintese direta dos monémeros

0,

o O OH Diol CalB i
0 + +  ou — Co-Polimero
N HO!

Diacido

Homo-Polimerizagdo por
Sintese direta dos monémeros

0, 0
o+ CalB i i 0
+ )J\/\/\/VL
\/GY\/\/\/YO\/ o > o 0
[e} s}

o o

Figura 14 - Tipos de reac6es realizadas nas polimeriza¢es dos novos materiais

Foram exploradas diversas combinagBes de sinteses entre as moléculas de
interesse, onde foram obtidos diversos materiais contendo mais de uma molécula de

interesse, essas combinagdes sdo demonstradas na figura a baixo.
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[ Pantotenol ]

[ Isosorbideo Ac.Adipico ]

[ Ac.Citrico

[ Ac.Ascoérbico

[ Pantolactona ] [Ac.Ricinoleico]

Figura 15 - Combinag0es realizadas entre as moléculas de interesse

N&o houve cruzamento de reacdes utilizando as moléculas de acido ricinoleico e
acido pantoténico devido a problemas na sintese de seus ésteres, portanto somente foi
utilizado o isosorbideo como monémero complementar envolvendo estas moléculas.

No caso da pantolactona, o objetivo era somente sintetizar um homopolimero
deste material, a polipantolactona, portanto também ndo foram estudadas reacdo

cruzadas com esta material.

Copolimerizagao Utilizando Glicerol

As amostras funcionalizadas com glicerol foram sintetizadas utilizando as trés

formas de funcionalizacdo.
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Utilizando sintese através da transesterificacdo do PIA, foram sintetizadas as
amostras G1, G2 e G4, substituindo 70, 5 e 30% respectivamente do isosorbideo por
glicerol, sendo que na amostra G4 foi sintetizada utilizado cloroférmio como solvente,
devido a baixa solubilidade do polimero & mistura de solvente, porém nao foram obtidos
resultados positivos.

Nos casos de sinteses de transesterificacdo do polimero PIA j& sintetizado,
também foi utilizada uma quantidade padrdo de reagentes, como no protocolo, porem
uma quantidade em mols bem inferior aos utilizados em mondmeros por se tratar de
macromoléculas, estes casos foram utilizados 0,5 mmol do PIA em cada sintese, e
utilizando como exemplo as amostras G1, G2 e G4, foram utilizados respectivamente
0,35, 0,025 e 0,15 mmol de glicerol para a sintese destas amostras.

Amostras sintetizadas através de sintese direta dos monémeros foram as que
obtiveram os melhores resultados, onde a mais bem sucedida destas foi a amostra G3
onde foram utilizados 7 mmol de adipato de dietila, 6,3 mmol de isosorbideo e 0,7
mmol de glicerol, assim objetivando a adicdo de 10% do glicerol ao PIA; nesta amostra
foi utilizado o protocolo padrdo de sintese sem alteragdes, outras amostras sintetizadas
utilizando a sintese direta dos mondmeros também tiveram resultados positivos.

Também foram realizados estudos de polimerizagdo de homopolimeros
contendo glicerol, onde foram sintetizadas amostras contendo os monémeros glicerol e
adipato, porém ndo foram obtidos resultados satisfatorios.

Foram realizados estudos com diferentes solventes para sinteses utilizando
glicerol, devido a diferenca de polaridade desta molécula de interesse com os demais
monomeros utilizados no polimero, os solventes escolhidos foram o t-butanol e o

dioxano, o primeiro por ser um solvente mais polar que o cicloexano e o tolueno e que
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ndo interferisse na reacdo, e o segundo utilizado devido relatos na literatura de sinteses
bem sucedidas utilizando glicerol e dioxano®®.

A proporcdo escolhida para adigdo destes solventes polares foi de 10% do
volume total da mistura de solventes, como no protocolo padrdo séo utilizados 60 mL
de solvente, assim foram adicionados 6 mL do solvente polar ao meio reacional. A
baixa porcentagem de adicdo de solvente polar foi devido a baixa porcentagem do
glicerol no meio reacional, com um aumento muito grande do carater polar da reagdo os
outros mondmeros em maior quantidade poderiam ser afetados, portanto ndo havendo a
necessidade de uma grande adicdo de solvente polar ao meio. Apesar de terem sidas
estudadas varias sinteses utilizando estes solventes polares, ndo foram obtidos
resultados satisfatorios, e assim nao serdo apresentados neste trabalho.

Foram realizados testes utilizado somente dioxano como solvente, e o protocolo
padrdo, sendo guiado por experimentos descritos na literatura ¢, onde sio sintetizados
polimeros contendo glicerol utilizando dioxano como solvente, porém ndo foram

obtidos resultados positivos.

Funcionalizagdo com Azelato

As amostras funcionalizadas com azelato também foram sintetizadas utilizando
os trés tipos de funcionalizacdes empregadas neste trabalho, porém ndo foram obtidos
resultados satisfatorios para sinteses atraves da transesterificacdo do PIA ja sintetizado.

Na sintese a partir dos mondémeros foi obtido resultado positivo com a amostra
Az3, que buscava inserir 10% de azelato a amostra, onde foram utilizados 6,7 mmol de
adipato de dietila, 7 mmol de isosorbideo e 0,7 mmol de azelato de dietila, seguindo o

protocolo padrédo de sintese.
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Utilizando a molécula de azelato foi possivel sintetizar dois novos
homopolimeros, um utilizando 7 mmol de azelato de dietila e 7 mmol de isosorbideo e
outro utilizando 7 mmol de azelato de dietila e 7 mmol de pantenol, ambos polimeros

inéditos na literatura e ambos com atividade bioldgica.

Funcionalizagéo com Citrato

As amostras funcionalizadas com citrato também foram sintetizadas utilizando
0s trés tipos de funcionalizacBes empregadas neste trabalho.

Como no caso do glicerol foram realizados ensaios utilizando adi¢do dos
mesmos solventes polares ao meio reacional e substituicdes totais dos solventes, e como
nas amostras de glicerol, ndo foram obtidos resultados positivos, sendo que as amostras
sintetizadas seguindo o protocolo padrao apresentaram melhores resultados.

Na sintese da amostra Ct2, sintetizada a partir da transesterificacdo do PIA, foi
utilizado cloroférmio como solvente, buscando uma melhor solubilizacdo do PIA ja
polimerizado no meio reacional, nesta sintese foram utilizados 0,13 mmol de citrato de
trietila a 0,37 mmol do polimero, ou seja, buscando substituicdo de 35% do &cido
adipico do polimero por acido citrico, porém ndo foram obtidos resultados positivos.

Utilizando sinteses a partir dos mondmeros foram obtidos os melhores
resultados, como no caso da amostra Ctl que foi sintetizada utilizando 0,67 mmol de
adipato de dietila, 0,7 mmol de citrato de trietila e 7 mmol de isosorbideo, buscando
substituicdo de 10% do adipato do polimero por citrato.

Nota-se nas amostras de citrato e também do glicerol que buscava-se uma
polimerizagdo utilizando apenas os dois grupos &cidos terminais no caso do citrato e
dois alcoois terminais no caso do glicerol, pois foram utilizadas proporcbes de

substituicdo de 1:1 da molécula de interesse e a molécula a ser substituida no polimero,
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se fosse esperar a sintese utilizando os trés grupos acidos do citrato seria utilizada uma
propor¢do um terco menor do que a utilizada nas sinteses.

Nas sinteses de homopolimeros foram sintetizados mais dois polimeros inéditos,
um contendo citrato e isosorbideo, utilizando 7 mmol de citrato de trietila e 7 mmol de
isosorbideo, e outro contendo citrato e pantenol, utilizando 7 mmol de citrato de trietila

e 7 mmol de pantenol, porem este ultimo foram sé obtidos trimeros do material.

Funcionalizagcdo com Pantenol

Nas funcionalizagcbes com pantenol, ndo foram realizadas transesterificacdes a
partir do PIA ja sintetizado, somente sintese a partir dos monémeros e sintese de
homopolimeros com adipato e outras moléculas de interesse do trabalho, como azelato e
citrato, motivado pela falta de resultados satisfatérios em sinteses envolvendo outras
moléculas de interesse.

Em sinteses buscando copolimeros de pantenol, a amostra Pocl1foi sintetizada
utilizando 7 mmol de adipato de dietila, 6,7 mmol de isosorbideo e 0,7 mmol de
pantenol, buscando substitui¢do de 10% do isosorbideo por pantenol, através da sintese
direta dos mondmeros, seguindo o protocolo padrdo do trabalho.

Em sinteses buscando homopolimeros foram sintetizados trés materiais inéditos,
além do copolimero citado acima. Estes homopolimeros foram sintetizados utilizando 7
mmol de pantenol e 7 mmol de adipato de dietila, outro sintetizado utilizando 7 mmol
de pantenol e 7 mmol de citrato de trietila e o melhor polimero sintetizado nesse
trabalho sintetizada utilizando 7 mmol de pantenol e 7 mmol de azelato. Todos

seguindo o protocolo padréo adotado no trabalho.



55

Funcionalizago com Acido Ascorbico

N&o foram realizados estudos de transesterificagdo do PIA envolvendo a
molécula de &cido ascorbico.

Buscando sintese de copolimeros contendo acido ascérbico foi sintetizada a
amostra Asl, utilizando 7 mmol de adipato de dietila, 6,3 mmol de isosorbideo e 0,7
mmol de acido ascorbico, buscando substituir 10 % do isosorbideo do PIA por &cido
ascorbico, porém nédo foram obtidos resultados positivos.

Foram sintetizados homopolimeros de &cido ascérbico, utilizando adipato e
azelato separadamente, porem somente amostras sintetizadas com azelato deram
resultados positivos, uma destas amostras foi a AsAz1, sintetizada utilizando 7 mmol de
azelato de dietila e 7 mmol de &cido ascorbico, onde foi utilizado dioxano como
solvente, e seguindo o protocolo padrdo de sintese. Ndo foram obtidos resultados

positivos utilizando a mistura padréo de solventes.

Funcionalizacdo com Pantolactona

As amostras utilizando pantolactona foram sintetizadas de duas formas,
utilizando sintese em massa, e sinteses em solucdo, ambas utilizando 14 mmol de
pantolactona, onde o objetivo era 0 mesmo, de sintetizar um homopolimero de poli-
pantolactona.

A amostra PI1 foi sintetizada a partir da pantolactona em massa, adicionando em
um baldo a pantolactona e a enzima, sendo vedado o baldo com um septo, e a reagdo
realizada em um banho de silicone a 95°C, durante 5 dias.

A amostra sintetizada em solugdo foi denominada Pl2, e foi sintetizada em

cloroférmio utilizando o mesmo procedimento da amostra PI1.
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Funcionalizago com Acido Ricinoleico

Na sintese utilizando &cido ricinoleico optou-se por uma sintese diferente devido
a dificuldade em sintetizar o diéster deste composto.

Optou-se por realizar uma sintese inicial de um trimero do &cido ricinoleico para
a formacdo de uma molécula com uma dupla funcionalizagdo acida, e a partir de entdo
realizar o protocolo padrdo de sintese.

Para a sintese deste trimero foi utilizado 7 mmol de cloreto de adipoila e 3,5
mmol de &cido ricinoleico, ou seja uma proporcéao de 1:2 para a formacéo de um trimero
com o adipato no meio da molécula e duas moléculas de &cido ricinoleico nas pontas.
Para catalise desta reacdo foi utilizado 0,5 ml de piridina em utilizando 40 ml de THF
como solvente, esta reacdo foi realizada em um baldo vetado com um septo sob
atmosfera inerte de nitrogénio, sendo realizada em um banho de silicone a uma
temperatura de 70°C durante 24 horas.

Por final esperava-se a formacdo de um trimero, que em seguida seria
polimerizado através do protocolo padrdo ou utilizando trifosgénio, porém esta fase ndo

seguiu a diante por ndo ter sido obtido o trimero como esperado.
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4 — Resultados e Discussdes

Caracterizagdo dos Mondmeros

Todos os mondmeros sintetizados foram caracterizados através de CG-MS,
sendo o acido citrico o Unico destes monémeros que ndo foi substituido por mondmeros
comerciais, desta forma necessitando de uma caracterizacdo mais detalhada, porém néo
foram observadas alteracBes nos produtos finais quando feita a mudanca dos
mondmeros sintetizados para 0s monémeros comerciais.

Desta forma 0 mondmero de acido citrico também foi caracterizado por RMN-
'H onde ocorria a possibilidade de esterificagdo somente dos grupos acidos primarios
deixando o grupo acido secundario livre, bem como poderia ocorrer a esterificacdo de
todos os grupos acidos, assim a utilizagdo do RMN-'H serviu para uma melhor
elucidacéo destes provaveis produtos finais.

Na figura a baixo é demonstrado um esquema da molécula de &cido citrico, caso

houvesse uma esterificacao de todos os grupos acidos da molécula

Figura 16 - Esquema da estrutura do citrato de trietila, com os hidrogénios classificados conforme o RMN da
figura 17

E possivel observar que existem nesta molécula duas etilas terminais
semelhantes e uma mais expostas a interacdes com oxigénios dos grupos &cidos

adjacentes, o0 que acaba por proporcionar um deslocamento maior no RMN com relagéo



58

as outras etilas, o que é evidenciado na caracterizagdo por RMN demostrada na figura a

baixo.

ppm

Figura 17 - RMN-'H - Monémero Citrato de Trietila

O resultado obtido através do RMN-tH, figura 17, indica a formagéo do produto
citrato de trietila, devido ao aparecimento de um quadripleto a mais do que era esperado
(picos de numero 5), caso os trés grupos acidos fossem iguais, sendo este quadripleto
bem resolvido, e de deslocamento maior que o quadripleto pertencente ao acido citrico
puro, demonstrando uma diferenca entre 0s grupos ésteres, como visto no esquema da
figura 15, significando assim que houve a esterificacdo em todos os grupos &cidos,
possibilitando desta forma o crescimento polimérico em qualquer ponta da molécula e
assim podendo produzir produtos diferentes durante a polimerizacdo desta molécula.

Neste trabalho somente foram realizadas sinteses dos mondmeros que
possuissem grupos acidos em suas estruturas, sendo o caso das moléculas de éacido

adipico, acido azelaico, cido citrico, acido pantoténico e acido ricinoleico.
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Apesar de terem sido estudadas trés formas de esterificacdo dos é&cidos
pantoténico e ricinoleico, ndo foi possivel sintetizar de forma eficaz seus respectivos
ésteres, pois caracterizagbes feitas por CG-MS indicaram clivagens internas nas
moléculas do &cido pantoténico, devido provavelmente a presenca de um grupo amida
muito suscetivel a reagdes, e no caso do &cido ricinoleico, ndo foram observados sinais
da esterificacdo da molécula.

Desta forma nenhuma destas duas moléculas de interesse foram estudadas
utilizando seus derivados esterificados, somente realizadas sinteses a partir das
moléculas puras, porém como estudos realizados anteriormente ja concluiam®, a
polimerizacdo atraves de sintese enzimética utilizando moléculas com grupos &cidos
ndo funciona, sendo necessaria a esterificacdo destas moléculas para obtencéo de bons

resultados.

Caracterizacdo das Amostras Poliméricas

Um dos objetivos principais deste trabalho foi a sintese de polimeros
biodegradaveis e inertes em ambientes bioldgicos. Para tal, € importante a auséncia de
compostos toxicos em sua sintese, 0 que ndo € comumente observado em sinteses
poliméricas, j& que em sua grande maioria sdo utilizados catalizadores metéalicos, que
sdo muito eficientes, porém podem oferecer risco caso existam tracos destes no material
final.

Portanto, além de selecionar um material ideal para aplicagdo em meios
bioldgicos foi de suma importancia selecionar o método de sintese, sendo que polimeros
tendem a se enovelarem podendo enclausurar componentes da sintese do material, como

0 catalisador, solvente ou mesmo os subprodutos da reacéo.
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Quando falamos de polimeros a principal matéria prima que vem a mente é o
petroleo, de longe a matéria prima mais utilizada hoje em dia, o0 que ndo é bom no ponto
de vista ambiental, por se tratar de uma matéria prima finita, e o produto final de dificil
eliminagdo, por ndo ser natural ao meio ambiente, atrelando também os custos de
producdo as varia¢des frequentes do mercado envolvendo essa matéria prima.

Portanto é de extrema importancia a substituicdo por matérias primas
alternativas ao petréleo, provenientes de fontes renovaveis, que fossem de fécil
degradacdo e atoxicos ao meio ambiente e ao homem, diminuindo desta forma o
impacto ambiental gerado pelo uso de polimeros.

Desta forma, para este trabalho foi selecionado como polimero base para
funcionalizacdo o poli(adipato de isosorbila), um polimero que possui ambos 0s
monomeros aprovados pelo FDA como seguro para utilizacdo em seres humanos, sendo
o isosorbideo derivado da glicose, portanto proveniente de fonte renovavel. Desta
forma, os produtos de decomposicdo serdo materiais inertes e inofensivos ao meio
ambiente e ao ser humano.

O poli(adipato de isosorbila) foi satisfatoriamente sintetizado via catélise
enzimatica por Juais, D.®!, membro de nosso laboratério, sendo um material
ambientalmente correto, sintetizado de forma branda, ndo utilizando catalizadores
metalicos toxicos, altas temperaturas e pressdes, sendo realizado em apenas uma etapa,
utilizando enzima, eliminando assim o risco de contaminacdo do material final com
catalizadores metalicos.

Através de estudos preliminares realizados, chegou-se a um procedimento ideal
de sintese deste material, que é através de refluxo em solvente organico
(cicloexano:tolueno) utilizando a enzima CAL-B, sendo retirado o subproduto metanol

através de peneira molecular em um dean stark por um periodo de sete dias. Ao fim da
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sintese sua purificacdo é feita através de precipitacdo do polimero em um ndo solvente,
seguida de varias lavagens do material com cloroférmio.

Um ponto muito importante nas sinteses realizadas é a utilizagdo de ésteres
como mondmeros, pois durante a polimerizagdo das amostras, o grupo alcool eliminado
como subproduto da polimerizacédo é retirado do meio via destilacdo azeotrdpica sendo
retido em peneiras moleculares adequadas, assim sendo necessaria uma esterificacdo de
todas as moléculas de interesse que possuissem grupos acidos em sua estrutura.

Estudos demostraram®! que as polimerizagGes somente sdo bem sucedidas
utilizando ésteres e retirando seus subprodutos no decorrer das reacoes.

Desta forma € crucial também para as polimerizacdes a realizacdo de
esterificagbes bem sucedidas das moléculas de interesse, sendo esse 0 motivo de
eliminacdo das moléculas de &cido ricinoleico e acido pantoténico da lista de materiais
bem sucedidos, pois ndo foram obtidos ésteres destas moléculas.

Durante as pesquisas foi utilizado o polimero poli(adipato de isosorbila) como
base para sinteses subsequentes de novos materiais, devido ao fato de possuir sintese e
caracterizacdes bem conhecidas, que serviram de parametro para as analises dos demais
materiais. Na figura 19 a baixo é mostrado um espectro caracteristico de RMN-'H do
polimero poli(adipato de isosorbila), que serviu de parametro para outras
caracterizagdes que continham isosorbideo ou adipato na composicao.

Os resultados obtidos por RMN-'H deste polimero foram: 5,19-5H,12—2H;

4,83-1H; 4,47-1H; 3,94-2H; 3,80-1H; 2,40-2,35-4H; 1,70-1,65-4H.
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Figura 18 - Esquema da estrutura do polimero adipato de isosorbila, com os hidrogénios classificados
conforme o RMN da figura 19
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Figura 19 - RMN-!H - Amostra de poli(adipato de isosorbila)
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Todos os picos encontrados condizem com resultados obtidos em estudos
anteriores®?.

Foram utilizadas trés formas de sinteses nas funcionalizacdes realizadas neste
trabalho. Funcionalizacdo através de transesterificacdo do polimero base ja sintetizado
obtendo no final um copolimero funcionalizado, copolimerizacdo atraves da
esterificacdo direta a partir dos mondémeros, incluindo a molécula de interesse, e
esterificacdo de homopolimeros das moléculas de interesse utilizando um dos

monodmeros do polimero padrao.



63

Funcionalizacdo com Glicerol

Poli(adipato de isosorbila co-glicerol)
Além da insercéo direta da molécula de interesse ao polimero base através de

esterificacdo ou transesterificacdo de seus mondmeros, foi também estudado a
possibilidade de insercdo destas moléculas atraves de grupos funcionais livres na cadeia
polimérica, como hidroxilas e grupos &cidos.

Para tal fim foi estudada a insercdo de glicerol a cadeia polimérica do polimero
poli(adipato de isosorbila) através de sintese enzimatica, onde pretendia-se apds esta
copolimerizacao a realizacdo de subsequente esterificacdo das moléculas de interesse ao
polimero base, utilizando as hidroxilas perpendiculares a cadeia polimérica pertencentes
aos glicerois.

A grande dificuldade na sintese utilizando este composto € a diferenca da
polaridade da molécula de glicerol comparada aos outros monémeros do polimero base,
assim toda a mistura de solventes utilizada até entdo foram feitas a partir de solventes
apolares, o que dificultou a ligacdo concomitante do glicerol com os outros monémeros
durante o processo de polimerizacdo utilizando a enzima CAL-B. A falta de
solubilidade do glicerol frente aos solventes utilizados dificultou nas sinteses realizadas
envolvendo este composto.

Portanto foram adicionadas t-butanol e dioxano a mistura de solventes em
experimento separados, com a finalidade de aumentar o carater polar do meio, porém
ndo foram obtidos os resultados satisfatorios neste processo.

Apesar da inclusdo do glicerol ter sido explorada através dos trés modos de
sinteses propostos aqui, somente o método de sintese a partir dos monbémeros

apresentou resultado realmente satisfatorio.
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A amostra G3, sintetizada diretamente a partir dos mondmeros visando adi¢éo
de 10% de glicerol ao PIA, apresentou através de anélise de GPC, Mw= 45.000 g/mol,
Mn= 11.000 g/mol e PD= 4,1. Uma massa alta com relacdo aos biopolimeros relatados
na literatura, porém menor que o polimero contendo glicerol sintetizado por Gross®® o
qual obteve uma massa molar de 75.600 g/mol. Entretanto, Gross ndo utilizou em sua
sintese um mondmero volumoso como o isosorbideo, o que pode ter afetado no
resultado final, comparando ambos os polimeros.

O polimero sintetizado apresentou um estado plastico de cor branca translucida,
com rendimento de aproximadamente 70%.

As andlises de RMN-!H caracterizaram o fragmento do polimero poli(adipato de
isosorbila co-glicerol) demostrado pela figura 20, onde 0s numeros representam 0s

hidrogénios encontrados do espectro da figura 21.

Figura 20 - Esquema da estrutura do polimero adipato de isosorbila co-glicerol, com os hidrogénios
classificados conforme o RMN da figura 21
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Figura 21 - RMN-'H — Polimero Poli(adipato de isosorbila co-glicerol)

Através dos resultados obtidos com RMN-'H, é possivel perceber o
aparecimento de picos caracteristicos do glicerol nos deslocamentos 3,6 e 4,2
semelhantes aos encontrados para 0 monémero isolado, figura 25, e igual ao grupo de

picos encontrado por Gross®®

na figura 22 onde os picos pertencentes ao glicerol
representados por a’+g’ possuem os mesmos deslocamentos encontrados na figura 21

do copolimero de glicerol sintetizado no trabalho, comprovando a adi¢do do glicerol ao

polimero base.
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Figura 22 - RMN-!H - Picos de Glicerol, trabalho do trabalho publicado por Gross R.3%®

Na ampliagéo do grupo de picos 10 (Figura 21) com deslocamento entre 3,55 e
3,60 ppm aparecem dois dubletes com deslocamentos quimicos e desdobramentos muito
semelhantes ao glicerol puro, como é mostrado nas figuras 25 e 26, proveniente da

adicdo do glicerol a cadeia polimérica.

RS 3547

A0 39 38 37 36 35
ppm

Figura 23 - RMN-'H - Ampliag&o do grupo de picos 10 (Figura 21)
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OH3

Figura 24 - Estrutura quimica da molécula de glicerol, onde os nimeros representam os hidrogénios
encontrados no RMN da figura 25

pPpmM

Figura 25 - RMN-'H - Glicerol Puro
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Figura 26 - RMN-'H - Ampliacédo do grupo de picos 1 e 2 (Figura 25)

A analise de integracdo dos picos do RMN mostra uma adicdo de 1% de glicerol
ao polimero, bem a baixo do desejado que era de 10%, provavelmente devido a
afinidade muito maior entre a enzima e os monémeros lineares utilizados, e também por
estarem em um ambiente quimico muito mais favoravel a moléculas apolares.

A partir deste resultado conclui-se que é possivel inserir glicerol na cadeia
polimérica utilizando a técnica de sintese abordada neste trabalho, necessitando
melhorar a mistura de solventes utilizada a fim de obter melhores resultados.

Foram realizadas sinteses utilizando glicerol em diversas porcentagens de
monomeros, porém nao foram obtidos resultados satisfatorios quanto a variagdo da
concentracdo destes reagentes.

A sintese de polimeros com diversas porcentagens de adicdo € de grande

importancia para criacdo de dispositivos de liberacdo de molécula de interesse, o que
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possibilitaria a regulacdo da concentracdo da molécula bioativa liberada em ambiente
biologico.

Foram realizadas caracterizacfes dos materiais sintetizados através de MALDI-
ToF, uma técnica muito utilizada na caracterizacdo de copolimeros, uma vez que a
partir desta técnica é possivel ter-se ideia do posicionamento dos monémeros na cadeia
polimérica, e assim determinar se o polimero sintetizado é periédico ou ndo. Além
disso, € possivel também ser utilizada para caracterizagdo simples, como para confirmar
a polimerizagdo da amostra.

A elucidacdo quando a periodicidade da adicdo € importante quando queremos
uma liberagdo das moléculas bioativas de interesse de forma homogénea. Para tal fim
ndo é de grande interesse a producdo de polimeros segmentados devido a falta de
controle da concentracdo das moléculas bioativas liberadas do material, a anélise de
MALDI-ToF nesse aspecto € importante na confirmacdo da copolimerizacdo do
material.

A analise por MALDI-TOF foi realizada caracterizando familias de picos
homdlogos, utilizando o polimero contendo glicerol como exemplo, onde seus
monomeros foram caracterizados e quantificados da seguinte forma: monémero de
isosorbideo (X) + mondmero de adipato (Y) + monémero de glicerol (Y) + grupo
terminal 1 (EG1) + grupo terminal 2 (EG2) + particula carregada (CS), onde os valores
de massa de x, y e z sdo as massas dos fragmentos de cada monémero pertencente ao
polimero.

Os EG (end groups) 1 e 2 possiveis de serem encontrados eram, OH com massa
igual a 17, ONa= 39 e OC,Hs= 45.

As particulas carregadas possiveis de serem encontradas eram Na" com massa de

23 ou H* com massa de 1.
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Desta forma, foi criada uma tabela onde foram expostos os valores dos picos
obtidos no espectro denominado de m/z experimental, e também valores de m/z tedrico,
que representa o valor de m/z esperado por uma combinacdo especifica proveniente da

soma exposta a baixo.

Tabela 1 - Andlise de MALDI-ToF - Poli(adipato de isosorbila co-glicerol)

X Y Z EG1 EG2 CS m/Z(teérica) m/Z(exp.)
1 4 4 1 39 45 23 1204 1205
1 5 5 1 39 45 23 1460 1462
1 6 6 1 39 45 23 1716 1718
2 5 4 1 39 45 23 1332 1334
2 6 5 1 39 45 23 1588 1590
2 7 6 1 39 45 23 1844 1846

Foram expostos apenas alguns picos de cada série homologa, porém 0s picos
homdlogos se estendem periodicamente por todo o espectro de massa.

E possivel constatar através dos dados acima a adicdo do glicerol como
desejado, como ja caracterizado anteriormente através de RMN.

E possivel constatar também que quanto maior é a cadeia polimérica, menor é a
porcentagem de glicerol nela, provavelmente porque sendo a cadeia polimérica apolar,
quanto maior a cadeia, mais favoravel ela é a reacdes apolares, e menos favoraveis a
reacOes polares, 0 que torna as rea¢fes com adipato e isosorbideo mais favoraveis
comparadas as rea¢es com glicerol.

Pode ter ocorrido também uma polimerizacdo a partir de uma molécula de
glicerol, pois é possivel verificar apenas uma molécula de glicerol em todos os grupos
de picos, sendo assim um iniciador desta reacdo, sendo limitadas outras adi¢des devido
a apolaridade gerada com o aumento das cadeias polimeéricas.

A figura a baixo é o espetro completo de MALDI-ToF da amostra em questdo

onde é possivel observar todos grupos de massa molar distribuidos de forma linear onde
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encontra-se em maior quantidade moléculas de menor massa molar, e em menor
quantidade grupos de moléculas maiores de até 5.000 g/mol, porem este técnica nao € a
mais indicada para caracterizagcdo de massa molar da amostra, e sim para caracterizagao

da morfologia do polimero analisado.

T T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000
m/z

Figura 27 - MALDI-ToF - Poli(adipato de isosorbila co-glicerol)

Na figura abaixo é mostrado uma ampliacdo da figura 27, onde séo
demonstrados as familias de picos homélogos da molécula, sendo possivel analisar a

periodicidade da amostra.
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Figura 28 - MALDI-ToF - Poli(adipato de isosorbila co-gliceorl) - Amplia¢do da Figura 27

E possivel observar através do espectro de MALDI-TOF uma periodicidade dos
picos, provenientes de fragmentos dos monémeros da cadeia polimérica, sendo possivel
perceber um perfil caracteristico de uma amostra polimérica polidispersa, pois sdo
observados picos de massa que vdo de 5.000 g/mol até picos 1.000 g/mol, sendo este

um sinal evidente da polimerizagéo do material.

Funcionaliza¢do com Azelato

Poli(adipato co-azelato de isosorbila)

A utilizacdo do azelato como composto de interesse € uma vantagem na
funcionalizacdo do PIA porque, além de ser proveniente de fonte renovavel e possuir

atividade biologica, o azelato & muito semelhante a um dos mondmeros do PIA, sendo
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também substituinte do Unico mondmero ndo proveniente de fonte renovavel do
polimero padréo.

Portanto um dos objetivos deste trabalho é substituir o PIA como polimero
padrdo pelo poli(azelato de isosorbila), PIZ, polimero este ainda ndo sintetizado na
literatura.

Esse objetivo foi alcancado, e vai além do que era esperado, pois polimeros
sintetizados utilizando azelato no lugar de adipato apresentaram resultados melhores
com relagdo a afinidade entre as moléculas de interesse deste trabalho.

Além de homopolimeros sintetizados com azelato, foram também sintetizados
copolimeros de PIA funcionalizados com azelato. Neste caso, era esperada uma sintese
facil devido a grande semelhanca do azelato com o adipato, onde um exemplo desta
sintese é a amostra Az3.

A amostra Az3 é um copolimero de PIA com a adi¢do de 10% de azelato a sua
estrutura utilizando sintese direta a partir dos monémeros. O objetivo com esta amostra
é a realizacdo de um controle da quantidade de liberacdo do composto de interesse, caso
o material seja utilizado para liberacdo controlada de farmacos. O estudo da variacdo da
adicdo do azelato ao polimero base ndo foi o foco dos experimentos, e sim elaborar um
método de sintese que possibilitasse sua incorporacdo ao polimero em pequenas
quantidades.

E possivel encontrar na literatura polimeros feitos a partir de azelato de diversas
formas, através de catalizadores metalicos® que podem ser considerados toxicos para
utilizacdo em dispositivos biodegradaveis; utilizando compostos aromaticos® utilizados
para sintese de polimeros cristalinos; em blendas poliméricas?® para utilizagdo em

dispositivos de liberagdo controlada de farmacos; com polipropileno®®; com polibutileno



74

oxalato; com anidrido ftalico sintetizado em massa*® e utilizando sintese via catalise
enzimatica®’.

Outro diferencial é a utilizacdo de pequenas propor¢des do composto de
interesse na rede polimérica, possibilitando uma variacdo da concentragdo dos
monomeros liberados durante sua degradacéo.

As analises feitas com GPC caracterizaram a polimerizacdo da amostra AZ3
com: My= 36.000, M= 16.000 e PD= 1,4. Uma massa muito boa ja que nos estudos
citados, a massa molar encontrada varia de 6.000 a 40.000.

A andlise por RMN-'H apresenta a incorporacio do azelato a estrutura
polimérica através dos picos 9 e 10, evidenciados por serem exdgenos ao espectro do

polimero PIA. Conforme espectro abaixo:

6 o) o

Figura 29 - Esquema da estrutura do polimero poli(adipato co-zelato de isosorbila), com os
hidrogénios classificados conforme o RMN da figura 30
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Figura 30 - RMN-!H - Amostra Poli(adipato co-azelato de isosorbila)

Nota-se que houve um deslocamento do pico nimero 10 em relacdo ao azelato
puro, representado na figura 32 pelo pico nimero 1, havendo também uma definicéo
com relacdo ao grupo de hidrogénios 9 e 10, que aparecem fundidos no espectro do
azelato puro, provavelmente por conta da mudanca do ambiente quimico.

Na figura 19, é possivel observar o espectro de RMN do polimero PIA puro e
assim compara-lo com a amostra AZ3 evidenciando os grupos de picos 9 e 10 como

exogenos ao PIA e assim determinante na analise de incorporacao.

Figura 31 - Esquema da estrutura do mondmero azelato de dietila, com os hidrogénios classificados
conforme o RMN da figura 32
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Figura 32 - RMN-'H- Dietil Azelato
E possivel observar também na figura 22 a presenca, em propor¢do muito
pequena, do quadripleto das etilas terminais no deslocamento 4.10 ppm no espectro da
amostra AZ3, figura 30, apresentando intensidade bem inferior aos picos de numero 9 e
10 que caracterizam o azelato, demonstrando que os picos citados ndo se referem a
material precursor remanescente na amostra, e sim da molécula inserida ao polimero,
como desejado. Como também é comprovado através das analises de copolimerizacédo

feitas através de MALDI-ToF, expostas a seguir.

Figura 33 - Hidrogénios analisados do polimero Poli(adipato de isosorbila).
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Figura 34 - RMN-'H — Polimero Poli(adipato de isosorbila)

As areas dos picos 9 e 10 flutuam em relacdo a area que estes deveriam ter,
devido a molécula que esta sendo analisada estar presente em apenas 10% do polimero
analisado e sua adicdo ser feita de modo randémico, como é demostrado a seguir atraves
de anélise por MALDI-ToF.

No espectro de MALDI-Tof obtido, figura 35, é possivel observar um perfil
caracteristico de polimeros, onde sdo encontrados em maior quantidade oligdmeros
proximos a m/z =1000 que diminuem em quantidade conforme a massa molar é
aumentada. Porém esta técnica ndo € utilizada para medida de massa molar de
polimeros e sim é utilizada para caracterizacdo do posicionamento dos mondémeros na

cadeia polimérica, portanto de muita importancia para caracteriza¢ao de copolimeros.
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Figura 35 - MALDI-ToF - Poli(adiapto co-azelato de isosorbila)

Na figura 36 abaixo é demostrado os fragmentos esperados provenientes do
copolimero de azelato sintetizado, e abaixo de cada fragmento encontra-se a massa

molar e a letra correspondente ao fragmento analisado na tabela 2.

o

Y=128 - X=128 - Z=170 -

Figura 36 - Fragmento Polimérico - Azelato+lsosorbideo+Adipato
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Figura 37 - MALDI-ToF — Polimero Poli(adipato co-azelato de isosorbila) (Amplia¢do da Figura 36)

Na figura acima, ampliacdo do espectro de MALDI-ToF, é possivel perceber a
periodicidade das familias de picos correspondentes as macromoléculas poliméricas, e
também uma maior quantidade de picos comparada as amostras de copolimero de
glicerol, figura 28, fato este devido a presenca de um grupo a mais de picos, o que torna

a espectro menos limpo, porém nao afetando a resolucdo da amostra.

Tabela 2 - Andlise de MALDI-ToF - Poli(adipato co-azelato de isosorbila)

X Y Z EG1 EG2 CS m/Z(teérica) m/Z(exp.)
1 3 3 3 17 45 23 1363 1363
1 4 4 3 17 45 23 1619 1619
1 5 5 3 17 45 23 1875 1876
2 5 4 1 17 45 23 1407 1407
2 6 5 1 17 45 23 1663 1664
2 7 6 1 17 45 23 1919 1920
3 4 3 3 17 17 23 1463 1465
3 5 4 3 17 17 23 1719 1721
3 6 5 3 17 17 23 1975 1977

Atraves de analise da tabela 2, é possivel verificar a adicdo do azelato ao

polimero de forma randémica, pontando ndo possuindo uma periodicidade na inclusao
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do azelato a cadeia polimérica, 0 que ja era esperado por se tratar de uma molécula
semelhante ao adipato, ndo havendo caracteristicas suficientes para a ocorréncia de uma
preferéncia na inclusdo de algum dos mondmeros que levasse a formacéo de blocos na
cadeia polimérica.

E possivel observar que o azelato esta presente em proporcdes semelhantes aos
demais monémeros em todas as cadeias poliméricas, sendo elas grandes ou pequenas, 0
que nédo ocorre com o glicerol como foi mostrado acima. Isto se deve, provavelmente, a
grande semelhanca do azelato e o adipato, ndo havendo uma grande distin¢do na ordem
de reacdo da enzima com ambos os monomeros, e uma grande afinidade do azelato a
mistura de solvente utilizada.

Observa-se também que ndo é encontrada apenas uma unidade da molécula de
interesse nas cadeias poliméricas como ocorrido na amostra contendo glicerol, ndo
sendo entdo utilizada como iniciador da polimerizagéo, o que pode ter ocorrido com o

glicerol.

Poli(azelato de isosorbila)

A amostra Az4 € resultado do principal objetivo criado para o azelato: criar um
homopolimero base para os experimentos subsequentes, e assim substituir o PIA como
polimero base pelo polimero poli(azelato de isosorbila), um polimero totalmente
proveniente de fonte de matéria renovavel com um dos monémeros biologicamente
ativo e nunca antes sintetizado na literatura. Esta amostra foi sintetizada utilizando o
mesmo método de sintese do PIA.

Analise de GPC apresentou polimeriza¢do com: My= 12.300 e M= 7.200. Bem
abaixo da massa molar obtida com o co-polimero, porém estando na media das sinteses

na literatura para o azelato.
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O aspecto do material obtido ¢ muito semelhante ao PIA, porém com uma
aparente plasticidade menor, apresentando um rendimento de aproximadamente 70%.

E possivel observar através da figura 39 um espectro de MALDI-ToF com as
mesmas caracteristicas esperadas para polimeros, como na analise anterior de MALDI-

ToF.

(¢]
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Figura 38 - Fragmento Polimérico - Isosorbideo+Azelato
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Figura 39 - MALDI-ToF - Poli(azelato de isosorbila)
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Figura 40 - MALDI-ToF - Amostra Az4 (Ampliac¢do da Figura 39)

Tabela 3 - Andlise de MALDI-ToF - Poli(azelato de isosorbila)

X Y Z EG1 EG2 CS M/Ztesrica) | M/Z(exp.)
1 6 0 6 45 45 1 1879 1880
1 7 0 7 45 45 1 2177 2179
1 8 0 8 45 45 1 2475 2477
2 6 0 5 17 45 1 1681 1682
2 7 0 6 17 45 1 1979 1981
2 8 0 7 17 45 1 2277 2279
3 7 0 5 17 17 1 1781 1781
3 8 0 6 17 17 1 2079 2081
3 9 0 7 17 17 1 2377 2379

Andlises feitas a partir da tabela a cima caracterizaram a proporcdo de 1:1

esperada para um homopolimero.
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Figura 41 - Esquema da estrutura do polimero Poli(azelato de isosorbila), com os hidrogénios
classificados conforme o RMN da figura 42
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Figura 42 - RMN-'H — Polimero Poli(azelato de isosorbila)

A analise de RMN-'H caracteriza a estrutura do polimero poli(azelato de
isosorbila), evidenciado pelo aparecimento do pico nimero 1, semelhante a amostra
anterior onde a molécula em foco é a mesma, porém, como nesse caso se trata de um
homopolimero a area do pico analisada aparece dentro da area esperada para ele, 6,00

correspondente aos 6 hidrogénios caracteristicos do azelato.
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Como neste caso ndo ha uma terceira molécula a ser inserida ao polimero,
obviamente o polimero obtido se tratava de uma proporcéo de 1:1 dos dois mondémeros
utilizados, porém a anélise de RMN foi feita de forma complementar, ajudando também
na caracterizagdo de forma comparativa de outros materiais sintetizados com azelato
neste trabalho.

O azelato foi utilizado em todas as sinteses onde era necessario um diécido para
polimerizagdo, e assim substituir o adipato como mondmero padrdo. Com esta
substituicdo foram encontrados resultados melhores comparados aos resultados
utilizando adipato. Estes polimeros contendo azelato serdo mostrados no decorrer deste
trabalho.

Através dos resultados obtidos com azelato conclui-se que é possivel a
substituicdo do polimero PIA pelo polimero PIZ como padrdo nas funcionalizagdes
exploradas neste trabalho. Pois foram obtidos melhores resultados de sinteses utilizando
0 mondmero azelato comparado aos resultados obtidos utilizando adipato. Sendo
também de maior interesse a utilizacdo do azelato por ser proveniente de fonte

renovavel e também possuir atividades bioldgicas.

Funcionalizacdo com Citrato

Poli(adipato co-citrato de isosorbila)
A utilizacdo do citrato imaginava-se bastante complicada devido a presenca de

quatro grupos funcionais que poderiam participar das reacoes, trés grupos acidos e uma
hidroxila. Entretanto, foi possivel sintetizar dois materiais provenientes deste composto,
um copolimero com o PIA e um homopolimero com isosorbideo, sendo o Gltimo um

material totalmente proveniente de fonte renovavel.
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Outro problema também esperado na sintese utilizando este composto seria 0
mesmo encontrado para o glicerol: a diferenca de polaridade entre os monémeros e 0s
solventes. Como para a utilizacdo de grupos &cidos € necessério a esterificacdo do
mondmero, sobrou apenas uma hidroxila dando o carater polar a molécula, o que ndo
ocorre com o glicerol. Assim o triéster de acido citrico apresenta maior afinidade frente
aos solventes apolares utilizados, obtendo melhores resultados comparados ao glicerol.

A utilizagdo do &cido citrico para polimerizagdo pode levar a varios tipos de
combinac@es de ligacbes dos mondmeros, sendo eles: (i) polimerizagdo através de dois
grupos acidos ficando um grupo acido e uma hidroxila livre, (ii) polimerizagdo através
dos trés grupos &cido formando um polimero estrela, (iii) polimerizacdo dos trés grupos
acidos e da hidroxila, sendo o caso mais extremo e pouco provavel de ocorrer, (iv)
polimerizag&o através de dois grupos acidos e da hidroxila, também dificil de ocorrer, e
(v) polimerizagdo atraves de um grupo &cido e uma hidroxila.

Portanto os materiais obtidos com este composto necessitam de analises mais
detalhadas quanto a estrutura do polimero obtido. Resultados publicados na literatura
falam muito na ocorréncia de polimerizacdo de dois grupos acidos deixando um grupo
acido livre, utilizado em subsequentes funcionalizacdes®®, assim como da polimerizagéo
estrela utilizando os trés grupos acidos*® 42,

Até o momento, entretanto, ndo foram realizados estudos mais detalhados da
estrutura obtido dos polimeros sintetizados para este composto, sendo interessante
futuras elucidac6es destes materiais.

Além de a molécula de &cido citrico ser uma molécula bioativa utilizada, ela
também pode ser gerar pontos de ‘“ancoragem” de outras moléculas para
funcionalizagdo polimérica. Analises de MALDI-ToF realizadas mostraram que

moléculas de &cido citrico sdo adicionadas a cadeia polimérica em uma excelente
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propor¢do comparada ao outros monomeros do material, 0 que ndo ocorre com 0
glicerol.

A amostra Ctl foi sintetizada a partir dos monGmeros com o intuito de
substituicdo de 10% do adipato do PIA por citrato mostrou, através de analise de GPC,
valores de My= 19.000 g/mol, Mn= 13.000 g/mol e PD= 1,4. S&o valores considerados
razoaveis levando em consideracdo a complexidade da molécula, impedimento estérico
e a diferenca de polaridade comparada aos outros mondmeros, e uma massa molar alta
comparada ao copolimero de citrato e PLLA sintetizado na literatura onde foi obtido um
M, de 2.100 g/mol*.

O material obtido possui uma plasticidade relativamente menor comparada as
amostras de PIA e amostras contendo azelato, sendo um material de cor branca
translucida, onde em média € obtido rendimento de 60%.

A analise por RMN-'H mostrou a adi¢do do citrato ao polimero. O aparecimento
de picos de perfil e deslocamentos quimicos exatos aos picos do citrato puro, além de
um grupo de picos de perfil semelhante, porém com deslocamentos quimicos
ligeiramente diferentes, indica a presenca de no minimo dois produtos, possivelmente
um com o citrato ocupando a posicdo terminal do polimero e outro ocupando uma
posicdo de dupla substituicdo no interior da cadeia polimérica, como é mostrado com
detalhes na figura 45, além de haver a possibilidade de formacdo de todas as ligacOes
discutidas acima.

Este indicio de formacdo de dois materiais distintos também é observado na
analise de MALDI-TOF abaixo, figura 48, onde é possivel observar duas familias de

picos homologos e periodicos de areas distintas.
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Figura 43 - Esquema da estrutura do polimero Poli(adipato co-citrato de isosorbila), com os hidrogénios
classificados conforme o RMN da figura 44

* = Etila terminal

ppm

Figura 44 - RMN-1H — Polimero Poli(adipato co-citrato de isosorbila)
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Figura 45 - RMN-'H — Polimero Poli(adipato co-citrato de isosorbila) - Ampliacdo do grupo de picos
9 (Figura 44)

Ja era esperada a formacdo de produtos diferentes na mesma amostra devido a
possibilidade de diversas ligagbes utilizando este composto e, a partir das andlises
realizadas, é possivel dizer que houve a formacdo de pelo menos dois materiais
distintos.

A analise por MALDI-TOF caracteriza a adicdo do citrato a estrutura do
polimero, sendo que em um grupo de picos homologos € observado uma grande adicdo
de citrato ao polimero e outro grupo homologo com baixa adi¢cdo, ambos 0s grupos
aparecendo periodicamente por toda a extensdo do espectro.

Provavelmente a ocorréncia de baixa adicdo seja decorrente de formacdo de
polimero estrela onde foi incluida uma proporgdo de 1:3 moléculas de citrato versus
isosorbila nesta formacédo, o que dificulta também no crescimento polimérico devido a

impedimentos estéricos da prépria cadeia polimérica durante a polimerizacao.
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E possivel observar um perfil muito evidente e limpo da polimerizagio da
amostra, observando a presenca de citrato mesmo em cadeias poliméricas longas, o que
ndo ocorre nas amostras de glicerol, devido provavelmente ao carater mais apolar do

citrato etilado.
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Figura 46 - Fragmento Polimérico - Citrato+Isosorbideo+Adipato
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Figura 47 - MALDI-ToF - Polimero Poli(adipato co-citrato de isosorbila)
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Figura 48 - MALDI-ToF — Polimero Poli(adipato co-citrato de isosorbila) - Ampliagdo da Figura 47

Tabela 4 - Andlise de MALDI-ToF - Poli(adipato co-citrato de isosorbila)

X Y Z EG1 EG2 CS m/Z(teérica) m/Z(exp.)
1 4 4 5 17 45 23 1979 1979
1 5 5 5 17 45 23 2235 2236
1 6 6 5 17 45 23 2491 2493
2 7 6 1 45 45 23 1951 1953
2 8 7 1 45 45 23 2207 2209
2 9 8 1 45 45 23 2463 2465

Como foi dito, observa-se uma porcentagem muito maior de adicdo no grupo de

picos 1 e uma menor adi¢do no grupo de picos 2, além do que no grupo 2 ocorre apenas

uma adicdo de citrato a cadeia polimérica, 0 mesmo ocorrido na copolimerizagdo com

glicerol. Caso tenha ocorrido a formagdo do polimero estrela provavelmente este seja

caracterizado pelo grupo 2 de picos, devido a propor¢do menor do citrato nesse tipo de

formacéo.
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Poli(citrato de isosorbila)

A sintese do homopolimero de citrato também € inédita na literatura, sendo
sintetizado o polimero poli(citrato de isosorbila) também um material totalmente
proveniente de fonte renovavel.

Para este material também esperava-se uma sintese dificil devido ao grande
volume de ambos 0s mondmeros, esperando obter um material de massa molar baixa
devido ao impedimento estérico gerando durante o crescimento das cadeias poliméricas.

A amostra sintetizada do polimero em questdo é a amostra Ct4, que em analise
por GPC apresentou My= 8.000 g/mol e My= 3.800 g/mol.

Comparado com o polimero de gluconolactona + &cido citrico*? de massa molar
2.500 g/mol, descrito na literatura, é um resultado muito bom. Comparacéo esta mais
préxima do polimero sintetizado aqui devido ambos 0s experimentos serem realizados
com mondmeros ciclicos e de grande volume.

Como esperado obteve-se uma massa molar menor do que 0s outros materiais
descritos até agora, porém comparado com polimeros da literatura com problemas
semelhantes, pode-se considerar um bom resultado.

A andlise por MALDI-TOF desta amostra apresentou uma distribuicdo muito
caracteristica a distribuicdo de massa molar em amostras poliméricas, com formacao de

um perfil parabdlico, que representa a polidispersividade da massa molar da amostra.

HO O
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Figura 49 - Fragmento Polimérico - Citrato+Isosorbideo
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Figura 50 - MALDI-ToF — Polimero Poli(citrato de isosorbila)
Tabela 5 - Andlise de MALDI-ToF - Poli(citrato de isosorbila)
X Y Z EG1 EG2 CS M/Z(terica) | M/Z(exp.)
1 11 0 12 17 45 1 3559 3558
1 12 0 12 17 45 1 3687 3689
2 11 0 12 39 45 23 3603 3602
2 12 0 12 39 45 23 3731 3733

Através dos picos encontrados é possivel observar a caracteristica de formagéo

de um homopolimero devido a composicao na proporcéo de 1:1 dos monémeros.

A obtencdo do polimero poli(citrato de isosorbila) é de grande interesse por ser

um material que ambos os mondmeros séo provenientes de fonte renovavel, ambos

aprovados pelo FDA e sendo um deles possuidor de varios principios ativos,. Além
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disso, € possivel adicionar funcionaliza¢bes subsequentes ao polimero através de grupos
acidos livres advindos da molécula de citrato, como descrito na literatura, caso uma dos
grupos carboxilicos da molécula permaneceu intacto durante a sintese. Isto pode ter
ocorrido pois 0s grupos acidos primarios da molécula sdo muito mais reativos que o
grupo &cido terciario, e também muito menos impedidos estericamente. Além disso,

este material é inédito na literatura.

Funcionalizacdo com Pantenol

Poli(adipato de pantenila)
Diferente de todos os outros compostos de interesse utilizados neste trabalho,

tanto quanto sabemos, o pantenol ndo foi utilizado em nenhum tipo de polimerizacéo
até agora na literatura, e além disso, é a substancia bioativa que apresenta maior
quantidade de beneficios biolégicos desta pesquisa. Inicialmente, porém imaginava-se
que seria uma das substdncias mais probleméaticas do projeto, devido a grande
quantidade de grupos funcionais.

Contudo, o pantenol foi o subprojeto que mostrou melhores resultados neste
trabalho, e a que gerou materiais bem sucedidos, com as maiores massas molares de
todas analisadas.

Foram sintetizados a partir do pantenol um copolimero com o PIA e dois
homopolimeros, com o azelato e o adipato, utilizando as condigdes padrbes de sinteses
deste trabalho.

Através da sintese dos homopolimeros com azelato e adipato foi possivel
estabelecer o melhor diacido a ser utilizado na producdo de polimero base para outras

funcionalizacdes. Foi observado que a utilizacdo do azelato apresentou melhores
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resultados quanto a massa molar obtida, sendo esse o0 objetivo inicial por se tratar de um
mondmero proveniente de fonte renovavel e com propriedade bioldgica.

O é&cido azelaico obteve melhores resultados quando comparados com a
utilizacdo do &cido atipico em sinteses envolvendo o acido ascorbico, pois ndao foram
obtidos resultados positivos em nenhuma sintese envolvendo acido adipico + &cido
ascorbico, porem foi possivel sintetizar um material contendo &cido azelaico + &cido
ascorbico, mostrando assim que a molécula de &cido azelaico é mais versatil em
desenvolvimento de novos materiais.

A amostra Pol refere-se a sintese do homopolimero poli(adipato de pantenila),
utilizando o diacido padrdo do polimero PIA. Sua sintese foi muito atil nas conclusées
de substituicdo do adipato por azelato, pois analises de GPC caracterizaram a massa
molar do polimero obtido com: Mw= 4.000, My= 2.000 e PD= 1,5, uma massa molar
muito baixa comparada ao polimero de pantenol sintetizado com azelato que obteve um
My de 52.000 g/mol.

Apesar da massa molar baixa comparada com os demais materiais expostos até
agora, nao ha relatos de polimeros com pantenol na literatura, assim sendo trata-se
também de um material inédito sintetizado.

O material obtido é diferente dos demais sintetizados, onde se obteve um
material de plasticidade baixa, e bastante pegajoso, com uma coloracdo levemente
amarelada e um odor levemente adocicado, como encontrado em todas as amostras
sintetizadas contendo pantenol. Porém a caracteristica de ser pouco plastico se aplica
somente a esta amostra.

O espectro de MALDI-ToF obtido apresenta-se ruidoso, mas néo interferindo na
caracterizacdo do polimero. Porém é observada uma formacao parabdlica caracteristica

de formagéo polimérica.
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Figura 52 - MALDI-ToF — Polimero poli(adipato de pantenila)
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Figura 53 - MALDI-ToF - Polimero poli(adipato de pantenila) (Ampliagdo da Figura 52)

Tabela 6 - Anélise MALDI-ToF — Poli(adipato de pantenila)

X Y Z EG1 EG2 CS M/Z(tesrica) | M/Z(exp.)
1 0 6 7 17 45 1 2140 2142
2 0 6 6 45 45 1 1981 1983

Através da andlise da tabela 6, caracterizou-se a formagdo do homopolimero
desejado, devido a proporcédo de 1:1 encontrada.

Diferente do homopolimero de azelato sintetizado, a analise de RMN para o0
material em questdo é necessaria para a comprovacdo da formacdo do polimero de
pantenol + adipato, pois poderia haver a ocorréncia de reacdes em outras partes das
moléculas do pantenol que pudessem levar a formacdo de polimeros ndo funcionais,

devido a clivagem do pantenol em locais indevidos, porém a caracterizacao feita a baixo
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mostra que o pantenol é ligado a cadeia polimérica de forma integra, e portanto nao

perdendo sua atividade.

Figura 54 - Esquema da estrutura do polimero Poli(adipato de pantenila), com os hidrogénios
classificados conforme o RMN da figura 55
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Figura 55 - RMN-!H — Polimero poli(adipato de pantenila)
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Poli(adipato de isosorbila co-pantenila)

A amostra PoC1 foi sintetizada com o intuito de obter um copolimero de PIA
contendo 10% de pantenol, e assim possibilitar a obtencdo de materiais com
concentragdes variadas da molécula de interesse.

A amostra foi caracterizada através de GPC com: My= 15.000, M= 5.500 e
PD=1,7, uma massa molar baixa comparada os copolimeros de PIA utilizando glicerol e
azelato, que obtiveram massa molar de 45.000 e 19.000 g/mol respectivamente, porém
as trés moléculas sdo muito diferentes para serem comparadas, sendo que o copolimero
contendo glicerol obteve apenas uma insercdo da molécula de interesse por cadeia
polimérica, e no caso da amostra PoC1 em questdo, uma das cadeias poliméricas houve
a insercdo de quatro moléculas de pantenol, como serd demonstrado a seguir na analise
de MALDI-ToF,

Através da analise de MALDI-Tof, é possivel constatar a formacdo caracteristica
de amostras poliméricas, figura 57, onde é mostrada a poli dispersdo de massa atdbmica
da amostra, sendo possivel observar uma maior quantidade de moléculas com massa
molar em torno de 1500 g/mol, porem esta técnica ndo é a apropriada para caracterizar a

distribuicdo molar da amostra, e sim a técnica exposta acima de GPC.
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Figura 56 - Fragmento Polimérico - Pantenol+Adipato+Isosorbideo
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Figura 57 - MALDI-ToF — Polimero Poli(adipato de isosorbila co-pantenila)
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Figura 58 - MALDI-ToF - Poli(adipato de isosorbila co-pantenila) - Ampliacéo da Figura 57
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Tabela 7 - Analise de MALDI-ToF — Poli(adipato de isosorbila co-pantenila)

X Y Z EG1 EG2 CS m/Z(teérica) m/Z(exp.)
1 6 6 1 17 45 1 1786 1786
1 7 7 1 17 45 1 2042 2042
1 8 8 1 17 45 1 2298 2300
2 3 2 4 17 45 1 1473 1471
2 4 3 4 17 45 23 1729 1728
2 5 4 4 17 45 23 1985 1985
3 5 4 1 45 45 1 1428 1430
3 6 5 1 45 45 1 1686 1684
3 7 6 1 45 45 1 1942 1944

E notada a incorporagdo em menor niimero da molécula de interesse comparada
ao copolimero de azelato, porém o grupo 2 apresenta a insercéo de quatro moléculas de
pantenol, o que ndo ocorrem com o copolimero de glicerol.

Observa-se também que no grupo 2 ha uma relagdo de 1:1:1 dos monémeros,
uma proporg¢do muito grande, nem mesmo encontrada nos copolimeros de azelato, onde
h& uma semelhanca muito grande entre 0s mondémeros.

Nota-se também a formacdo de trés grupos de polimeros diferentes, como
ocorrem com o citrato, que obteve 2 grupos distintos. Neste caso ha trés grupos porém
dois muito semelhantes, mas de intensidades bem diferentes como é mostrado na figura
58.

N&o é observada uma periodicidade da ligacdo da molécula de interesse no
grupo 1 porém nos grupos 2 e 3 nota-se uma proporcao muito semelhante entre os picos
que ndo varia conforme a massa molar da cadeia polimérica ¢ aumentada, levando a
caracterizar a formagéo de blocos no polimero.

A analise de RMN, figura 60, caracterizou a formacdo do polimero desejado,
apresentando um espectro de RMN semelhante a fusdo da amostra Pol, figura 55, e 0s

picos referentes ao isosorbideo.
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Figura 59 - Esquema da estrutura do polimero Poli(adipato de isosorbila co-pantenila), com os hidrogénios
classificados conforme o RMN da figura 60
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Figura 60 - RMN-tH — Polimero Poli(adipato de isosorbila co-pantenila)

Como trata-se de um copolimero onde é inserido em menor quantidade a

molécula de pantenol, é de se esperar sinais menores dos picos pertencentes ao
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pantenol, o que é observado na pratica pelo espectro acima, porém todos 0s picos
caracteristicos para tal molécula estdo presentes.

Nota-se 0 aparecimento de um conjunto de picos com sinal intenso préoximo ao
deslocamento 4,2 proveniente de etilas terminais, porém como a molécula de interesse
ndo possui etilas terminais ndo se trata de um caso onde n&o houve reagéo, trata-se de
moléculas de dietil adipato que ndo reagiram e ficou retido entre as cadeias poliméricas.
Contudo como j& foi visto anteriormente, foi caracterizada a incorporacdo da molécula
de interesse ao polimero através de analises de MALDI-Tof, e como a molécula de
adipato € um link essencial para a formagédo do polimero tanto com o isosorbideo como

com a pantenol, ndo haveria a possibilidade de formacdo do polimero sem o adipato.

Poli(azelato de pantenila)

Como ja citado anteriormente a molécula de azelato foi utilizada em diversos
trabalhos, sendo uma molécula de grande interesse, porém ndo foram encontrados
relatos de materiais poliméricos contendo azelato que contivessem mais de uma
atividade farmacoldgica. Portanto a amostra AzPo foi sintetizada com o objetivo de
criacdo de um material que contivesse duas moléculas biologicamente ativas, sendo uma
delas, o pantenol, nunca explorada em materiais poliméricos.

Anélise de GPC caracterizou a formacgdo do polimero com: Mw= 52.000, Mx=
9.000, uma massa molar acima das expectativas devido a complexidade da molécula de
pantenol e a inexisténcia de polimeros com esta molécula na literatura.

Tratando-se também do melhor resultado obtido no trabalho, com a maior massa
molar sintetizada, sendo ainda maior que o proprio PIA como polimero padrao.

A amostra em questdo superou de longe as expectativas criadas por este

trabalho, onde foi possivel obter um material com duas moléculas com funcdes
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bioativas, sendo também um polimero totalmente proveniente de fonte de matéria
renovavel, sendo obtida através de sintese branda utilizando a enzima CAL-B seguindo
o0s procedimentos padrdes de sintese adotados neste trabalho.

O material obtido possui plasticidade alta como as demais amostras de PIA e
amostras contendo azelato, diferenciando apenas na presenca de um odor adocicado e
coloragéo levemente amarelada, presentes em todas as amostras sintetizadas utilizando
pantenol.

E possivel verificar através de anélise de MALDI-ToF o perfil caracteristico da

formagdo polimérica.
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Figura 61 - Fragmento Polimérico - Pantenol+Azelato
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Figura 62 - MALDI-ToF — Poli(azelato de pantenila)
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Figura 63 - MALDI-ToF — Poli(azelato de pantenila) - Ampliagédo da Figura 62
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Como na amostra sintetizada utilizando adipato e pantenol, é observado
novamente um espectro ruidoso, provavelmente devido a caracteristica polar da

molécula.

Tabela 8 - Andlise de MALDI-ToF - Poli(azelato de pantenila)

X Y Z EG1 EG2 CS m/Z(teérica) m/Z(exp.)
1 0 4 5 39 45 23 1722 1720
1 0 5 6 39 45 23 2079 2079
1 0 6 7 39 45 23 2436 2436
2 0 4 5 17 45 23 1700 1700
2 0 5 6 17 45 23 2057 2059
2 0 6 7 17 45 23 2414 2416
3 0 5 4 17 39 23 1677 1677
3 0 6 5 17 39 23 2034 2032
3 0 7 6 17 39 23 2391 2391

E possivel caracterizar a formagdo do homopolimero através da proporcao de 1:1

formada entre os mondmeros, como é demonstrado na tabela acima.

Figura 64 - Esquema da estrutura do polimero Poli(azelto de pantenila), com os hidrogénios
classificados conforme o RMN da figura 65
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Figura 65 - RMN-'H — Poli(azelato de pantenila)

A analise de RMN-'H apresenta picos caracteristicos ja apresentados

anteriormente para ambas as moléculas presente neste polimero.

Funcionalizagio com Acido Ascorbico

Poli(azelato de ascorbila)

Apesar de a molécula de acido ascorbico ja ter sido utilizada em sinteses
poliméricas, ndo ha relatos na literatura de polimeros provenientes de matéria renovavel
e sintetizados por via enzimatica.

Neste trabalho foram realizados diversos estudos para polimerizagdo do &cido
ascorbico, porém so foi obtido algum resultado positivo para a amostra AsAz1, que foi

sintetizada com o intuito de obter um homopolimero de acido ascorbico + azelato. Este
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seria um polimero com ambos 0s mondmeros possuidores de atividade bioldgica e
provenientes totalmente de matéria renovavel, sendo este material também sintetizado
por catalise enzimatica.

Porem como foi realizada somente uma caracterizagdo deste material, utilizando
MALDI-ToF e estes resultados foram poucos conclusivos, a pesar de indicar uma

polimerizagéo, decidiu-se por ndo expo-los neste trabalho.

Funcionalizagdo com Pantolactona

Polipantolactona

Apds os excelentes resultados alcangados com as amostras de pantenol, surgiu a
ideia de sintese de um material puramente constituido desta molécula. Para isso optou-
se por utilizar sintese por abertura de anel através da lactona do pantenol, a
pantolactona, um tipo de sintese muito utilizado em polimerizacdes na literatura, sendo
possivel de ser realizadas sem a utilizacdo de solventes. Assim, foram realizas dois tipos
de sinteses, uma em massa utilizando CAL-B e outra em cloroférmio, também
utilizando CAL-B, porém somente a realizada em massa apresentou sinais de
polimerizacéo.

Anélise de GPC da amostra PI1 apresentou valores de Mw= 790 e Mn= 750, ou
seja apenas oligdbmeros, porém como ja dito anteriormente, ndo existem relatos de
estudos de polimerizacdo envolvendo pantenol e nem mesmo com pantolactona na

literatura.
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Analise por RMN-'H demonstrou o aparecimento de um halo na regido de
deslocamento proximo a 2ppm, o que pode ser proveniente das hidroxilas terminais do

polimero formado, sendo um indicio da formacdo do polimero de pantolactona.
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5 - Conclusodes

Apesar de terem sido sintetizados diversos materiais durante esta pesquisa foram
selecionados apenas 9 materiais que tiveram os melhores resultados e cujos resultados
apresentaram maior elucidacéo de suas estruturas. S&o eles:

e Poli(azelato de pantenila)

e Poli(adipato de pantenila)

e Poli(adipato de isosorbila-co-pantenila)
e Poli(azelato de isosorbila)

e Poli(adipato-co-azelato de isosorbila)

e Poli(citrato de isosorbila)

e Poli(adipato de isosorbila-co-citrato)

¢ Poli(adipato de isosorbila-co-glicerol)

e Oligbmero de polipantolactona

Como exposto pelo proprio objetivo do trabalho acima, o foco utilizado nesta
pesquisa foi no método de obtencdo de polimeros contendo em suas estruturas
mondmeros biologicamente ativos, sintetizados a partir de sintese via catélise
enzimatica, e a partir deste objetivo foram obtidos claramente 8 materiais poliméricos e
1 composto de oligbmeros, contendo as moléculas bioativas: pantenol, &cido citrico,
acido azelaico e pantolactona além de um material contendo glicerol, servindo como
precursor para funcionalizagtes subsequentes.

Destes materiais obtidos, 0s que apresentaram resultados mais promissores
foram os materiais sintetizados a partir de pantenol, que além de nunca terem sido
utilizados em sinteses poliméricas, obtiveram também as maiores massas molares deste

trabalho.
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O pantenol produziu trés materiais diferentes cujas caracterizagcbes foram bem
elucidadas, sendo estes: poli(adipato de isosorbila—co-pantenol), poli(adipato de
pantenila) e o melhor material obtido neste trabalho o polimero poli(azelato de
pantenila) que obteve massa molar de 52.000 g/mol.

O acido azelaico tambeém foi uma molécula bem sucedida nas sinteses
realizadas, compondo ainda mais materiais que a molécula de pantenol, sendo eles:
poli(azelato de pantenila) ja citado, poli(adipato de isosorbila co-zelato) que obteve uma
massa molar de 36.000 g/mol, e poli(azelato de isosorbila).

O é&cido citrico esta presente em dois dos materiais obtidos, sendo eles:
poli(adipato de isosorbila co-citrato) com massa molar de 19.000 g/mol e poli(citrato de
isosorbila).

A partir do glicerol foi obtido apenas um copolimero o poli(adipato de isosorbila
co-glicerol) com massa molar de 45.000 g/mol, que podera ser utilizado para futuras
adicbes de moléculas bioativas ao polimero, atraves das hidroxilas secundérias do
glicerol inseridas nas cadeias polimericas.

A partir da pantolactona foram obtidos apenas oligbmeros.

A partir do &cido ricinoleico e do acido pantoténico ndo foram obtidos resultados
positivos, consequéncia principalmente das sinteses mal sucedidas de esterificacdo
destas moléculas precursoras. Devido a grande complexidade dessas moléculas, e a
presenca de muitos grupos funcionais que levaram a reac¢Oes indesejadas, que acabaram
por dificultar as esterificacdes necessarias para a polimerizacao.

Conclui-se que a substituicdo do poli(adipato de isosorbila) por poli(azelato de
isosorbila) como polimero padrdo para funcionalizagdes é possivel, devido a melhores
resultados obtidos utilizando 0 mondmero azelato, possibilitando assim a utilizagdo de

um polimero padréo totalmente sintetizado a partir de fonte renovavel.
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Em média as reacOes realizadas neste trabalho tiveram um rendimento que
variaram de 50 a 80%, tendo uma média geral de 70%, sendo assim um bom
aproveitamento, sendo também que a enzima utilizada foi 100% recuperada em todas as
reacOes, 0 que torna a técnica eficiente e ambientalmente correta.

Tem-se como conclusdo final que é possivel a funcionalizagdo de polimeros
provenientes de biomassa com mondmeros bioativos sintetizados via catalise
enzimatica, sendo que foram obtidos 9 materiais neste trabalho, nunca antes sintetizados
na literatura.

E necessaria agora a realizacio de estudos de degradacdo destes materiais a fim
de caracterizar a cinética de liberacdo das moléculas bioativas, assim como realizar
andlises de toxicidade destes materiais para que possam ser utilizados como materiais

para fins bioldgicos.
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