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RESUMO

Visando o crescente interesse em pesquisa de novos materiais que utilizam
polimeros biodegradaveis, este presente trabalho teve como objetivo a sintese de
novos copolimeros através da reacao de transesterificacdo no estado fundido entre
poli(3-hidroxibutirato) (PHB), um polimero biodegradavel, com poli(etileno glicol)
(PEG).

Sabe-se que um dos grandes problemas no uso do PHB é a sua elevada
cristalinidade e instabilidade térmica, pois possui temperatura de fusdo entre 170 e
180°C e apresenta degradacdo térmica a 190°C. A reacdo de transesterificacdo é
uma alternativa para fazer a modificacdo quimica deste polimero, 0 que também
viabiliza a formacéo de copolimeros anfifilicos triblocos.

O objetivo final foi utilizar este novo material para o preparo de nanoparticulas
poliméricas a partir do método de difusdo do solvente. Tais particulas sdo utilizadas
para microencapsulamento de farmacos.

Os copolimeros foram sintetizados e caracterizados por ensaio de
solubilidade, espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN), calorimetria diferencial exploratoria (DSC), espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), cromatografia de permeacdo em gel (GPC),
andlise por difracdo de Raios-X (WAXS), microscopia 6tica de luz polarizada (MOLP)
e microscopia eletrénica de varredura (MEV).

A indicacdo de formacdo de copolimero anfifilico pode ser observada nos
ensaios de solubilidade, pois o copolimero mostrou-se parcialmente solavel em uma
série de solventes em que o PHB original é insoltvel.

A modificacdo quimica pode ser observada com as técnicas de RMN e FTIR,
cujos espectros apresentaram absorgdes referentes ao grupo carbonila da ligacéo
éster. As técnicas de DSC, WAXS e MOLP mostraram uma ligeira redugdo na
cristalinidade do material, além da temperatura de fusdo reduzir-se de 171 °C para
154°C. Com o GPC observou-se uma reducdo da massa molar, o que facilita a
formacdo das nanoparticulas poliméricas. As nanoparticulas apresentaram

tamanhos com diametros ao redor de 250nm, quando observadas por MEV.



ABSTRACT

Aimed at the growing interest in research on new materials using
biodegradable polymers, the present work was aimed at the synthesis of new
copolymers through transesterification reaction in the molten state of poly (3-
hydroxybutyrate) (PHB), a biodegradable polymer, poly (ethylene glycol) (PEG).

It is well known that a major problem in the use of PHB is its high crystallinity
and thermal instability, as it has melting temperature between 170 and 180 ° C and
shows thermal degradation at 190°C. The transesterification reaction is an alternative
to the chemical modification of this polymer, which also enables the formation of
amphiphilic triblock copolymers.

The mainly goal of this studies was to use this new material for the preparation
of polymeric nanoparticles from the solvent diffusion method. Such particles are used
for microencapsulation of drugs.

The copolymers were synthesized and characterized by solubility test, Nuclear
Magnetic Resonance Spectroscopy of Hydrogen (NMR), Differential Scanning
Calorimetry (DSC), Infrared Spectroscopy with Fourier transform (FTIR), Gel
permeation chromatography (GPC) analysis by X-ray diffraction (WAXS), polarized
light optical microscopy (MOLP) and scanning electron microscopy (SEM).

The signs of the formation of amphiphilic copolymer can be observed in the
trials of solubility, since the copolymer was found to be partially soluble in a variety of
solvents in the original PHB is insoluble.

The chemical modification can be observed with the techniques of NMR and
FTIR spectra which showed absorptions for the carbonyl group of the ester linkage.
The techniques of DSC, WAXS and MOLP showed a decrease in crystallinity of the
material in 15%, and reduce the melting temperature is 171 °C to 154 °C. With the
GPC showed a reduction in molar mass, which facilitates the formation of polymeric
nanoparticles. The nanoparticles showed sizes with diameters around 250nm
observed by SEM.
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1.INTRODUCAO

Os polimeros sintéticos apresentaram-se como uma inovacao tecnoldgica e
foram denominados popularmente como plasticos. Devido as propriedades como
leveza, resisténcia quimica e mecanica e custo relativamente baixo, o uso de
plasticos se expandiu em multiplas aplicagbes como, por exemplo, em embalagens,
tubos de encanamento, proteses, utensilios domésticos, pneus, pecas automotivas,
tintas entre outros.

Os polihidroxialcanoatos (PHAS) sao poliésteres alifaticos também conhecidos
como biopolimeros ou bioplasticos e sédo biodegradaveis. Os PHAs mais conhecidos
sao poli(3-hidroxibutirato) (PHB), poli(3-hidroxivalerato) (PHV) e poli(hidroxibutirato-
co-valerato) (PHVB) .

Tais polimeros podem apresentar caracteristicas de material duro e quebradico,
bem como amorfo e/ou elastomérico, dependendo do grupo substituinte R presente

na unidade repetitiva (Figura 1, Tabela 1).

o)
I
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R

Figura 1- Formula quimica geral dos PHAs.

Tabela 1- Nomenclatura dos PHAs.

POLIMERO
n=1 ; R= hidrogénio Poli(3-hidroxipropionato)
R = metil Poli(3-hidroxibutirato)
R = etil Poli(3-hidroxivalerato)
R = propil Poli(3-hidroxihexanoato)
R = pentil Poli(3-hidroxioctanoato)
R = nonil Poli(3-hidroxidodecanoato)
n=2 ; R= hidrogénio Poli(4-hidroxibutirato)

n=3 ; R= hidrogénio Poli(5-hidroxibutirato)




Uma ampla variedade de microorganismos € capaz de produzir os poliésteres
naturais com o objetivo de garantir uma reserva intracelular de energia e de carbono.
Este acumulo ocorre no citoplasma da célula bacteriana na forma de granulos de 0,2
a 0,5 ym de diametro rodeados por uma membrana. Este processo € semelhante ao
glicogénio sintetizado e estocado pelos mamiferos [1]. Em condi¢bes apropriadas,
0os granulos intracelulares podem ser separados e removidos apos lise celular,
gerando assim uma resina com propriedades semelhantes as dos plasticos de
origem petroquimica, com a vantagem de poder ser biodegradada no ambiente por
microrganismos em curto espac¢o de tempo apos o descarte.

O interesse em polimeros biodegradaveis tem crescido muito nos ultimos
anos em nivel mundial. Apesar disso, o0 alto custo de producdo dos biodegradaveis
em comparacao aos plasticos convencionais ainda tem se constituido num problema
para ser resolvido [2].

O PHB pode ser encontrado em bactérias do solo, de algas e de esgotos
microbiologicamente tratados. Entre as espécies de bactérias, pode-se citar
Alcaligenes eutrophus, Bacillus megaterium, Ralstonia eutropha e Pseudomonas
oleovorans. Sua producdo em grande escala acontece por um processo de
fermentacao bacteriana, sendo ainda um processo relativamente caro [3].

Sudesh et al do Instituto Pasteur (1925) [5] foi o primeiro a descrever o
isolamento de um poliéster alifatico — poli(3-hidroxibutirato) (PHB) (Figura 2), do

citoplasma de bactérias Alcaligenes eutrophus.

Figura 2 - Estrutura quimica do PHB.

A producédo industrial do PHB ocorre da seguinte maneira: bactérias séo
estocadas em bioreatores juntamente com uma fonte de carbono (nha forma de
carboidratos, acidos graxos, Oleos vegetais e alcanos [4]), nitrogénio e fésforo. A
porcentagem de material acumulado é de 1 a 30% em massa, em relacdo a massa
seca, podendo chegar até a 90% dependendo do aumento da proporcao de carbono
e ainda da reducdo de nitrogénio, magnésio, sulfato e oxigénio. Sendo assim, o

microorganismo produz o polimero em situacdes onde ha limitagdo de nutrientes que



ndo o carbono . Para que ocorra a sintese do biopolimero é importante ressaltar que
0os carboidratos sdo provenientes de fontes renovaveis de carbono como por
exemplo, acucar da cana [4], de beterraba e 6leos vegetais[5].

O PHB é um termoplastico dotado de algumas boas propriedades, o que o
torna um excelente candidato nas aplicagbes de uso comum.

Em 1982 a Imperial Chemical Industries (ICIl) desenvolveu um processo para
producdo de PHB e passou a comercializa-lo com o nome de Biopol [3]. No Brasil,
0s estudos sobre o PHB tiveram inicio no final da década de 80. Foi em 1994, que
um grupo de pesquisadores do Instituto de Pesquisas Tecnologicas de Sdo Paulo
(IPT/SP), em parceria com a Copersucar (Cooperativa de Produtores de cana, alcool
e aclucar do estado de S&o Paulo) e o Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo desenvolveu o PHB de origem totalmente nacional [6].
Para a produgdo em larga escala, foi necessario desenvolver o processo de
“‘pelletizacao” [4]. Atualmente, a PHB Industrial S.A. produz o PHB, com o nome
comercial Biocycle, a partir da sacarose proveniente da cana de acucar [7].

No segundo semestre de 2009, a empresa americana Metabolix, Inc. iniciou a
operacéo de uma de suas unidades visando uma producao inicial de 50000 t/ano de
PHAs, com o nome comercial de Mirel [8].

Como muito desses polimeros biodegradaveis sdo também biocompativeis,
estes estudos incluem aplicagbes médicas, farmacolbgicas e cirargicas, como 0s
sistemas de liberacdo de drogas no corpo humano, suturas, implantes ésseos, e
todo tipo de aplicacdo na qual é interessante a reabsorcao do material [9].

O PHB nao é o unico plastico biodegradavel disponivel no mercado, mas no
quesito biodegradabilidade/sustentabilidade sua qualidade € inquestionavel.

Enquanto embalagens de PHB variam de seis a doze meses para se
decompor, os polimeros derivados do petréleo como, por exemplo, o polipropileno,
necessita de aproximadamente 200 anos para se decompor. Outra vantagem do
PHB € o preco do produto comparado aos outros polimeros provenientes de outras

fontes que néo seja a cana-de-agucar (Tabela 2) [10].



Tabela 2 - Valor do quilo dos polimeros de diferentes origens [10].

Origem do polimero valor (US$) */ quilo
cana-de-acUcar US$ 5
beterraba ou milho US$ 14
fontes ndo renovaveis US$ 8

* em média

O que justifica tal disparidade de preco é a auto-suficiéncia das instalacfes
das fabricas. A cana-de-acucar fornece a matéria-prima, o acucar e um alcool
especial, chamado superior, usado na etapa final da fabricacdo. O bagaco de cana é
usado para gerar energia elétrica e vapor necessarios ao processo industrial. Sendo
assim, o0 processo nao necessita de energia externa, o que definitivamente
possibilita a producdo a custos mais baixos.

Apesar da vantagem ambiental, o PHB apresenta uma estreita janela de
processabilidade, sendo considerado um material rigido com alta cristalinidade
(entre 55-80%) e possui alto custo em relacéo aos polimeros convencionais.

O PHB possui caracteristicas que melhoradas podem torna-lo um polimero
com ampla aplicacdo tecnolédgica. Entre as caracteristicas que dificultam sua maior
utilizacao estdo: sua fragilidade nas aplicacdes em embalagens e filmes (quebradico
e duro), o aumento de cristalinidade quando estocado a temperatura ambiente e sua
baixa estabilidade térmica, o que dificulta seu processamento. Ensaios utilizando a
técnica de difracdo de raios X demonstram que o PHB estd organizado em uma
célula ortorrémbica [6]. Apresenta densidade média de 1,26 g/cm?, temperatura de
transicéo vitrea (Tg) em 5 °C e temperatura de fusdo cristalina (T,) em 170 °C,
propriedades similares as do polipropileno [2]. O PHB possui também boas
propriedades de barreira, sendo comparado ao poli(tereftalato de etileno) (PET) e ao
poli(cloreto de vinila) (PVC) [7]



1.1 Objetivos

Nessa pesquisa, a modificacdo do PHB com poli(etileno glicol) PEG tem como
objetivo tornar o material altamente cristalino em um material mais hidrofilico e mais
flexivel pela inibicdo de seu processo de cristalizacdo pela incorporacdo de
segmento polimérico flexivel e solivel em &gua. Em condicdes de altas
temperaturas, a cisdo das ligacdes éster do PHB favorecem a transesterificacdo em
presenca de composto hidroxilado.

Com este novo copolimero tribloco poli(3-hidroxibutirato)-bloco-poli(6xido de
etileno) formado, podemos formar sistemas poliméricos micelares que s&o
dispersbes coloidais formadas a partir de macromoléculas compostas por blocos
com afinidades opostas em relacdo a um solvente (geralmente agua) -
macromoléculas anfifilicas. Em determinada concentracdo, formam-se agregados,
conhecidos como micelas, compostas por dezenas de macromoléculas, podendo
exibir formas variadas (esferas, bastdo, tubos, lamelas, etc). Dentre as grandes
vantagens da incorporacdo de drogas por micelas poliméricas, sem duvida, a mais
importante € o acréscimo no tempo de permanéncia no sistema sanguineo [8].

Resumidamente, o enfoque principal deste trabalho é:

e sintetizar o copolimero anfifilico poli(3-hidroxibutirato)-bloco-poli(6xido de
etileno) por reacao de transesterificacao;

e caracterizar o novo material sintetizado;

e preparar agregados micelares, produto especial de pesquisas de copolimeros
anfifilicos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os polihidroxialcanoatos (PHAs), em especial o poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e
seus copolimeros sdo extremamente atrativos na preparacdo de sistemas
biomédicos devido as propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade e
termoprocessabilidade [11,12]. No entanto, a elevada cristalinidade e a instabilidade
térmica do PHB restringem as aplicacbes biomédicas e também interferem nas
propriedades mecanicas deste polimero.

Esta revisdo bibliografica abordara as técnicas utilizadas para modificacdo do
PHB, tornando-o um polimero de maior aplicabilidade. Entre estas técnicas podemos
citar: a biosintese de copoliésteres contendo unidades de outros hidroxialcanoatos
além do 3-hidroxibutirato (3HB), a formacdo de blendas e a copolimerizagéo.
Também sera revisada a técnica de microencapsulamento que é de fundamental

importancia para o preparo de nanoparticulas portadores de drogas.

2.1 Propriedades do Poli(3-hidroxibutirato)

O poli(3-hidroxibutirato), PHB é um material termoplastico semicristalino que
se torna viscoso e moldavel acima de sua temperatura de fusdo. Em condicfes de
resfriamento, cristaliza rapidamente tornando-se material plastico com elevada
cristalinidade 60 % a 80 % [13,14] e com propriedades que podem ser comparadas
as do polipropileno.

O estado cristalino é conhecido por apresentar uma estrutura definida que
difrata raios X e exibe uma transicdo de primeira ordem denominada fusao.
Polimeros semicristalinos sdo aqueles que apresentam a caracteristica de
cristalizacdo, devido ao fato de serem constituidos por longas cadeias que possuem
segmentos uniformes com elevada simetria. Os polimeros nunca cristalizam
completamente, sendo assim, ndo existe polimero 100 % cristalino. A formacéo de
uma fase cristalina depende da regularidade da estrutura do polimero.

O PHB normalmente encontrado (biosintetizado) possui configuragédo R, com
estrutura perfeitamente isotatica, o que justifica a sua elevada cristalinidade. Pazur

et al [15] pesquisaram as caracteristicas do PHB sindiotatico obtido a partir de uma



rota sintética partindo de monémeros de configuracdes R e S. O PHB sindiotéatico
possui melhores caracteristicas fisicas se comparado ao PHB 100 % isotatico, entre
elas : menor cristalinidade, transparéncia, resisténcia mecanica além da melhora na
processabilidade e degradacédo quimica.

As cadeias poliméricas sdo arranjadas de maneira organizada e repetitiva na
estrutura cristalina, e a menor unidade que representa este arranjo espacial é
denominada célula unitaria.

A célula unitaria do PHB é ortorrombica e composta por 4 unidades de
mondmero. A conformacao da cadeia é em hélice em L (giro para o lado esquerdo) e
cada volta completa é feita por duas unidades monoméricas [16].

Ao longo das décadas de 70 e 80 do século passado, os parametros da célula

unitaria e a energia de empacotamento do PHB foram elucidados (Tabela 3) [17].

Tabela 3 - Parametros da célula unitaria de PHB e Energia de empacotamento [17].

Dimensao da célula (nm) Energia de empacotamento (kcal / mol)
a b c van der Waals  Energia de potencial quimico Total
5,76 13,2 5,96 -28,7 -135 -42,2
5,76 13,2 5,96 -28,5 -14,7 -43,2
5,73 13,14 593 -29,1 47,4 -76,5

Tais células unitarias sdo organizadas em lamelas com nanémetros de
espessura. Estas lamelas formam fibrilas que reunidas irradiam em todas as
direcbes de um ponto central originando assim esferulitos (Figura 3), que podem ter
dimensdes de micrometros a centimetros.

As lamelas inicialmente séo paralelas uma em relacdo as outras, mas com o
crescimento divergem, torcem e ramificam, formando as estruturas esferuliticas
simétricas. Assim, os esferulitos sdo considerados como agregados esféricos de
milhares de monocristais lamelares, que se orientam na direc&o radial a partir de um

ndcleo, e sao interligados por materiais amorfos.
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Figura 3 - Micrografia 6ptica e modelo de um esferulito [18].

A formacgdo de cristais e crescimento dos mesmos nos polimeros esta
relacionada com o processo de nucleacédo, no qual uma nova fase cristalina se inicia
na fase fundida a partir de flutuacbes estatisticas, e na sequéncia ocorre o
crescimento desta nova fase. A taxa com que ocorre a nucleacdo depende da
temperatura, sendo muito baixa em temperaturas logo abaixo da fusdo, e a medida
gue se resfria, atinge um valor maximo e decresce com a evolucéo do resfriamento.

Durante a solidificacdo de um polimero fundido, pode ocorrer o processo de
nucleacdo, o qual é conhecido pelo rearranjo de cadeias. Neste caso as cadeias se
organizam tangencialmente e as regides solidificadas crescem em direcdo radiais
formando estruturas organizadas denominadas esferulitos. a forma cruz de malta é
observada no MOLP. Na medida em que os esferulitos aumentam de tamanho, suas
fronteiras tornam-se poligonais.

Para dar inicio a nucleacdo, € necessario que o sistema esteja em equilibrio
termodinamico. A equacdo 1 descreve as componentes que determinam a variacao

de energia livre para a nucleacao [98] para um dado volume V do nucleo.

AG =V xAG, +2 S x 0 1)
Onde:
AG = energia livre para a formagé&o do nucleo
AG, = energia livre associada a cristaliza¢do por unidade de volume
V = volume do nucleo
Si= area da interface i do nucleo

0, = energia livre da interface i do nucleo
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Considerando que em temperaturas abaixo da temperatura de fuséo, o AG, é
negativo, sendo assim favoravel a formacdo dos nucleos, € possivel notar que o
aumento na energia livre de formacao do ndcleo, AG, € uma funcéo da contribuicao
positiva da energia interfacial livre, que se opde a AG,. Assim, a formacao ou nao de
nucleos é o resultado de um balancgo entre estas duas grandezas.

Considerando um nucleo lamelar cilindrico, representado na Figura 4, com
comprimento |, e area transversal p, a somatoria da equacéo 3 deve ser desdobrada
em dois termos: o termo referente ao plano lateral do ndcleo com area com energia
livre interfacial o,; e o termo referente aos planos transversais com area Se=2p
(referentes aos planos superior e inferior do cilindro) e respectiva energia livre

interfacial oe.

\J
Figura 4 - Representacdo esquematica do nucleo de cristalizacdo cilindrico [98].

A equacdo (1) se transforma na equacéo (2) :

v .

AG=1lpAG,+ 2lprmzo,+ 2pa, 2)

As derivadas de ambas as equacdes em funcdo das dimensdes | e p
igualadas a zero representam a barreira critica de energia livre (AG*) para que se
forme o nucleo estavel com tamanho critico I* e p* As equagbes 1, 2 e 3
representam essas igualdades. Assim, para que 0s nucleos lamelares comecem a

etapa de crescimento, estes devem atingir um tamanho critico, que € uma funcéo da
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energia livre interfacial lateral e transversal, e da energia livre associada a

cristalizagao [98].

« _ Smoguy 3 I = —4a, 4 . _ 4w (o, )? 5
N e = W p=Ter g

u

O rearranjo da equacéo 3 e substituindo AG, por sua relacdo com entalpia e

temperatura, chegamos na seguinte equacao 6:

8morl o, x (Tm )* 6
(8H,)? = (AT)?

AGT =

Onde:
Tm? = temperatura de fusdo de equilibrio
AH, = entalpia de formac¢édo do nucleo pelo volume

AT = T - T¢ (temperatura de fuséo de equilibrio — temperatura de cristalizac&o)

A partir da equacao 4 é possivel fazer a relacdo entre a energia livre critica de
formacéo do nucleo e a temperatura, representada na Figura 5. A medida que a
temperatura se eleva, se aproximando da temperatura de fusdo, o valor da energia
livre de formacédo dos nucleos aumenta, deslocando o tamanho critico dos ndcleos
estaveis para valores maiores e dificultando a formacdo dos mesmos.
Consequentemente podemos esperar que em temperaturas menores a densidade
de formacao de nucleos é maior, uma vez que esta condicdo é termodinamicamente
mais favorecida, pois a probabilidade de se formar nicleos com tamanho acima do

critico aumenta.
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Figura 5 - Variacdo de energia livre de formagao de nucleos cristalinos esféricos com raio “r’ a

diferentes temperaturas [98].

A etapa de crescimento é também uma funcdo da difusdo das cadeias
poliméricas em direcdo ao nucleo em crescimento, sendo assim governado pela
viscosidade do polimero, determinada pela sua massa molar e pela temperatura de
cristalizacao.

A massa molar influi de forma significativa na taxa de cristalizacdo. Com o
aumento da massa molar, a taxa de nucleacdo chega a um maximo, resultado da
reducdo da energia livre para a transicdo de liquido para soélido, sofrendo, em
seguida, uma reducado devido ao aumento da viscosidade, que dificulta a difusdo dos
trechos de cadeia para a formacdo dos nucleos. Para baixas massas molares, a
difusédo das terminacdes de cadeias tolhe a formacéo de nlcleos estaveis.

O PHB é opticamente ativo devido a presenca do centro quiral na
configuracdo D- ou R- do seu monémero. Sendo assim, filmes e solucdes deste
polimero induzem a rotagdo do plano de luz polarizada que o atravessa. A
transparéncia de filmes é uma excelente caracteristica para aplicagbes em
embalagens. Tal fato justifica o interesse na obtencédo de filmes amorfos de PHB.
Choi et al [19] obtiveram filmes finos amorfos de PHB (espessura de dezenas de
nandémetros), que se formaram devido as interacées dos grupos polares do PHB
com o substrato de vidro, que dificultam a capacidade de cristalizacdo de segmentos
de cadeia.
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Além da elevada cristalinidade, o PHB apresenta instabilidade térmica. O
ponto de fusdo estd entre 170 a 180 °C e sua degradacdo ocorre a
aproximadamente 190 °C [17], sendo assim, sua janela de processamento € muito
limitada, o que é uma grande desvantagem para seu uso.

Kunioka et al [20] fizeram estudos sobre degradacdo térmica do polimero
PHB e de copolimeros de poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato). Em ambos os
casos, em temperaturas acima de faixa de fusédo, ocorre a degradacéao térmica do
PHB que apresenta rapida reducédo da massa molar. Em temperaturas proximas da
temperatura de fuséo (177 °C) ocorre o inicio da degradacgéo térmica e com apenas
1 minuto na mesma isoterma, a degradacédo térmica do PHB ja é significativa sendo
ainda mais pronunciada em temperaturas maiores.

Esta reducdo da massa molar devido a degradacdo térmica prejudica as
propriedades mecanicas do PHB. Segundo Hoffmann [21], a 180 °C a tensao de
ruptura pode ser reduzida em até 30 % do seu valor original apés apenas 10

minutos.

2.2 Modificacdes do Poli(3-hidroxibutirato)

Para tornar o poli(hidroxibutirato) um material polimérico competitivo, é
fundamental otimizar seu processamento, para iSso € necessario reduzir a sua
temperatura de plastificacao.

Para alcancar as propriedades adequadas ao uso do PHB, € necessario
alterar as propriedades caracteristicas deste polimero, tais como: elevada
cristalinidade, instabilidade térmica e o carater quebradico. Para esta alteracéo
podemos fazer a biosintese de outros copoliésteres contendo hidroxibutirato,
blendas poliméricas e copolimeros a partir do proprio PHB.

Com a modificacdo do meio que ocorre a biossintese e da fonte de carbono é
possivel obter copolimeros com diferentes composi¢cdes. Um meio contendo &cido
pentandico e butirico, ou acido propibénico e glicose, na auséncia de nitrogénio, é
propicio para a sintese de poli(hidroxibutirato) e do copolimero poli(hidroxibutirato)-
co-(hidroxivalerato), P(HB-co-HV), com distribuicdo aleatéria, podendo variar o teor
de hidroxivalerato de 0 a 95%. Com esta alteragdo nao ocorre modificagdo na

cristalinidade do material comparado a do PHB puro. No entanto, ocorre um
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aumento na tensdo de ruptura além de uma menor temperatura de fuséo, fato que
melhora as condi¢cdes de processabilidade, pois diminui a degradacdo térmica
[22,23].

Também com a auséncia de nitrogénio no meio de cultura e com a presenca
dos &cidos 4-hidroxibutirico e butirico, € possivel sintetizar copolimeros com
distribuicdo aleatéria, P(3HB-co-4HB). Copolimero contendo 49 % em massa de
unidades de 4HB apresentou cristalinidade de apenas 14 %, e temperatura de fuséao
(Tm) de 54 °C [24].

Taguchi et al [25] sintetizaram o copolimero de hidroxibutirato com
hidroxialconoatos de tamanho médio de cadeia, modificando o caminho metabdlico
da bactéria Pseudomonas. Esse copolimero apresentou propriedades mecéanicas
semelhantes ao polietileno de baixa densidade.

Ashby et al [26] utilizaram PEG de massa molar igual a 200g/mol e
adicionaram ao meio fermentativo a Alcaligenes eutrophus em diversos estagios do

crescimento. O PHB foi sintetizado com distribuicdo de massa molar bimodal.

2.2.1 Blendas de hidroxibutirato

Um dos métodos utilizados para melhorar a processabilidade do PHB é o
preparo de blendas poliméricas com outros polimeros misciveis.

Quando misturamos dois polimeros misciveis entre si, podemos formar um
novo material com caracteristicas intermediarias a de seus componentes,
dependendo da quantidade relativa de cada polimero. As misturas poliméricas séo
classificadas conforme sua miscibilidade e compatibilidade.

Quando ocorre uma mistura fisica dos constituintes estruturalmente
diferentes, denominamos esta mistura de blenda. Se em equilibrio existir nas
blendas uma unica fase amorfa, formada por segmentos misturados dos dois
polimeros, classifica-se a blenda de homogénea e miscivel. Caso a parte amorfa da
mistura se separe em duas fases distintas, formadas pelos polimeros
separadamente, denominamos a blenda de heterogénea e imiscivel. Ha também

uma situagao intermediaria onde classificamos a blenda de parcialmente miscivel.
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As interagBes quimicas entre as moléculas determinam a miscibilidade da
blenda. Os polimeros s&o considerados misciveis se as interagbes entre 0s
segmentos das macromoléculas sdo favorecidas e ndo ocorre a separacéao de fases.

O critério mais aceito para a avaliagdo da miscibilidade de uma blenda é a
deteccdo de uma Unica transicdo vitrea situada entre as transicées vitreas dos
componentes constituintes da blenda polimérica. A temperatura em que ocorre a
transicdo vitrea (Ty) € uma caracteristica fundamental dos polimeros, pois
representa um limite de temperatura abaixo do qual a energia térmica nao é
suficiente para superar as barreiras rotacionais em torno das ligacdes quimicas,
portanto, as mudancgas conformacionais do polimero séo inibidas. [27].

A producao de blendas poliméricas € uma técnica muito atrativa do ponto de
vista econdmico, pois ndo é necessario investir no desenvolvimento de um novo
polimero para obter as caracteristicas do novo material polimérico que conseguimos
atingir com esta mistura fisica.

As duas formas mais conhecidas pra se obter blendas poliméricas sao:

e Técnica de evaporacao de solvente. Os polimeros séo dissolvidos em
um solvente comum que posteriormente sera evaporado;

e Uso de um misturador. Os componentes poliméricos sdo colocados em
um misturador o qual opera a uma temperatura suficiente para que
ocorra a fusdo ou amolecimento dos polimeros sem que ocorra a
degradacédo dos mesmos.

Polimeros imisciveis sao dificilmente processados, pois a falta de adeséao
entre os polimeros torna a mistura muito quebradica. Para melhorar esta adeséo
recomenda-se a adicdo de compatibilizantes a esta mistura.

Os compatibilizantes podem ser copolimeros enxertados ou em blocos, estes
ficam localizados na interface dos polimeros imisciveis, agregando um ao outro e
facilitando assim o processamento.

Para garantir a formacdo de blendas poliméricas misciveis, € necessario
assegurar a existéncia de interagcfes intermoleculares entre os componentes da
blenda polimérica.

Shiao et al [28] estudaram o aumento da miscibilidade de blendas de
poli(hidroxibutirato) com copolimeros de poli(estireno-co-vinil fenol) (PVPh) devido as
interacdes de hidrogénio. O poli(vinil fenol) possui uma caracteristica interessante

por formar blendas misciveis com polimeros que contém grupos aceptores de
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préton, tais como, acrilato, éster, éter, piridina e grupos hidroxilas. Os autores
concluiram que o PHB forma blendas misciveis com o copolimero em composicfes
de PVPh acima de 22% em mol. A Figura 6 mostra a interacédo de hidrogénio entre a

carbonila do poli(hidroxibutirato) com a hidroxila do grupo fenol.

Y

/
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=

Figura 6 - Interacdo de hidrogénio entre blenda de PHB/PVPh [28].

Ao estudar blendas de PHB com borracha de poli(etileno-co-propileno) EPR
funcionalizadas com anidrido maleico (EPR-g-MA), Martuscelli et al [29] avaliaram
uma significativa melhora nas propriedades mecanicas da blenda, em relagédo ao
PHB puro. Os autores apontam a rea¢do entre o grupo anidrido com o grupo éster
do PHB, formando assim um copolimero entre o PHB e EPR. Tal copolimero agiria
como um compatibilizante entre as duas fases, melhorando assim a adesédo entre
eles.

Um outro copolimero, no caso um copoliéster sintetizado a partir de uma
transesterificacdo entre poli(3-hidroxibutirato) e poli(e-caprolactona) também foi
utilizado como compatibilizante. Assim, Kim e Woo [30] estudaram o aumento da
miscibilidade da blenda de poli(3-hidroxibutirato) com poli(e-caprolactona) (PCL) e
concluiram que a temperatura de fusdo da blenda diminui quando é utilizado o
compatibilizante, e com o aumento da quantidade do mesmo, a cristalizagdo do PHB
diminuiu enquanto a do PCL aumentou.

Tanto o PHB quanto o PCL possuem o mesmo grupo funcional, caracterizado
pela ligacdo éster, sendo assim, a compatibilizacdo é induzida por reacdes de
transesterificacdo. No entanto, devido ao fato do poli(3-hidroxibutirato) possuir
extrema sensibilidade térmica e das reacdes de transesterificacdo necessitarem de

altas temperaturas para ocorrer, esta rota de compatibilizacao € pouco utilizada.
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A mesma blenda de poli(3-hidroxibutirato) com poli (e-caprolactona) também
foi preparadas em solucdo na presenca de peroxidos. Os radicais formados pelos
peréxidos possibilitaram o aumento da compatibilizacdo, melhorando a dispersao
entre 0os componentes. Verificou-se que o0 aumento na quantidade desta blenda
melhorou a plasticidade do material [31].

O PHB forma blendas misciveis com outros polimeros ndo biodegradaveis,
tais como: poli(acetato de vinila), poliamida 6, além do poli(metacrilato de metila),
que € incompativel com PHB a temperatura ambiente, mas miscivel no estado
fundido.

Quanto aos polimeros biodegradaveis, podemos citar blendas de PHB com

poli(éxido de etileno) , poli (acido latico), ésteres de celulose e amido.

e Blendas com polimeros ndo biodegradaveis

Blendas de PHB e poli(acetato de vinila) (PVAc) apresentaram miscibilidade
quando utilizada técnica de solvente comum, no caso cloroférmio , e também
quando utilizada a mistura mecéanica [32,33].0s dados de cristalizagdo indicam que
blendas contendo quantidades de PVAc superior a 50 % ndo apresentam evidencias
de cristalizac&o no resfriamento devido a presenca de uma fase homogénea amorfa
situada na regido interlamelar dos cristais de PHB. Mesmo com a presenca desta
fase amorfa, o PVAc néo influencia a estrutura cristalina do PHB, mas reduza taxa
de crescimento dos esferulitos[32].

Chui et al [34] estudaram a morfologia de blendas de PHB/PVAc e também de
blendas de poli(hidroxibutirato) copolimerizado com 10 % de hidroxivalerato, P(HB-
co0-10HV), com poli(acetato de vinila). Ambas as blendas foram preparadas com
dimetilformamida como solvente. A partir do estado fundido, as amostras foram
mantidas a 70 °C durante 4 dias para estimular a cristalizagdo. Durante esta
cristalizacdo, em ambos os casos, o PVAc foi segregado pela fase cristalina, e
alojou-se nos espacos interfibrilares dos esferulitos de PHB.

Siciliano et al [35] prepararam blendas de PHB com poli(metacrilato de metila)
(PMMA), utilizando o cloroférmio como solvente. Para blendas contendo entre 30 a
90 % de PHB, ocorreu uma separacao de fases na mistura a 185 °C. Para blendas
contendo entre 10 a 20 % de PHB, a separacéo de fases ocorreu entre 155 a 170°C.



19

A partir desta evidéncia de separacdo de fases de blendas de PHB/PMMA,
Cimmino et al [36] produziram blendas através de mistura mecanica no estado
fundido, a 190 °C. Apés um rapido resfriamento, a mistura apresentou-se totalmente
amorfa, ndo apresentando assim nenhum comportamento de cristalizacéo.

Rawajfeh et al [37] avaliaram a miscibilidade de blendas poliméricas de
Poliamida-6 e poli(hidroxibutirato). A miscibilidade entre blendas poliméricas deve-se
também as interacdes intermoleculares entre os dois tipos de cadeia polimérica, por
exemplo: ligacdo de hidrogénio, ligacdes ibnicas e interacdes dipolo-dipolo [38]. A
andlise do espectro no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) mostrou
a diminuicdo da banda referente ao estiramento da ligacdo N-H da poliamida.
Concluiram que houve a formacéo da ligacdo de hidrogénio entre o grupo amida e a
carbonila do PHB, indicando assim a miscibilidade entre esses dois polimeros.

O estudo da cinética de cristalizacdo de blendas misciveis de poli(3-
hidroxibutirato) com poli(6xido de etileno) de baixa massa molecular, mostrou que no
resfriamento do fundido até a temperatura ambiente ocorre uma cristalizacéao
competitiva entre esses dois polimeros, e apos cristalizacdo e segregacdo, uma

complexa morfologia de esferulitos é gerada [39].

e Blendas com polimeros biodegradaveis

Parra et al [40] fizeram estudo sobre a influéncia do poli(etileno glicol) (PEG)
nas propriedades térmicas e mecanicas em blendas com PHB. O processo de
mistura escolhido foi a solubilizacdo em cloroférmio, solvente no qual ambos os
polimeros sdo misciveis. Mesmo que a temperatura de fusdo cristalina (T,) nao
tenha mudado significativamente, o aumento da propor¢cdo de PEG inserido na
blenda reduziu a resisténcia a tracdo e aumentou o alongamento na ruptura (Tabela
4), provavelmente devido a reducdo das forcas de ligacdes secundarias
intermoleculares entre as cadeias de PHB.

Em ensaios de biodegradacédo, as blendas que contém maior quantidade de
PEG apresentaram uma degradacgdo enzimética maior, devido a natureza hidrofilica

do PEG que aumenta ainda mais a biodegradacao do PHB.
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Tabela 4 - Resultados de blendas de PHB/PEG [40].

Blenda
Tm (°C) Tenséo de ruptura (MPa) Alongamento a ruptura (%)

PHB/PEG 100/0 178,7 28 9
PHB/PEG 98/2 175,5 26 25
PHB/PEG 95/5 174,3 11 25
PHB/PEG 90/10 167,0 12 25
PHB/PEG 80/20 166.2 13 32
PHB/PEG 60/40 1734 13 31

Além do poli(3-hidroxibutirato), outros polimeros de fontes renovaveis ganham
maior atencdo em pesquisas cientificas recentes. Entre esses polimeros estdo o
amido, derivados de celulose e poli(acido lactico) (PLA) [41].

O PLA é polimero biodegradavel originado de produtos agricolas. Lactideo é
um dimero ciclico sintetizado a partir da despolimerizacdo do &cido lactico, o qual
pode ser obtido do milho e da cana de acUcar [42].

Ohkoshi et al [43] relataram sobre a miscibilidade e a cristalinidade de
blendas de PLA com PHB atatico de diferentes massas moleculares. Blendas de
PLA com 50 % de PHB atético de baixa massa molecular (M= 9400), apresentaram
uma Unica transi¢cao vitrea apos a fusédo a 200 °C. O valor reduziu de 59 para 10 °C
com o0 aumento da porcentagem do PHB atético, comprovando assim, a
miscibilidade do PLA com PHB atatico de baixa massa molecular no estado fundido.

A cristalinidade do PLA também aumentou com o acréscimo de PHB atatico.
A espessura das lamelas dos cristais de PLA diminuiu com a presenca do outro
polimero, o que indica a incorporacdo na estrutura interlamelar do mesmo.
Derivados de celulose também geraram interesse no preparo de blendas devido a
compatibilidade com o poli(3-hidroxibutirato).

Zhang et al [44] investigaram a miscibilidade, cristalizacdo e o comportamento
no estado fundido de blendas de poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e etilcelulose (EC). A
miscibilidade da blenda polimérica foi comprovada com o aparecimento de uma
Unica Tq a 9 °C. A quantidade de etil celulose atrasou o crescimento dos esferulitos
de PHB que comecaram a surgir apenas a 80 °C, 30 °C a menos do que o usual.

Maekawa et al [45] obtiveram blendas misciveis de PHB com propionato de
celulose (CP). A miscibilidade também foi comprovada pelo aparecimento de uma

Gnica transicdo vitrea. O propionato de celulose diminuiu o crescimento dos
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esferulitos de PHB, diminuindo assim a cristalinidade. Quanto as propriedades
mecanicas, verificou-se que houve um aumento da ductibilidade da blenda de PHB
com propionato de celulose quando comparada com a do poli(hidroxibutirato) puro.

Conforme estudos de El-Shafee et al [46], butirato de celulose também forma
blendas misciveis com poli(3-hidroxibutirato). A estreita janela de processamento do
PHB é melhorada, pois sua elevada cristalinidade é reduzida com o acréscimo do
butirato de celulose na blenda polimérica. Propriedades mecéanicas do PHB como
ductibilidade e resisténcia a tracdo sdo melhoradas, o alongamento a ruptura
aumenta de 2,2% para 7,3%.

Estudos sobre blendas de PHB com o amido através de mistura mecéanica
mostraram imiscibilidade entre esses dois polimeros [47,48]. Godbole et al [47]
avaliaram o comportamento mecéanico de blendas de PHB com amido termoplastico
e amido soluvel de batata, utilizando cloroférmio como solvente. Foram verificados
maiores valores de resisténcia em blendas com 30 % (m/m) de amido termoplastico

guando comparado com blendas de PHB com amido soluvel de batata.

2.2.2 Copolimeros de hidroxibutirato

A técnica de copolimerizacdo é utilizada para modificar ndo somente as
propriedades fisicas, mas também quimicas de um polimero para aplicacdes
especificas.

Copolimero € um polimero que apresenta mais de um mero diferente na
cadeia polimérica, sdo chamados de comondmeros cada um dos mondmeros
utilizados na copolimerizacdo. Os copolimeros podem ser divididos em quatro tipos
diferentes, em funcdo do modo da distribuicdo dos diferentes meros dentro da
cadeia polimérica. Os quatro tipos de copolimeros sao:

e Aleatério ou estatistico: ndo ha uma sequéncia definida de disposicdo dos
diferentes meros.

e Alternado: os diferentes meros se dispdem de maneira alternada.

e Em bloco: ha formacdo de sequéncias (blocos) de um dado mero se

alternando com outras grandes sequéncias do outro mero.
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e Graftizado ou enxertado: sobre a cadeia de um homopolimero, liga-se

by

covalentemente a outra cadeia polimérica.

Foi na década de 1980 que a empresa americana IClI (International Chemical
Industry) sintetizou os primeiros copoliésteres de HB com HV, poli(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato), P(3HB-co-3HV), a fim de que propriedades como flexibilidade,
temperatura de fusdo e resisténcia ao impacto fossem modificadas para obter uma
melhor aplicabilidade comercial [17]. A Tabela 5 mostra como a insercdao de HV
interfere nas temperaturas de fuséo (Tn) e de transicdo vitrea (Ty) e tambéem nas

propriedades mecanicas do copoliéster.

Tabela 5 - Propriedades do copolimero P(3HB-co-3HV). [G]

Maodulo Tenséo
P(3HB-co -3HV) Tm Tg Elasticidade Ruptura
mol% HV (°C) (°C) (Gpa) (Mpa)
0 179 10 35 40
3 170 8 2,9 38
9 162 6 19 37
14 150 4 15 35
20 145 -1 1.2 32
25 137 -6 0,7 30

Nota-se que ha uma reducdo da Tn, e da T4, conforme o percentual de HV
inserido. Esta insercao interfere diretamente no percentual de fase cristalina, o PHB
com cristalinidade elevada torna-se cada vez mais amorfo. Esta mudanca provoca
um decaimento muito mais elevado no médulo de elasticidade do que na tenséo de
ruptura.

A técnica de copolimerizacao tem sido investigada para se obter um polimero
a base de HB mais maleavel e menos quebradico. Um dos copolimeros muito
conhecido é o poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) P(HB-coHV) produzido a partir
do substrato de acido propibnico e glicose [49].

Liu et al [50] sintetizaram copolimeros multiblocos de [poli(3-hidroxibutirato)-
co-(3-hidroxivalerato)], segmento rigido e hidrofébico, com poli(etileno glicol),
segmento flexivel e hidrofilico, utilizando o 1,6-hexametileno diisocianato (HDI) como
agente de acoplamento. Primeiramente o PHB de elevada massa molar foi

convertido a uma baixa massa molecular apos transesterificagdo com poli(etileno
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glicol), utilizando o catalisador dilaureato de dibutil-estanho. A ligacdo uretana
detectada por FTIR comprovou a formacao do copolimero bloco de PHB/PEG. Uma
reducdo de 12% na cristalinidade foi verificada neste novo material, comparada ao
PHBV puro. Além deste fendmeno, o alongamento na ruptura com o valor inicial de
2,8% passou a ser 20,9% para fibras de PHBV contendo 30 % de poli(etileno glicol).

Copolimeros graftizados de PHB com anidrido maléico (MA) utilizando
peréxido de benzoila como iniciador foram sintetizados com o intuito de estudar o
comportamento cristalino deste novo material [51].

A insercédo de anidrido maléico (49) dificultou a cristalizagdo do PHB, pois a
graftizacdo perturba a regularidade da estrutura cristalina deste polimero,
dificultando assim a cristalizacdo do PHB. Tal fato pode ser observado ao analisar a
temperatura de cristalizacdo a partir do estado fundido (T.) diminuiu em

aproximadamente 15 °C , o que mostra a Tabela 6 abaixo.

Tabela 6 - Influéncia da porcentagem de graftizagdo de MA em PHB na Temperatura de cristalizacéo

[51].

Graftizacdo(%) Tc (°C)
PHB 0 100,1
PHB-g-MA21 0,21 89,6
PHB-g -MA44 0,44 86,5
PHB-g -MA56 0,56 85,3
PHB-g-MA73 0,73 85,8
PHB-g-MA118 1,18 85,2

Este novo material graftizado gera cristais imperfeitos durante o processo de
resfriamento e a quantidade destes cristais aumenta com a porcentagem de
graftizacdo. Outro fato interessante é que o grupo MA néo foi introduzido na regido
cristalina do PHB, pois as difracdes de Raios X mostram que ndo ocorreu mudanca
na célula unitaria do PHB. No entanto, ao analisar os esferulitos cristalizados
isotermicamente a 100 °C ap6s a modificacdo com MA, conclui-se que os esferulitos
apareciam de forma mais ordenada

Yuan et al [52] avaliou a melhora das propriedades de PHB com a
copolimerizagédo utilizando outros mondmeros além do &cido lactico, também foi

utilizado e-caprolactona. Com a modificacdo da estrutura da cadeia polimérica, bem
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como sua morfologia, a resisténcia mecanica foi alterada e também o custo final
deste polimero.

Copolimeros de PHB com (e-caprolactona) PCL foi amplamente estudado
devido as propriedades do PCL. Por ser semicristalino e com estrutura similar ao
polietileno, o PCL é mais flexivel que o PHB, possui baixa T4, de -60 °C e T, de 60
°C. Além disso, possui alta resisténcia a tracdo, boa estabilidade eletrolitica, boa
solubilidade em diversos solventes além de ser biodegradavel. A ligacdo éster do
PCL é labil e pode ser hidrolisada facilmente produzindo o acido 6-hidroxihexandico
que é um produto metabdlico néo toxico [53].

Copolimeros de poli(3-hibroxibutirato-co-g-caprolactona) foram sintetizados a
partir dos polimeros em solucdo na presenca de &acido 4-toluenosulfénico [54].
Foram obtidos copolimeros randémicos e microblocos. Com 0 aumento da
porcentagem de CL de O para 72 % molar, a T4 do copolimero reduziu de 2 para - 4
°C e a temperatura de fusdo do PHB mudou de 177 °C para 163 °C. O aumento da
guantidade de hidroxibutirato, de 0 a 44 % mol, possibilitou a reducdo da T, de 70
para 46 °C.

Chen et al [55] sintetizaram copolimeros de poli(3-hidroxibutirato) e poli (-
caprolactona) (PCL) através de transesterificacdo com o uso de octanoato de
estanho como catalisador. Andlises térmicas mostram a reducao das temperaturas
de transicdo vitrea, temperatura de fusdo e cristalizacdo. Apos a transesterificacao,
a regularidade das cadeias de PHB foi alterada com os segmentos flexiveis de PCL.
A temperatura de fusdo do PHB reduziu de 173 para 165 °C, quando copolimerizado
com 3,46% de PCL. Quanto a cristalizacdo, verificou-se a formacéo de esferulitos
com a estrutura mais ordenada e com maior espacamento entre as lamelas.

O polietileno glicol PEG (Figura 7) também tem sido utilizado em reacfes de
transesterificacdo com PHB.

Nas reacdes de transesterificacdo ocorre a troca direta de ésteres na porcéo
interna das cadeias poliméricas. Os polimeros que inicialmente séo imisciveis como,
por exemplo, poliésteres e poliamidas podem tornar-se misciveis ou parcialmente
misciveis dependendo das condi¢des utilizadas no processo.

Sintese de copolimeros de PHB com PEG tém despertado muito interesse em
pesquisas cientificas. O PHB, material altamente cristalino, torna-se um material

mais hidrofilico e mais flexivel pela inibicdo de seu processo de cristalizacdo devido
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a incorporacdo de segmento polimérico soluvel em agua. A ligagédo entre o carbono

e oxigénio presentes no polimero de PEG, justifica a flexibilidade deste material.

H+0—CH,-CH,1O—H
i |

Figura 7 - Estrutura quimica do PEG.

O poli(etileno glicol) é um poliéter que além de hidrofilico é também
biocompativel e largamente utilizado em pesquisas biomédicas [56].

Os copolimeros que apresentam esta caracteristica de serem parte
hidrofobico e parte hidrofilico séo classificados como materiais anfifilicos.

Ravenelle e Marchessault [57] estudaram a formacdo de polimeros de
copolimeros dibloco anfifilicos utilizando PHB 100 % isotatico com elevada
cristalinidade e altamente hidrofébico. Para esta sintese foi utlizada a
transesterificagdo com polietilieno monohidroxilado (MPEG) no estado fundido como
mostrado na Figura 8. Na sintese do copoliéster PHB-mPEG, a hidroxila do PEG
atua como nuceodfilo e ataca a carbonila do PHB deficiente em elétrons.
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Figura 8 - Reacdo de transesterificacdo entre PHB e mPEG [57].

A escolha deste método foi justificada pelo fato da transesterificacéo
catalisada no estado fundido ser um processo quimico que gera poucos residuos,
também conhecido como um processo “verde”. Com esta sintese é possivel
despolimerizar o PHB de elevada massa molar (neste caso M,= 300.000 g/mol com
polidispersdao de 2,0), atuando como nucledfilo o grupo terminal hidroxila do

polietileno glicol monohidroxilado.
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A grande motivacdo deste estudo foi promover a sintese do copolimero
anfifilico com elevado rendimento usando quantidade minima de solvente. Ao fazer
uma analise dos espacamentos d nas estruturas cristalinas do PHB através de
difracBes de raios X, concluiram que as cadeias dobradas de PHB se organizam em
lamelas que séo estabilizadas em solu¢do aguosa por segmentos de mPEG.

Esta caracteristica anfifilica dos copolimeros constituidos por segmentos de
PHB e PEG incentivou Jeong et al [58] a pesquisarem o comportamento dos
mesmos variando as proporc¢des entre a parte hidrofilica e hidrofébica, e como estas
variacdes interferiram no tamanho das micro e nanoparticulas capazes de
encapsular drogas responsaveis pelo sistema de liberagdo de farmacos.

Com o intuito de avaliar a biodegradabilidade de copolimeros de poli(3-
hidroxibutirato) e poli(etileno glicol), Zhijiang et al [59] prepararam copolimeros
graftizados em duas etapas as quais sao exibidas na Figura 9. Primeiramente o
grupo hidroxila do PEG reage com cloreto de acriloila e carbonato de sddio para
neutralizac&o. A introducéo do grupo acrilato em ambos os lados da cadeia de PEG
possibilita a copolimerizacdo direta, ndo sendo necessaria a adicdo de
comondmeros multifuncionais. Para a segunda etapa utilizou-se a radiacéo
ultravioleta para aproveitar a natureza fotoativa do grupo acrilato. Verificou-se que
copolimeros com 14 % de graft degradaram duas vezes mais rapido comparado ao
PHB puro.

CuCl|
MNa:COu

I
H-+OCH:CH2%0H + CH:=CHC—CI

(9]
[ |
CHz=CHC -{OCH:CH:%:,D—&CH:CH:

PEGM

O CHs O
| él; | | uv
CHz=CHG -t OCHzCHz 0O— CCH—CHe + FCH—CH—C—04; —

0
I I
wassmasanse CHa— CHC FOCHC HaFr 00— CCH — CHz s

Copolimero graftizado PHB/PEG

Figura 9 - Sintese do copolimero graftizado de PHB/PEG utilizando radiagao UV [59].
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Li et al [60] pesquisaram a formacdo de copolimeros anfifilicos triblocos de
poli(dbxido de etileno) — bloco- poli(3-hidroxibutirato)—bloco-poli(6xido de etileno)
PEO-PHB-PEO.

Para este novo material, foi sugerido primeiramente converter o PHB de
elevada massa molar em um PHB-diol

O PHB-diol trata-se do poli (3-hidroxibutirato) funcionalizado através da
transesterificacdo com etilenoglicol, resultando em um oligbmero com terminacdes
em hidroxilas priméarias e massa molar controlada, o que possibilita a construgcéo de
copolimeros e a obtencdo de materiais com propriedades mais adequadas,
ampliando assim as aplicacfes. Este novo PHB adicionado ao acido monopropionico
de metoxipoli(6xido de etileno) ( M-PEO-A) sintetizou o novo copolimero tribloco
como mostrado na Figura 10.

Etileno glicol
oy —mmm >

n Transesterificagao

Bhil altaiassaaolar PHB baixa massa molar

2 CHy0 + CH,CH,0 -l» CH,CH,COOH
n

DCC, DMAP
M-PEO-A CH,Cl,, 24 hr
o CH, ©O
A 0 o
C“:°+/\o+\/“\{~o/\/'\}\o/\/ Y\/i' \/\}\OCH,
n x 0 n

PEO-PHB-PEO

Figura 10 - Sintese do precursor de PHB-diol e do copolimero tribloco PEG-PHB-PEG [60].

Com esta rota, copolimeros triblocos com bloco de PHB inserido entre blocos
de PEO foram sintetizados com uma estreita distribuicio de massa molecular

mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Polidisperséo dos copolimeros triblocos sintetizados a partir do PHB-diol.

Copolimeros * Mn Mw Mw/Mn
PEG-PHB-PEG (20-05-20) 4500 4730 1,05
PEG-PHB-PEG (20-39-20) 7290 8000 11
PEG-PHB-PEG (20-52-20) 8120 9260 1,14

PEG-PHB-PEG (50-08-50) 10390 112000 1,08
PEG-PHB-PEG (50-38-50) 12720 13770 1,08
PEG-PHB-PEG (50-55-50) 13390 16250 1,21

* nmeros entre parénteses mostram peso molecular de cada bloco em centenas de

g/mol.

Zhao et al [61,62] propuseram a sintese de copolimeros multiblocos de PHB-
PEG a partir do PHB-diol e hexametileno diisocianato (HDI) como agente de
acoplamento. Ao fazer andlises sobre a cristalinidade deste novo material, verificou-
se que a cristalinidade do PHB diminuiu & medida que aumentava os blocos de PEG
no copolimero. No resfriamento, ambos os polimeros formam fase cristalina, mas
guando o PHB estéa presente em mais de 60 %, apenas a fase de PHB cristaliza.

Naguib et al [63] sintetizaram copolimeros segmentados poli(ester-éter-
uretana) baseados no poli(hidroxibutirato) (PHB-diol) e triblocos poli(e-caprolactone)-
bloco-poli(etileno glicol)-bloco-poly(e-caprolactona), (PCL-PEG-PCL) utilizando 1,6-
hexametileno diisocianato (HDI) como agente de acoplamento ndo téxico. A
temperatura de fusdo deste novo material diminuiu para 141°C, aproximadamente
40 °C a menos que o PHB puro. Quanto as propriedades mecéanicas, copolimeros
com menores quantidades de PHB apresentaram maior alongamento na ruptura,
448 + 15 % para amostras de copolimero contendo 30 % de PHB, e 280 *+ 6 %para
copolimeros contendo 70 % de PHB.

Chen et al [64] prepararam copolimeros triblocos de poli(3-hidroxibutirato)-
bloco-poli(etilenoglicol)-bloco-poli(3-hidroxibutirato) (PHB-PEG-PHB) a partir de
copolimerizacdo com abertura de anel utilizando o monémero B-butirolactona e o
PEG como macroiniciador. A miscibilidade entre os blocos de PEG e PHB foi
comprovada pelo aparecimento de uma Unica transicdo vitrea. Analises de raios X
mostraram que blocos de PHB do copolimero dificultam a cristalizacdo dos blocos
de PEG.
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Com o mesmo processo de copolimerizacdo, Liu et al [65] prepararam
copolimeros triblocos de PHB-PEG-PHB com sintese controlada, variando a
quantidade de PEG e de pB-butirolactona. Os copolimeros apresentaram dois
estagios de degradacdo. A temperatura de degradacdo do PHB passou de 210 °C
para 300 °C, enquanto a temperatura de degradacdo do PEG passou de 350 °C
para 450 °C.

2.3 Polimeros na area farmacéutica

Os polimeros representam uma classe de materiais mais versateis
disponiveis para aplicagdes em diversas areas, inclusive a farmacéutica.

O Sistema de Liberacédo de Farmacos ou Drug Delivery System sao definidos
como um sistema de administracdo desenvolvido para prolongar o tempo de
liberacdo do farmaco no organismo, sustentar sua concentracdo plasmatica e
controlar a localizacdo temporal e espacial das moléculas in vivo, por meio da
aplicacao de principios biolégicos e quimicos. Desta forma, elimina-se as alteracdes
nas concentracdes e a disponibilidade bioldgica do farmaco é aumentada [66].

A biodegradabilidade e a bioadeséo sao propriedades que definem a escolha
do polimero para o uso farmacéutico.

A biodegradabilidade dos polimeros é uma caracteristica fundamental na
modulacdo da liberacdo de farmacos, uma vez que o material introduzido no
microorganismo deve desaparecer depois de cumprida sua funcdo, sem que seja
necessario intervir para sua retirada.

H& duas possibilidades para os produtos degradados, que podem ser
excretados na urina ou metabolizados a di6xido de carbono e agua, via ciclo de
Krebs. [67,68].

Os ésteres, orto-ésteres, carbonatos, amidas e uretanas sdo 0s principais
grupos funcionais suscetiveis a hidrélise. Podem sofrer biodegradacao via hidrélise
guimica ou enzimatica.

Poliésteres alifaticos tais como: poli(acido lactico) PLA, poli(acido glicélico)
PGA e poli(e-caprolactona) (PCL), sofrem biodegradacdo em meio biologico.

Polimeros de origem natural, como os poli (hidroxialcanoatos) PHAs entre

eles o poli(3-hidroxibutirato) PHB e copolimero de poli(3-hidroxibutirato-co-3-
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hidroxivalerato) s@o passiveis de degradacdo in vivo por hidrélise ou ataque
enzimatico.

A bioadesdo estd relacionada com o0s seguintes eventos: adsorcao,
espalhamento do material bioadesivo sobre a mucosa e interpenetracdo entre
cadeias do polimero e da mucosa [69,70]. O poli(etileno glicol) PEG, poli(vinil
pirrolidona) PVP e poli(lisina) sdo exemplos de polimeros mucoadesivos.

As principais caracteristicas que favorecem a bioadesividade sédo: 1. Elevada
massa molar; 2. Capacidade de dispersdo em agua; 3. Presenca de grande namero
de grupos carboxila e/ou hidroxila; 4. Habilidade de formar ligagdes de hidrogénio; 5.
Flexibilidade da cadeia polimérica e 6. Presenca de superficie negativamente
carregada. Todas estas propriedades facilitam a interpenetracdo das cadeias
poliméricas com o estabelecimento de interacdes fisicas e mecanicas com a mucina,
principal proteina do muco [71-72].

A presenca de grande numero de grupo carboxila promove um
intumescimento e possibilita a formacédo de ligacbes de hidrogénio. Um pH que
fornece baixa ionizacdo do polimero € o ideal para formar ligac6es de hidrogénio. O
angulo de contato entre polimero/muco também € um importante parametro para a
bioadeséo [73].

2.3.1 Nanoparticulas poliméricas

Aproximadamente 50% das moléculas farmacologicamente ativas
descobertas possuem reduzida solubilidade e biodisponibilidade, sendo assim
rejeitadas para o uso. Carregadores nanométricos ou micrométricos foram
pesquisados para contornar este problema. Tais carregadores sao capazes de
liberarem o farmaco com alto grau de reprodutibilidade [74].

As nanoparticulas poliméricas séo sistemas aplicados na vetorizacdo de
vacinas tumorais, material para terapia génica, administragdo de antibi6ticos via oral
e anticancerigenos [75-77].

Os principais polimeros sintéticos empregados na preparacdo de
nanoparticulas séo: poli(alcool vinilico) PVA, poli(acrilamida), poli(metacrilato de 2-
hidroxietila) PHEMA e poli(etileno glicol) PEG. Entre os polimeros biodegradaveis
podemos citar o PLA, PGA e PCL.
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A Figura 11 representa os principais vetores nanoestruturados baseados em

polimeros.

Figura 11 - Sistemas nanoestruturados, micelares e vesiculares: a) conjugados farmaco-polimero; b)

conjugados proteina-polimero; ¢) dendrimeros; d) micelas; €) lipossomas [66].

Os conjugados farmaco-polimero e as micelas sdo o0s sistemas
nanoestruturados mais estudados.

O primeiro sistema nanoestruturado apresentado, o farmaco-polimero (Figura
9a), é obtido pela polimerizacéo direta entre o polimero e o farmaco, que é liberado
apos quebra hidrolitica ou enzimatica do agregado. Ocorre a ligagdo covalente entre
0 ativo e a matriz polimérica, formando assim o conjugado [78].

As micelas sdo particulas coloidais de geometria esférica, formadas por
compostos anfifilicos que se formam em solucdo, sdo conhecidas como self-

assemblies. Possuem um nucleo hidrofébico (core), e exterior hidrofilico.

2.3.2 Microencapsulamento

Um dos objetivos principais deste trabalho é o preparo de nanoparticulas de
copolimero tribloco de poli(hidroxibutirato)-bloco-poli(etileno glicol) para o uso como
Drug Delivery. Nesta revisédo bibliografica a formacédo de micelas poliméricas, bem
como as técnicas de microencapsulamento serdo abordadas de forma mais

cautelosa.
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Atualmente, a técnica de microencapsulamento mostra-se bastante avancada,
com aplicagBes no setor agropecuario, encapsulacao de pesticidas (o que os torna
menos téxico durante o manuseio e aplicacdo); na prevencao da oxidacdo na area
de alimentos e também na perda de aromas volateis, o que permite a fortificacdo de
alimentos com minerais de zinco, ferro e calcio sem interferéncia em suas
caracteristicas organolépticas; no setor de tintas como a encapsulacdo de
pigmentos; na area de diagnosticos por imagens como a encapsulacdo de
contrastes; e na area farmacéutica como na liberacdo controlada de farmacos.

A técnica de microencapsulamento teve sua origem no modelo celular. A
membrana celular externa atua como um microreservatorio, envolve e protege o
citoplasma e demais componentes celulares de agressividades do meio. Uma outra
funcdo para esta membrana celular externa é de fazer a selecdo dos nutrientes para
o interior das células, além de controlar a conducdo nervosa, fazer o transporte de
energia entre outras funcdes de sobrevivéncia da célula. [79,80].

A auto-associacdo de estruturas primarias anfifilicas a partir de lipideos é
capaz de formar estruturas biolégicas, como micelas, vesiculas e bicamadas. Esta
auto-associacdo (Self-Assembly) é a organizacdo dos componentes do sistema sem
qualquer intervencao humana, sendo um processo reversivel e espontaneo [81].

As moléculas se autoassociam de forma espontdnea devido a atracéo
promovida por forcas intermoleculares, a minimizacdo da energia interfacial, as
caracteristicas anfifilicas da estrutura molecular e efeito hidrofébico [81].

Moléculas anfifilicas como as micelas, vesiculas e bicamadas se agregam em
estruturas que resultam de fatores relacionados a geometria da molécula surfatante
(balanco entre grupos hidrofilicos e lipofilicos), ao meio em que se encontram as
moléculas, pH, temperatura, concentracdo da solugcéo biolégica e concentracédo de
eletrolitos em solugdo. Todas estas variacbes podem levar a transformacdes
interestruturais [81,83].

Copolimeros anfifilicos triblocos com bloco central hidrofilico e duplamente
ligado a cadeias hidrocarbbnicas, em meio aquoso bioldgico, se autoassociam em
estruturas de bicamadas, formando uma corona e nucleo exibidos na Figura 12. A

liberag&o do farmaco ocorre somente na célula-alvo como ilustrado na Figura 13.
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Figura 12 - llustracdo da formacao da corona e nucleo na autoassociacéo dos copolimeros triblocos.

micela+droga

Figura 13 - Estratégia de encapsulacao: liberacdo do farmaco na célula—alvo.

A técnica mais aplicada de microencapsulamento nas industrias
farmacéuticas é a técnica de evaporacdo de solvente. As microesferas poliméricas
com a droga encapsulada podem degradar e liberar o farmaco lentamente. A
liberacdo controlada promove beneficios clinicos como: diminui a frequéncia da
dose, maior aceitacdo para pacientes e também droga mais direcionada as posicoes

especifica que permite uma eficiéncia mais elevada. A hidrofilicidade ou a
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hidrofobicidade da droga determinam a escolha do método que causara uma
eficiente encapsulagem da droga [84].

O método dleo-em-agua (o/w, oil-in-water) é utilizado para drogas insoluveis
ou pouco soluveis. As etapas deste método sdo: dissolver a droga hidrofébica em
solvente organico junto ao polimero; emulsificar esta fase organica, em uma fase
aguosa; fazer extracao do solvente organico e por ultimo, recuperar e fazer secagem
das microesferas para eliminar solvente residual [85].

No caso de drogas hidrofilicas, 0 método o/w ndo é recomendado, pois este
tipo de droga néo se dissolve em solvente organico, além de ocorrer perdas durante
a emulsdo. Neste caso, utiliza-se o0 método da dupla emulsdo (w/o/w): a solucao
aguosa da droga hidrofilica € emulsificada em uma fase organica, e em seguida
dispersa em uma segunda solucdo aquosa (solucdo de um surfatante) que da forma
a uma segunda emulsdo (dupla emulséao, w/o/w).

A escolha de um solvente apropriado € fundamental para o sucesso da
técnica de microencapsulamento. O solvente deve: dissolver o polimero escolhido,
ser insolavel na fase continua, ter baixo ponto de ebulicdo e volatilidade elevada e
ter baixa toxicidade [84]. Um dos solventes mais utilizados € o diclorometano devido
sua elevada volatilidade e alta insolubilidade em agua.

Jing et al [86] sintetizaram nanoparticulas a partir do copolimero de
poli(hidroxibutirato) PHB e poli(etil etileno fosfato) PEEP utilizando polimerizacéo por
abertura de anel. O PEEP que é mais amorfo reduziu a cristalinidade do PHB, o que
possibilitou a formacédo das nanoparticulas.

As micelas foram preparadas pelo método de dialise e utilizaram
dimetilformamida (DMF) como solvente durante 2 horas, ap0s atingir a temperatura
ambiente, o solvente foi removido por didlise por 24 horas. Obtiveram micelas
esféricas com didmetro entre 50 a 70 nm.

Drumond et al [9] prepararam nanoparticulas de poli(L,L — lactideo)-bloco-
poli(etileno glicol)-bloco- poli(L,L — lactideo). Para a sintese do copolimero foi
utilizado o poli(etileno glicol) dihidroxilado e octanoato de estanho como iniciador. As
nanoparticulas foram preparadas a partir do método de difusdo de solvente, neste
caso o tetrahidrofurano (THF) que é miscivel com a agua. Os copolimeros anfifilicos
se auto associaram na emulsdo, e ap0s a evaporacdo do solvente organico
obtiveram particulas esféricas com o nucleo hidrofébico de PLA e revestimento

hidrofilico de PEG, com diametros entre 50 a 250 nm.
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Takami et al [87] desenvolveram novo método de preparo de microparticulas
de copolimeros de poli(etilenoglicol)-poli(lactideo) com poli (lactideo-co-glicol) PGLA
chamado “spray dry based ”. A técnica se baseia em trés passos: (1) preparar uma
emulsdo o/w com solvente organico, contendo o polimero hidrofébico e copolimero
anfifilico; (2) a emulsdo o/w deve ser misturada em um nebulizador e (3) secar a
emulsdo com o auxilio de um aguecimento para a evaporacdo do solvente. A Figura

14 ilustra os 3 passos desta técnica.

M/\N

copolimero anfifilico em bloco

a~S ™

polimero hidrofobico

solvente organico

emulsificagdo

emuls3do of/w

r---------------------------4

uecedor filtro

bomba

'
I
1
I
!
!

emulsdo o/w

particula daemulsdo

nebuit e microparticula superficie modiﬁcadaJ

Figura 14 - Técnica de “spray dry based” para preparo de microparticulas poliméricas [87].

Foram obtidas particulas com didmetro aproximado de 2 um com uma grande
area superficial. Esta caracteristica permite que estas microparticulas possam ser
utilizadas como drug delivery para drogas de atuacdo pulmonar.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solventes

Os seguintes reagentes e solventes foram utilizados como recebidos, exceto

quando indicada purificagdo adicional prévia:

Tabela 8 - Reagentes utilizados e fornecedores.

Reagentes Fornecedores
PHB de alta massa molar (M,, 300.000 g/mol) Biocycle
PEG (ATPEG 4000F USP) indice de hidroxila de 28 mg KOH/g Oxit
xiteno
de massa molar (M, 4.000 g/mol)

Tabela 9 - Grau de pureza dos solventes utilizados.

Solventes Fornecedores / Grau de Pureza

Dicloroetano Synth (99%)
Synth (99%)
Synth (95%)
Synth (98%)

Synth (98%)

Dimetilformamida

Etanol

Metil-etilcetona

N-metil-2-pirrolidona

Octanoato de Estanho

Aldrich (98%)

Tetrahidrofurano

Synth (99%)

Acetona Casa Americana P.A
Cloroférmio Casa Americana P.A
Isopropanol Casa Americana P.A
Metanol Casa Americana P.A
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3.2 Equipamentos

Para a caracterizacdo do copolimero foram utilizados o0s seguintes

eguipamentos:

e Banho Ultrassom Unique Modelo USC-1800A. Laboratério de Engenharia de
Macromoléculas.

e DSC Q10 TA Instruments. Central Analitica IQ USP.

e Cromatégrafo de Permeacdo em Gel BOM-002, INJ-002, CRL-004,PCM-002
e software Empower 2. Laboratorio de Biotecnologia Industrial/CTPP IPT.

e Difratbmetro de raios X Panalytical, modelo X-Pert Pro com detector
X'Celerator. Laboratério de Caracterizagdo Tecnolégica (LCT) Departamento
de Engenharia de Minas e Petréleo.

e Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) Modelo
IS10 (Thermo Corporation — Nicolet).

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Inova da Varian,
com frequéncia de Ressonancia de 300 MHz para '‘H-NMR e 75 MHz para
13C.

e Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) Philips Modelo XL-30.

e Microscopio Eletrdnico FEI Modelo 600F. Laboratério de Caracterizacéo
Tecnologica (LCT) Departamento de Engenharia de Minas e Petréleo.

e Microscopio Optico com luz polarizada Olympus — BX50. Acoplado a placa de

aguecimento termostatizado Mettler Toledo.
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3.3 Métodos

3.3.1 Sintese do copolimero anfifilico

O experimento foi conduzido em uma glovebox. Em um baldo de vidro de 50 mL,
com agitador magnético, foram colocados aproximadamente 20 g de PHB e 20 g de
PEG e aquecido a 190 °C (banho de 6éleo). Durante um periodo de 15 minutos, a
mistura foi homogeneizada, e todo o processo foi mantido em ambiente controlado
com fluxo de nitrogénio, para garantir a retirada de toda a agua residual do sistema.
Em seguida, foram adicionados aproximadamente 2,9 g do catalisador octanoato de
estanho e, ap6s 15 min de reacédo, o baldo foi retirado do aquecimento e resfriado
até a temperatura ambiente. O método utilizado foi similar ao usado por Ravenelle
et. al [57]. A Figura 15 mostra o sistema onde foi realizada a transesterificagdo.

Figura 15 - Glovebox onde foi realizada sintese.

A Figura 16 mostra o0 mecanismo de reagédo, bem como os produtos formados.
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Figura 16 — Mecanismo de transesterificagéo proposto e produtos.

O produto foi resfriado a temperatura ambiente e solidificou-se como um
sélido amarelado. Para purificar o copolimero tribloco poli(3-hidroxibutirato)-bloco-
poli(6xido de etileno), foi aplicada um procedimento de purificacdo conforme o
Esquema 1. O produto foi dissolvido em 190 mL de cloroférmio em banho de ultra-
som a 45°C por 3 horas, e em seguida filtrado a vacuo. Adicionou-se 200 mL de
isopropanol (IPOH) a solucdo com o intuito de dissolver PEG nao reagido. O
copolimero tribloco precipitado foi lavado com 100 mL de hexano para extrair o
isopropanol, e em seguida, manteve-se o produto obtido a temperatura ambiente por
dois dias para a evaporacao do residuo de solventes. O copolimero tribloco foi
dissolvido em 100 mL de THF para eliminar PHB né&o reagido, insolivel em THF. A
solucdo em THF foi precipitada em hexano, o solido com rendimento de 97% foi

seco em estufa a vacuo até peso constante.
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Solido Impuro

Dissolver 190 mL CHCl,

Copolimero impuro

U Dissolver 200 mL IPOH

Copolimero precipitado

. Dissolver 100 mL HEXANO - Secar

V
Copolimero precipitado e PHB néo reagido

Dissolver 100 mL THF

V

Solucéo Copolimero Purificado

Dissolver 100 mL HEXANO - Secar

COPOLIMERO

Esquema 1- Procedimento de purificacdo do copolimero.

3.3.2. Caracterizacado do copolimero

3.3.2.1 Andlise de solubilidade

Foram realizados diversos testes de solubilidade do PHB e dos copolimeros
sintetizados, em uma série de diferentes solventes a temperatura ambiente. Em
cada tubo de ensaio foram colocados 1 a 3 mg de polimero com 0,5 a 1 mL de
solvente, todos os tubos foram aquecidos a 50°C em banho ultrassom, onde

permaneceram por 1 hora.
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3.3.2.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As analises foram realizadas com o auxilio do aluno de doutorado Douglas
Morais no laboratorio de Materiais Ceramicos do departamento de Engenharia
Metallrgica e de Matérias da Escola Politécnica da USP. Foram preparados filmes

finos de polimero sobre placas de NaCl para 0s ensaios.

3.3.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Utilizou-se para a andlise o equipamento Inova da Varian, com frequéncia de
Ressonancia de 300 MHz para 'H-NMR e 75 MHz para *C. Todas as amostras

foram dissolvidas em cloroférmio deuterado.

3.3.2.4 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

Foram utilizadas trés colunas Phenomenex Phenogel 5uL Linear em série a
30 °C, fluxo a 1,0mL.min™ da fase mével de cloroférmio grau HPLC , detector de
indice de refracdo Waters 2414 a 40 °C e sensibilidade 16. Os padrfes utilizados
foram de poliestireno monodisperso com as seguintes massas molares: 2630; 6690;
39200; 184000; 475000; 860000; 1250000; 3530000 e 5480000 g.mol™. O volume
de amostra injetado foi de 200 uL e 150 pL para o padrdo com concentracfes de
g/mL e g/mL, respectivamente. O tratamento de dados foi realizado com a utilizagéo

do software Waters Empower 2.

3.3.2.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Para a analise DSC foi utilizado o equipamento DSC modelo DSC Q10, TA
Instruments. As andlises foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio mantida com
um fluxo de 10 ml/min, na faixa de temperatura de — 80 °C até 200 °C, a uma taxa
de aquecimento de 20 °C/min. Amostras de aproximadamente 10 mg foram pesadas
em cadinhos de aluminio e foram submetidas a dois ciclos consecutivos de

aquecimento.
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3.3.2.6 Anédlise por Difracdo de Raios-X (WAXS)

As amostras foram moidas em um cadinho e compactadas com uma prensa
hidraulica por 10 segundos e corpos de prova em forma de pastilhas com as
dimensbes aproximadas de 12 mm de didmetro por 8 mm de altura foram
preparadas para os ensaios de difratometria de raios X.

O estudo foi efetuado mediante o emprego de difratdbmetro de raios X
pertencente ao Departamento de Engenharia de Minas e Petroleo da Escola
Politécnica, marca PANalytical, modelo X-Pert PRO com detector X'Celerator. As
condicbes de andlise foram: Fonte geradora de raios X de Cu, energia

45kV 40mA, intervalo angular 40° - 45°, passo 0,02° e tempo/passo de 20 segundos.

3.3.2.7 Microscopia Otica de Luz Polarizada (MOLP)

As laminas utilizadas na andlise foram preparadas da seguinte maneira: o
material foi fundido na lamina a 195 °C, e permaneceu nessa temperatura por 2 min,
em seguida as laminas contendo as amostras foram resfriadas imediatamente a
temperatura de 50 °C e em seguida observadas.

Estas analises foram feitas com o auxilio do aluno de mestrado Rafael
Kurusu, utilizando o Microscopio Optico com luz polarizada (Olympus-BX50), com
um estagio a quente (Mettler Toledo-FPHT) acoplado e as imagens foram

capturadas com auxilio de uma camera de video (Hitacr-KP-M2J).

3.4 Preparacao dos agregados micelares pelo método de difusdo de solvente

Soluc¢des micelares foram preparadas pelo método de difusdo de solvente.
Em um béquer de 50 mL, foram colocados 0,05 g do copolimero e 2,5 mL de
tetrahidrofurano (THF). Em seguida, a solugéo formada (2 % m/v) foram adicionados
12,5 mL de agua destilada. A mistura (copolimero, THF e agua destilada) foi mantida
sob agitacdo em ultrassom durante 5 horas, até completa evaporacao do THF. Apés

este periodo, verificou-se a formacao da solugéo micelar 0,5 % m/v.
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3.5 Caracterizacao das micelas

Uma das mais importantes caracteristicas dos copolimeros anfifilicos é a
formacdo de solucbes micelares, agregados de macromoléculas em agua. Esta
caracteristica tornou possivel inameras aplicagcbes em diversas areas tecnoldgicas
(agricola, cosméticos, farmacéutica e médica). As solu¢des micelares do copolimero
foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), a fim de

podermos estimar os tamanhos dos agregados micelares.

3.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias foram obtidas a partir de microparticulas secas, obtidas de
solucdo aquosa do copolimero. Para tal, a suspensdo aquosa do copolimero foi
colocada sobre o porta amostra, deixada em repouso por 15 min, em seguida, a
amostra foi adsorvida com papel de filtro. Ap6s a completa secagem, a amostra foi

metalizada e analisada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Esta secdo esta dividida em trés partes, a primeira relaciona a sintese do
copolimero, a segunda parte trata das caracterizacdes estruturais e a terceira a

caracterizacdes das micelas.

4.1 Sintese do copolimero

Ao final do procedimento foram produzidos 41,56 g de copolimero tribloco.
ApoOs a reacao de transesterificacdo foi obtido um sélido amarelado com rendimento
de 97%, o que foi bastante satisfatorio.

A transesterificacdo ocorre através do mecanismo de substituicdo nucleofilica,
envolvendo a interacdo entre a carbonila do PHB e a hidroxila terminal do PEG que
atua como nucledfilo.

Um nucledfilo € um reagente que procura um centro positivo. A palavra
nucleofilo vem de ndcleo, a parte positiva de um atomo, mais filo do grego philos,
significando amar [1]. A hidroxila terminal do PEG procura o centro positivo, que
neste caso € a carbonila do PHB. Este atomo de carbono contém uma carga parcial
positiva porque os a&tomos de oxigénio vizinhos eletronegativos atraem os elétrons
da ligagdo C-O na sua dire¢do. A Figura 16 mostra o mecanismo de reacao e 0s

produtos formados.
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Figura 16 — Mecanismo de transesterificagdo proposto e produtos.

ApGs a purificagdo o produto tornou-se um sélido branco. A Figura 17 mostra

os produtos antes e depois da purificacao.

Figura 17 - Aspecto do copolimero purificado (esquerda) e ndo purificado (direita).
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4.2 Ensaio de Solubilidade

Através dos testes de solubilidade podemos confirmar a modificacdo do
polimero biodegradavel PHB, pois este se apresenta insolivel em praticamente
todos os solventes (exceto em CHCI; que se mostra eficaz em todos os polimeros),
enquanto os copolimeros mostram-se sollveis ou emulsificados em solventes em
que o PHB ¢é insoluvel. O copolimero emulsificado apresentou uma pequena
quantidade de residuos, tal fato, provavelmente, se deve as condicbes em que 0s
testes foram feitos. O solvente NMP ndo se mostrou eficaz na solubilizacdo de todos
os polimeros testados, enquanto o THF e o DCE se mostraram os melhores
solventes, formando solugbes homogéneas.

A Tabela 10 apresenta os parametros de solubilidade dos solventes utilizados
e a Tabela 11 o comportamento dos polimeros frente aos solventes utilizados. A
Figura 18 ilustra o copolimero tribloco quando insoltvel (a), emulsificado (b) e
soluvel (c).

Os parametros de solubilidade dos solventes utilizados ndo explicam os
resultados dos testes de solubilidade, uma vez que em solventes com valores de 19
a 20,1 MPa'?, os copolimeros apresentaram solubilizacdo e emulsificacdo, assim

como em solventes com valores de até 29,7 MPa*?

(metanol), enquanto que em N-
metilpirrolidona (23,1 MPa'?) os copolimeros sdo insolGveis. Frente a estes
resultados, conclui-se que o ideal seria testar um maior nimero de solventes, a fim
de que se possa fazer um mapeamento das trés componentes do parametro de
solubilidade (parametros de dispersdo (d4), dipolar (5,) e de ligacdo de hidrogénio

(6n), e com isso prever o comportamento de solubilizacdo dos copolimeros.

Tabela 10 - Pardmetros de solubilidade (6) de diversos solventes.

Solventes
Parédmetro de Solubilidade|CHCI,| DCE[NMP|THF| DMF|MeOH|EtOH Alcool*| MEK |Acetona

8 (MPa ?) 190 201 |231|194|249| 297 | 26 | 235 | 190| 203
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Tabela 11 - Comportamento dos polimeros frente a solubilidade.

Solventes
Parametro de CHCI
Solubilidade ® | DCE |[NMP | THF | DMF | MeOH | EtOH | IPOH | MEK | Acetona
§ (MPa 2 190 | 20,1|231(19,4|249| 29,7 | 26 | 235|190 | 20,3
Solventes
Polimero/ Solubilidade |CHCI3|DCE |NMP | THF | DMF | MeOH | EtOH | IPOH | MEK | Acetona
PHB S I I I | I I | I |
COPOLIMERO 1 S S | E E E E | E E

Siglas : de solventes : DCE (dicloroetano); NMP (N-metil - 2- pirrolidona); THF (tetrahidrofurano);
MeOH (metanol);EtOH (etanol 95%) ; IPOH (isopropanol); MEK (metil-etilcetona).

Resultados: | (insoldvel); S (soltvel); E (emulsificado).

Figura 18 - Aspecto do copolimero insoltvel (a), emulsificado (b) e soltvel (c).

4.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia € o estudo das interacdes da radiacdo eletromagnética com
a matéria. A radiacao eletromagnética pode ser dividida em diferentes regides que
correspondem a diferentes técnicas espectroscopicas. A regido entre 4000 e 400

by

cm™ corresponde & regido considerada infravermelho préximo, onde as bandas
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vibracionais absorvidas pelos compostos tém sido amplamente usadas em quimica
organica e analitica por muitos anos para sua identificacdo e/ou caracterizacao [88].

A partir da deteccéo de feixes de ondas eletromagnéticas incidentes sobre a
amostra, que absorve determinados comprimentos de onda, sdo gerados espectros
de absor¢cdo ou de reflexdo. Nas moléculas, os atomos ou grupos atbmicos estao
em continuo movimento, uns em relagdo aos outros. “Quando elas sédo sujeitas a
radiacdo com energia semelhante a correspondente, as moléculas podem alterar os
seus estados de vibracdo, absorvendo a radiacdo correspondente a diferenca de
energia entre o estado inicial e o estado excitado detectado pelo espectrometro.
Assim, através de comparacdo dos valores de energia € possivel identificar as
moléculas ou tipos de moléculas presentes nas amostras” [88].

O método da transformada de Fourier € um tratamento matematico rapido e
sensivel e quando acoplado com acessoérios como refletancia total atenuada é
possivel estudar as camadas superficiais da amostra, permitindo uma analise nédo
destrutiva da superficie, sendo possiveis andlises de FTIR de pastas, géis, semi-
sélidos, pos e filmes [90].

A Tabela 12 apresenta diversos grupos funcionais que podem ser observados

em funcao da freqiiéncia, utilizando a técnica de espectroscopia no infravermelho.

Tabela 12 - Posi¢éo de bandas caracteristicas dos grupos funcionais na técnica IR [89].

Absorcéo da Ligacao Frequéncia (cm™)
Estiramento C-C 980,3
Estiramento C=0 1720

Estiramento CH3 2873, 2979*
Estiramento CH; 2853, 2926*
Estiramento C-O 1280, 1132
Angular CH3 1380, 1458
Angular CH, 1230, 1465

C-H Oriundo da degradacgao 1453,2

* Estiramento simétrico e assimétrico, respectivamente.
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A Figura 19 mostra espectros FTIR do PHB, do PEG e do copolimero tribloco.
No espectro FTIR do PHB bandas intensas referentes aos estiramentos C-C, C-O,
C=0 foram observadas, além de bandas fracas referentes as deformacbes
angulares dos grupos metila e metileno.

Ja no espectro referente ao PEG, uma banda intensa em 2900 cm™ é
observada, a qual é atribuida a vibracdo de estiramento do grupo CH,, além das
bandas intensas referentes ao estiramento C-C, e C-O em 980 cm™e 1280 cm™
respectivamente Estes valores de bandas estéo de acordo com outros estudos [11-
13].

No espectro de FTIR do copolimero tribloco, as bandas do bloco PEG em
1280 cm™ (C-0) e 947 cm™ (C-C) diminuiram & medida que os blocos de PHB
tornaram-se visiveis. Uma intensa banda em 1739 cm™ referente ao estiramento da
carbonila é observada, o que comprova a formacdo da ligacdo éster através da

transesterificacao.
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4.4 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H

A interacdo entre 4&tomos e a radiacdo eletromagnética € caracterizada pela
absorcdo e/ou emissdo de fotons pelos atomos, de tal forma que os quanta dos
fétons sejam iguais a diferenca de energia dos niveis energéticos atémicos.

Sabendo-se que a energia de um foton € proporcional a frequéncia, as
diferentes formas de espectrometria sdo distinguidas com base nas frequéncias
envolvidas. A espectroscopia de RMN usa radiofrequéncias que estdo na faixa de 4
a 900 MHz. Em RMN a absorcéo e emissdo da radiacao eletromagnética podem ser
observadas quando um nucleo é submetido a um intenso campo magnético
uniforme. [88]

A base desta técnica foi proposta por W. Pauli em 1924, sugerindo que certos
ndcleos atdbmicos deveriam ter as propriedades de spin e momento magnético e que,
consequentemente, a exposicdo a um campo magnético deveria levar a um
deslocamento de seus niveis de energia. Foi em 1964 que Bloch e Purcell
demonstraram que 0s nucleos absorvem radiacdo eletromagnética em um campo
intenso, como consequencia do desdobramento de niveis de energia induzido pelo
campo magnético [91]

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H do PHB, do PEG e do
copolimero sdo apresentados na Figura 18. Os protons correspondentes aos
diferentes grupos funcionais estdo assinalados nos espectros. Os deslocamentos
quimicos em 1,26; 2,43 - 2,63; 5,23 ppm, do bloco do PHB, representam
respectivamente os grupos metil, metileno e metino. O pico acentuado em 3,64 ppm
indica os prétons metileno do bloco PEG. Estes valores estdo de acordo com outros
estudos [11-13]. O grupo hidroxila final do PEG, o qual normalmente aparece em
3,72 ppm foi consumido durante a reacao, formando a nova ligacdo éster com o
bloco de PHB. Este resultado indica a reacao entre um bloco central de PEG e dois
blocos laterais de PHB, com uma ligacao éster entre estes.

As estruturas dos polimeros e do copolimero também estédo representadas na

Figura 20.
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Figura 20 - Espectros de Ressonancia Magnética de "H do PHB (a), PEG (b) e Copolimero tribloco
(c) em CDCls.

4.5 Composicao do copolimero determinada por Ressonancia

Magnética Nuclear 1H

Uma importante caracteristica da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear
de 'H é que as areas dos picos sdo proporcionais ao nimero de prétons de cada
espécie. Sendo assim, podemos quantificar as composi¢cées das substancias. Apos
a passagem de uma série de pulsos curtos (radiofrequéncia) (com excitacdo dos
ndcleos seguida do retorno ao estado fundamental, através do processo de
relaxacdo) é produzido um sinal de decaimento livre que, por Transformada de
Fourier, é convertido no espectro convencional. Normalmente utiliza-se o intervalo
de 1 segundo entre a aplicacdo dos pulsos.

A razdo molar (PHB:PEG) no copolimero, foi determinada a partir do espectro
RMN - *H, usando a equacao 1[92]:
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FHE _

=4$=1,333x- (1)
PEG h

b afea

Onde:
a = Integracao da &rea correspondente ao grupo metila do PHB (1,2-1,4 0)

b = Integracéo da area correspondente ao grupo metileno PEG (3,6-3,7 0)

Para o copolimero obtivemos m = 140 e n = 91.

4.6 Ressonancia Magnética Nuclear de *°C

A espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de **C, diferente da
espectroscopia no infravermelho, confirmam a formacdo do copolimero. Espectros
comparativos entre o produto final da reacédo, o copolimero, e o homopolimero PHB
sé&o mostrados na Figura 21.

Pelo espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de '°C, confirmamos
novamente a formacdo do copolimero tribloco, pois houve o aparecimento do
deslocamento quimico na regido de 70 ppm referente ao metileno do PEG unido (
Figura 19), via ligacdo éster, ao bloco de PHB; este deslocamento quimico nao é

observado no homopolimero PHB (poliéster).
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4.7 Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC)

Durante a polimerizacdo, o crescimento das cadeias poliméricas ocorrem
estatisticamente. A distribuicdo dos comprimentos de cadeias variam desde
oligbmeros até cadeias muito longas com valores de niumero de meros variando em
torno de um valor médio com uma dispersdo em torno desta média. A polimerizacao
consequentemente tem como resultado final uma massa molar (média) e uma
polidispersdo. Ocorre o crescimento independente das cadeias poliméricas, o que
faz com que sejam produzidas cadeias poliméricas com comprimentos diferentes
variando em torno de uma média. Este fenbmeno gera a distribuicdo da massa
molar do polimero.

A massa molar numérica média (M,) é definida como sendo a massa molar de
todas as cadeias, dividido pelo namero total de cadeias. Esta massa molar leva em
conta mais fortemente o numero de cadeias. [93]

A massa molar ponderal média (M,,) € definida como sendo a massa molar
das cadeias poliméricas presentes em cada fracdo. De outra forma, pode-se dizer
gue a massa molar de cada fracdo contribui de maneira ponderada para o calculo da
média total. Quando o interesse é de se considerar mais fortemente a massa molar
de cada fracdo, utiliza-se a massa molar média Z (Mz).

As medidas de viscosidades de solucfes poliméricas permitem o calculo da
massa molar média viscosimétrica (M,), que depende do espaco ocupado pelas
macromoléculas, causando oposi¢do ao escoamento, e sao fatores importantes, ndo
apenas o numero e o peso das moléculas, mas também a sua forma na solugéo
[94].
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Figura 22 - Distribuicdo estatistica de massa molar em um polimero [94].

Os resultados apresentados nas Figuras 23 , 24 e Tabela 13 mostram que
houve a formacdo de um copolimero, e este possui uma massa molar média
ponderal muito inferior ao do polimero PHB (14.953 g/mol comparado a 266.665
g/mol) uma vez apos a reagdo de transesterificacdo ocorre em condi¢cdes extremas,
formando o copolimero tribloco de PHB-PEG-PHB, uma cadeia polimérica muito

menor comparado ao polimero original.
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Figura 23 — Distribuicdo de massa molar do PHB.
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Figura 24 — Distribuicdo de massa molar do Copolimero.

Tabela 13 - Massas Molares dos polimeros determinadas por GPC.

Amostra Mn(g/mol) Mw(g/mol) Mw/Mn

PHB 75400 266700 3,53

Copolimero 10150 14950 1,47

4.8 Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)

A analise térmica é definida como um grupo de técnicas por meio das quais
uma propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus produtos de reagédo €
medida em funcdo da temperatura, enquanto esta substancia é submetida a uma
programacao controlada de temperatura e sob uma atmosfera especificada. Na
Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) a propriedade fisica em questdo é o fluxo
de calor em funcdo do témpero e/ou temperatura.

Curvas DSC permitem verificar temperaturas de fusdo cristalina. A fuséo é

uma transi¢cdo de primeira ordem, caracteristica dos polimeros semicristalinos. Esta
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transicdo ocorre sempre em uma faixa de temperatura, devido a distribuicdo de
tamanho dos dominios cristalinos presentes no material.

A Figura 25 representa a curva DSC do PEG 4000, que apresenta
temperatura de fusao cristalina (T,) de 64,81°C, correspondente ao maximo do pico
de fusdo na curva DSC. O calor de fusdo pode ser determinado pela area contida
sob o pico endotérmico, que dada em funcdo da massa de amostra utilizada,

fornece, neste caso, o calor de fusdo de 191,4 J/g.

0
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Figura 25 — Curva de DSC do poli(etileno glicol) PEG 4000.

A Figura 24 apresenta a curva DSC do poli(3-hidroxibutirato) utilizado na
sintese , que possui temperatura de fusdo de 170,53°C com calor de fusédo de 90,35
J/g.

Neste polimero também foi verificado o fenémeno de cristalizagdo, cuja
temperatura de transicdo T. aparece com o0 maximo em 60,76 °C.O processo de
cristalizacdo altera a morfologia do polimero, além disso, o entendimento deste
processo € de grande importancia em operacdes praticas na fabricacdo de plasticos,
tais como extrusdo e fiagdo de polimeros fundidos, pois afeta a densidade e a
cristalinidade do polimero e, consequentemente, as suas propriedades mecanicas,

térmicas e opticas. A cristalizacdo de um polimero € acompanhada da liberacéo de
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calor latente, que gera um pico exotérmico bem definido na curva DSC. Na Figura
26, observamos um pico de cristalizacao a 60,76°C com calor latente de 32,33 J/g.
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=
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Figura 26 — Curva de DSC do poli(hidroxibutirato) (PHB).

A Temperatura de transigédo vitrea (T4) € aguela em que se inicia 0 movimento
de rotacdo de segmentos da cadeia polimérica. A passagem do estado vitreo (mais
ordenado) para o estado mais flexivel e menos ordenado € uma transicdo de
segunda ordem, portanto um processo acompanhado de variagcdo de capacidade
calorifica da amostra, que se manifesta como variacao da linha base da curva DSC.

As normas ASTM E 1356 e ASTM D 3418 descrevem o procedimento para a
determinacdo da T4 por DSC. A Figura 27 representa uma ampliagdo da Figura 24
na faixa de -70 a 30°C, que tem como objetivo facilitar a visualizacdo da
determinagéo da T4 do PHB.

Para a determinagdo da T, primeiramente deve-se fazer duas linhas
tangentes que marcam o inicio e fim do evento da variacdo de calor especifico da
amostra. A faixa de temperatura que caracteriza a transi¢ao vitrea esta contida entre
os pontos “onset” (inicio extrapolado 3,81°C) e “endset” (final extrapolado 5,14°C). A
temperatura de transigao vitrea € o ponto intermediario entre o “onset” e o “endset’,

no caso do PHB, foi verificada uma Tg4 de 4,47°C.
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Figura 27— Ampliacdo da curva de DSC do Poli(hidréxibutirato) PHB .

A Figura 28 mostra o comportamento térmico do copolimero tribloco através
da curva DSC. A temperatura de fusdo do PHB foi reduzida de 170,53°C para
154,45°C. Esta mudanca é muito vantajosa para o uso do PHB, pois sabendo que
sua temperatura de decomposicédo é de 190 °C, com a temperatura de fusdo mais
baixa, sua janela de processamento € aumentada em aproximadamente 82 %.

N&o foi possivel detectar a Ty deste novo material. No entanto, um
interessante fato pode ser observado. Uma dupla fusdo ocorre em temperaturas de
29,76 e 46,37°C o0 que demonstra que um copolimero em bloco foi de fato
sintetizado, pois a dupla fusdo é caracteristica destes materiais em que temos dois
diferentes polimeros, sendo que ocorre a fusdo dos cristalitos do segmento que

possui menor temperatura de fusao cristalina.
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Figura 28 — Curva de DSC do Copolimero Tribloco PHB-PEG-PHB.

Com curvas DSC é possivel calcular a cristalinidade com base nas variacdes
de entalpia de fusdo dos copolimeros, comparando-se com valores teoricos de
polimeros 100 % cristalinos. Para o PHB 100 % cristalino, o AH°; é 146 J.g™* [95]. A
Equacdo 2 [96] mostra a porcentagem de cristalinidade dos segmentos PHB,
usando-se a entalpia de fusdo para o PHB 100 % cristalino (AH®), a entalpia de
fusdo dos segmentos PHB obtido por DSC (AH;), e a composicdo de PHB em
porcentagem no sistema, Wppg.

1 AHF

X= AHf® WpgE (100)

2)

A Tabela 14 mostra a porcentagem de cristalinidade e a entalpia de fusao
cristalina, tanto do PHB quanto do copolimero tribloco, além da composi¢cdo do
copolimero. A composi¢cdo foi determinada a partir do espectro de Ressonancia
Magnética Nuclear, onde se observa uma razdo molar entre 0s segmentos
(PHB:PEG) de 140:91, que corresponde a composicao percentual em massa de 60
% de segmentos PHB no copolimero tribloco.
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Tabela 14 - Composigéo percentual, entalpia de fusao e cristalinidade do PHB e copolimero tribloco.

Polimero Composicéo percentual Entalpia de fuséo (J/g) Cristalinidade (%)

PHB 100 90,35 61,8

Copolimero 60 (%PHB) 51,51 47,0

Ao analisarmos a Tabela 4, foi verificada uma redugcdo de aproximadamente
15% na cristalinidade dos segmentos de PHB no copolimero tribloco, comparado ao
PHB puro, demonstrando que a presenca de trechos de PEG, mais flexiveis, ndo
alterou o processo de cristalizacdo do PHB. Mas é dificil determinar a cristalinidade
de cada um somente pela interpretacdo das curvas de DSC, porque trata-se de um
sistema tribloco e a escassez de informacdes sobre estes sistemas poliméricos na
literatura, dificultam ainda mais esta finalidade. Todavia, 0 uso de outros métodos de
analise, como a microscopia 6tica pode oferecer mais informacdes sobre a estrutura

cristalina presente no copolimero.

4.9 Analise por Difracdo de Raios-X ( Wide Angle X-Ray Scattering
WAXS)

Raios X sdo radiacoes eletromagnéticas com energias na faixa de 100 eV —
100 keV. Para aplicacdes em difracdo, sdo usados os raios X de comprimento de
ondas curto (hard x-rays) na faixa de poucos angstroms a 0,1 angstrom (1 keV — 120
keV) que corresponde a oredem de grandeza dos atomos e moléculas. O motivo de
se usar ondas eletromagnéticas na regido dos raios X € devido ao espacamento
entre as camadas de atomos em um cristal possuirem a mesma ordem de grandeza
do comprimento de onda desta radiagdo, onde o fenébmeno de difracdo pode ser
observado.

Para obter padrées de difracdo acentuados em cristais, as ondas espalhadas
devem interagir entre si de forma construtiva. Este fenbmeno é conhecido como

interferéncia e ocorre quando as ondas espalhadas por planos sucessivos de
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atomos em um cristal, estdo em fase, ou seja, a diferenca de caminho, entre os
planos do cristal deve ser igual a um multiplo inteiro do comprimento de onda. [97]

A Figura 29 representa os difratogramas de Raio-X obtidos do PHB, PEG
4000 e do copolimero sintetizado. Os picos em 26 = 19°, 22° sdo caracteristicos do
PEG. Os picos em 26 = 12°, 17° e 22°, sdo caracteristicos da estrutura cristalina do
PHB, cuja célula unitaria € classificada como ortorrombica. No difratograma do
copolimero, os picos que representam tanto a estrutura cristalina referente ao PHB
guanto aos picos que representam a estrutura cristalina do PEG 4000.

Com esta técnica, ndo foi possivel fazer uma comparagdo entre os halos

amorfos do copolimero, o que inviabiliza o célculo da cristalinidade do material.

PHB
PEG 4000
‘ \ —  Copolimero
n I
A
! | ! | ! | ! I ! I ! 1
10 15 20 25 30 35

26

Figura 29 — Difratogramas de Raios-X dos homopolimeros e copolimero.

4.10 Microscopia Otica de Luz Polarizada (MOLP)

Esta técnica de Microscopia Otica foi utilizada para estudar a cristalinidade,
sendo assim, uma técnica complementar junto as demais técnicas de analise.
As amostras dos copolimeros foram preparadas sobre laminas de vidro

recobertas por laminulas de vidro. Estas laminas ficaram por dois minutos a 195°C
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e, em seguida, submetidos a um resfriamento lento até 50°C. As imagens da Figura
foram obtidas com aumento de 50 vezes.

O PHB resfriado lentamente a partir do estado fundido apresenta inicialmente
a formacdo de grandes esferulitos a temperaturas acima de 60°C, o que pode ser
visualizado na Figura 30, o que indica um processo de cristalizacdo no qual a
densidade de nucleacado € baixa, formando assim poucos nucleos. A densidade de
nucleacdo do PHB varia fortemente com a temperatura, um aumento da mesma
ocasiona pronunciada reducdo no numero de esferulitos. Em temperaturas menores
que 60°C, é possivel observar uma maior quantidade de esferulitos, tal fato pode ser
relacionado a reducdo da energia livre critica AG™ e aumento da estabilidade dos
nacleos com dimensées menores. Por outro lado, o aumento da temperatura
ocasiona reducdo da nucleacdo e um aumento na difusdo das cadeias, e,
consequentemente, um aumento na taxa de crescimento dos cristais. [99,100]
Entretanto, neste trabalho ndo foram feitas medidas cinéticas do processo de
cristalizacao.

A massa molar tem grande influéncia na morfologia da fase cristalina, de tal
modo que podemos observar o aparecimento tardio de esferulitos no copolimero
tribloco. A ligagdo éter, juntamente a menor cristalinidade, baixa temperatura de
fusdo e reduzida massa molar permite que o material sintetizado forme esferulitos
apenas em 50°C com uma morfologia bem diferenciada se compararmos com 0s
esferulitos de PHB. E importante observar que o homopolimero PEG com massa
molar superior a 4000 g.mol™, apresenta temperatura de fusdo ao redor de 60 °C
[101].

ISOTERMAS PHB COPOLIMERO

110°C

—
200 pm




66

200pum

100°C

90°C

80°C

70°C




67

60°C

50°C QLS
\\\‘ %, \\\\\

”/\\\?’,,

Figura 30 - Micrografias do PHB e do copolimero em fungdo da temperatura da cristalizagéo

isotérmica.

5 Caracterizacdo das micelas

5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O desenvolvimento da microscopia eletrbnica teve como principal desafio
conseguir ultrapassar a barreira de resolucao pela luz visivel. O primeiro protétipo de
microscoépio eletrdnico foi construido em 1931. No final dos anos 80 o langamento no
mercado dos microscépios ambientais tornou a técnica versétil. As técnicas de
microscopia eletrbnica sao hoje as principais ferramentas disponiveis para o estudo
da estrutura fina e da morfologia de materiais.

Diferentemente da microscopia Optica, que usa luz para formacdo de imagem,
0 microscopio eletrbnico utiliza elétrons. A principal vantagem de se utilizar um

microscoépio eletrénico em relacdo ao uso de um optico é a resolugdo. Microscopios
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Opticos garantem a visualizacdo de detalhes em escala micrométrica, enquanto que
os eletrénicos de varredura em escala nanométrica.

O microscopio eletrénico de varredura €, sem duvida, o microscopio eletrénico
mais versatil. E geralmente utilizado para o estudo de estruturas superficiais ou
subsuperficiais de amostras com dimensoes relativamente grandes. As imagens tém
alta profundidade de foco. S&o imagens tridimensionais sendo mais faceis de
interpenetrar que as imagens de projecdo de microscopia de transmissdo. Esta
técnica também produz imagens de alta resolucdo, garantindo alta ampliacdo de
detalhes proximos sem perda de nitidez.

A Microscopia eletrdnica de Varredura permite, através da interacdo elétrons-
matéria, a obtencdo de imagem tridimensional indireta da superficie com aumento
da ordem de 10 a 150.000 vezes e a determinacdo da forma e o tamanho das
particulas no estado sélido (seco), do copolimero.

A Figura 31 mostra as imagens em microscopia eletronica de varredura das
nanoparticulas formadas de PHB-PEG-PHB. As imagens mostram que o0S
copolimeros adquiriram formato esférico irregular em meio aguoso. Estas particulas
irregulares, analisadas por MEV apresentam diametros de em média 50-250 nm. Os
agregados micelares dependem da concentracdo da fase organica em que foram
dissolvidos além disso, a preparacdo da dispersdo tem um efeito muito importante

na preparacao das micelas.

a) b)
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Figura 4— Microscopias das estruturas micelares
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho teve como finalidade o estudo de um novo copolimero
anfifilico tribloco de PHB-PEG-PHB com objetivo de melhorar as propriedades do
PHB e consequentemente a aplicabilidade do produto.

Através de uma transesterificacdo no estado fundido com catalisador de
estanho, foi possivel sintetizar o copolimero, com rendimento total de 97% e com
menores massas molares ( Mn= 75400 g/mol para o PHB e 10150 g/mol para o
copolimero), comprovada pelos resultados de GPC.

A andlise de solubilidade do material permitiu o planejamento da rota de
purificacdo do copolimero com sucesso, além de comprovar que o material tornou-
se de fato anfifilico.

No espectro de FTIR do copolimero tribloco, as bandas do bloco PEG em
1280 cm™ (C-0) e 947 cm™ (C-C) diminuiram & medida que os blocos de PHB
tornaram-se visiveis. Uma intensa banda em 1739 cm™ referente ao estiramento da
carbonila é observada, o que comprova a formacédo da ligacdo éster através da
transesterificacao.

Na Ressonancia Magnética Nuclear, os deslocamentos quimicos em 1,26;
2,43 — 2,63; 5,23 ppm, do bloco do PHB, representam respectivamente 0s grupos
metil, metileno e metino. O pico acentuado em 3,64 ppm indica os prétons metileno
do bloco PEG. O grupo hidroxila final do PEG, o qual normalmente aparece em 3,72
ppm foi consumido durante a reacéo, formando a nova ligacdo éster com o bloco de
PHB. Este resultado indica a reacdo entre um bloco central de PEG e dois blocos
laterais de PHB, com uma ligacao éster entre estes.

Na Calorimetria Diferencial Exploratéria, a temperatura de fusdo do PHB foi
reduzida de 170,53 °C para 154,45 °C. A cristalinidade do copolimero reduziu em
aproximadamente 15% comparada a cristalinidade do PHB puro.

Nas curvas de difracdo de raios-X do copolimero, 0s picos que representam
tanto a estrutura cristalina referente ao PHB quanto aos picos que representam a
estrutura cristalina do PEG 4000. N&o foi possivel fazer o calculo de cristalinidade a
partir desta técnica.

A massa molar tem grande influéncia na morfologia da fase cristalina, de tal

modo que podemos observar o aparecimento tardio de esferulitos no copolimero ftri



70

bloco com a técnica de Microscopia Otica. A ligacdo éter, juntamente a menor
cristalinidade, baixa temperatura de fusdo e reduzida massa molar permite que o
material sintetizado forme esferulitos apenas em 50°C com uma morfologia bem
diferenciada se compararmos com os esferulitos de PHB.

O método de difusdo de solvente foi satisfatorio para preparo dos agregados
micelares. Com a Microscopia Eletronica de Varredura, foram observadas

nanoparticulas com tamanho de aproximadamente 250nm.
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