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Resumo

A recuperagdo de biomoléculas a partir dos meios reacionais € um dos processos mais
importantes em biotecnologia. A sua recuperacgao representa uma das etapas mais dispendiosas
da sua producdo sendo essencial separa-las com elevada eficiéncia, mas sem as degradar de
forma a tornar este processo vidvel. Neste contexto, os polimeros a base de liquidos ionicos
(poli(liquidos idnicos)) surgem como uma alternativa as convencionais resinas de troca ionica
utilizadas neste tipo de processos. A crescente investigacdo em torno dos poli(liquidos i6nicos)
advém das suas propriedades gque incluem boa condutividade idnica, estabilidade térmica e
quimica e propriedades ajustaveis em solucéo.

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento e caracterizacdo de polieletrdlitos
reticulados com resposta a aplicacéo de estimulo de potencial elétrico e a temperatura, usando
para esse fim os mondmeros cloreto de 1-vinil-3-butilimidazélio (BVIimCl) e N-
isopropilacrilamida (NIPAM), respetivamente, visando a recuperacdo do aminoacido L-
triptofano. Os hidrogéis foram sintetizados por duas vias diferentes por forma a obter
copolimeros e redes poliméricas interpenetrantes (RPIs) sequenciais completas. No caso dos
RPIs foi ainda avaliado o efeito da hidrofilicidade e tamanho de cadeia do monomero espacador
nas propriedades finais dos RPI, substituindo o mondémero NIPAM pela acrilamida (AAmM).
Todos os hidrogéis foram sintetizados por polimerizacdo radicalar livre em solucdo aquosa,
usando a N,N'-metilenobisacrilamida (MBA) como agente reticulante (com 2 graus de
reticulacdo). O monémero BViImCI foi escolhido por ser um liquido idnico quimicamente
estavel, facilmente polimerizavel e pela capacidade de troca de anido com outros sais,
facilitando interacdes fisico-quimicas com uma gama alargada de moléculas (com ou sem
carga, hidrofilicas ou hidrofdbicas). Por outro lado, 0 monémero de NIPAM foi escolhido pela
conhecida resposta a temperatura e como espacador entre as cadeias de poli(liquidos i6nicos)
para aumentar o volume livre da rede polimérica e consequentemente a sua capacidade de
sorcdo de agua e de moléculas carregadas.

As propriedades fisico-quimicas dos materiais foram analisadas por diferentes técnicas
incluindo: ATR-FTIR, DSC, TGA, capacidade de sorcdo de &gua (com e sem variacdo de
temperatura) e sor¢cdo do aminoéacido L-triptofano (com e sem aplicagdo de potencial elétrico).
Para os RPIs foi ainda feita uma avaliagdo preliminar do efeito da composi¢do quimica na
temperatura de transicdo de fases (LCST) do PNIPAM e PAAmM. Os resultados sdo discutidos

em termos da composic¢ao quimica relativa dos polieletrdlitos preparados e grau de reticulacéo.

iX



Os resultados obtidos comprovam que a capacidade de sor¢cdo de dgua dos copolimeros
sintetizados ndo é influenciada pela variacdo da temperatura, mas estes apresentam resposta a
estimulo de potencial elétrico, devido a presenca do liquido i6nico na estrutura, o que se traduz
numa elevada capacidade de sorcdo do aminoacido L-triptofano. Os resultados da
caracterizacdo dos RPIs revelam uma baixa presenca da rede de poli(liquido i6nico), sendo
consequéncia disso a baixa remocgéo de L-triptofano conseguida com estas amostras. Apesar
disso, demonstrou-se que os RPIs a base de NIPAM mantém a resposta em funcédo de variaces

de temperatura, caracteristica do PNIPAM.



Abstract

The recovery of biomolecules from reactional media is one of the most important
processes in biotechnology. It also represents one of the most expensive steps and for this reason
it is essential to separate them at the highest efficiency, but avoiding its degradation in order to
make this process viable. In this context, poly(ionic liquids) may represent an alternative to
ionic resins conventionally used in this kind of separation processes. Poly(ionic liquids) have
attracted an increasing interest due to their interesting properties such as high ionic
conductivity, chemical and thermal stability and tuneable solution properties.

The main goal of this work was the development and characterization of multi-
responsive cross-linked hydrogel-based polyelectrolytes, sensitive to changes in temperature
and electrical potential, using 1-vinyl-3-butylimidazolium chloride (BVimCIl) and N-
isopropylacrylamide (NIPAM) as co-monomers, for the enhanced sorption of the amino acid
L-tryptophan. The hydrogels were synthesized by two different methodologies, namely by the
synthesis of copolymers and fully sequential interpenetrating polymer networks (IPN). In the
second case, IPNs based on acrylamide (AAm), instead of NIPAM, were also synthetized in
order to evaluate the effect of the hydrophilicity and of the molecular size of the monomer, on
the final properties of the IPN. All the hydrogels were synthesized by free radical
polymerization in aqueous media using N,N'-methylenebis(acrylamide) (MBA) as cross-linker
(at two crosslinking degrees, 2 and 5 % in molar terms and relatively to the total amount of co-
monomers BVimCl and NIPAM/AAmM)). The co-monomer BVimCI was chosen mostly due to
its easiness to polymerize, high chemical stability and to its ability to undergo anion exchange
with other salts, which allow favourable physicochemical interaction with a broad range of
molecules of distinct characters (charged/non-charged, hydrophobic/hydrophilic). On the other
hand, NIPAM was chosen due to its well-known response to changes in temperature and as a
spacer between the units of ionic liquid co-monomers, to increase the free volume in the
polymerized network and consequently its sorption capacity for charged molecules.

The hydrogels were characterized for their physicochemical properties by different
techniques including ATR-FTIR, DSC, TGA, water swelling capacity (at different
temperatures) and sorption capacity towards L-tryptophan (with and without the application of
an electrical potential). The effect of the chemical composition on the phase transition
temperature (LCST) of the PNIPAM and PAAm based IPNs was also evaluated. The results
were discussed in terms of the chemical composition of prepared polyelectrolytes and their

cross-linking degrees.
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The results obtained show that the synthesized copolymers are not sensitive to changes
in temperature but are sensitive to changes in the electrical potential which significantly
improve their sorption capacity towards L-tryptophan. The results obtained for the IPNs show
that the incorporation of the poli(ionic liquid) network into the PNIPAM network was small,
which consequently leads to their observed low sorption capacity towards L-tryptophan.
Nevertheless, the results show that NIPAM based IPNs maintain their response to changes in

temperature, similar to that observed for PNIPAM.
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Figura 17 — Perfis de DSC das amostras COP_0/100_R2, linha preta, COP_33/67_R2, linha ponteada,
COP_50/50_R2, linha tracejada, e COP_100/0_R2, linha com traco e ponto (antes da troca do anido CI
PEIO [(TH2N) ) ettt bt b bbb 35

Figura 18 — Cinética de sorcdo do aminoéacido L-triptofano sem aplicacdo de campo elétrico pelas
amostras COP_0/100_R2, COP_33/67_R2, COP_50/50 R2 e COP_100/0_R2, imagem (a), e pelas
amostras COP_0/100_R5, COP_33/67_R5, COP_50/50_R5 e COP_100/0_R5, imagem (b) (antes da
troca do anido CIm Pelo [(TFaN)]) e e 37

Figura 19 — Remocdo de L-triptofano sem aplicacdo de campo elétrico pelos copolimeros, apds um dia
(antes da troca do anido Cl" pelo [(TFaN)T). ceoeeieiicicic e et 38

Figura 20 — Cinética de sorcdo do aminoacido L-triptofano sem aplicacdo de campo elétrico pelas
amostras COP_0/100_R2, COP_33/67_R2, COP_50/50_R2 e COP_100/0_R2, imagem (a), e pelas
amostras COP_0/100_R5, COP_33/67_R5, COP_50/50_R5 e COP_100/0_R5, imagem (b) (depois da
troca do anido CIm Pl [(TTaN)]) et 39

Figura 21 — Remocéo de L-triptofano sem aplicagdo de campo elétrico pelos copolimeros, apds um dia
(depois da troca do anido Cl™ pelo [(TFaN) ). v e 40

Figura 22 — Aspeto da amostra COP_100/0_R2 no final do ensaio preliminar de sorcdo com aplicacéo
de campo elétrico (antes da troca do anido Cl pelo [(TF2N) 7). .oooiriiiriiinie e 40

Figura 23 — Reacéo de degradacdo do L-triptofano pelo acido hipocloroso (Hawkins et al., 2003)..... 41

Figura 24 — Resultado da sor¢do do aminoacido L-triptofano com aplicagdo de campo elétrico pelos
copolimeros (depois da troca do anido CI" pelo [(TFaN)T). oo 42

Figura 25 — Espectros de ATR-FTIR das amostras RPI_N_0/100, linha verde, RPI_N_33/67, linha azul,
e RP1_N_50/50, linha vermelha (antes da troca do anido CI- pelo [(Tf2N) )., 45

Figura 26 — Espectros de ATR-FTIR das amostras RPI_A_0/100, linha laranja, RP1_A 33/67, linha
azul, e RPI_A_50/50, linha roxa (antes da troca do anido CI" pelo [(TfaN)T1). .o 45

Figura 27 — Perfil de TGA das amostras RP1_N_0/100, linha continua, RPI_N_33/67, linha tracejada,
RPI1_N_50/50, linha com traco e ponto, e COP_100/0_R2, linha ponteada (antes da troca do anido CI
PEIO [(TT2N) )ttt b bbbttt bt 46

Figura 28 — Perfil de TGA das amostras RPI_A_0/100, linha continua, RPI_A_33/67, linha tracejada,
RPI1_A_50/50, linha com trago e ponto, e COP_100/0_R2, linha ponteada (antes da troca do anido CI
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Figura 29 — Aspeto visual dos RPIs a base de NIPAM a temperatura de 0°C, imagem da esquerda, 35°C,
imagem do centro, e 50°C, imagem & direita (antes da troca do anido ClI" pelo [(TfaN)T). .oooevevennee. 49

Figura 30 — Aspeto visual dos RPIs & base de AAm & temperatura de 0°C, imagem da esquerda, 35°C,
imagem do centro, e 50°C, imagem a direita (antes da troca do anido CI- pelo [(Tf2N)T). .coveveieneeee. 49

Figura 31 — Perfis de DSC das amostras RP1_N_0/100, linha continua, RPI_N_33/67, linha tracejada, e
RP1_N_50/50, linha com traco e ponto (antes da troca do anido CI- pelo [(TfaN)])..ccevvvveienviiennne 50

Figura 32 — Capacidade de sorcdo de agua dos RPIs a 25°C, colunas brancas para os RPIs a base de
NIPAM e colunas cinzento claro para os RPIs & base de AAm, e a 37°C, colunas cinza-escuras para 0s
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Figura 33 — Aspeto da amostra RP1_N_33/67 durante o ensaio da capacidade de sor¢cdo de dgua com
variacao de temperatura. Na imagem da esquerda a amostra estd a 25°C e na imagem da direita a amostra
esta a 37°C (antes da troca do ani@o Cl™ pelo [(TFaN)T). ooeereririireiereee s 52

Figura 34 — Resultados da remo¢do do aminoacido L-triptofano pelas amostras RPI_N_0/100,
RPI_N_33-67, RPI_N_50/50, RPI_A 0/100, RPI_A _33/67 e RPI_A 50/50 no final do ensaio de sor¢do
com aplicacdo de campo elétrico, 100 V durante 3 horas (depois da troca do anido CI- pelo
(L7100 ) TSRS 53

Figura 35 — Aspeto macroscopico do novo RPI_N_50/50, ap6s a primeira lavagem, imagem a), ap0s a
secagem, imagem b), apds a incorporacdo da solucdo da segunda rede, imagem c), apds a Ultima
lavagem, imagem d) e ap6s a liofilizag80, IMagem €). .......ccoeiiiiiiiiiiee e 54

Figura 36 — Perfis de TGA do novo RPI_N_50/50, as linhas pretas, representam as triplicatas da amostra
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Organizagdo da dissertacao

Esta dissertacdo esta dividida em 3 capitulos principais e em seguida apresenta-se 0s
objetivos e motivacdes desta dissertacdo de mestrado. No capitulo 1 encontra-se a introdugéo
onde se aborda a temética dos processos de separacdo de biomoléculas; os materiais mais
utilizados para a separacdo por troca idnica; as defini¢bes, propriedades e aplicacbes dos
poli(liquidos idnicos); e explica-se 0 que sdo polimeros inteligentes, mais concretamente
polieletrolitos termossensiveis, e 0 que sdo redes poliméricas interpenetrantes. Neste capitulo
encontra-se ainda o estado da arte sobre liquidos i6nicos e poli(liquidos idnicos) utilizados na
separacdo de L-triptofano. No capitulo 2 apresenta-se os reagentes utilizados, o procedimento
adotado para a sintese dos materiais pretendidos e os métodos utilizados para caracterizar as
propriedades esses materiais. No capitulo 3 apresenta-se e discute-se os resultados obtidos,
comecando pelos resultados relativos aos copolimeros e de seguida com os resultados relativos
as redes poliméricas interpenetrantes. Por ultimo apresenta-se as conclusdes obtidas com este

trabalho e as propostas para o trabalho futuro.
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Objetivo e motivagoes

Um dos processos mais importantes em biotecnologia consiste na recuperacao, separacao
e/ou purificacdo de biomoléculas, especialmente no crescente mercado biofarmacéutico. O
processo de recuperacdo e purificacdo de proteinas e aminoacidos de meios fermentativos
representa cerca de 80 % do custo total de obtencdo destas biomoléculas pelo que existe
atualmente um enorme interesse em tornar este processo mais economico, seletivo e eficiente.
Uma metodologia frequentemente usada no processo de separacao/purificacdo deste tipo de
biomoléculas consiste no uso de resinas de troca ionica apesar de estas apresentarem algumas
limitacOes, como por exemplo o facto da sua eficiéncia ser dependente do pH do meio. Por
forma a contornar este problema, propde-se com este trabalho desenvolver e caracterizar
hidrogéis termo-responsivos capazes de absorver/adsorver moléculas carregadas, tendo-se
usado como molécula modelo o aminoécido L-triptofano.

Os hidrogéis aqui propostos sao polieletrélitos sintéticos obtidos a partir de reacGes de
polimerizacdo de radical livre em meio aquoso, usando como mondmeros um liquido iénico
vinilico (cloreto de 1-vinil-3-butilimidazo6lio), um mondémero termo-responsivo (N-
isopropilacrilamida) e um agente reticulante (N,N’-metilenobisacrilaminada) em diferentes
proporcdes. Os hidrogéis foram sintetizados através de dois métodos distintos tendo-se obtido
copolimeros reticulados e redes poliméricas interpenetrantes. O objetivo deste trabalho consiste
no desenvolvimento de materiais que respondam a estimulos externos simultaneos de varia¢oes
de campo elétrico externo e de temperatura por forma a obter materiais mais eficientes para a
recuperacdo/purificacdo do aminoécido L-triptofano.

A vantagem destes materiais face as resinas de troca ionica convencionais é que sdo
insensiveis ao pH e por isso podem ser utilizados em qualquer gama de pH. Além disso, a
resposta a variacdo de temperatura destes materiais torna-os seletivos, podendo assim remover
apenas as biomoléculas de menores dimensdes, devido a diminuigdo do volume livre na matriz
dos materiais com a subida da temperatura acima da temperatura de solugéo critica inferior
(LCST). Esta é ainda uma forma de regenerar estes materiais, sendo para iSso apenas necessario
aumentar a temperatura do meio acima da LCST, de modo a libertar as biomoléculas

absorvidas/adsorvidas.
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1. Introducao

1.1. Processos de separacdo de biomoléculas

Ao longo dos ultimos anos, a recuperacdo de biomoléculas de meios reacionais tornou-se
um dos processos mais importantes em biotecnologia (Tomé et al., 2010). As proteinas
pertencem a uma classe de biomoléculas funcionais que desempenham um papel muito
importante para os seres vivos, podendo funcionar como enzimas, inibidores, recetores de
hormonas e farmacos, ou veiculos de transporte (Stépanova and Kagi¢ka, 2016). Além das suas
funcdes bioldgicas, também sdo importantes para o crescente mercado “biofarmacéutico”,
usados por exemplo como anticorpos monoclonais, muito utilizados no tratamento de cancros
e doencas autoimunes (Elvin et al., 2013; Ding et al., 2017). Com o desenvolvimento da
engenharia bioquimica tem sido possivel produzir biomoléculas sem recorrer a sintese quimica,
modo de producdo mais dispendioso. Assim, € de todo o interesse conseguir separar as
proteinas, de forma intacta a partir de matrizes bioldgicas e com uma elevada taxa de eficiéncia
para que este modo de producdo seja viavel, visto que a recuperacdo das biomoléculas
representa cerca de 80 % do custo total de obtencdo das mesmas (Saikia, 2008; Capela et al.,
2017).

Os aminodcidos sdo outra classe de biomoléculas essenciais (Wang et al., 2005), pois tém
varias aplicacdes em cosmética, medicina e alimenta¢do animal e humana, sendo utilizados
nesta area como adocantes artificiais, aditivos e suplementos alimentares (Capela et al., 2017,
Wang et al., 2017). Assim, a sua presenca na alimentagdo € essencial, porque desempenham
uma funcdo crucial a nivel fisiologico, sendo responsaveis por diferentes bioatividades tais
como: expressao génica, transducdo de sinais e metabolismo das células, estando presentes nas
estruturas celulares e extracelulares. Os aminoacidos aromaticos, em particular, sdo dos mais
importantes ao nivel nutricional, fazendo parte deste grupo o L-triptofano, a L-fenilalanina e a
L-tirosina, por exemplo (Capela et al., 2017).

O L-triptofano € um aminoéacido essencial e é usado principalmente na medicina e
industria alimentar, sendo o segundo aminoacido menos comum, a sua estrutura gquimica
encontra-se na Figura 1 a). Este aminoacido possui 0 seu ponto isoelétrico a pH=5,9 e encontra-
se na forma aniénica a pH=9,39, Figura 1 b), através da dissocia¢do do H* do grupo carboxilo
do L-triptofano. O custo de producéo deste aminoacido é elevado, principalmente devido ao

processo usado na sua purificacdo, que é constituido por diversas etapas, sendo que a troca



i6nica € um dos processos mais utilizados para este fim tanto a escala industrial como

laboratorial (Xie et al., 2011).
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Figura 1 — Estrutura quimica do aminoacido L-triptofano, imagem a), e distribuig8o tedrica da concentragdo das
diversas espécies de L-triptofano em fase liquida a 25°C, retirado de Xie et al., 2011.

Além da troca idnica existem outros processos de separacdo de biomoléculas, tais como:
técnicas de salting-out, baseados na baixa solubilidade das proteinas em solugdes muito
concentradas em sais; dialise em membranas semipermeaveis, onde as proteinas sdo separadas
de outras moléculas de menores dimensdes; cromatografia, onde a separacdo pode ser baseada
no tamanho, pH, interacdo ionica ou afinidade quimica entre molécula/matriz; eletroforese,
técnica em que as biomoléculas com carga se deslocam numa solu¢do em funcdo do campo
elétrico aplicado, podendo utilizar-se um gel (geralmente de acrilamida) ou outro suporte
solido, para melhorar a separacdo através da diferenca de tamanhos; e finalmente a
ultracentrifugacdo, onde a separacéo ocorre baseada na diferenca de densidades e tamanhos dos
constituintes da amostra (Berg et al., 2002). Existem ainda materiais de troca i6nica do tipo
inorganico, como o carvao ativado. Este adsorvente tem uma grande area de superficie, devido
a elevada porosidade, mas é dispendioso e a sua regeneracdo ndo é eficiente. Outro material
inorganico para troca ionica sdo os zeolitos, um mineral a base de silica e alumina, que tem um

baixo custo e capacidade de troca idnica e adsorcdo. Estes dois materiais sdo muito utilizados
no tratamento de agua (Jiang and Ashekuzzaman, 2012).

A escala laboratorial, os métodos usualmente empregues para a separagdo de proteinas
s8o a separacao por precipitacéo, a eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecil sulfato de
sodio, usada para separar biomoléculas de acordo com a sua mobilidade num campo elétrico, a
eletroforese capilar e os varios modos de cromatografia: liquida, de permuta idnica, de exclusédo
de tamanho e de fase reversa (Elvin et al., 2013; Stépanové and Kagi¢ka, 2016; Ding et al.,
2017). A escala industrial sdo geralmente utilizados métodos de separacdo por adsorcao,

cristalizacéo, eletroforese capilar em gel, e ultrafiltracdo (Saikia and Dutta, 2008; Zhu et al.,

2012; Elvin et al., 2013).
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1.2. Materiais para troca idnica

Um dos processos mais aplicados para a separagao/recuperacdo de proteinas € a adsorc¢éo,
através do uso de resinas de troca ionica. Este método baseia-se na troca de ifes entre duas
fases, em que a resina, constituida por uma rede polimérica ionica reticulada a qual um contra-
ido estéd ligado electrostaticamente, é a fase insolUvel. Esta contacta com uma solucdo que
contem moléculas carregadas, podendo ocorrer uma troca ionica entre as duas fases. A extensao
com que a troca ionica ocorre depende de varios fatores tais como o coeficiente de parti¢do do
ido a separar entre a fase insoluvel e solivel, e a concentracdo do ido na solugcdo. Uma
importante vantagem do uso deste método de separacdo € a possibilidade de reutilizacdo das
resinas de troca ionica, dado que no final do processo estas sdo facilmente recuperadas por
filtracdo e podem ser utilizadas durante varios ciclos de adsorcdo/regeneracao/readsorcdo
(Alexandratos, 2009).

As resinas de troca iGnica mais convencionais sdo compostas por polieletrdlitos, que
podem ser definidos como polimeros, em que parte substancial das unidades constituintes
contém grupos idnicos, ionizaveis ou ambos. Dependendo da carga dos grupos ionizaveis 0s
polieletrolitos podem ainda ser designados por policatides quando sdo constituidos por cargas
positivas, polianides quando as cargas sao negativas e polianfoliticos ou zwiteridnicos quando
tém ambas as cargas. A principal diferenca entre estes dois tipos de polieletrolitos é que no caso
do polieletrélito polianfolitico as cargas opostas estdo distribuidas ao longo da cadeira do
polimero, enquanto que no polieletrélito zwiteridénico as cargas opostas estdo presentes na
mesma unidade estrutural (Hess et al., 2006). Os policatides e polianides podem ainda dividir-
se em polieletrdlitos fracos e fortes, sendo que o polieletrolito fraco apenas esta ionizado para
uma certa gama de pH, enquanto que o polieletrdlito forte encontra-se sempre ionizado,
independentemente do valor de pH. Os polieletrélitos podem ser de base natural/modificado ou
sintética (Munir et al., 2016).

Na Tabela 1 encontram-se resumidas algumas caracteristicas das resinas sintéticas de
troca idénica mais comuns disponiveis no mercado (Slagt, 2012). Desta tabela observa-se que a
maioria das resinas de troca idénica ndo opera em toda a gama de pH, o que é limitativo para
certos processos de separa¢do. Uma vantagem de utilizar as resinas de troca idnica a base de
polieletrolitos sintéticos é que estas permitem um elevado controlo das suas propriedades fisico-
quimicas e consequentemente da sua eficiéncia. Além disso, também é possivel controlar o
namero e tipo de cargas, e 0 seu peso molecular durante o seu processamento, podendo ser

sintetizadas “a medida”, conforme a aplicagdo desejada (Silva et al., 2016).



Tabela 1 - Resumo das principais caracteristicas das resinas de troca iénica disponiveis no mercado.

Referéncias dos

Tipo de . Grupo - Exemplo comercialmente disponivel / exemplos
. Matriz . Caracteristicas ~ i
resina funcional Gama de operagéo de pH comercialmente
disponiveis
e Boa estabilidade mecénica e quimica; .
oA . The Dow Chemical
Cati6nica Acido e Boa resisténcia a oxidagéo; ¢ DOWEX™ MAC-3 Resin / pH=[5-14] ( Compa\llr\:y 201;)
Acrilico . e Separacéo de bases organicas, amino o Amberlite ® Weakly Acidic Cation ’
fraca carboxilico o . > (SIGMA-ALDRICH,
acidos, vitaminas, antibioticos, entre Exchanger / pH=[5-14] 2017b)
outros.
Sensivel a oxidacao; i ishi i
- - . ' < « DIAION™ SK 1B / pH=[0-14 (M|tsub|sh_| Chemical
Catidnica Estireno Acido e Sensivel ao fouling pelo ferro e Corporation, 2017)
forte sulfonico manganésio; (SIGMA-ALDRICH,
. . . Dowex® 50WX2 / pH=[0-14
¢ Aplicada em desmineralizagéo. * PH=[0-14] 2017d)
L . . ¢ Boa resisténcia ao fouling pelos o Amberlite® IRA-67 / pH=[7-9] (SIGMA-ALDRICH,
Anionica Estireno ou Amina A
.- . COMpOStos organicos; 2017f)
fraca Acrilico Terciaria . . . .
e Aplicado em desmineralizacdo parcial; e Dowex® 66 free base / pH=[0-7] (SIGMA-ALDRICH,
2017e)
. e Utilizado na presenca de acidos fracos; e Amberlite® IRA-410 chloride form/ (SIGMA-ALDRICH,
Anionica . . . n
forte Estireno ou Amina ¢ Aplicado para a remocdo de carbono pH=[0-14] 2017a)
Acrilico  Quaternaria  organico. e Dowex® 1X2 chloride form / pH=[0- (SIGMA-ALDRICH,
14] 2017c)




1.3. Poli(liquidos iénicos) — polieletrdlitos especiais

Os poli(liquidos i6nicos) (PLIs), pertencem a uma classe especial de polieletrolitos
porque é constituida por monomeros de liquidos iénicos como unidades de repeticdo, ligados
através da cadeia principal, de modo a formar uma arquitetura macromolecular (Yuan et al.,
2013). Os liquidos iénicos (LIs) sdo definidos como sais organicos ou inorganicos, com o ponto
de fusdo inferior a 100°C (Yuan et al., 2013). A sua forma liquida advém da sua estrutura ionica,
com baixa tendéncia de coordenacdo com os ides de carga oposta, baixa interacdo molecular e
estrutura quimica assimétrica (Yuan and Antonietti, 2011).

Na Figura 2 encontram-se algumas das estruturas quimicas de catides e anides mais
comuns nos LIs, e consequentemente nos PLIs. Estima-se que existam mais de 108 combinac6es

possiveis de catides e anides (Joshi and Anderson, 2012).
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Figura 2 - Exemplos de alguns dos caties e anides mais comuns em liquidos i6nicos.

Os poli(liquidos i6nicos) apresentam algumas das propriedades dos liquidos i6nicos,
como a condutividade ionica, estabilidade térmica e quimica e propriedades ajustaveis em
solucéo, além das propriedades tipicas dos polimeros, como uma maior estabilidade mecénica
e durabilidade (Mecerreyes, 2011). Também € de destacar a excelente capacidade dos
poli(liquidos ionicos) para absorver solu¢des aquosas, podendo aumentar mais do que o dobro
do seu volume inicial (Eftekhari and Saito, 2017), podendo assim formar hidrogéis com a
capacidade de absorver pelo menos 10 % do seu peso seco em agua (Hoffman, 2012) e até
superabsorventes com capacidade de absorver 10.000 % do seu peso em agua dependendo da
composi¢do quimica do meio (Guilherme et al., 2015).



Os poli(liquidos i6nicos) podem ser utilizados em diversas areas, Como energia, quimica
analitica, ambiente ou biotecnologia (Mecerreyes, 2011). Na area dos processos de separacao
os liquidos iénicos sdo muito utilizados na captura e separacdo de CO3, pois tém a capacidade
de facilmente absorver e desabsorver o CO> e ndo sdo volateis, contudo tem se investido no uso
de PLIs também para este efeito, porque a sua capacidade de absorcdo e desabsorcdo é mais
rapida e totalmente reversivel (Yuan et al., 2013). Alias, num dos trabalhos desenvolvido sobre
esta aplicagdo, os PLIs a base de imidazdlio apresentam maiores capacidades de absor¢édo de
CO- do que os correspondentes LIs, o que é incomum (Xiong et al., 2012). Ainda na &rea dos
processos de separacdo, os PLIs tém sido utilizados como fase estacionaria em cromatografia,
apresentando eficiéncias superiores aos liquidos idnicos puros, cuja estabilidade diminui com
a temperatura devido a diminuicdo da viscosidade (Anderson and Armstrong, 2005). Além
disso, os PLIs também sdo utilizados em microextracdo em fase sélida, nomeadamente os PLIs
a base do catido imidazdlio, tendo-se obtido resultados tdo bons como com outras fibras
comercialmente disponiveis, neste caso na extra¢do de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(Pang and Liu, 2012). A mesma familia de PLIs também foi aplicada com sucesso no processo
de microextracdo em fase solida de alcoois alifaticos (Feng et al., 2012) e na eletroforese capilar
atraves da modificacdo das paredes dos capilares (Li et al., 2010). Os PLIs conseguem interagir
com outras moléculas através de pontes de hidrogénio, interacdes hidrofilicas e hidrofébicas,
ligacdes m-1t € interagdes eletrostaticas, sendo por isso bons candidatos para separagdes seletivas
(Qian et al., 2017).

Neste contexto, tanto os liquidos idnicos como os PLIs, tém sido testados para a separacao
de aminoacidos, nomeadamente do L-triptofano, tal como se resume na Tabela 2. Tal como se
pode constatar, a eficiéncia de extracdo do L-triptofano é maior em fases ricas em anides mais
hidrofébicos, como o [(Tf2N)7], ou anides halogenados, como o CI" ou o Br. Constata-se
também que a eficiéncia da extracdo de L-triptofano diminui com o aumento do tamanho da
cadeia alquilo do catido. Por fim, o pH do meio é um dos fatores que afeta a capacidade de
extracdo do L-triptofano, sendo esta maior quanto o aminoacido esta acima ou abaixo do seu
ponto isoelétrico (pH=5,9) (Xie et al, 2011).



Tabela 2 - Sistemas a base de liquidos idnicos e de poli(liquidos i6nicos) para a separacédo de L-triptofano.

Composicéo e coeficiente de particao (C.P.) do amino

. ) Processo de separacdo Condicoes Referéncia
4cido no sistema
[Cemim][BF4] — pH(6,1) 1,0<C.P.<8,6 pH(1,0) T=20°C
[C8m|m][BF4] ad pH(S,S) 1,2<C.P.<5.9 pH(O,g) . , ; , ; Vl_-trip[ofano = 1 mL (Wang et al,
_ Extracéo liquido-liquido
[Camim][PFs] — pH(4,2) 0,014<C.P.<0,47 pH(0,9) Vu=1mL 2005)

[Cemim][PFs] — pH(2.5) 0,020<C.P.<0,10 pH(0,9)

Duracdo: 30 min

[Comin][Cl] — C.P.=59,2+0,4
[Comin][Ac] — C.P.=16,4+0,8
[C2min][C1SO4] — C.P.=4,47+0,9
[C2min][C2SO4] — C.P.=5,96+0,5
[C2min][CF3S0O3] — C.P.=17,5+0,8
[C4min][Cl] — C.P.=36,6+0,6
[C4min][Br] — C.P.=35,6+0,8
[Csmin][C1SOs] — C.P.=10,4+0,4
[C4amin][N(CN);] — C.P.=45,1+0,9
[C4min][TFA] — C.P.=36,1+0,7
[Camin][CF3SO3] — C.P.=16,6+0,6

Extracdo liquido-liquido com

sistema ABSs

T=25°C
[L-triptofano] = 0,78 g dm™®
Duragdo: 12h
Composigdo do sistema ABSs: 25 %(m/m) de LI,
15 %(m/m) de K3POse H20 no restante

(Venturaetal.,
2009)




Tabela 2 - Sistemas a base de liquidos idnicos e de poli(liquidos i6nicos) para a separacéo de L-triptofano -

continuacéo.

Composicéo e coeficiente de particao (C.P.) do amino B
Processo de separacao

acido no sistema

Condicoes

Referéncia

[amin][Cl]— C.P.=124+£5
[OHC,min][Cl] — C.P.=73,1+0,8
[Comin][Cl] — C.P.=59,2 +0,4
[C4min][Cl] — C.P.=36,6+0,6
[C7H/min][CI] — C.P.=78,4£0,5
[Ciim][Cl] — C.P.=21,340,3
[im][C]] — C.P.=14,2+0,4

Extracdo liquido-liquido com
sistema ABSs

T =25°C
[L-triptofano] = 0,78 g dm3
Duracéo: 12h

(Neves et al.,
2009)

[Comin][Tf.N] — C.P.=4,5+0,1
[Camin][Tf,N] — C.P.=1,80+0,02
[Camin][Tf,N] — C.P.=0,93+0,02
[Csmin][Tf,N] — C.P.=0,35+0,07
[Cemin][Tf,N] — C.P.=0,256+0,001
[C/min][Tf,N] — C.P.=0,11£0,03
[Cemin][Tf;N] — C.P.=0,030+0,005
[Csmin][BF4] — C.P.=7,8+0,1
[Csmin][BF4] — C.P.=2,8+0,1 Extracdo liquido-liquido
[Camin][PFs] — C.P.=0,42+0,02
[Cemin][PFs] — C.P.=0,020+0,005
[Campyrr][Tf2N] — C.P.=2,2+0,1
[Campyr][TfaN] — C.P.=1,75+0,02
[Campip][Tf.N] — C.P.=1,30+0,08
[CoCoim][TfN] — C.P.=1,80+0,01
[Campyrr][Tfo2N] — C.P.=0,79+0,05
[Cammim][TfN] — C.P.=0,51+0,02

T=25°C
pH=1,0
[L-triptofano] = 0,78 g dm®
VL-triptofano = 2 ML
Vu=2mL
Duragdo: 3h

(Tomé et al.,
2010)




Tabela 2 - Sistemas a base de liquidos idnicos e de poli(liquidos i6nicos) para a separacdo de L-triptofano - continuacéo.

Composicéo e coeficiente de particao (C.P.) ou eficiéncia
de extracéo (%0EE) do amino acido no sistema

Processo de separacdo

Condicoes

Referéncia

[Cemin][C2S03] (25 %(m/m)) — C.P.=15.6
[Cemin][C2S0s] (28 %(m/m)) — C.P.=10,0
[Cemin][C1S03] (26 %(m/m)) — C.P.=81,4

Extracéo liquido-liquido com

T=25°
[L-triptofano] = 0,82 g dm®
Duracéo: 24h

(Patinha et al.,

[Cemin][C1SO3] (30 %(m/m)) — C.P.=13,9 sistema ABSs L ] 2013)
. Composi¢do do sistema ABSs: 25-30 %(m/m) de LI,
[Csmin][C1SO3] (26 %(m/m)) — C.P.=96,0
] 15 %(m/m) de K3POase H;0 no restante
[Csmin][C1SO3] (30 Y%(m/m)) — C.P.=13,8
L-Pro+[P4444][Br] — C.P.= 0,570 (%EE= 6,26+0,20) I
L-Lys+[Pass4][Br] — C.P.=4,546 (%EE=85,31+0,09) N ]
L Duragao: 30 min
L-Lys+[P4441][C1SO4] — C.P.=3,220 (%EE=76,63+0,45) Extracdo liquido-liquido com o ) (Capela et al.,
) Composigéo do sistema ABSs: 36,53-51,50 %(m/m) de
L-Lys.HCI+[P4444][Br] — C.P.=0,220 (%EE=71,62+1,27) sistema ABSs 2017)

L-Lys+[Csmin][CFsSOs] — C.P.=0,626 (%EE=29,42+1,60)
L-Lys+[Csmin][N(CN)2] — C.P.=0,603 (%EE = 18,98+1,12)

LI, 11,40-31,73 %(m/m) de aminoacidos aromaticos e

H,0 no restante




Tabela 2 - Sistemas a base de liquidos i6nicos e de poli(liquidos idnicos) para a separacdo de L-triptofano - continuagao.

Composicédo e coeficiente de particao (C.P.) e eficiéncia de B L o
. . . Processo de separac¢éo Condicoes Referéncia
extracdo (%EE) do amino acido no sistema

T=25°C
Poli([Pyru][Ac]) — C.P.=126 (%EE = 97,6), pH=12,37
(PyruallAch (e - [L-triptofano] = 0,8 g dm

Poli([Pyri1][Hex]) — C.P.=453 (%EE = 99,0), pH=8,73 Extracdo liquido-liquido com Duracio: 24h (Jodo et al.,
uragéo:
Poli([Pyr11][Adi]) — C.P.=5,41 (%EE = 47,4), pH=7,54 sistema ABSs L . ¢ 2015)
. . Composigdo do sistema ABSs: 8-10 %(m/m) de LI,
Poli([Pyri][Cit]) C.P.=20,0 (%EE = 53,7), pH=6,59

20-25 %(m/m) de KsPO4e H,0 no restante

Poli([BVImCI] (25 % molar) [SPAK] (75 % molar)

[HEMA]) (50 % molar)) amostra seca — %EE = 63% T=25°C
Poli([BVImCI] (25 % molar) [SPAK] (75 % molar) [L-triptofano] = 50 mg dm3
[HEMA]) (50 % molar)) amostra liofilizada — %EE = 70% Sorgdo sdlido-liquido V L-triptofano = 10 mL / 50 mL (Valente, 2016)
Poli([BVImMCI] (75 % molar) [SPAK] (25 % molar) Massa de hidrogel: 10 mg / 120 mg
[HEMA]) (50 % molar)) amostra seca — %EE = 40% Duragdo: 9/10 dias

Poli([BVImCI] (25 % molar) [SPAK] (75 % molar)
[HEMA]) (50 % molar)) amostra liofilizada — %EE = 73%
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1.4. Polimeros inteligentes — polieletrolitos termossensiveis

Os polimeros inteligentes exibem vérios tipos de resposta consoante aplicacdo de
estimulos fisicos e quimicos como a temperatura, 0 pH, o campo elétrico, a forca ionica ou o
tipo de solvente (Ullah et al., 2015). De todos os tipos de resposta, 0s materiais que respondem
a estimulos de temperatura ou pH séo os mais estudados, porque esses pardmetros podem mudar
naturalmente ou ser facilmente controlados (Haqg et al., 2017).

Na resposta ao estimulo da temperatura, existem dois tipos principais de resposta,
nomeadamente: o polimero apresenta uma temperatura de solucdo critica inferior (Lower
Critical Solution Temperature, LCST em inglés), e quando se encontra acima desta contrali,
como € o caso da poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM), o segundo caso o polimero apresenta
uma temperatura de solucdo critica superior (Upper Critical Solution Temperature, UCST em
inglés), e contrai abaixo desta temperatura, como é o caso do poli(N-acriloilglicinamida)
(Seuring and Agarwal, 2013).

Poli(n-isopropilacrilamida)

Um dos hidrogéis termossensiveis mais estudado e aplicado é o PNIPAM, Figura 3.
Quando a temperatura ¢ mais baixa do que a LCST, TLcst=32°C, 0 grupo amida, hidrofilico,
interage com as moléculas de &gua ou o fluido circundante formando pontes de hidrogénio,
sendo estas responsaveis pelo intumescimento do polimero. A medida que a temperatura
aumenta acima do LCST, as interacdes entre os grupos hidrofobicos, grupos propilo, tornam-
se mais fortes e as pontes de hidrogénio, anteriormente formadas, ficam mais fracas. Este
comportamento faz com que a dgua/fluido absorvido seja libertado e o polimero contraia, tal
com representado na Figura 4 (Schild, 1992; Ullah et al., 2015).

H4C CH,

Figura 3 — Estrutura quimica da poli(N-isopropilacrilamida).
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T<LCST =« . T>LCST :

v
LCST=32°C

Figura 4 — Esquema ilustrativo da resposta a temperatura das particulas de hidrogel de
poli(N-isopropilacrilamida).

Tal como a maioria dos hidrogéis, o PNIPAM ndo apresenta boas propriedades
mecanicas, porque apresenta baixa densidade quando inchado. Isto pode ser uma desvantagem,
quando se pretende utilizar este polimero em aplicacdes que requerem alguma resisténcia
mecanica. Para colmatar esta desvantagem, tém sido desenvolvidas técnicas para melhorar a
resisténcia deste polimero, nomeadamente através da sintese de copolimeros ou de redes

poliméricas interpenetrantes (Haqg et al., 2017).

1.5. Redes poliméricas interpenetrantes (RPISs)

Para melhorar as propriedades mecéanicas dos hidrogéis e a sua capacidade de sorcao de
agua, uma nova classe de materiais foi desenvolvida nos ultimos anos, as redes poliméricas
interpenetrantes (RPIs) (Dragan, 2014). A sintese de RPIs é uma das alternativas para o
desenvolvimento de polimeros inteligentes e tem ganho muito interesse por parte da
comunidade cientifica nos ultimos anos (Mu et al., 2017). A vantagem deste método é a
liberdade para a combinagdo de polimeros com diferentes propriedades, complementando
deficiéncias ao nivel das propriedades individuais (Maleki et al., 2017).

Segundo a definicdo da ITUPAC, um RPI € uma estrutura que contém pelo menos duas
redes que estdo pelo menos parcialmente entrelagadas a uma escala molecular, mas que néo
estdo ligadas covalentemente uma a outra. Estas redes ndo se conseguem separar, a menos que
as suas ligagdes quimicas sejam quebradas (IUPAC, 1997).

Existem varias designacdes e formas de classificacdo dos RPIs na literatura, pelo que,
neste trabalho seré apenas considerada a classificacdo dos hidrogéis RPIs segundo o modo de
preparacédo, podendo neste caso existir simultaneos ou sequenciais. Os RPIs simultaneos obtém-
se quando se coloca os dois mondémeros e 0s seus respetivos agentes de reticulacdo e

iniciadores, e cada rede € polimerizada por reac6es independentes, como reacdo em cadeia e de
12



adicdo. No caso dos RPIs sequenciais, estes obtém-se quando se coloca a inchar a primeira rede,
previamente polimerizada, dentro de uma solucdo composta pelo segundo mondémero e
iniciador, e que pode ter ou ndo agente de reticulagdo. Quando esta solugdo tem agente de

reticulacdo forma-se um RPI completo e na auséncia deste forma-se um semi RPI (Dragan,
2014).

13






2. Materiais e métodos

Neste capitulo sdo descritos 0s materiais necessarios para a sintese dos hidrogéis, assim
como, o procedimento utilizado durante todas as etapas da sua sintese e os métodos utilizados

para 0s caracterizar.

2.1. Materiais

O cloreto de 1-vinil-3-butilimidazdlio (CoHisCIN2; Mw=187 g/mol; 95 %) foi comprado
a lolitec, lonic Liquids Technologies GmbH, Alemanha; a N-isopropilacrilamida (CsH11NO;
Mw=113,16 g/mol; 97 %), a N,N'-metilenobisacrilamida (C7H10N202; Mw=154,17 g/mol; 99
%), o persulfato de amonio (HsN20sS2; Mw=228,18 g/mol; 98 %), o N,N,N’,N'-
tetrametiletilnediamine (CeHisN2; Mw=116,2 g/mol; >99 %), o L-triptofano (C11H12N202;
Mw=204,23 g/mol; >98 %), o bis(trifluorometanosulfonil)imida de litio (C2FsLiNO4Sy;
Mw=287,09 g/mol), o Trizma® HCI (C4H1:NOs - HCI; Mw=157,60 g/mol; > 99 %), 0 Trizma®
base (C4H1:NOz; Mw=121,14 g/mol; > 99,9 %) e a acrilamida (CsHsNO; Mw=71,08 g/mol; >
99%) foram comprados ao Sigma-Aldrich Portugal. Todos os reagentes foram utilizados tal
como recebidos, a excecdo do cloreto de 1-vinil-3-butilimidazoélio, que é liofilizado a 0,1 mbar
durante 24 horas antes de ser utilizado, porque é muito higroscopico, sendo posteriormente

armazenado num exsicador.

2.2. Sintese dos copolimeros de cloreto de 1-vinil-3-butilimidazolio com

N-isopropilacrilamida

Os copolimeros reticulados foram sintetizados através da técnica de polimerizacdo de
radical livre em solucéo aquosa, usando como iniciador térmico o persulfato de aménio (APS),
como catalisador o N,N,N’,N'-tetrametiletilnediamine (TEMED), e como agente de reticulacdo
a N,N'-metilenobisacrilamida (MBA). Os monomeros utilizados foram o cloreto de 1-vinil-3-
butilimidazélio (BVimCl), juntamente com o N-isopropilacrilamida (NIPAM), a estrutura
quimica dos reagentes esta apresentada na Figura 6. A composi¢do molar de BVIimCI/NIPAM
foi variada entre 0/100, 33/67, 50/50 e 100/0, com o objetivo de estudar a influéncia da
composicdo relativa de cada mondémero na eficiéncia do copolimero para a sorcdo do
aminoécido L-triptofano. A concentragdo total de mondmeros foi mantida para todos os
copolimeros sintetizados, exceto no caso do PNIPAM (BVimCL/NIPAM=0/100), porque a

solubilidade do NIPAM em &gua é baixa. E de referir que para os outros copolimeros néo houve
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este problema, porque o BVImCI auxilia a dissolu¢cdo do NIPAM em agua. As percentagens
molares utilizadas de monémero, iniciador, catalisador e reticulante para cada caso encontram-
se resumidos na Tabela 3. A nomenclatura usada para identificar as amostras na Tabela 3 e ao
longo do texto significa COP de copolimero, depois a razdo entre BVimCI/NIPAM (0/100,
33/67, 50/50 ou 100/0) e por ultimo R2 para as amostras com 2 % de reticulacdo ou R5 para as
amostras com 5 % de reticulag&o.

Para preparar os copolimeros compostos por BVimCI/NIPAM (50/50 e 100/0), os
monomeros, reticulante e iniciador foram dissolvidos em 1 mL de dgua miliQ num frasco de
vidro 20 mL, durante 3 horas com uma velocidade de agitacdo de 800 rpm. Tal como referido
anteriormente, no caso do PNIPAM o mondmero NIPAM e restantes compostos foram
dissolvidos em 7 mL de &gua miliQ e nos copolimeros BVimCI/NIPAM=33/67 foi em 1,5 mL
de agua miliQ para manter a concentracdo 8,8 M. Nos Gltimos 10 minutos, a mistura foi
colocada no banho de ultrassons para desgaseificar removendo assim o oxigénio dissolvido,
porque a sua presenca iria prejudicar a agdo do TEMED, dado que este é sensivel ao ar. A seguir
pipetou-se 0 TEMED e colocou-se a solugéo a desgaseificar novamente por mais um minuto.
De seguida, transfere-se a mistura para um molde constituido por duas placas de vidro,
separadas por um espacador de silicone com 1 mm de espessura. A polimerizacdo ocorreu a
temperatura ambiente durante 18 horas. Em seguida as amostras foram colocadas dentro de
membranas de didlise Spectra/Por® 1 com cut-off de 6-8 kD e imersas em &gua destilada (cerca
de 1 litro de agua por amostra) mudando-se a agua 3 vezes por dia, durante 4 a 5 dias. Para
assegurar que os mondémeros nao reagidos foram removidos durante a lavagem, fez-se a leitura
do espectro UV/Vis da agua de lavagem, considerando-se o material lavado quando nenhum
pico é detetado no espectro. As amostras foram entdo secas na estufa a 50°C durante dois dias.
Depois foram moidas com uma picadora e peneiradas usando dois peneiros entre as gamas de
1,41 mm e 1 mm. Os ensaios foram efetuados com o material que apresenta granulometria na
gama 1-1,41 mm. Um exemplo do aspeto macroscépico dos copolimeros obtidos é apresentado
na Figura 5.

Figura 5 — Exemplo do aspeto macroscépico dos copolimeros apds polimerizacéo, imagem a), e apos
moagem, imagem b). A amostra apresentada corresponde ao COP_50/50_R5.
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Tabela 3 — Resumo das quantidades de reagentes utilizadas na sintese dos copolimeros a base de BVimCl e NIPAM.

Amostra BVimCl  NIPAM  N° Mol Total H,O Conc. Total Razéao MBA APS TEMED
(mmol) (mmol) (mmol) (ml) (M) BVImMCI/NIPAM (% mol) (%omol) (% mol)
COP_0/100_R2 0 8,8 8,8 7 1,3 0/100 2
COP_0/100_R5 0 8,8 8,8 7 1,3 0/100 5
COP_33/67_R2 4.4 8,8 13,2 15 8,8 33/67 2
COP_33/67_R5 4.4 8,8 13,2 15 8,8 33/67 5 1 05
COP_50/50_R2 4.4 4.4 8,8 1 8,8 50/50 2 ’
COP_50/50_R5 4.4 4.4 8,8 1 8,8 50/50 5
COP_100/0_R2 8,8 0 8,8 1 8,8 100/0 2
COP_100/0_R5 8,8 0 8,8 1 8,8 100/0 5
a) b) c) 0
E— ,;:f"': - . 0 CH,
o T\, /
CHy = “'HH--# CHs H:I:K HH,
o
d) e) f) .;|F_,
] HH_ _NH HH; @ 5 o | .
H:c.:-;.« -, - = CH, I ! . H!C#_,' ~— Pt ~ _,a,-f

Figura 6 — Estrutura quimica dos monémeros a) BVimCl, b) NIPAM e ¢) AAm; do reticulante d) MBA,; do iniciador térmico e) APS e do catalisador f) TEMED.
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2.3. Sintese dos hidrogéis de rede polimérica interpenetrante (RPIs)

Os hidrogéis de rede polimérica interpenetrante (RPIs) foram sintetizados de acordo com
0 mesmo método de polimerizagdo que o0s copolimeros descritos anteriormente.
Adicionalmente, também se sintetizou RPIs com o mondmero de acrilamida, em substituicdo
do NIPAM, para estudar o efeito da hidrofilicidade e tamanho de cadeia do mondmero
espacador nas propriedades finais dos RPI. As quantidades de cada um dos reagentes
(mondmero, reticulante, iniciador e solvente) usados na sintese dos RPIs apresentam-se na
Tabela 4. A nomenclatura usada para identificar as amostras na Tabela 4 e ao longo do texto
significa RPI de rede polimérica interpenetrante e depois N de NIPAM ou A de AAm e a razdo
entre BVimCI/NIPAM ou BVimCI/AAm (0/100, 33/67 ou 50/50). Na Figura 7 encontra-se um

esquema da formacao dos RPIs.

[ | — - BVimCl
Y + Iniciador —
Catalisador

| “‘ * 1\ Reticulante

PNIPAM ou PAAm

Figura 7 — Representacdo esquematica da formag&o das redes poliméricas interpenetrantes.

E de referir que até chegar ao procedimento descrito nesta seccio foram realizados varios
ensaios visando a otimizacdo da sintese/composicdo dos RPIs tal como descrito no Anexo A.

A sintese dos RPIs divide-se em duas partes, em que na primeira se dissolve 0 monémero,
NIPAM ou AAm, o agente de reticulagéo e o iniciador em dgua miliQ com agitacéo de 800 rpm
durante uma hora, num frasco de vidro 20 mL. Nos ultimos 10 minutos a solugdo &
desgaseificada no banho de ultrassom, e € adicionado o catalisador, e coloca-se novamente a
solucdo a desgaseificar durante um minuto. A solucéo é deixada a polimerizar a temperatura
ambiente durante 3 horas. Da-se entdo inicio a segunda parte da sintese dos RPIs, onde se
dissolve o segundo mondémero, BVimCl, o agente de reticulacdo e o iniciador em agua miliQ,
durante uma hora a 800 rpm. Apds desgaseificagdo da solucdo por 10 minutos, mistura-se esta
solucdo na solucdo, entretanto polimerizada e que corresponde a primeira rede de PNIPAM ou
PAAmM do RPI que se pretende obter, com o auxilio de uma espatula até ficar homogéneo. De

seguida, adiciona-se o catalisador com agitacdo de 30 segundos e deixa-se a polimerizar a
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temperatura ambiente durante 18 horas. Os RPIs foram lavados seguindo o mesmo
procedimento descrito para os copolimeros. Apos esta etapa retira-se 0 excesso de agua dos
RPIs, com a ajuda de papel de filtro e as amostras sdo congeladas e posteriormente liofilizadas
a 0,1 mbar durante 36 horas. As amostras obtidas sdo cortadas em rodelas e armazenadas num
exsicador a temperatura ambiente antes de serem usadas para caracterizacdo. Na Figura 8
apresenta-se dois exemplos do aspeto macroscépico dos RPIs apos a sintese, depois da lavagem
e no final da liofilizagéo.
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Tabela 4 — Resumo das quantidades de reagentes utilizadas na sintese das redes poliméricas interpenetrantes de BVimCI/NIPAM e BVimCI/AAm.
1° parte 2° parte
Amostra NIPAM H20 Conc. MBA APS TEMED BvimCl H20 Conc. MBA APS TEMED
(mmol)  (mL) (M) (% molar) (% molar) (% molar) | (mmol) (mL) (M) (% molar) (% molar) (% molar)
RPI_N_33/67 8,8 7 13 0,1 1 0,5 4,4 2 2,2 2 1 0,5
RPI_N_50/50 4,4 3,5 1,3 0,1 1 0,5 44 2 2,2 2 1 0,5
RPI_N_0/100 8,8 7 13 0,1 1 0,5 0 0 0 0 0 0
Amostra AAmM H20 Conc. MBA APS TEMED BvimCl H20 Conc. MBA APS TEMED
(mmol)  (mL) (M) (% molar) (% molar) (% molar) | (mmol) (mL) (M) (% molar) (% molar) (% molar)
RPI_A_33/67 8,8 7 13 0,1 1 0,5 4,4 2 2,2 2 1 0,5
RPI_A _50/50 4,4 3,5 13 0,1 1 0,5 4,4 2 2,2 2 1 0,5
RPI_A_0/100 8,8 7 13 0,1 1 0,5 0 0 0 0 0 0

Figura 8 — Exemplo do aspeto das redes poliméricas interpenetrantes durante as diversas fases da sua sintese. Ap6s polimerizacdo, imagem a) e d), apds lavagem,
imagem b) e e), e apds liofilizacdo, imagem c) e ). As imagens a), b) e c) correspondem ao RP1_N_33/67 e as imagens d), e) e f) correspondem aoc RPI_A_33/67.
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Troca do anido cloreto (Cl") pelo anido bis(trifluorometanosulfonil)imida de litio

[(Tf2N)]

Apbs a sintese dos copolimeros e dos RPIs foi efetuada a substituicdo do anido cloreto

presente na estrutura do monomero BVIimCI pelo anido bis(trifluorometanosulfonil)imida
porque durante o ensaio de sor¢do de L-triptofano com aplicacdo de campo elétrico detetou-se
uma possivel degradacdo do aminoacido pela acidificacdo do meio causada pela presenca do
anido cloreto, que posteriormente forma acido hipocloroso, este assunto é discutido em detalhe
na seccao 3.1.

No caso dos copolimeros colocaram-se ~50 mg (~0,36 mmol de LI) de cada copolimero
sintetizado (a exce¢do dos COP_0/100_R2 e COP_0/100_R5 que ndo tém anido) numa solucéo
aquosa de bis(trifluorometanosulfonil)imida de litio (Li[ Tf2N]) com concentracdo 2,75 M, com
excesso de nimero de moles de Li[Tf.N] (~0,55 mmol). As amostras foram deixadas a agitar
(100 rpm) a 25 °C, durante cerca de 60 horas. Apos esse tempo foram lavadas com &gua
destilada durante um dia, tendo-se mudado a 4gua 5 vezes. Por fim, as amostras foram secas a
50 °C durante 36 horas. O procedimento utilizado para a troca i6nica nos RPIs é semelhante
com a excecdo de que a massa inicial liofilizada é de ~25 mg (0,18 mmol de L1I), tendo-se usado
uma solucéo de Li[Tf2N] com concentracdo 1,35 M. Apds a lavagem, os RPIs sdo congelados,
retira-se 0 excesso de agua com a ajuda de papel de filtro, e liofilizadas a 0,1 mbar durante 36
horas. A troca idnica para os RPIs foi efetuada para as amostras RPI_N_33/67, RPI_N_50/50,

RPI_A 33/67 e RPI_A_50/50, visto que as restantes ndo tém liquido idnico na sua constituicdo.
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Figura 9 — Estrutura quimica do copolimero BVimTf;S/NIPAM.
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2.4. Métodos de caracterizacdo

Teste preliminar para identificacdo da temperatura de transicdo de fases (LCST) das redes
poliméricas interpenetrantes preparadas

Para identificar de forma preliminar a temperatura a qual ocorre a transicao de fases nos
RPIs sintetizados, colocou-se cada um dos RPIs sintetizados (RPI_N_0/100, RPI_N_33/67,
RPI_N_50/50, RPI_A 0/100, RPI_A _33/67 e RP1_A_50/50) antes da troca do anido Cl pelo
[(Tf2N)7], estes foram colocados apds a lavagem, dentro de um frasco, num banho termostatico
(RE107 LAUDA). O ensaio foi realizado entre 0 e 50°C com incrementos de 5°C e estabilizagéo
de 15 minutos, antes de cada alteracdo de temperatura. Para cada temperatura registaram-se as

alteracdes visuais, como a segregacao de fases, observadas em cada uma das amostras.

Capacidade de sorcdo de dgua em funcdo da temperatura

Para estudar o efeito da temperatura na capacidade de sor¢do de agua, dos diferentes
copolimeros, colocaram-se ~50 mg de cada amostra seca, antes da troca do anido CI- pelo
[(Tf2N)], em 8 mL de agua destilada durante 18 horas para garantir que se atinja o equilibrio,
no banho termostatico (RE107 LAUDA\) a diferentes temperaturas (15°C, 20 °C; 25 °C; 30 °C;
32 °C; 35 °C; 37 °C; 40 °C, 45°C e 50°C). Por fim, pesou-se a amostra, retira-se 0 excesso de
agua com a ajuda de papel de filtro O ensaio foi realizado em duplicata.

A quantidade de a4gua absorvida por cada amostra foi calculada da seguinte forma:

C.S.= s (1)

mg
Em que C.S. é a capacidade de sorcdo, m, € a massa da amostra quando atinge o

equilibrio, no tempo t e para cada temperatura e m, é a massa da amostra seca.

Ensaio de sorcdo do aminoacido L-triptofano sem aplicacdo de campo elétrico

Os ensaios de sorcdo de L-triptofano foram efetuados com os copolimeros sintetizados
com e sem troca de anido, CI" por [(Tf2N)]. As amostras com ~50 mg de cada copolimero foram
colocadas em 18 mL de uma solucdo de L-triptofano (~50 mg/L), dissolvido numa solugéo
tampéo de Trizma base (~1 g/L e pH=9,7) e colocadas a agitador (100 rpm) num thermoshaker
(Unitron INFORS HT) a 25 °C. Antes do ensaio de sorgéo as amostras foram inchadas numa
solucdo de Trizma base (~1 g/L) durante 24 horas para evitar alteragdes de volume durante a
realizacdo do ensaio tendo em conta a elevada capacidade de sor¢do de dgua destes materiais.
A quantidade de L-triptofano removida da solucdo foi quantificada usando um

espectrofotometro (Jasco, modelo V650, Japao) sem reposi¢édo do solvente (retirou-se 2,5 mL

22



do sobrenadante e mediu-se a sua absorvancia, depois devolveu-se ao recipiente inicial), no
comprimento de onda de 278 nm e com temperatura controlada de 25 °C. A massa de L-
triptofano sorvido foi calculada recorrendo a curva de calibracéo, apresentada na Figura B1 do
Anexo B. Este procedimento foi repetido regularmente durante uma semana. O ensaio foi

realizado em duplicado para garantir reprodutibilidade.

Ensaio de sorcdo do aminodcido L-triptofano com aplicacdo de campo elétrico

Os ensaios de sor¢do de L-triptofano com aplicacdo de campo elétrico que se descrevem
de seguida resultam de um conjunto de ensaios prévios de otimizacao tal como sera descrito na
seccao 3.1. Para os ensaios de sorcdo com aplicacao de campo elétrico utilizaram-se ~50 mg de
amostra de cada um dos copolimeros secos e ~15 mg de cada um dos RPIs, em duplicata, apos
a troca de anido descrita na seccéo 2.4. As amostras foram colocadas a inchar numa solugéo de
Trizma base (~1 g/L) durante 24 horas, tal como descrito na sec¢do anterior. Em seguida o
excesso de agua foi removido com papel de filtro e foram colocadas numa caixa de Petri dentro
do sistema Isoelectric Focusing Unit (IEF-SYS SCIE-PLAS), com 3 cm de distancia entre o
elétrodo do catodo e o elétrodo do anodo e contendo 18 mL de solugdo de L-triptofano (~50
mg/L) dissolvido numa solucdo tampdo de Trizma base (~1 g/L), tendo-se aplicado uma
diferenca de potencial de 100 V durante 3 horas. Na Figura 10 esta representado um esquema
do ensaio de sorcdo do L-triptofano com aplicacdo do campo elétrico. Todos 0s ensaios foram
realizados em duplicata. A quantidade de L-triptofano removida da solucgéo foi quantificada tal

como no ensaio de sor¢do de L-triptofano sem aplicacdo de campo elétrico.

= Molécula de L-Triptofano "= Particula de hidrogel
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Figura 10 — Representagdo esquematica do ensaio de sor¢ao do aminoacido L-triptofano pelos hidrogéis com
aplicacdo de campo elétrico.
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Ensaio preliminar de dessorcdo do L-triptofano removido

Numa primeira avaliacdo da capacidade de regeneracdo dos copolimeros apds a sorcao
de L-triptofano, colocou-se as amostras COP_50/50_R2 secas, depois do ensaio de sor¢do de
L-triptofano com aplicacdo de campo elétrico, numa caixa de Petri com 18 mL de solucédo
tampdo Trizma base (~1g/L) dentro do sistema Isoelectric Focusing Unit (IEF-SYS SCIE-
PLAS), nas mesmas condigdes do ensaio de sor¢éo, descrito anteriormente. A quantidade de L-
triptofano recuperado foi quantificada tal como no ensaio de sorcdo de L-triptofano sem

aplicacdo de campo elétrico.

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier com Reflectancia Total
Atenuada (ATR-FTIR)

O espectrofotometro de infravermelho com o moédulo de reflectancia total atenuada, FT-
IR / NIR Spectrometer Frontier (PerkinElmer) com um detetor FR-DTGS, foi utilizado para
analisar os hidrogéis sintetizados com uma resolucao de 4 cm™, com 128 scans entre 500 e 4000
cm™. A anélise pretende identificar a presenca dos grupos funcionais do BVimClI, do NIPAM
e da AAm.

Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

O perfil calorimétrico dos hidrogéis foi obtido usando o equipamento TA Instruments
(Q100) numa gama de temperaturas entre 10 °C e 70 °C a uma taxa de 10 °C/min. Os perfis
obtidos tém como objetivo identificar a temperatura em que ocorre a transicdo de fase, LCST.
Para realizar esta analise as amostras foram colocadas a inchar em agua destilada, 24 horas
antes da analise. Posteriormente, colocaram-se ~15 mg de amostra himida, retirando-se o

excesso de agua com a ajuda do papel de filtro, em panelas de aluminio hermeticamente seladas.

Andlise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi usada ndo s6 para confirmar a estabilidade térmica dos
materiais sintetizados na gama de temperatura de operagédo para a recuperacao do aminoacido
L-triptofano, mas tambem, e principalmente, para indiretamente estimar a composi¢ao quimica
dos copolimeros e dos RPIs sintetizados. Esta analise foi realizada para amostras com massas
entre 7-10 mg, previamente armazenadas em exsicadores, usando 0 equipamento TA
Instruments (Q600, USA), numa gama de temperatura entre 25 e 600°C a uma taxa de 10

°C/mim e em atmosfera de azoto usando um fluxo total de 100 ml/min.
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3. Resultados experimentais e discussao

3.1. Resultados relativos a sintese e caracterizacdo dos copolimeros a base de
BVImCI/NIPAM

Nesta seccdo sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais relativos a sintese
e caracterizacdo dos copolimeros a base de BVimCI/NIPAM, comecgando pela apresentacdo do
rendimento da reacdo de cada um dos materiais sintetizados. De seguida apresenta-se a
caracterizagdo quimica e termomecanica dos mesmos por analise de ATR-FTIR, TGA e DSC
dos materiais, capacidade de sorcdo de agua e por fim, o seu desempenho na sor¢do do

aminoéacido L-triptofano, com e sem aplicacdo de campo elétrico.

Rendimento da reacdo

Apos concluida a sintese e lavagem dos copolimeros, procedeu-se ao calculo do
rendimento da reagédo pela equacéo (2), apresentado na Tabela 5.

mseca

Rendimento (%) = % 100 (2)

reagentes
Em que mseca € @ massa da amostra apds a secagem e Mreagentes € @ Massa dos reagentes
antes da polimerizacao.

Tabela 5 — Rendimento da reacéo dos copolimeros a base de BVimCI/NIPAM sintetizados.

Rendimento (%)

COP_0/100_R2 COP_33/67_R2 COP_50/50_R2 COP_100/0_R2
91,1 86,1 68,7+7,4 72,72
COP_0/100_R5 COP_33/67_R5 COP_50/50_R5 COP_100/0_R5

95,0 80,5 80,2+10,8 75,916,9

Da Tabela 5, observa-se que o rendimento em todos os copolimeros sintetizados foi
superior a 60 %, o que sugere algumas perdas de material durante o processo de lavagem.
Assim, os resultados que irdo ser apresentados seguidamente ndo correspondem inteiramente
as razdes molares apresentadas na Tabela 3 da secgdo 2.2. Para obter a composicdo relativa real
dos copolimeros sintetizados seria necessario efetuar uma anélise elemental, contudo como

ambos 0s mondmeros tém azoto na sua composicéo este método nao pode ser utilizado.
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Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier com Reflectancia Total
Atenuada (ATR-FTIR)

A andlise por ATR-FTIR tem como objetivo neste trabalho verificar a presenca dos
monomeros, BVimCI e NIPAM, nos copolimeros sintetizados e as suas possiveis interacoes.
Optou-se por analisar apenas os espectros dos copolimeros com 2 % de agente reticulante,
porque os espectros iriam ser semelhantes aos dos copolimeros com 5 % de agente reticulante.
Na Figura 11 encontra-se os espectros do poli(liquido i6nico) (PLI), COP_100/0_R2, antes da
troca do anido cloreto (CI") pelo bis(trifluorometanosulfonil)imida [(Tf2N)], e do poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAM), COP_0/100_R2, e com setas estdo identificados os picos
tipicos de cada um dos mondmeros.
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Figura 11 — Espectro de ATR-FTIR da amostra COP_100/0_R2, linha laranja, e da amostra COP_0/100_R2,
linha verde (antes da troca do anido CI- pelo [(Tf2N)7).

As bandas tipicas do PIL (COP_100/0_R?2), identificam-se entre 3079 e 3370 cm™, com
a vibracdo das ligacbes C-H do anel imidazolio (Li and Kobayashi, 2016), nos picos a 1551 cm”
1 e 1462 cm™ que correspondem a vibragdo do anel imidazolio (Guo et al., 2011), nos picos a
2963 cm™* e 2876 cm™ que correspondem & vibragdo do grupo C-H (Cheng et al., 2015) , e por
altimo, no pico a 1160 cm™ corresponde a vibragdo do grupo C-N do anel imidazélio
(Minamimoto et al., 2015). O pico 1638 cm™ correspondente a vibragdo da agua que ainda

estava presente no material, por causa do liquido idnico ser muito higroscopico (Célino et al.,
2014).
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As bandas tipicas do PNIPAM (COP_0/100_R2), encontram-se entre 3284 cm™ e 3075
cmt e nos picos 1537 cm™, 928 cm™ e 883 cm™ correspondendo a vibragdo do grupo N-H
(Zhou et al., 2016), nos picos 2935 cmt, 2974 cm™, 1387 cm™ e 1367 cm™ correspondendo a
vibragdo do grupo C-H, no pico 1628 cm™ correspondendo & vibragio do grupo C=0 (Cheng
et al., 2015), no pico 1458 cm™ correspondendo a vibragdo do grupo C-H (Zhou et al., 2016),
por Ultimo nos picos 1172 cm™ e 1131 cm™ correspondendo & vibragio do grupo C-N
(Minamimoto et al., 2015).
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Figura 12 — Espectros de ATR-FTIR das amostras COP_0/100_R2, linha verde, COP_33/67_R2, linha azul,
COP_50/50_R2, linha vermelha, e COP_100/0-R2, linha laranja (antes da troca do anido CI- pelo [(Tf:N)7]).

Pela analise da Figura 12, vé-se que 0s espectros coincidem em todos 0s picos, a exce¢ao
dos picos referentes as vibragdes no anel imidazdlio do BVimCI, mais concretamente em 1160
cm?, vibragdo do grupo C-N, e em 3380 cm™, vibracio do grupo C-H, sendo estes picos mais
evidentes na amostra COP_50/50_R2 do que na amostra COP_33/67_R2, 0 que esta de acordo

com a percentagem relativa de liquido idnico presente em cada uma destas amostras.

Analise termogravimétrica (TGA)

Esta anélise teve como objetivo avaliar a estabilidade térmica dos materiais sintetizados
e determinar o perfil de degradacdo do mesmo, mas também quantificar indiretamente a
composi¢do quimica relativa de cada monomero. Importa referir que esta analise foi feita antes
datroca do anido ClI" pelo [(Tf2N)] e as amostras analisadas estavam guardados em exsicadores.

A estimativa da quantificacdo dos mondmeros esta na Tabela 6, os perfis de TGA dos
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copolimeros com 2 % de reticulacdo encontram-se na Figura 13 e os perfis de TGA dos

copolimeros com 5 % de reticulacdo encontra-se na Figura 14.
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Figura 14 — Perfil de TGA das amostras COP_0/100_R2, linha continua, COP_33/67_R2, linha traco e ponto,
COP_50/50_R2, linha com tracejada, e COP_100/0_R2, linha ponteada (antes da troca do anido ClI- pelo
[(TE2N)TD).
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Figura 13 — Perfil de TGA das amostras COP_0/100_R5, linha continua, COP_33/67_R5, linha traco e ponto,
COP_50/50_RS5, linha com tracejada, e COP_100/0_R5, linha ponteada (antes da troca do anido ClI- pelo
[(TEN)TD).
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Tabela 6 — Estimativa da quantidade de mondmeros presentes nos copolimeros, através do método de TGA
(antes da troca do anido CI- pelo [(Tf2N)7]).

Perda H,O

. Perda BVimCl  Perda NIPAM Residuos
(ate 200°C) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
(% m/m)

COP_0/100_R2 14,1 0,0 83,6 2,3
COP_0/100_R5 13,1 0,0 84,2 2,7
COP_33/67_R2 13,6 36,2 44,8 5,4
COP_33/67_R5 11,5 34,1 485 5,8
COP_50/50_R2 16,7 453 33,7 43
COP_50/50_R5 11,7 45,6 36,3 6,4
COP_100/0_R2 17,6 78,3 0,0 4,1
COP_100/0_R 14,2 81,1 0,0 47

Da analise das Figuras 13 e 14 verifica-se que ndo se regista alteracdes significativas entre
os perfis de TGA das amostras com 2 % de reticulacdo e das amostras com 5 % de reticulagéo.
Todas as amostras perdem massa inicialmente até 200°C devido a perda de &gua (Schild, 1996).
O perfil de degradacdo do PNIPAM (COP_0/100_R2 e COP_0/100_R5) acontece num Unico
degrau, entre 340 e 390°C, enquanto no PLI (COP_100/0_R2 e COP_100/0_R5) ocorre em
duas etapas, a primeira entre 260 e 340°C e a segundo entre 415 e 465°C. Nos copolimeros
BVIMCI/NIPAM o primeiro pico de degradagdo ocorre sensivelmente entre 270 e 315°C,
correspondendo & degradacéo do liquido i6nico. A medida que a quantidade relativa de BVimCl
aumenta no copolimero, aumenta a perda de massa da amostra nesta gama de temperaturas,
como esperado. O segundo patamar nas amostras COP_33/67_R2, COP_33/67_R5,
COP_50/50_R2 e COP_50/50_R5 ocorre entre 360 e 410°C, correspondendo a degradacéo do
NIPAM. Todos os copolimeros analisados tém estabilidade térmica suficiente para a sorcéo de
L-triptofano a 25°C.

Os resultados da TGA apresentados na Tabela 6, representam apenas uma estimativa da
composicdo dos copolimeros, pois como os perfis de degradacdo de ambos 0s monomeros
coincidirem em certas gamas, dificulta a determinacdo da composic¢ao dos copolimeros. Além
disso, a perda inicial de &gua é significativa e induz erro na determinacdo das percentagens de
monomero. Contudo, apesar do erro associado € possivel comprovar que as amostras
COP_33/67_R2 e COP_33/67_R5 tém menor quantidade relativa de liquido i6nico do que as
amostras COP_50/50_R2 e COP_50/50_RS5, respetivamente, como esperado.
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Capacidade de sorcdo de dgua

Uma das propriedades mais importantes para a caracterizacdo de hidrogéis é a sua
capacidade de sorcdo de &gua que resulta de um processo complexo, composto por diversas
etapas. Inicialmente, os grupos hidrofilicos polares do hidrogel sdo hidratados pela agua,
formando-se agua ligada primaria. Posteriormente, a agua interage com os grupos hidrofobicos,
originando &gua ligada secundaria. O total de &gua ligada resulta da soma destes dois processos.
Hé& ainda uma terceira etapa, que consiste na sor¢ao de mais agua, através da forga motriz da
pressdo osmotica da rede polimérica em direcdo a diluicdo infinita, que é contrariada pelo
agente reticulante. A agua sorvida durante 0 maximo da capacidade de sorcdo (sorcdo de
equilibrio), e que preenche 0s poros e 0s espacos entre as cadeias, é chamada de agua livre.
Diversos fatores influenciam a capacidade de sor¢do de &gua pelos hidrogéis, como a
temperatura, as interacdes entre as moléculas de agua e as cadeias do polimero, a quantidade
de agente reticulante e a composicao do meio onde se da a sorcdo (Ullah et al., 2015; Khan and
Lo, 2016).

Neste trabalho a capacidade de sorcdo de agua dos copolimeros foi estudada a 25°C, por
forma a discutir a influéncia da composicdo quimica (quantidade de monémeros e do grau de
reticulacdo) dos copolimeros nesta propriedade. Posteriormente, também se estudou o efeito da
temperatura (15°C, 25°C e 50°C para os copolimeros BVimCL/NIPAM=100/0 e 33/67, e 20°C,
25°C e 40°C para o COP_50/50 R2) na capacidade de sorcdo de agua, comparando 0s
resultados obtidos para os copolimeros BVimCI/NIPAM com os obtidos pelo PNIPAM, cujo
efeito da temperatura foi estudado numa gama mais alargada (15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 32°C,
35°C, 40°C, 45°C e 50°C).

Efeito da quantidade de mondmeros no hidrogel

Na Figura 15 observam-se os resultados da capacidade de sor¢do de agua dos copolimeros
a 25°C, antes da troca de anido CI" pelo [(Tf2N)].

Segundo as defini¢Bes apresentadas na seccdo 1.3. todos os polimeros apresentados na
Figura 15 s&o de fato hidrogéis, sendo que nenhuma das amostras apresentadas corresponde a
definicdo de polimero superabsorvente, C.S.>100.

Deste logo é visivel que a capacidade de sorc¢ao de agua € maior no caso dos copolimeros
de BVImCI/NIPAM (33/67 e 50/50), como esperado. Comparando as amostras COP_50/50_R2
e COP_50/50_R5, com as que tém maior percentagem molar de NIPAM (COP_33/67_R2 e
COP_33/67_R5), verifica-se que o C.S. é superior quando a quantidade relativa de BVimCI é
maior. Isto acontece porque, quando as moléculas de liquido i6nico contactam com a agua, 0
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anido cloreto dissocia-se tornando o material carregado positivamente, o que faz com que a
agua migre para dentro do polimero de forma a haver equilibrio da forca i6nica. Como o
monomero de NIPAM ¢é neutro, 0 mesmo ndo acontece, pelo que é esperado que apesar de a
sua presenca aumentar o volume livre dentro do material, e consequentemente a sua capacidade
de sorcdo de &gua, dado que, todos os copolimeros (BVIimCI/NIPAM = 33/67 e 50/50) tém
maior C.S. que o PLI (COP_100/0_R2 e COP_100/0_RS5), a sua presenga diminui a quantidade
de cargas presentes no copolimero, o que causa a diminuicdo do C.S.

14

12

10

C.s.

Figura 15 — Capacidade de sor¢do de dgua (C.S.) pelos copolimeros COP_0/100_R2, COP_0/100_R5,
COP_33/67_R2, COP_33/67_R5, COP_50/50_R2, COP_50/50_R5, COP_100/0_R2 e COP_100/0_RS5 (antes da
troca do anido CI- pelo [(Tf2N)7).

Na Figura 15, pode-se ainda verificar que a tendéncia da capacidade de sorc¢ao de dgua é
a mesma, tanto para uma percentagem molar de agente reticulante menor (2 %), quanto para
uma percentagem de agente reticulante maior (5 %), sendo o efeito do agente de reticulagdo
discutido de forma mais aprofundada na seccdo seguinte.

Na literatura foram reportados iniumeros hidrogéis baseados em NIPAM e diferentes
liquidos idnicos, mas ainda nenhum com o BVimCI. Feng et al., sintetizou um hidrogel de
PNIPAM/PFS-VIm equimolar, sem nenhum agente reticulante, obtendo C.S.=9 (Feng et al.,
2016). Comparando o valor obtido com o da amostra COP_50/50_R2, esta obteve um C.S.
superior, C.S.=12, mesmo com uma percentagem molar de agente reticulante de 2%. Ainda
comparando a mesma amostra, com o copolimeros de NIPAM/[C4(Vim)2]Br2 sintetizado por
Zhou et al., e com uma percentagem molar de agente reticulante ligeiramente inferior (1,8 %),
o valor da capacidade de sorcdo de &gua obtido continua inferior, C.S.=4,5, ao obtido neste
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trabalho, o que sugere que a presenca de dois anéis imidazdlio e do anido brometo ndo melhora

a capacidade de sor¢do de agua (Zhou et al., 2016).

Efeito do grau de reticulacio

O fator responsavel pela integridade estrutural dos hidrogéis durante o processo de
sor¢do de agua é a presenca de agente reticulante na matriz do polimero (Ullah et al., 2015). O
grau de reticulacdo dos polimeros € uma forma de controlar a sua capacidade de sorcao de agua,
geralmente, quanto maior for o grau de reticulacdo menor serd a capacidade do hidrogel de
sorver agua, o que influencia o volume livre disponivel na matriz, para as moléculas de dgua
ocuparem. Além disso, aumentar o grau de reticulacdo € uma forma de produzir hidrogéis mais
robustos (melhores propriedades mecanicas), ainda que em demasia possa torna-los
quebradicos, porque a sua flexibilidade fica limitada. Assim, a otimizacdo do grau de
reticulacdo é essencial para obter um hidrogel resistente e ao mesmo tempo flexivel, e com uma
boa capacidade de sorcéo de 4gua (Khalid et al., 2009; Khan and Lo, 2016).

Neste trabalho foram estudados dois graus de reticulacdo diferentes, em que o agente
reticulante estudado foi o MBA. A capacidade de sor¢édo de agua obtida esta presente na Figura
15. Tal como seria de esperar, as amostras com uma percentagem molar de 2 % de agente
reticulante tém uma maior capacidade de sorcdo de agua, do que as amostras com uma
percentagem molar de agente reticulante de 5 %. Na Tabela 7 encontra-se os resultados do C.S.
e 0 respetivo racio entre as amostras com 2 % e com 5 % de agente reticulante (antes da troca
do anido CI" pelo [(Tf2N)]).

Tabela 7 — Capacidade de sorcdo de 4gua dos hidrogéis preparados e respetivo récio entre a capacidade de
sor¢do de agua das amostras com 2 % de reticulagdo e as amostras com 5 % de reticulacdo (antes da troca do
anido CI- pelo [(Tf2N)]).

Amostra Capacidade de Récio entre amostras com:
sorc¢do de agua 2 % reticulante/5 % reticulante
COP_0/100_R2 5,0
COP_0/100_R5 3,4 15
COP_33/67_R2 9,0 26
COP_33/67_R5 3,4
COP_50/50_R2 12,0 28
COP_50/50_R5 4,3
COP_100/0_R2 53
COP_100/0_R5 2,4 22
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Pela analise da Tabela 7 é possivel constatar que o efeito do grau de reticulacdo é
semelhante para todas as amostras, porém o efeito de reticulagdo é mais importante para as
amostras que contém o monomero BVimCI quando comparado com os hidrogéis de PNIPAM.
Efetivamente em todos os hidrogéis, quando se diminui a percentagem de agente reticulante de
5 % para 2%, a capacidade de sor¢do de agua € superior ao dobro, com exce¢do do hidrogel de
PNIPAM.

Efeito da temperatura

Um dos principais motivos para a utilizagdo do mondmero NIPAM neste trabalho foi a
conhecida resposta a temperatura que apresentam os polimeros obtidos a partir deste mesmo
mondmero tal como ja foi abordado na secgdo 1.4. Através do teste da capacidade de sorcao de
agua com variacao de temperatura, € possivel analisar se a resposta se mantem nos copolimeros
de BVImMCI/NIPAM, antes da troca de anido Cl° pelo [(Tf:N)]. Estes resultados sdo

apresentados na Figura 16.
18

A COP_0/100 R2 —&— COP_0/100 R5 --©--COP_100/0 R2 - -®--COP_100/0_R5

16 + T
- <~ - COP_33/67_R2 | - - COP_33/67 R5 - 8- COP_50/50_R2

14 +

12 +

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Temperatura (°C)

Figura 16 — Variacdo da capacidade de sorcao de agua (C.S.) com a temperatura para os copolimeros
COP_0/100_R2, COP_0/100_R5, COP_33/67_R2, COP_33/67_R5, COP_50/50_R2 COP_100/0_R2 e
COP_100_RS5 (antes da troca do anido Cl- pelo [(Tf2N)]).

Pela andlise da Figura 16, a resposta do PLI (COP_100/0_R2 e COP_100/0_R5) e do
hidrogel de BVIimCI/NIPAM (COP_33/67_R2, COP_33/67_R5 e COP_50/50 R2) a
temperatura é praticamente desprezavel, quando comparada com a do hidrogel de PNIPAM
(COP_0/100_R2 e COP_0/100_R5), o que sugere que a quantidade de NIPAM utilizada nos
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copolimeros BVIimCI/NIPAM é insuficiente para que se mantenha uma resposta a temperatura
tipica do PNIPAM, ou seja uma transi¢do de fase, LCST. Como a amostra COP_50/50_R2 néo
tem resposta significativa a temperatura, optou-se por nao avaliar a capacidade de sorcdo da
amostra COP_50/50_R5 a estas temperaturas, dado que o aumento da quantidade de reticulante
iria condicionar ainda mais uma possivel resposta a variagao da temperatura.

Para as amostras de hidrogel de PNIPAM (COP_0/100_R2 e COP_0/100_RS5) ¢ ainda
de referir que a temperatura em que ocorre a transicao de fases, LCST, ndo é percetivel, uma
vez que a capacidade de sorcdo de dgua decresce para toda a gama de temperatura analisada,
apesar da amostra COP_0/100_R2 obter um minimo de C.S. a 37°C, este ndo corresponde a
LCST, visto que esta é caracterizada por uma transicéo brusca do declive da curva de C.S. com
a temperatura (Burmistrova et al., 2011).

No que diz respeito ao efeito da quantidade de agente de reticulacéo, os resultados obtidos
estdo em concordancia com o discutido anteriormente, quanto maior a quantidade de agente

reticulante menor a capacidade de sorcdo de agua pelos hidrogéis.

Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

Uma forma de identificar se os copolimeros sintetizados tém resposta a temperatura é
através do seu perfil de DSC. A LCST aparece no perfil de DSC como uma transicao
endotérmica, sendo que a temperatura a que ocorre corresponde ao minimo dessa transicao
(Boutris et al., 1997). Esta transicdo é devido a variacdo da energia de hidratacdo do polimero,
ja que abaixo do LCST, o PNIPAM esté hidratado, devido as liga¢bes entre o grupo hidrofilico
e a agua, e acima do LCST as interacdes entre os grupos hidrofébicos sdo predominantes,
quebrando as ligacOes anteriormente formadas (Zhang et al., 2001). Os perfis de DSC dos
copolimeros com 2 % de agente reticulante encontram-se na Figura 17, optou-se por ndo
analisar os copolimeros com 5 % de agente reticulante porque ndo sdo esperadas alteracdes
significativas nos perfis e além disso, s6 o COP_0/100_R5 é que apresentou resposta a
variacdes de temperatura no ensaio de sorcéo de agua.

Assim, da analise da Figura 17, observa-se na amostra de PNIPAM (COP_0/100_R2) o
seu ponto endotérmico caracteristico, a 32,45°C, correspondente a transi¢ao de fase LCST, de
acordo com o valor de temperatura reportado na literatura, TiLcst=32°C (Schild, 1992). O perfil
do PLI (COP_100/0_R2) apresenta um pico exotérmico a T=41,33+1,17°C. A amostra
COP_50/50_R2 néo apresenta nenhum evento térmico no perfil de DSC, o0 que sugere que a
interacdo entre 0s mondmeros, presentes no copolimero, anulou as propriedades intrinsecas
tanto do BVimCIl, como do NIPAM. J& a amostra COP_33/67 _R2 apresenta 0 evento
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exotérmico caracteristico do PLI, ainda que de forma mais subtil, a T=40,16+1,69°C. Contudo
0 evento endotérmico devido a presenca de NIPAM n&o se observa, como seria de esperar, visto

estar em maior percentagem relativa na amostra.
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-1,4 f f f f f
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Figura 17 — Perfis de DSC das amostras COP_0/100_R2, linha preta, COP_33/67_R2, linha ponteada,
COP_50/50_R2, linha tracejada, e COP_100/0_R2, linha com trago e ponto (antes da troca do anido Cl- pelo

[(TEN)D).
Os resultados obtidos no DSC confirmam a auséncia de resposta a variagdes de

temperatura dos copolimeros, COP_33/67_R2 e COP_50/50_R2, verificadas durante o teste de
sorcdo de agua com variacdo de temperatura. Feng et al., investigou o racio entre NIPAM/PFS-
Vim necessario para uma resposta a temperatura, concluindo que, para um racio menor que
10/1, o pico endotérmico caracteristico da transicdo LCST desaparece no DSC (Feng et al.,
2016). Apesar de neste trabalho se ter usado um liquido iénico diferente, o resultado obtido esta
em concordancia com a literatura. Neste trabalho decidiu-se ndo aumentar o récio
NIPAM/BViImCI para ndo comprometer 0 seu objetivo principal, que consiste na sor¢ao de

moléculas carregadas, como ira ser discutido de seguida.

Sorcdo do aminoacido L-triptofano pelos copolimeros de BVimCI/NIPAM

Como se discutiu na seccdo 1.2, a sor¢do de aminoacidos pelas resinas ionicas € feita com
base na troca de ifes entre 0 material e 0 aminoacido (Alexandratos, 2009). Contudo, a troca
ionica pode ser ineficiente, pela baixa afinidade entre os ifes ou porque ndo ha atragédo
eletrostatica entre os ifes do material e do aminoacido, devido a distancia entre eles. Para
ultrapassar este problema, neste trabalho prop6s-se realizar a sor¢cdo com aplicacdo de campo
elétrico, onde se cria uma forca motriz que promove a deslocacao das moléculas carregadas de

L-triptofano para o elétrodo de carga oposta permitindo que, durante essa deslocacdo, as
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moléculas de L-triptofano sejam atraidas electrostaticamente pelos hidrogéis e assim sorvidas

por estes.

Sorcdo do aminoacido L-triptofano pelos copolimeros a base de BVimCI/NIPAM sem
aplicacdo de campo elétrico

Os resultados apresentados na Figura 18 (a e b) mostram que o copolimero
(COP_50/50_R2), teoricamente equimolar e menos reticulado, foi o que apresentou maior
capacidade de remocao de L-triptofano, cerca de 47,6 %, ao fim de um dia. Este copolimero foi
também aquele que apresentou maior capacidade de sorcao de agua de acordo com os resultados
discutidos anteriormente. Estes resultados mostram que a presenca do co-monémero NIPAM é
necessaria para melhorar a capacidade de sorcdo do copolimero, ja que a amostra de PLI
(COP_100/0_R2), apresentou uma capacidade de sorcao inferior, ~ 41,1 %, apesar de ter maior
quantidade de cargas. O volume livre entre as cargas do BVIimCI, que o NIPAM insere no
copolimero, parece influenciar a capacidade de sorcdo de &agua destes materiais e
consequentemente da sua capacidade de sorcdo do aminoacido. Finalmente, e como era
esperado, a remocdo de L-triptofano foi desprezavel para as amostras COP_0/100_R2 e
COP_0/100_R5, dada a auséncia total de cargas nestas amostras. No Anexo C encontra-se 0s
resultados deste ensaio mas em termos de massa de aminoacido por massa de polimero, Figuras
ClecC2.

E de referir ainda que o efeito da quantidade de agente reticulante n&o foi muito sentido,
visto que os resultados para as amostras com 2 % de agente reticulante sdo praticamente da
mesma ordem de grandeza do que o das amostras com 5 % de agente reticulante, Figura 19.
Contudo os resultados apresentados tém um erro associado ainda significativo, pelo que nao
permitem uma conclusdo clara.

Durante este ensaio ndo foram sentidos os mesmos efeitos da degradacdo pelo acido
hipocloroso que ocorreram durante o ensaio de sorc¢do de L-triptofano com aplicagdo de campo
elétrico, este assunto ira ser abordado com detalhe posteriormente no subcapitulo relativo a esse
ensaio, pois a solucdo continuou transparente e o espectro UV-Vis ndo apresentou sinais de

degradacéo, Figura D1 do Anexo D.
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Figura 18 — Cinética de sor¢do do aminoacido L-triptofano sem aplicacdo de campo elétrico pelas amostras
COP_0/100_R2, COP_33/67_R2, COP_50/50_R2 e COP_100/0_R2, imagem (a), e pelas amostras
COP_0/100_R5, COP_33/67_R5, COP_50/50_R5 e COP_100/0_RS5, imagem (b) (antes da troca do anido ClI-
pelo [(Tf2N)T).
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Remocédo de L-triptofano (%6)

Figura 19 — Remocéo de L-triptofano sem aplicagdo de campo elétrico pelos copolimeros, apds um dia (antes da
troca do anido CI- pelo [(Tf2N)7).

Sorcdo do aminoacido L-triptofano pelos copolimeros apds a troca do anido Cl” pelo
[(Tf2N)] e sem aplicacdo de campo elétrico

O efeito do contra-ido do LI na capacidade de sor¢do dos copolimeros foi também
estudado e os resultados apresentam-se na Figura 20 (a e b). Os resultados mostram que a troca
do contra-ido ndo altera significativamente a capacidade de sorgdo de L-triptofano pelos
copolimeros. Neste ensaio a amostra que apresenta melhores resultados também foi a
COP_50/50_R2, com 47,5 % de remocdo de L-triptofano ao fim de 24 horas. Neste caso, 0
aumento da quantidade de reticulante (de 2 para 5 %) causou uma diminuicdo ndo muito
significativa (< ~5 %) na capacidade dos copolimeros para a sor¢do do aminoacido, Figura 21.
No Anexo C encontra-se os resultados deste ensaio, mas em termos de massa de aminoacido
por massa de polimero, Figuras C3 e C4.

No geral ao trocar de anido a capacidade de sor¢éo de L-triptofano sofre uma diminuicdo
pouco significativa (< ~2 %). Na literatura foi reportado estudos da remocéo de L-triptofano
com diversos liquidos i6nicos e constatou-se que o aminoacido L-triptofano tem maior
afinidade por liquidos iénicos com anides halogenados, como o Cl°, ou com anides muito
hidrofébicos, como o [(Tf2N)] (Ventura et al., 2009). Neste caso a troca de anido teve pouco
impacto na capacidade de sor¢cdo do aminoacido L-triptofano, contudo é indispensavel pelos

motivos referidos a seguir.
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Figura 20 — Cinética de sorcdo do aminoacido L-triptofano sem aplicagdo de campo elétrico pelas amostras
COP_0/100_R2, COP_33/67_R2, COP_50/50_R2 e COP_100/0_R2, imagem (a), e pelas amostras
COP_0/100_R5, COP_33/67_R5, COP_50/50_R5 e COP_100/0_R5, imagem (b) (depois da troca do anido CI
pelo [(Tf2N)T).
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Figura 21 — Remocéo de L-triptofano sem aplicagdo de campo elétrico pelos copolimeros, apés um dia
(depois da troca do anido ClI- pelo [(Tf2N)T).

Otimizacéo da sorcdo do aminoacido L-triptofano pelos copolimeros BVimCI/NIPAM
com aplicacdo de campo elétrico

Os ensaios de sorcdo de L-triptofano induzido pelo campo elétrico resultaram de um
processo de otimizacdo que se descreve de seguida. O primeiro ensaio foi realizado para o PLI
(COP_100/0_R2), tendo-se colocado o material inchado em &gua numa solugédo aquosa de L-
triptofano e aplicado uma diferenca de potencial de 100 V. Apds 30 min o hidrogel mudou de
cor, esbranquicado para castanho, Figura 22, e o pH da solugdo passou de 6,46 para 4,31. O
ensaio foi repetido aplicando uma diferenga de potencial mais baixa de 10 V, tendo-se

observado o mesmo resultado.

Figura 22 — Aspeto da amostra COP_100/0_R2 no final do ensaio preliminar de sor¢do com aplicagdo de campo
elétrico (antes da troca do anido CI- pelo [(Tf2N)7]).

A diminuicdo do pH observada deve-se a formacéo de acido hipocloroso a partir do ido
cloreto dissociado de LI (BVimCI) potenciada pelo potencial elétrico, de acordo com as
seguintes reacOes (Folkes et al., 1995).

2Cl~ -» Cly(aq) + 2e~ 3)

Cl,(aq) + H,0 & HCLO + CI™ + HY (4)
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A degradacdo do L-triptofano pela presenca do &cido hipocloroso ja foi reportada na
literatura (McKenna and Davies, 1988; Hawkins et al., 2003) de acordo com o mecanismo

representado na Figura 23.

OH + H
+ HO—CI T e

+/
M M
H H
NH; oH
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OH
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2-oxindole 2-hydroxyindole

Figura 23 — Reacdo de degradacdo do L-triptofano pelo &cido hipocloroso (Hawkins et al., 2003).

Para evitar o decréscimo observado no pH do meio, dissolveu-se 0 aminodcido numa
solucdo tampdo composta por TrizmaHCI e Trizma base (pH = 8,8), e repetiu-se 0 ensaio com
o hidrogel nas condicdes inicialmente propostas. Apesar de neste caso o pH da solucdo se ter
mantido (diminuicédo de 0,3), a solucdo voltou a ficar castanha, possivelmente pela presenca do
ido cloreto, proveniente do monémero BVimCI presente no PLI e na solucdo tampdo. Para
confirmar esta hipotese realizou-se o seguinte ensaio: aplicou-se o potencial de 100 V a 3 caixas
de Petri contendo o aminoécido L-triptofano dissolvido uma solucdo tampéo de Trizma base
(pH = 9,7) sendo que a primeira continha apenas a solucdo de aminoécido, a segunda foi
também adicionada 0,027 g de LI (BVimCI) puro e a terceira amostra (~ 0,5 g) de PLI
(COP_100/0_R2). Verificou-se que a presenca de LI puro ou polimerizado (caixas 2 e 3) induz
a mudanga de cor na solugdo de aminoéacido tendo a solucdo controlo (apenas solucdo de
aminoacido) permanecido transparente. Este resultado confirma que a presenca do ido cloreto,
proveniente do monomero de BViImCI, desencadeia a formacdo do acido hipocloroso e
consequentemente, a degradacdo do L-triptofano.

Tendo em conta os resultados dos ensaios preliminares, decidiu-se fazer a troca do anido
cloreto, contra-ido do monémero BVimCI presente nos copolimeros, pelo anido [(TfaN)]
mantendo-se a utilizacdo da solucdo tampdo de Trizma base uma vez que a pH=9,39 o

aminoacido L-triptofano esta totalmente na forma anionica (Xie et al., 2011), pelo que, é mais
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facilmente atraido, electrostaticamente, para o hidrogel, que €é catibnico. Em seguida
apresentam-se 0s resultados dos ensaios de sor¢édo de L-triptofano com aplicacdo de potencial

elétrico.

Sorcdo do aminodcido L-triptofano pelos copolimeros a base de BVimCI/NIPAM ap@s a troca
de anido Cl pelo [(Tf2N)] e com aplicacdo de campo elétrico

Na Figura 24 encontram-se os resultados da sor¢do do aminoacido L-triptofano pelos
copolimeros sintetizados, com aplicacdo de campo elétrico de 100 V por 3 h, apds a troca do
anido CI" pelo [(Tf2N)]. De forma complementar no Anexo C encontra-se os resultados deste

ensaio, mas em termos de massa de aminoacido por massa de polimero, Figura C5.

100

80 -

60 -

40 -

Remocao de L-triptofano (%)

20 A

7 7 7 7
& ® ® o

Figura 24 — Resultado da sor¢do do aminoécido L-triptofano com aplicagéo de campo elétrico pelos
copolimeros (depois da troca do anido CI- pelo [(Tf.N)1).

Da anélise da Figura 24 ¢ visivel a melhoria dos resultados, quando se aplica uma
diferenca de potencial durante a sor¢cdo do aminoacido L-triptofano. Em apenas 3 horas todos
os copolimeros contendo BVimTf,N conseguiram remover mais de 76 % de L-triptofano, valor
que em nenhum dos ensaios de sor¢do sem aplicacdo de campo elétrico foi possivel atingir.
Mais uma vez, o melhor resultado (81.9 % de remocdo de L-triptofano) foi obtido para a
amostra COP_50/50_R2. Como era esperado, os hidrogéis de PNIPAM continuam a obter uma
remocéo de L-triptofano desprezavel, dada a auséncia total de cargas.

Atraves de um ensaio preliminar de dessor¢cdo do aminoécido L-triptofano da amostra
COP_50/50_R2 obteve-se uma recuperagéo do L-triptofano sorvido de ~22+11 %, ap06s 3 horas
com aplicacdo de campo elétrico (100 V) numa solucéo de Trizma base (~1g/L). Este valor

carece de otimizacgéo das condicGes de dessorcao.
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Os resultados obtidos neste trabalho sdo satisfatorios quando comparados com outros ja
reportados na literatura para a sorcdo do aminoacido L-triptofano. Especificamente, os
resultados obtidos sdo da mesma ordem de grandeza dos reportados para sistemas ABS de L-
Lys+[P44ss][Br] (%EE=85), L-Lys+[P4441][C1SO4] (%EE=77) e L-Lys.HCI+[P4a4s][Br]
(%EE=72). Mas séo superiores (em mais do que 50 %) aos resultados obtidos com os sistemas
ABS L-Pro+[Ps44][Br], L-Lys+[Csmin][CF3SOz], L-Lys+[Csmin][N(CN):] (Capela et al.,
2017). Contudo é importante referir que a duracéo do processo de separacdo de Capela et al. foi
de 30 minutos, enquanto no presente trabalho foi de 3 horas, ndo sendo conhecidos os valores
que obteriam ap6s 3 horas de extra¢do. Os resultados reportados para a remogao do aminoacido
com hidrogéis a base de BVimCl, HEMA e SPAK, foram da mesma ordem de grandeza, mas

0s 70 % de remocdo s6 foram atingidos apos cerca de 10 dias (Valente, 2016).

3.2. Resultados relativos a sintese e caracterizacdo das redes poliméricas
interpenetrantes & base de BVimCI/NIPAM e BVimCI/AAm

Tendo em conta os resultados discutidos no capitulo anterior, foram desenvolvidas redes
poliméricas interpenetrantes (RPIs) do tipo sequencial completa, usando 0s mesmos
mondmeros, iniciador, catalisador e agente de reticulacdo usados na sintese dos copolimeros,
visando com esta estratégia obter materiais com resposta a variagcbes de temperatura e com
cargas suficientes para a sorcdo eficiente de moléculas carregadas. Além disso, também se
desenvolveram RPIs sem resposta a temperatura, usando o monémero de acrilamida em vez da
N-isopropilacrilamida (NIPAM), para estudar o efeito da hidrofilicidade e tamanho de cadeia
do mondmero espacados nas propriedades finais dos RPIs.

Neste capitulo descreve-se o processo de otimizacdo da sintese dos RPIs e posteriormente,
os resultados da sintese e caracterizagdo dos mesmos, incluindo os rendimentos da reacéo,
analise quimica e termomecanica (ATR-FTIR, TGA e DSC), identificacdo da temperatura de
transicdo de fases LCST, capacidade de sorcao de agua e de sor¢do do aminoacido L-triptofano
com aplicacdo de campo elétrico.

A sintese dos RPIs divide-se em duas partes, onde na primeira se sintetiza a primeira rede
de polimero de NIPAM ou AAm e que posteriormente se incha com uma solugédo contendo o
mondomero (BVimCI), o agente reticulante e o iniciador, que dardo origem a segunda rede.
Quando a solucéo estad bem incorporada na primeira rede polimérica adiciona-se o catalisador,

dando inicio a segunda etapa de polimerizacao.
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A otimizacdo do modo de preparagdo dos RPIs teve em consideracdo um conjunto de

variaveis tal como se descreve no Anexo A.

Rendimento da reacdo

Concluidas as sinteses dos RPIs, procedeu-se ao calculo do rendimento das reacOes

também pela equacéo (2) da seccédo 3.1., os resultados sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Rendimento da reacdo das redes poliméricas interpenetrantes sintetizadas.

Rendimento da reacéo (%)

RPI_N_0/100 RPI_N_33/67 RPI_N_50/50
79,0 44,2%3,0 32,315,0

RPI_A_0/100 RPI_A_33/67 RPI_A_50/50
81,3 36,6%7,7 27,8+0,7

Analisada a Tabela 8, observa-se que s6 as amostras RPI_N_0/100 e RPI_A 0/100
resultaram em rendimentos superiores a 78 %, as restantes tém rendimentos inferiores a ~45 %,
0 que sugere que a polimerizacao foi incompleta e que as perdas devem ter ocorrido durante o

processo de lavagem, provavelmente devido a polimerizacdo incompleta da segunda rede.

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier com Reflectancia Total
Atenuada (ATR-FTIR)

As andlises por ATR-FTIR dos RPIs a base de NIPAM e AAm sdo apresentadas e
comparados nas Figuras 25 e 26, respetivamente.

Como se pode ver na Figura 25, 0s espectros coincidem e ndo se identificam de forma
evidente os picos caracteristicos do monémero BVimCl (1160 e 3380 cm™) o que também
indica que a incorporagdo do liquido i6nico nos RPIs a base de NIPAM ndo foi bem-sucedida,
contudo na amostra RPI_N_50/50 ha uma alteracéo ténue do espectro na zona correspondente
a um dos picos caracteristicos do BVimCl (1160 cm™), o que sugere a presenca do liquido
i0nico nesta amostra.

Os espectros obtidos para os RPIs a base de acrilamida, Figura 26, permitem identificar
para a amostra RPI_A_50/50 o pico em 1162 cm™, que corresponde & vibragao do grupo C-N
do anel imidazélio do monémero de BVimCI (Minamimoto et al., 2015), indicando a sua
presenca na amostra. O espectro da amostra RPI_A_33/67 coincide com o da amostra
RPI_A_0/100, o que indica que neste caso a incorporacdo do BVimCIl no RPI ndo foi bem-

sucedida.
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Figura 26 — Espectros de ATR-FTIR das amostras RPI_N_0/100, linha verde, RPI_N_33/67, linha azul, e
RPI_N_50/50, linha vermelha (antes da troca do anido CI pelo [(Tf2N)7).
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Figura 25 — Espectros de ATR-FTIR das amostras RP1_A _0/100, linha laranja, RP1_A_33/67, linha azul, e
RPI1_A_50/50, linha roxa (antes da troca do anido CI" pelo [(Tf.N)7).
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Anélise termogravimétrica (TGA)

A anélise das amostras por TGA tem por objetivo investigar a estabilidade térmica das
mesmas e estimar a composi¢do quimica relativa dos RPIs. Na Figura 27 encontra-se os perfis
de degradacdo das amostras RP1_N_0/100, RPI_N_33/67 e RP1_N_50/50, comparadas com o
perfil de degradacdo do poli(liquido iénico) (PLI), COP_100/0_R2. Todas as amostras
apresentam uma perda de massa de 10 % até 100°C, que corresponde a perda de &gua das
amostras (Wang et al., 2016). A amostra RPI_N_0/100 apresenta um degrau Unico de
degradacéo entre 380°C e 420°C, que corresponde ao ja reportado na literatura como sendo a
gama de degradacdo do PNIPAM (Schild, 1996). Para as restantes amostras, a temperatura de
degradacdo comeca para temperaturas inferiores a medida que a percentagem molar relativa
tedrica de liquido i6nico aumenta. Estes resultados indicam que alguma percentagem de liquido

ionico ou PLI ficou retida na primeira rede de NIPAM, apesar de ser uma percentagem baixa.
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Figura 27 — Perfil de TGA das amostras RPI_N_0/100, linha continua, RP1_N_33/67, linha tracejada,
RP1_N_50/50, linha com traco e ponto, e COP_100/0_R2, linha ponteada (antes da troca do anido ClI- pelo

[(TE2N)T).
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Figura 28 — Perfil de TGA das amostras RPI_A_0/100, linha continua, RPI_A_33/67, linha tracejada,
RPI_A_50/50, linha com trago e ponto, e COP_100/0_R2, linha ponteada (antes da troca do anido Cl- pelo

[(TE2N)T).

Os perfis de TGA dos RPIs a base de acrilamida apresentam-se na Figura 28. Apos a

primeira perda de massa (~15 %) correspondente a perda de agua das amostras (Schild, 1996),
verifica-se que o PAAmM apresenta dois patamares de degradacdo, ocorrendo o primeiro entre
220 e 350°C e o segundo entre 370 e 425°C. A semelhanca do que aconteceu para os RPIs &
base de NIPAm, a medida que se aumenta a percentagem molar relativa de BVimCl, as
amostras comegcam a degradar a temperaturas mais baixas (T=250°C). Este resultado indica-nos
a presenca de algum liquido i6nico na estrutura do RPI mas em pequena quantidade ndo sendo
possivel quantifica-lo. De qualquer forma os resultados indicam que a incorporagdo do poli
(liquido i6nico) na matriz inicial dos RPIs ndo foi bem-sucedida, porque as diferengas entre o0s
perfis dos RPI_N 33/67 e RPI_N_50/50 com o RPI_N_0/100 e entre os perfis dos
RPI_A 33/67 e RPI_A_50/50 quando comparados com o RP1_A_0/100, sdo minimas. Mesmo
assim & possivel verificar que os RPIs teoricamente equimolares tém maior quantidade de
BVimCI na sua composicdo do que os que foram sintetizados com um racio BVimCI/NIPAM
ou BVIimCI/AAmM=33/67.

Finalmente, comparando os perfis de TGA dos RPIs a base de NIPAM e de AAm,
verifica-se que o PNIPAM é mais estavel termicamente do que o PAAm porque comeca a
degradar-se a temperaturas mais elevadas (~380°C). Conclui-se ainda, que para a aplicagdo em
causa, todos os RPIs tém estabilidade térmica suficiente, dado que a separagdo do L-triptofano

ocorre a 25°C.
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Ensaio preliminar para identificacdo da temperatura de transicdo de fases (LCST)

De forma a avaliar preliminarmente a temperatura a qual ocorre a transicdo de fases
LCST, realizou-se um ensaio com o0s varios RPIs sintetizados, pretendendo-se estudar a
resposta dos RPIs a variacfes de temperatura numa gama entre 0 e 50°C. Nas Figuras 29 e 30
apresenta-se de forma resumida o aspeto visual dos RPIs a base de NIPAM e AAm,
respetivamente.

Com o aumento da temperatura, acima do LCST (Trcst= 32°C), é esperado que os
polimeros a base de NIPAM contraiam, devido as interacfes entre 0s grupos hidrofébicos,
grupos propilo, tornarem-se mais fortes do que as interacdes entre os grupos hidrofilicos, grupos
amina, e as moléculas de &gua circundantes. Além da contracdo do PNIPAM, durante a
transicdo LCST ha uma alteracdo da cor do polimero, passando de translucido para opaco e
ficando mais esbranquicado. A transicdo de fase LCST, em todos os RPIs a base de NIPAM
ocorreu entre 30°C e 35°C, de acordo com dados ja reportados na literatura (Schild, 1992).

Como era de esperar, ndo se observaram alteragdes nos RPIs a base de acrilamida para a
gama de temperaturas testada, visto que ndo é conhecida uma resposta deste polimero a
temperatura (Owens et al., 2007), pelo menos na gama de temperaturas analisadas.

E de referir que apesar de ndo se observar segregacio de fases durante o ensaio, ap6s a
liofilizagdo todos os RPIs & base de NIPAM/BViImCIl e AAm/BVimCI apresentaram duas fases
diferentes, o que sugere que durante este processo tenha ocorrido segregacao de fases devido a
presenca do liquido iénico. Contudo o RPI_A_33/67 ja apresentava duas fases apds o processo
de lavagem, esta segregacdo de fases também se pensa que seja devida a presenca de liquido

ionico.
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RPI_N_0/100

RPI_N_33/67

RPI_N_50/50

Figura 30 — Aspeto visual dos RPIs & base de NIPAM a temperatura de 0°C, imagem da esquerda, 35°C,
imagem do centro, e 50°C, imagem a direita (antes da troca do anido CI- pelo [(Tf.N)]).

RPI_A_0/100

RPI_A_33/67

RPI_A_50/50

Figura 29 — Aspeto visual dos RPIs a base de AAm a temperatura de 0°C, imagem da esquerda, 35°C, imagem
do centro, e 50°C, imagem a direita (antes da troca do anido ClI- pelo [(Tf2N)]).
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Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

A anélise do perfil de DSC tem como objetivo verificar se a presenca do PLI na matriz
de PNIPAM, mesmo que em pequenas quantidades, afeta a temperatura de transicéo de fases

LCST dos RPIs a base de NIPAM.
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Figura 31 — Perfis de DSC das amostras RPI_N_0/100, linha continua, RP1_N_33/67, linha tracejada, e
RP1_N_50/50, linha com traco e ponto (antes da troca do anido CI- pelo [(Tf2N)7]).

A analise da Figura 31, permite concluir que as temperaturas de transicdo de fases LCST
das amostras RPI_N_0/100, RPI_N _33/67 e RPI_N _50/50 ocorrem a 33,2°C, 32,7°C e
33,3+0,2°C, respetivamente. Estes valores correspondem a temperatura minima registada
durante o fenémeno endotérmico, estando muito préximos do referido na literatura para a
temperatura de LCST do PNIPAM, Trcst=32°C (Schild, 1992).

Capacidade de sorcdo de agua

Devido a reduzida estabilidade mecénica dos RPIs sintetizados ndo foi possivel um estudo
da capacidade de sor¢do de dgua para uma gama téo alargada de temperatura como a que foi
realizada para os copolimeros, pelo que serdo apenas analisadas as capacidades de sorcdo de
agua a 25°C e a 37°C, Figura 31. Durante a analise da capacidade de sorcdo de agua, C.S., das
amostras, convém relembrar que os resultados discutidos anteriormente sugerem que a
incorporagéo da segunda rede polimérica a base do liquido ionico, BVimCl, no seio da primeira
rede polimérica foi mal conseguida ou incompleta, pelo que os resultados obtidos nao
correspondem ao que realmente aconteceria se a incorporacgéo tivesse sido mais eficiente. Esta

andlise foi efetuada antes da troca de anido CI pelo [(Tf2N)T).

50



40

. .

=3
2 .

LB owm L . . . . .

|

O A
Q\\Q 6}\‘0
é/
N/ N/
R

O 1
QQ

Q\\
7/

¢ & & NN ¢ e e
SN I S N SN O P
é 7 é 7 é / é / 124 >/ 124 »/ 124 »/

Q\ / Q\ 7/ Q\ / Q\ 7/ Q\ / Q\ 7/ Q\ / Q\ 7/ Q\ / Q\ 7
SRR R R R R LR SR

Figura 32 — Capacidade de sor¢éo de 4gua dos RPIs a 25°C, colunas brancas para os RPIs a base de NIPAM e
colunas cinzento claro para os RPIs a base de AAm, e a 37°C, colunas cinza-escuras para os RPIs a base de
NIPAM e colunas cinza-escuras pontilhadas para os RPIs a base de AAm, (antes da troca do anido CI- pelo

[(TEN)D).

Desde ja pela analise da Figura 32, é visivel 0 aumento da capacidade de sorcdo de 4gua
nos RPIs a base de AAm, C.S.>26 a T=25°C e C.S.>20 a T=37°C, em comparagdo com a
observada para os RPIs a base de NIPAM, C.S.>1 a T=25°C e C.S.>0,5 a T=37°C. De notar que
a estabilidade mecénica dos RPIs a base de NIPAM é muito baixa a 25°C, o que justifica 0s
erros observados na Figura 32, para valores maiores de C.S. tal como ja reportado na literatura
(Haq et al., 2017) a estabilidade mecanica dos RPIs a base de NIPAM melhora
significativamente com o aumento da temperatura acima do LCST, quando se d& a contracéo
do polimero, Figura 33, mas que corresponde a valores mais baixos de C.S. Figura 32.

Segundo as defini¢des apresentadas na seccdo 1.3., nenhum dos RPIs sintetizados pode
ser considerado um polimero superabsorvente, mas todos sdo considerados hidrogéis, tal como
concluido para os copolimeros.

Em relacdo aos RPIs a base de AAm, os resultados do C.S. a 25°C, Figura 32, n&o séo os
esperados, Vvisto que, as amostras RPI_A_33/67 e RPI_A_50/50 deviam ter maior capacidade
de sorcdo de agua do que a amostra RP1_A_0/100 devido a presenca de cargas na matriz do
RPI. Contudo este resultado confirma as conclusdes anteriores que indicam que a incorporacéo
do PLI no RPI foi mal conseguida, além disso como foi dito anteriormente a amostra

RPI_A_33/67 apresentava duas fases ap0s o processo de lavagem, pelo que possivelmente ha
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variabilidade da composi¢do quimica relativa de cada mondémero ao longo da amostra, 0 que
pode ter levado a incoeréncia destes resultados. A diminuicdo do C.S. dos RPIs a base de AAm
com a subida da temperatura, Figura 32, deve-se também provavelmente a possivel segregacéo

de fases durante a liofilizag&o.

Figura 33 — Aspeto da amostra RP1_N_33/67 durante o ensaio da capacidade de sor¢do de agua com variagdo
de temperatura. Na imagem da esquerda a amostra esta a 25°C e na imagem da direita a amostra estd a 37°C
(antes da troca do aniéo CI pelo [(TfoN)7]).

Nos RPIs a base de NIPAM e, apesar dos desvios experimentais elevados que resultam
da baixa estabilidade mecanica das amostras, verifica-se que a amostra RP1_N_50/50 apresenta
um C.S. (~10,3) superior ao da amostra RPI_N_0/100 (~7,6) tal como seria de esperar devido
a incorporacdo de cargas na matriz de PNIPAM. Contudo este aumento foi pouco significativo
devido a baixa eficiéncia de incorporacdo da rede PLI na rede PNIPAM, tal como ja foi
discutido. Com o aumento da temperatura para 37°C, o C.S. de todas as amostras diminuiu, tal
como esperado, uma vez que esta temperatura se encontra acima do LCST do PNIPAM.

Uma vez que um dos objetivos principais desta dissertacdo era a sintese de RPIs com
carga e sensiveis a variacdes de temperatura pode-se considerar que a amostra RP1_N_50/50
cumpre esses requisitos, apesar da incorporagéo de PLI ter sido baixa. Comparando a amostra
RPI_N_50/50, com o relatado na literatura por Fei et al., que sintetizou um RPI de PNIPAM,
com 4 % de reticulacdo e obteve um C.S.=7,8 a 22°C (Fei et al., 2013), 0 C.S. do RPI_N_50/50
é maior, o que foi de encontra ao esperado porque esta amostra tem cargas na sua matriz
polimérica.

Apesar dos erros, comparando os valores de C.S. dos RPIs & base de NIPAM com os a
base de AAm, comprova-se que este monoémero é mais hidrofilico, ou seja, o grupo propilo do
mondémero de NIPAM torna-o mais hidrofébico. Um novo procedimento para a sintese do
RP1_N_50/50 foi ainda desenvolvido, Anexo A, tendo-se verificado um aumento do valor de
C.S. do mesmo, contudo a incorporacgdo da solugdo da segunda rede continuou incompleta, o
que pode ser devido a primeira rede, PNIPAM, encontrar-se demasiado reticulada. Esta nova

tentativa € discutida no final deste capitulo.
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Sorcdo do aminoacido L-triptofano com aplicacdo de campo elétrico pelas redes poliméricas
interpenetrantes apds a troca do anido Cl- pelo [(Tf2N)]

Devido a influéncia do anido cloreto na degradagdo do aminoéacido L-triptofano, realizou-
se apenas a sorcdo do aminoacido L-triptofano com aplicacdo de campo elétrico pelos RPIs
apos trocar o anido CI™ pelo [(Tf2N)], Figura 34. Este ensaio foi realizado a 25°C, temperatura
a qual a capacidade de sorcdo dos RPIs a base de NIPAM é maior. No Anexo C encontra-se 0s
resultados deste ensaio mas em termos de massa de aminoacido por massa de polimero, Figura
Cé.

25

20 A

10

Remocéao de L-Triptofano (%)

RPI_N_0/100 RPI_N_33/67 RPI_N_50/50 RPI_A 0/100 RPI_A 33/67 RPI_A_50/50

Figura 34 — Resultados da remog¢do do aminoéacido L-triptofano pelas amostras RP1_N_0/100, RPI_N_33-67,
RPI_N_50/50, RPI_A_0/100, RPI_A_33/67 e RPI_A_50/50 no final do ensaio de sor¢cdo com aplicagdo de
campo elétrico, 100 V durante 3 horas (depois da troca do anido CI- pelo [(Tf2N)]).

O principal objetivo deste trabalho é a sorcdo do aminoacido L-triptofano, pode-se ver
que esse objetivo ndo foi atingido, a baixa eficiéncia de remocdo do L-triptofano deve-se a
incompleta incorporagdo de PLI, como ja foi mencionado anteriormente. Apesar de tudo e no
caso dos RPIs a base de NIPAM parece haver uma tendéncia crescente na capacidade de
remoc¢do do aminoacido com o aumento da quantidade relativa de liquido i6nico na amostra.
Nos RPIs a base de AAm, essa tendéncia ndo se verifica o que pode ser devido a

heterogeneidade da amostra, observada apos a liofilizacdo da mesma.

Nova otimizacdo da sintese de redes poliméricas interpenetrantes

Na tentativa de melhorar os resultados obtidos para os RPIs otimizou-se o processo de
sintese. Este procedimento esta descrito em pormenor no Anexo A. Na Figura 35 apresenta-se
as varias fases da sintese do novo RP1_N_50/50.
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O RPI obtido tem um aspeto mais robusto do que o RP1_N_50/50 previamente discutido
e pelaimagem c) da Figura 35 a incorporacgéo da solugéo da segunda rede parecia bem-sucedida,
pois 0 RPI estava alaranjado, cor tipica do BVimCI. Contudo na imagem d) o RPI ja ndo tem o

tom alaranjado o que sugere que o BVimCI tenha saido durante o processo de lavagem.

Figura 35 — Aspeto macroscépico do novo RPI_N_50/50, ap6s a primeira lavagem, imagem a), apds a secagem,
imagem b), apds a incorporacdo da solugdo da segunda rede, imagem c), apés a Gltima lavagem, imagem d) e
apos a liofilizagdo, imagem e).

Para avaliar se a incorporagdo do BVimCI tinha sido bem-sucedida efetuou-se uma
analise por TGA, em triplicata, representada na Figura 36.

Dos perfis de TGA apresentados na Figura 36, constata-se que a incorporacao do liquido
i6nico nao foi bem-sucedida novamente. Ainda se avaliou a capacidade de sor¢do de agua (C.S.)
com variacdo de temperatura para este RPI, em que se obteve uma C.S.=28,2+13,0 a 25°C e
uma C.S.=11,3+9,3 a 37°C. Os valores obtidos sdo melhores do que os obtidos para o
RP1_N_50/50, previamente discutido, o que indica que 0 novo método de sintese € melhor do
que 0 anteriormente apresentado, contudo o motivo para a continuacdo da incorporacao
incompleta é provavelmente porque o PNIPAM esta demasiado reticulado para que a solugédo
da segunda rede consiga penetrar a matriz polimérica. E assim necessaria uma nova tentativa

com menor percentagem relativa de agente reticulante.
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Figura 36 — Perfis de TGA do novo RPI_N_50/50, as linhas pretas, representam as triplicatas da amostra

e a linha cinzenta o PLI (COP_50/50_R?2).
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Conclusao

O objetivo deste trabalho foi sintetizar polieletrolitos reticulados baseados em liquido
i6nico, mais precisamente hidrogéis de cloreto de 1-vinil-3-butilimidazélio (BVimCI) com N-
isopropilacrilamida (NIPAM) para a separagdo do aminoécido L-triptofano. A combinacdo
destes dois monomeros foi a estratégia seguida para o desenvolvimento de hidrogéis com
resposta a estimulos externos simultaneos, nomeadamente a variaces de potencial elétrico e
de temperatura.

Os copolimeros de BVIimCI/NIPAM tiveram uma remocao satisfatoria do L-triptofano
(~40 %) apds um dia sem a aplicacdo de estimulo externo, independentemente do contra-ido
usado. Quando se aplicou uma diferenca de potencial de 100 V durante 3 horas os resultados
da remocdo de L-triptofano pelos copolimeros BVimTf.N/NIPAM melhoraram de forma
significativa (~76 %). Estes resultados poderdo ainda ser melhorados por otimizagdo de
variaveis envolvidas no processo (potencial, tempo de exposicao, razdo aminoacido/resina, etc).
As razbes molares BVIimCI/NIPAM utilizadas neste trabalho originaram copolimeros sem
resposta a variagdes de temperatura, contudo outras razfes poderdo ser testadas por forma a
otimizar esta resposta. O processo de dessorcdo do L-triptofano resultou na libertacdo de
~22 % da quantidade total de L-triptofano absorvido/adsorvido.

Apesar das muitas tentativas efetuadas para o desenvolvimento de redes poliméricas
interpenetrantes a base de NIPAM/BVIimCI e AAm/BVimCI, estas ndo foram bem-sucedidas
porque a incorporacdo da rede de poli(liquido i6nico) na matriz polimérica de NIPAM e de
AAm foi incompleta, possivelmente porque a primeira rede polimérica estava demasiado
reticulada dificultando a incorporacdo da segunda rede. Contudo, e apesar dos erros
experimentais, 0s RPIs a base de NIPAM e liquido idnico conseguiram atingir o objetivo de
remover maior quantidade de L-triptofano do que o RPI_N_0/100, apresentado

simultaneamente resposta a variagdes de temperatura.
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Trabalhos futuros

Durante a realizacdo do presente trabalho surgiram oportunidades de investigacdo que
visam a otimizacdo da funcionalidade dos hidrogéis multi-responsivos preparados mas que por
falta de tempo néo foram exploradas neste trabalho. Resumem-se de seguida algumas das mais
importantes:

- Otimizacao da razdo molar BVimCI/NIPAM por forma a obter copolimeros com
resposta a variagdes de temperatura;

- Otimizacdo das condicGes de sor¢do do aminodcido L-triptofano, nomeadamente
potencial elétrico aplicado, tempo de operacdo e composicao do meio;

- Avaliacdo da capacidade de remocéo de outros aminoacidos e proteinas;

- Avaliacdo da capacidade de sorcdo de agua dos materiais em meios com outras
composic¢des quimicas (diferentes pHs, forgas ionicas, etc);

- Avaliacdo e otimizacdo do processo de dessor¢do do L-triptofano pelos copolimeros;

- Continuacao da otimizacdo da sintese de redes poliméricas interpenetrantes, através das
seguintes hipdteses: reducdo de agente reticulante na primeira rede, aumento do tempo de
incorporagéo da solugéo da segunda rede na primeira, troca do iniciador utilizado por um foto-
iniciador;

- Estudo das isotérmicas de equilibrio de absorcdo/adsorcdo para 0s materiais

sintetizados.
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Anexos

Anexo A — Otimizacdo da sintese de redes poliméricas interpenetrantes a base de
NIPAM/BVimCIl e AAm/BVimCI

Quantidade de agente reticulante

Inicialmente na primeira parte da sintese RPIs ndo se adicionou agente de reticulacéo,
para que a incorporacgdo da solucdo da segunda parte fosse facilitada, criando-se um semi RPI.
Mas quando se colocou o catalisador na segunda parte, os RPIs permaneceram liquidos, o que
sugere que ndo ocorreu polimerizacédo, possivelmente pela oxidagdo do TEMED. Assim, optou-
se por colocar os RPIs na estufa a 70°C, para ativar o iniciador. Como o PNIPAM encolhe com
a subida da temperatura, como explicado na seccao 1.4., a colocacdo na estufa levou a aparente
expulsdo da solucao da segunda rede, Figura Al. Quando se colocou o0s RPIs a lavar em agua,

estes dissolviam-se, isto pode ter sido devido a auséncia de agente de reticulacao.

Figura Al — Aspeto da primeira tentativa de RPIs, apds a colocagdo na estufa a 70°C, a amostra identificada
com PAM PIL é o RPI de BVIimCI/AAm e a amostra identificada com PNIPAM PIL é o RPI de
BVImCI/NIPAM.

Na tentativa de resolver o problema da dissolu¢do do RPI em &gua, decidiu-se adicionar
0,5 % (molar) de agente de reticulacdo, em relagdo ao nimero de moles de mondémero da
primeira parte. Isto levou a que, apés a polimerizacdo da primeira parte, esta fica-se demasiado
s6lida, o que impediu a incorporacdo homogénea da solucdo da segunda parte. E de referir
ainda, a criacdo de uma camada na superficie da primeira parte do RPI, possivelmente porque
algum resto de iniciador e catalisador da primeira parte levou a polimerizacdo parcial da

segunda parte, Figura A2.
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Figura A2 — Aspeto dos RPIs ap6s adicionar a segunda parte e sem colocar o catalisador para ocorrer a segunda
polimerizacdo. Imagem a) corresponde ao RPI de BVimCI/NIPAM e a imagem b) ao RPI de BVimCI/AAm.

Por isso, decidiu-se baixar a quantidade de reticulacdo na primeira parte para 0,1 %
(molar). Isto levou a que, ap6s polimerizada esta parte fica-se muito viscosa, mas ja
possibilitando a mistura da solucao da segunda parte, com o recurso a uma espatula, ainda que

de forma ndo totalmente homogénea, Figura A3.

Figura A3 — Aspetos RPIs no final da segunda polimerizagdo, antes da lavagem. Imagem a) € o RPI
BVImCI/NIPAM e a imagem b) é o RPI BVimCI/AAm.

Tipo de agitacio

Na tentativa de uma incorporagdo homogénea da solucdo da segunda parte na primeira
parte, recorreu-se a agitacdo mecéanica com o Ultra Turrax®. Contudo, esta ndo se revelou a
melhor alternativa, porque a agitagdo levou a criacdo de muitas bolhas de ar, tornando o RPI
com a aparéncia de uma espuma. Quando se colocou 0s RPIs em caixas de Petri, para se dar a
segunda polimerizacao, esta ndo ocorreu ou ndo foi completa, possivelmente por causa da
presenca de oxigénio no interior do RPI, que levou a oxidacdo do TEMED. Optou-se por deixar
ao ar para evaporar a agua presente, Figura A4, no final, ao lavar estes RPIs, eles dissolveram-

se na agua. Por conseguinte, decidiu-se voltar & agitagdo manual com o recurso da espatula.
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Figura A4 — Aspeto do RPI de BVIimCI/NIPAM, em que se utilizou agitacdo mecénica do Ultra Turrax®, ap6s
a dgua evaporar.

Quantidade de iniciador

Fez-se duas tentativas com quantidades de iniciador diferentes, com 0,5 % e 1 % (molar)
em relacdo ao nimero de moles de mondmero da primeira parte. Comparando a rede formada
com 0,5 % com a de 1 %, a ultima era mais flexivel e menos viscosa, porque tendo maior
guantidade de iniciador a quantidade de cadeiras formadas ira ser maior. Optou-se entdo por
sintetizar os RPIs com 1 % de iniciador de forma a facilitar a entrada da solugdo da segunda

parte.

Novo método para a sintese do RPI

Numa ultima tentativa para obter um RPI com total incorporagdo de liquido iénico,
sintetizou-se um RPI_N_50/50, mas com um processo diferente. Primeiro dissolveu-se o
NIPAM e 0 MBA em 3 mL de 4gua MiliQ com agitacdo de 800 rpm a 0°C durante 2 horas. A
seguir desgaseificou-se a solugdo num banho de ultrassons durante 10 minutos, de seguida
adicionou o TEMED, agitou-se e colocou-se a solucdo no frigorifico. Apés 30 minutos
adicionou-se 0 APS, dissolvido previamente em 0,5 mL de agua miliQ, agitou-se e deixou-se a
solucdo a polimerizar a 20°C durante 24 horas. Depois efetuou-se a lavagem do polimero em
agua abundante (1 L de agua destilada), mudando-se a mesma de 2 em 2 horas durante um dia.
No final da lavagem colocou-se o polimero a secar a 50°C durante 36 horas. Deu-se depois
inicio a segunda parte da polimerizacdo, dissolvendo o BVimCl e 0 MBA em 1,5 mL de 4gua
miliQ, com agitacdo de 800 rpm durante uma hora a temperatura ambiente. A seguir
desgaseificou-se a solu¢cdo num banho de ultrassons durante 10 minutos, de seguida adicionou
o TEMED, agitou-se e colocou-se a solucdo no frigorifico. Apos 30 minutos adicionou-se a
solucdo de APS fria, dissolvendo previamente a quantidade necessaria em 0,5 mL de agua

67



miliQ, agitou-se rapidamente e deixou-se a solugdo no frigorifico durante 30 minutos. Depois,
colocou-se o PNIPAM a inchar dentro da solucdo anterior durante 24 horas no frigorifico. De
seguida retirou-se do frigorifico e deixou-se a polimerizar durante 41 horas a 25°C, mas teve
que se adicionar uma solugdo extra de TEMED (7 uL de TEMED em 250 pL de agua miliQ)
porque a solucdo em volta do PNIPAM continuava muito liquida, o que sugeriu que néo tinha
ainda ocorrido polimerizacdo. A seguir, colocou-se o RPI a lavar em 4gua (1 L de agua
destilada), mudando a mesma 3 vezes ao dia durante dois dias. Apos a lavagem colocou-se o

RPI a congelar e liofilizou-se a 0,1 mbar durante 24 horas.

Anexo B — Curva de Calibracio
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Figura B1 — Gréfico da curva de calibragdo do L-triptofano na solucdo tampao de Trizma base; y=0,1602x
R?=0,9995
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Anexo C — Resultados da sorcdo do aminoacido L-triptofano em massa de L-triptofano por
massa de polimero
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Figura C1 — Resultado da sor¢do de L-triptofano, em massa de L-triptofano por massa de polimero, apds 3 horas
de ensaio sem aplicacdo de campo elétrico pelos copolimeros (antes da troca do anido CI- pelo [(Tf2N)]).
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Figura C2 — Resultado da sorcéo de L-triptofano, em massa de L-triptofano por massa de polimero, apos 24
horas de ensaio sem aplicacdo de campo elétrico pelos copolimeros (antes da troca do anido CI- pelo [(Tf.N)7).
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Figura C3 — Resultado da sorcéo de L-triptofano, em massa de L-triptofano por massa de polimero, apds 3 horas
de ensaio sem aplicacéo de campo elétrico pelos copolimeros (depois da troca do anido CI- pelo [(Tf2N) 7).
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Figura C4 — Resultado da sorcdo de L-triptofano, em massa de L-triptofano por massa de polimero, apés 24
horas de ensaio sem aplicacdo de campo elétrico pelos copolimeros (depois da troca do anido ClI- pelo [(Tf2N)]).
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Figura C5 — Resultado da sor¢do de L-triptofano, em massa de L-triptofano por massa de polimero, com
aplicacdo de campo elétrico pelos copolimeros, apos terminar o ensaio (depois da troca do anido Cl- pelo
[(TE2N)TD).
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Figura C6 — Resultado da sor¢do de L-triptofano, em massa de L-triptofano por massa de polimero, com
aplicacao de campo elétrico pelos RPIs, apds terminar o ensaio (depois da troca do anido CI- pelo [(Tf.N)]).
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Anexo D — Espectro de UV-Vis da amostra COP 50/50 R2 durante o ensaio de sorcdo sem
aplicacdo de campo elétrico antes da troca do anido Cl pelo [(Tf2N)1)

Figura D1 — Evolucdo do espectro UV-Vis da amostra COP_50/50_R2 durante o ensaio de sor¢éo do
aminoacido L-triptofano sem a aplicacdo de campo elétrico pelos copolimeros sem troca do anido CI- pelo
[(T2N)D).
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