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RESUMO

A crescente utilizacdo de produtos fabricados a partir de polimeros nao-biodegradaveis,
provenientes de rota petroquimica, como copos descartaveis, garrafas e sacolas plasticas, tém
contribuido para o acumulo de residuos plasticos no planeta. Uma alternativa viavel para solugéo
deste problema é a utilizacdo de polimeros biodegradaveis para producdo destes produtos. Além
disso, alguns polimeros biodegradaveis, como o poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e a quitosana, tém
aplicacdes médico-hospitalares e alimenticias, por apresentarem propriedades, como atoxicidade
e biocompatibilidade. No entanto, nestes setores hd a necessidade da esterilizagdo dos seus
produtos. Portanto, o presente trabalho teve como principal objetivo a avaliacdo das propriedades
morfoldgicas, mecanicas e térmicas de blendas de PHB/quitosana ap6s processos de esterilizacdo
térmica ou radiolitica. As blendas foram preparadas pelo método casting solution (0,7% m/m de
quitosana) e suas propriedades foram avaliadas a partir de diversas técnicas, como espectroscopia
do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), ressonancia magnética nuclear (RMN-
'H), microscopia eletrdnica de varredura (MEV), ensaio de tracdo, calorimetria exploratria
diferencial (DSC) e analise termogravimétrica (TGA). Os filmes obtidos de PHB e
PHB/quitosana apresentaram-se homogéneos e opacos, enquanto os filmes de quitosana ficaram
homogéneos e transparentes. Atraves da analise por componentes principais dos espectros de
infravermelho dos filmes de PHB puro, quitosana pura e das blendas PHB/quitosana foi possivel
observar a formacéo de dois agrupamentos distintos em relagéo as suas estruturas quimicas. Além
disso, também foram evidenciadas alteracfes nos espectros de infravermelho das blendas antes e
ap6s irradiacdo. No espectro de RMN-'H ndo foi observada nenhuma nova estrutura com a
adicdo da quitosana, nem ap0s irradiacdo. Com base no MEV, foi possivel observar na blenda a
presenca de granulos, referentes a quitosana, dispersos na matriz de PHB. Também foi observado
que apos esterilizagdo térmica, a blenda apresentou uma superficie rugosa, com a presenca de
granulos e alguns vazios na matriz. Entretanto, apds a esterilizacdo radiolitica, os filmes
apresentaram superficie lisa e homogénea. As propriedades mecénicas (tensdo maxima,
deformacdo especifica e modulo de elasticidade) da blenda se mantiveram aproximadamente
constantes ap0s processo de esterilizacdo térmica, ndo sendo comprometidas com a presenca da
quitosana. Porém apds esterilizacdo radiolitica as blendas se apresentaram quebradicas. A
temperatura e entalpia de cristalizacdo, a temperatura de fusdo e o grau de cristalinidade das
blendas ndo foram alteradas com a adicdo de quitosana, nem apos esterilizacdo térmica, porém
para as doses de 50 e 75 kGy, houve uma reducdo no valor da entalpia de cristalizacdo e no grau
de cristalinidade da blenda. Provavelmente, a radiacdo-y, nessas doses, comprometeu a regido
cristalina da blenda. O comportamento térmico da blenda, antes e ap0s processos de esterilizacao
térmica ou radiolitica, observado na curva de TGA foi semelhante ao do filme de PHB puro. As
blendas ndo apresentaram atividade antimicrobiana, provavelmente devido ao baixo percentual de
quitosana presente na blenda.

Palavras-chave: Poli(3-hidroxibutirato) (PHB). Quitosana. Blendas poliméricas. Esterilizacao
térmica. Esterilizacdo radiolitica.



ABSTRACT

The increasing use of products made from non-biodegradable polymers, from petrochemical
route, such as disposable cups, bottles and plastic bags, have contributed to the accumulation of
plastic waste on the planet. An another viable way to this problem is the use of biodegradable
polymers for producing these products. In addition, some biodegradable polymers such as poly(3-
hydroxybutyrate) (PHB) and chitosan, have medical, hospital and food applications, due to their
properties such as low toxicity and biocompatibility. However, in these areas there is the need for
sterilization of their products. Therefore, this study has as main goal to evaluate the blends
properties of PHB/chitosan after thermal or radiolytic sterilization processes. The blends were
prepared by casting solution method (0,7% w/w of chitosan) and its properties were evaluated
from several techniques, such as Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), nuclear
magnetic ressonance (NMR-'H), scanning electron microscopy (SEM), tensile testing,
differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA). The films
obtained PHB and PHB/chitosan were homogenous and opaque, while the chitosan films were
homogeneous and transparent. Through the principal component analysis of the infrared spectra
of the pure PHB films, pure chitosan and PHB/chitosan blends was observed the formation of
two distinct groups in relation to their chemical structures. Besides that, differences in the
infrared spectra of the blends before and after irradiation were also observed. There has been no
new structure in the NMR-"H spectrum with the addition of chitosan or after irradiation. Based
on SEM, it was possible to observe the presence of granules in blends, referee to chitosan,
disperses on PHB matrix. It is also realized that after thermal sterilization, the blend showed
rough surface, with granules and some empties in the matrix. However, after radiolitic
sterilization, the films showed a smooth and homogeneous surface. The mechanical properties
(maximum tension, specific deformation and modulus of elasticity) of blend remained
approximately constant after thermal sterilization process, and is not compromised by the
presence of chitosan. Although, after radiolytic sterilization blends presented brittle. The
crystallization temperature and enthalpy, melting temperature and degree of crystallinity of the
blends were not changed with the addition of chitosan or after the thermal sterilization, but for the
dose of 50 and 75 kGy, in which there is a reduction in the crystallization enthalpy value and the
degree of crystallinity of the blend. Probably, the radiation-y, in those doses compromised the
crystal region of the blend. The thermal behavior of the blend before and after thermal or
radiolytic sterilization processes observed in the TGA curve was similar to pure PHB film. The
blends showed no antimicrobial activity, probably due to low percentage of chitosan present in
blend.

Keywords: Poly(3-hydroxybutyrate) (PHB). Chitosan. Polymers blends. Thermal sterilization.
Radiolytic sterilization.
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1 INTRODUCAO

Os produtos fabricados a partir de materiais plasticos tém estado cada vez mais presentes
no cotidiano das pessoas. 1sso se deve a algumas propriedades desses materiais, como leveza,
atoxicidade, durabilidade, baixo custo, capacidade de serem reciclados, de serem moldados e de
substituir produtos feitos de metais, madeira, vidro, papel, entre outros. Além disso, apresentam
uma variedade de aplicacdes, desde plasticos rigidos altamente cristalinos a polimeros ducteis
(FARIA; FRANCHETTI, 2010; WANG; WANG,; LIU, 2015).

Em contrapartida, o crescente uso desses produtos e seu descarte incorreto tém provocado
uma série de danos ao meio ambiente, uma vez que, 0s mesmos sdo produzidos a partir de
polimeros sintéticos convencionais, bastante resistentes ao ataque de micro-organismos, e,
portanto, levam mais tempo para se degradarem, contribuindo assim, para 0 aumento da

quantidade de residuos plasticos presentes no meio ambiente (CASARIN et al., 2013).

Com a finalidade de minimizar o impacto ambiental causado pelo mau gerenciamento de
residuos plasticos, tem-se como principais alternativas: a incineracdo ou a reciclagem desses
materiais, ou ainda, a substituicdo dos mesmos por polimeros biodegradaveis (FRANCHETTI;
MARCONATO, 2006; ROSA; PANTANO FILHO, 2003).

A incineracdo consiste na queima dos residuos plasticos em fornalhas. Durante esse
processo uma grande quantidade de calor é liberada, podendo ser utilizada para producdo de
energia elétrica (ROES et al., 2012). Entretanto, este processo ndo é um método recomendavel,
devido ao alto custo dos fornos de aquecimento e da liberacdo de gases poluentes
(FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).

A reciclagem é uma maneira efetiva para resolver o problema da destinacdo incorreta dos
residuos plasticos, pois ela traz diversos beneficios, tais como: economia de matéria-prima e de
energia, reducdo da quantidade de residuos solidos que vdo para o processo de incineracao e
aterros sanitarios e substituicdo parcial dos plasticos virgens produzidos a partir do refino do
petréleo. A reciclagem de plasticos compreende quatro fases: coleta, separacdo, processamento e
venda. A fase de separacdo € a etapa mais importante, pois diferentes plasticos, geralmente, ndo

podem ser reciclados juntos devido a incompatibilidade quimica e a diferenca dos seus pontos de
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fusdo e estabilidade térmica, o que pode prejudicar a qualidade dos plasticos reciclados.
(FRANCHETTI; MARCONATO, 2006; WANG; WANG; LIU, 2015).

A utilizacdo de produtos feitos de polimeros biodegradaveis também constitui uma
alternativa viavel, pois estes materiais sdo consumidos em semanas ou meses, sob condicdes
favoraveis, pela acdo de micro-organismos de ocorréncia natural como bactérias, fungos e algas,
resultando em diéxido de carbono (CO;), metano (CH,4), componentes celulares e outros produtos
(ASTM, 2012; FRANCHETTI; MARCONATO, 2006). Os polimeros biodegradaveis podem ser
provenientes de fontes naturais renovaveis como milho, celulose, batata, cana de agucar, ou
serem sintetizados por bactérias como é o caso do poli(3-hidroxibutirato) (PHB), ou ainda,
podem ser derivados de fonte animal, como a quitosana que € produzida a partir da carapaca de
alguns crustaceos e também esta presente em alguns insetos, fungos, cogumelos e minhocas
(CHODAK, 2008; FECHINE, 2013; PENICHE; ARGUELES-MONAL; GOYCOOLEA, 2008).

Muitos pesquisadores vém se dedicando ao estudo da modificacdo dos polimeros
biodegradaveis para viabilizar o seu processamento e ampliar sua aplicabilidade. Para isso,
blendas, compdsitos e nanocompositos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de melhorar
propriedades como processabilidade, resisténcia térmica e mecénica, propriedades reoldgicas,
permeabilidade a gases e taxa de degradacdo (ABDELWAHAB et al.,, 2012; FARIA;
FRANCHETTI, 2010; GRANDE; PESSAN; CARVALHO, 2015; MALHEIROS et al., 2010;
MATET et al., 2015).

Os polimeros biodegradaveis estdo sendo cada vez mais utilizados em aplicacbes medico-
hospilares ou alimenticias. Porém, esses setores necessitam que seus produtos estejam estéreis,
assim tornar-se importante avaliar e relatar as possiveis degradacdes sofridas por estes materiais

apos processos de esterilizacao.

Por esse motivo, o0 objetivo geral desse trabalho foi ampliar os estudos dos polimeros
biodegradaveis, avaliando a estabilidade térmica ou radiolitica da blenda PHB/quitosana
destinadas para aplicacGes médico-hospitalares ou alimenticias. A escolha do PHB esta
relacionada com suas propriedades semelhantes ao polipropileno (PP), ja a quitosana por ser um
polimero que apresenta atividade antimicrobiana, biocompatibilidade e baixa toxicidade
(CARVALHO et al., 2011; CHODAK, 2008).

Portanto, os objetivos especificos deste trabalho foram:
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Preparar filmes de PHB puro, quitosana pura e blendas PHB/quitosana via solution

casting;

Avaliar as propriedades dos filmes de PHB puro, quitosana pura e das blendas
PHB/quitosana, antes e apds esterilizacdo térmica ou radiolitica, através de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), ressonancia magnética nuclear
(RMN), ensaio mecanico, espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), analise termogravimeétrica (TGA) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC);

Avaliar as alteracfes quimicas das blendas, antes e apds processos de esterilizacdo

térmica ou radiolitica, pela anélise de componentes principais (PCA);

Realizar ensaios de atividade antimicrobiana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOPOLIMEROS, POLIMEROS BIODEGRADAVEIS E POLIMEROS VERDES

Os biopolimeros sdo polimeros produzidos a partir de fontes renovaveis, como milho,
cana de acucar, celulose, quitina, entre outras. O grande interesse pelos biopolimeros esta
relacionado com alguns fatores ambientais, como por exemplo, o grande impacto ambiental
causado pelo processo de extracdo e refino de petrdleo para producdo de polimeros sintéticos nao

biodegradaveis e a poluicdo ambiental (BRITO et al., 2011).

Os polimeros biodegradaveis sdo aqueles em que pelo menos uma etapa do seu processo
de degradacédo ocorre através do metabolismo de organismo de ocorréncia natural, sob condicdes
adequadas de umidade, temperatura e disponibilidade ou ndo de oxigénio. A biodegradacao leva
a fragmentacdo ou desintegracdo dos plasticos a residuos ndo toxicos ao meio ambiente. Os
polimeros biodegradaveis podem ser oriundos tanto de fontes renovaveis como de fontes fosseis
(RHIM; PARK; HA, 2013). A Figura 1 ilustra um fluxograma classificando alguns polimeros

biodegradaveis de acordo com sua fonte de obtencéo.
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Figura 1 - Classificacdo dos polimeros biodegradaveis de acordo com sua fonte

de obtencéo.
Fonte: Adaptado de Brito et al. (2011) e Rhim; Park; Ha (2013).




22

Polimeros verdes sdo os polimeros sintetizados a partir de fontes renovaveis, mas que
convencionalmente sdo sintetizados a partir de fontes fosseis. Logo, para diferenciar a fonte da
matéria-prima da qual foi produzido o polimero, acrescenta-se ao nome deste a palavra verde,
referindo-se ao polimero obtido a partir de fontes renovaveis. O primeiro polietileno (PE) verde
foi produzido no Brasil, a partir do etanol da cana de agucar. O poli(cloreto de vinila) (PVC)
verde também é produzido a partir do etanol da cana de acucar. Porém, nem o PE verde nem o
PVC verde sdo biodegradaveis, contudo sdo classificados como biopolimeros, pois séo
provenientes de fontes renovaveis (BRITO et al., 2011).

2.1.1 Polihidroxibutirato (PHB)

O PHB (Figura 2) € um homopolimero linear totalmente isotatico obtido de fonte
renovavel. E um poliéster termoplastico duro e quebradico, completamente biodegradavel,
biocompativel, altamente hidrofobico e cristalino, apresenta alta temperatura de fusdo e boa
resisténcia a solventes organicos. E pouco permeéavel a O,, H,O e CO, caracteristica que o torna

bastante promissor no setor de embalagens de alimentos (MACHADO et al., 2010).
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Figura 2 - Estrutura quimica do
PHB.
Fonte: Santos et al. (2009)

Na Tabela 1 pode-se observar que o PHB possui algumas propriedades fisicas e
mecanicas semelhantes a do polipropileno (PP) de origem petroquimica, tais como temperatura
de fusdo e grau de cristalinidade (CHODAK, 2008).
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Tabela 1 - Comparacéo entre as propriedades fisicas e mecénicas do PHB e PP.

Propriedades fisicas PHB PP
Temperatura de fusdo (°C) 175 176
Temperatura de transicao vitrea (°C) 5 -10
Grau de cristalinidade (%) 55-80 50
Densidade (g/cmd) 1,25 0,91
Médulo de Elasticidade (GPa) 3,5 1,5
Tensdao maxima (MPa) 0 38
Deformacdo especifica (%) 5 400

Fonte: Adaptado de Chodak (2008) e Machado et al. (2010)

A producdo de PHB por via microbiana consiste na fermentacdo de agucares (sacarose,
glicose, etc.) presentes na cana de agucar. Os micro-organismos alimentam-se desses agucares e
os transformam em granulos intracelulares (Figura 3). Para as bactérias, esses granulos (o plastico
biodegradavel) servem como armazenamento de energia. As etapas posteriores ao processo de
producdo sdo a extracdo e purificacdo do polimero acumulado no interior da célula bacteriana
(COELHO; ALMEIDA; VINHAS, 2008). A quantidade do biopolimero no interior da célula
bacteriana pode atingir até 90% do peso seco do micro-organismo (REDDY et al., 2003).

| :«C.;; o oete b lay
Figura 3 - Producdo de PHB no
interior de células bacterianas.
Fonte: Silva et al. (2007)
O ciclo de vida sustentavel do PHB (Figura 4) se origina com a energia do sol, que

possibilita a cana de acuUcar realizar a fotossintese (conversdo de CO, e H,O em acucares,
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estimulados pela luz solar). Depois, a cana de agucar é processada e transformada em sacarose e
fibra. Por sua vez, a sacarose € transformada no biopolimero via fermentacdo, utilizando, por
exemplo, micro-organismos da espécie Ralstonia eutropha ou Alcaligenes eutrophus, e a fibra é
utilizada como fonte de energia. Entdo, o biopolimero € extraido do interior das bactérias e
transformado em diversos produtos plasticos. Quando esses produtos sdo descartados no meio
ambiente sdo convertidos novamente em gas carbénico e &dgua, concluindo o ciclo de vida sem
causar impacto negativo ao meio ambiente (PHB INDUSTRIAL S.A., 2015).
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Figura 4 - Ciclo de vida do PHB.
Fonte: Site da PHB Industrial SA
Diversos produtos podem ser feitos de PHB, como copos descartaveis, garrafas, canetas,

potes para cosméticos e sacolas plasticas. O PHB possui excelente propriedade de barreira, o que
possibilita sua aplicacdo em embalagens, principalmente para alimentos. Sua aplicacdo na
medicina se deve as suas propriedades como biocompatibilidade, hidrofobicidade e propriedade
piezoelétrica similar ao do 0sso humano, o que permite ser utilizado em proteses. Porém, seu uso
é limitado a pequenos volumes, pois o0 mesmo é um material bastante fragil, de baixa
deformabilidade, de rapida degradacao térmica e de alto custo de producdo em relacdo a outros
plasticos. Apesar disso, o fato do PHB ser um polimero biodegradavel o torna competitivo em
relacdo aos plasticos convencionais de baixo custo e, por isso, tem despertado grande interesse
entre os pesquisadores (CHODAK, 2008; PHB INDUSTRIAL, 2015).

A producédo de PHB no Brasil iniciou-se com o desenvolvimento de um projeto

cooperativo desenvolvido entre Copersucar (Cooperativa dos Produtores de Cana-de-acucar do
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Estado de Séo Paulo), o IPT (Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas) e pelo ICB (Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP). Atualmente, a producdo de PHB pela PHB Industrial S/A é a
Unica producdo industrial de PHB a partir da cana de agUcar e integrada em usina sucroalcooleira
(CASARIN et al., 2013).

2.1.2 Quitosana

A quitosana (Figura 5) é um polissacarideo linear derivado da quitina, presente nos
residuos de crustaceos da industria pesqueira e na parede celular de diversos fungos. A quitina é
um dos materiais biolégicos mais abundantes no mundo, e é depois da celulose e préxima a
lignina, o polimero mais biosintetizado. A quitosana tém despertado grande interesse em varias
areas, como na medicina, farméacia, agricultura, industria de alimentos, cosméticos, entre outros
(PENICHE; ARGUELLES-MONAL; GOYCOOLEA, 2008; VAN DEN BROEK et al., 2015).
Isso se deve as propriedades desse biopolimero, como biocompatibilidade, bioatividade,
biodegradabilidade, reatividade do grupo amino desacetilado, permeabilidade seletiva, acéo
polieletronica, atividade antimicrobiana, capacidade para formar gel e filmes, habilidade de
quelacéo e capacidade adsortiva (CARVALHO et al., 2011).
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Figura 5 - Estrutura quimica da quitosana.
Fonte: Van den Broek et al. (2015)

A sintese da quitosana se da através da reacdo de desacetilacdo da quitina em meio
alcalino (Figura 6). Esta reacdo consiste na remocéo dos grupos acetil (C,H30) de modo a tornar
o produto final soluvel em solucdes de &cidos diluidos. Este processo ndo é facil devido a
natureza cristalina da quitina (CARVALHO et al., 2011). Diferentes fatores, como concentragdo
da base, tempo de reacdo, razdo entre a quantidade de quitina e da base, temperatura, atmosfera,

tipo da fonte de quitina, tamanho da particula, entre outros, podem alterar o grau de desacetilagdo
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da quitosana e, consequentemente, suas propriedades finais, tais como: pureza, viscosidade, peso
molecular e estrutura poliamorfa (VAN DEN BROEK et al., 2015). Segundo Damian e
colaboradores (2005), uma das caracteristicas mais importantes da quitosana é o grau de
desacetilacdo que pode variar entre 70 e 90 %. Esta caracteristica determina o conteido de grupos

aminicos livres no polissacarideo diferenciando-a da quitina.

NaOH v HI
—_— H + HZO
MH-
— - n — — n
Quitina Quitosana

Figura 6 - Reacdo de desacetilacdo da quitina.
Fonte: Carvalho et al. (2011)

Alguns exemplos de possiveis aplicacdes da quitosana no setor médico-hospitalar séo
suturas cirdrgicas, fabricacdo de membranas para hemodialise, fabricacdo de materiais
ortopédicos e odontoldgicos, biomembranas artificiais para encapsulacdo de enzimas e remédios,
cicatrizacdo de feridas, pele artificial, entre outros. A quitosana, tambem, é utilizada na
agricultura, como protecdo para as plantas contra pragas e doencas, pois a mesma tem atividade
fungicida. Além disso, filmes de quitosana tém sido usados para revestir frutas e vegetais e,
assim, aumentar a vida de prateleira desses produtos. Os filmes de quitosana, também,
apresentam baixa permeacdo a gases sendo apropriados para embalar alimentos (DAMIAN, et
al., 2005; MATET et al., 2015; PENICHE; ARGUELLES-MONAL; GOYCOOLEA, 2008;
VAN DEN BROEK et al., 2015).
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2.2 BLENDAS POLIMERICAS

Blenda polimérica é a mistura fisica de dois ou mais polimeros formando um novo
material com propriedades diferentes daqueles que os originaram. Uma blenda pode ser miscivel
ou imiscivel. Ela é considerada miscivel quando é possivel misturar tdo bem os polimeros a ponto
de suas cadeias estarem intimamente em contato. 1sso gera uma Unica fase com comportamento
fisico-quimico intermediario ao comportamento de cada componente individualmente. Uma
maneira experimental de comprovagdo da miscibilidade entre dois polimeros é a observancia de
apenas uma temperatura de transicdo vitrea (Tg), intermediaria aos valores de cada polimero que
originou a blenda. E, a blenda sera imiscivel quando houver a formagdo de duas ou mais fases
(CANEVAROLO, 2006; DE PAOLLI, 2008).

As principais propriedades que, geralmente, se deseja melhorar com o processo de
mistura sdo: resisténcia ao impacto, resisténcia térmica, resisténcia quimica e o tempo de
degradacdo. Entre os métodos mais empregados para obtencdo de blendas estdo a mistura
mecanica no estado fundido e a solubilizacdo dos polimeros em solvente comum (solution

casting).

A mistura mecénica no estado fundido consiste na mistura de dois ou mais polimeros em
temperaturas elevadas em uma extrusora. Esse método tem sido o mais utilizado comercialmente,
devido a sua viabilidade econémica. A desvantagem desse método € que a alta temperatura pode
degradar o material, resultando em um produto com propriedades mecéanicas inferiores (ROSA,;
PANTANO FILHO, 2003).

As blendas por solugéo sdo obtidas através da preparacao de solugdes individuais de cada
polimero em um solvente comum, com posterior mistura das solugdes nas proporcdes desejadas.
O aquecimento pode ser utilizado para aumentar o grau de solubilidade dos componentes
individuais ou da mistura. A etapa mais importante é a evaporacdo do solvente, na qual ocorre a
formacdo do filme. Esse tipo de blenda é de baixa produtividade e geralmente sdo desenvolvidas
em laboratério (PASSADOR; PESSAN; RODOLFO JR., 2006).

Segundo ROA e colaboradores (2010), a preparacdo de blendas é uma alternativa
importante para minimizar os custos de investimento no desenvolvimento de novos polimeros,

visto que € possivel a modificacdo de polimeros ja existentes.
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Muitos pesquisadores tém se dedicado ao estudo do desenvolvimento de blendas
poliméricas, principalmente empregando polimeros biodegradaveis, como o PHB e a quitosana.
Porém, o Unico trabalho encontrado na literatura que trata da formacdo de blendas de
PHB/Quitosana via solution casting € o trabalho de Ikejima e Inoue (2000). Eles conseguiram
produzir filmes homogéneos de PHB/quitina e PHB/quitosana utilizando um solvente comum, o
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP), e estudaram o comportamento cristalino e a
biodegradabilidade destas blendas, entretanto o uso deste solvente torna esta rota inviavel
economicamente. Suas principais conclusdes foram que as blendas apresentaram um
comportamento cristalino e a temperatura de transicao vitrea similares a do filme de PHB puro e
a biodegradabilidade da quitina e da quitosana foram melhoradas com a mistura com o PHB,
especialmente as blendas de PHB/quitosana.

Abdelwahab e colaboradores (2012) estudaram as propriedades térmicas, mecanicas e
morfologicas das blendas de PLA(75%)/PHB(25%) com o plastificante Lapol 108 em duas
concentragbes massicas diferentes (5 e 7%). Os filmes de PLA/plastificante e do
PHB/plastificante apresentaram-se misciveis e homogéneos, enquanto as blendas
PLA/PHB/plastificante apresentaram-se imisciveis. Foi observado que a temperatura de transicao
vitrea (Tg) diminuiu com o aumento da quantidade de plastificante. A temperatura de fusdo dos
filmes de PLA e PHB ndo mudou com o aumento da concentracao do plastificante, assim como a
estabilidade térmica do PLA e do PHB ndo foi afetada. Ja a deformacdo especifica melhorou
bastante de 7,2 para 14,4% para os filmes de PLA/plastificante, e de 7,1 para 15,5% para as

blendas PLA/PHB/plastificante, porém para os filmes de PHB/plastificante ndo houve alteragdes.

Matet e colaboradores (2015) produziram blendas de polietileno/quitosana (2, 5 e 10%) e
polietileno/EVA/quitosana (2, 5 e 10%) por processo de extrusdo. Suas principais conclusées
foram que as temperaturas de cristalizacdo e fusdo permaneceram constantes independentes da
quantidade de quitosana. As propriedades mecanicas foram afetadas com a presenca de
quitosana, porém pequenas quantidades de quitosana (2%) ndo tiveram muito efeito sobre o
modulo de elasticidade e deformagdo especifica. A permeabilidade ao vapor d’agua das blendas

aumentou, enquanto a permeabilidade ao oxigénio permaneceu constante.

Grande, Pessan e Carvalho (2015) descreveram uma nova técnica para 0 processamento

de uma blenda ternaria de PLA, quitosana e PVA, na presenca de glicerol (plastificante). O



29

processo consistia basicamente na dissolugéo de quitosana em PVA, seguida da disperséo desta
blenda termoplastica na matriz de PLA no estado fundido. Este processo permitiu a producgdo de
biofilmes de quitosana com polimeros insoliveis em &gua, sob condi¢cdes de processamento

convencionais utilizadas para materiais termoplasticos.

2.3 DEGRADACAO DE POLIMEROS

Segundo De Paoli (2008), um polimero sofre degradacdo quando sua propriedade de
interesse é alterada por meio de reacGes quimicas. As propriedades de interesse alteradas podem
ser flexibilidade, resisténcia elétrica, aspecto visual, resisténcia mecénica, dureza, etc. A
degradacdo pode ser causada por um processo de despolimerizagéo, de oxidacdo, de reticulacéo
ou de cisdo de ligacOes quimicas. Uma caracteristica importante no estudo da degradacdo dos
polimeros € o grau de cristalinidade (razéo estequiométrica entre a fase cristalina e a fase amorfa
do polimero, expressa em porcentagem) que afeta suas diversas propriedades finais, como
transparéncia a luz, propriedade de barreira a gases e propriedades mecanicas de tracdo e de

impacto.

Os polimeros destinados as aplicagbes médico-hospitalares ou alimenticias sao
esterilizados por radiacdo de alta energia ou por altas temperaturas, e apos esterilizacdo podem
sofrer degradacdo, assim tornar-se importante relatar os principais estudos sobre o efeito da

degradacéo térmica ou radiolitica do PHB e da quitosana.

2.3.1 Degradacéo térmica

Os polimeros tém temperaturas de utilizacdo que variam entre 100 e 200 °C, isso acontece
por causa da sua sensibilidade térmica. Seus atomos estdo ligados por ligacdes covalentes cujas
energias de dissociacdo estdo na faixa de 300-850 kJ/mol. Se uma energia igual ou superior a
energia de dissociacdo dessas ligacdes for fornecida, na forma de aquecimento deste material, em

um determinado periodo de tempo, essas ligacGes poderdo ser quebradas (DE PAOLI, 2008).

Uma das maiores desvantagens do PHB € a sua instabilidade térmica, acima de 170 °C
ocorre diminuicdo de sua massa molecular, conforme Tabela 2. A temperatura de fusdo do PHB
(175 °C) é muito préxima da sua temperatura de degradacdo, logo tém-se dificuldades no seu

processamento. Porém, a temperatura de fusdo do PHB pode ser reduzida através de
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modifica¢bes quimicas e/ou fisicas, como, por exemplo, introducdo de outro componente na
estrutura do PHB ou a mistura, na forma de blendas, com outros polimeros (MACHADO et al.,
2010; MALINOVA; BROZEK, 2011).

Gonzalez e colaboradores (2005) estudaram a degradacdo térmica do PHB sob diferentes
faixas de temperatura de pirélise e constataram que a composicao e o rendimento dos produtos de
degradacdo dependem da faixa de temperatura empregada. Na faixa de temperatura entre 170 e
220 °C, 4gua é produzida como uma consequéncia da condensacdo da hidroxila e do grupo acido
originalmente presente, como grupo terminal da molécula do polimero. Quando o PHB ¢
pirolisado entre 200 e 300°C, ha a formacdo de mon6meros, dimeros ou trimeros, apresentadas
nas Figuras 7, 8 e 9. Finalmente, quando o PHB ¢é pirolisado a 500°C, propeno e dioxido de
carbono séo os principais produtos formados, possivelmente devido a decomposicdo do &cido 2-

butandico (mondmero), conforme ilustrado na Figura 10.

Tabela 2 - Degradacéo térmica do PHB em diversas temperaturas

Amostra Agquecimento Massa Molecular
°C Minutos g/mol

PHB 180 10 97000
200 10 29000
220 10 4500

Fonte: Chodak (2008)
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Figura 7 - Formacdo do monémero na degradacédo térmica do PHB.
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Figura 10 - Decomposicdo secundaria do acido butanoico.
Fonte: Gonzalez et al. (2005)

Gonzalez e colaboradores (2005) determinaram a temperatura minima de degradacéo
térmica do PHB, utilizando diferentes niveis de resolucdo para as curvas de TG. Concluiram que
a perda de massa inicia em 193°C, na maior resolucdo, enquanto que na menor resolucdo (TGA
convencional), a degradacéo se inicia a 260°C. Foi observado também que a temperatura minima
para degradacdo do PHB é funcdo de dois parametros: temperatura e tempo, pois se o PHB for

mantido a temperaturas mais baixas por 30 min, sua temperatura de degradacdo diminui para
180°C.
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Corazarri e colaboradores (2015) estudaram a degradacdo térmica da quitosana comercial
(grau de desacetilacdo de 78%) através de uma técnica de caracterizacdo avancada (o
equipamento de TGA e DSC acoplado ao infravermelho e cromatografo a gas). Foi observado
que na faixa de temperatura entre 30 e 150 °C, a perda de massa de 5% da amostra de quitosana
estava associada a dessorcdo da agua adsorvida na superficie do polimero. Na faixa entre 250 e
450 °C foi observado o processo principal de degradagdo envolvendo a liberacdo de H,O, NHs,
CO, CO; e CH3COOH, causando uma perda de massa de 54%. Por fim, houve a liberacdo de CH,
na faixa de 450-750°C, provocando 9% de perda de massa. O material tratado a 800°C perdeu
todos os grupos funcionais originalmente presentes (grupos amino e hidroxila) e também sua
estrutura polissacaridica foi completamente desnaturada, restando apenas estruturas de grafite.
(Figura 11).
Temperatura (°C)
100 200 300 400 500 600 70 800

0.0

=
L}

=
[
'l

30
704 i

60 4

Perda de massa (%6)

204 i

404 i

304

i i ' .13
20

Figura 11 - Curva de TGA da quitosana numa faixa de temperatura de 30 a 800°C a uma taxa de

aquecimento de 10°C/min.
Fonte: Corazarri et al. (2015)

Corazarri e colaboradores (2015) concluiram, a partir dos resultados da cromatografia
gasosa, que a pirazina € o produto mais importante da pirdlise da quitosana. Esta foi detectada
junto com outros compostos heteroaromaticos como piridina, pirrol e furano. Depois da -
desacetilagdo da glucosamina, evidenciada pela perda de acido acético, a reacdo de a-amino
carbonilas produziram pirazinas e piridinas, através de intermediarios imina. Por outro lado, anéis
furanos derivaram da desidratacdo de polihidroxipirazinas, produtos da dimerizacdo da

glucosamina. Ambos processos envolvem a liberacdo de &gua, enquanto a aménia foi liberada
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como uma consequéncia da formacéo de furanos. Este resultado indicou que o grupo amino na
estrutura glucosamina pode ser liberado de duas maneiras: via liberagdo da amonia e via

formacéo de anéis heteroaromaticos.

2.3.2 Degradacdo por radiacdo de alta energia

Radiacdo de alta energia é todo tipo de radiacdo eletromagnética com energia quantica ou
cinética muito superior a energia de dissociacdo das ligagcdes quimicas. Sdo exemplos de radiacdo
de alta energia: a radiacdo-y e os raios-X. Este tipo de radiacdo é bastante utilizada em
esterilizacdo de embalagens de alimentos, esterilizacdo de equipamentos médicos e implantes, na
cura de plasticos e vulcanizacdo da borracha. As fontes naturais e artificiais mais comuns de
radiacdo de alta energia sdo: Sol, ®°Co, *'Cs, raios-X, feixes de elétrons répidos, feixes de
néutrons e nucleos leves a pesados. A radiacédo de alta energia tem um alto poder de penetragéo e
a absorgéo ocorre por interacdo da radiacdo com o nucleo dos &tomos e as nuvens eletrénicas. No
caso dos polimeros, a interacdo com o nucleo pode ser desprezada, pois 0 material consiste de
nucleos leves. Portanto, a interacdo ocorrera com os elétrons atraves de trés efeitos principais:
efeito foto-elétrico, efeito Compton e formagéo de pares i6nicos. Cada um dependera da energia
de radiacédo incidente, nimero atdmico do nacleo envolvido e da densidade de elétrons do sistema
irradiado (DE PAOLLI, 2008).

Santos e colaboradores (2009) estudaram a estabilizacéo radiolitica de filmes de PHB com
o aditivo E (antioxidante secundario). O aditivo promoveu uma protecdo a radiacao de 82,6% e
uma reducdo significativa de 8,6 para 1,5 cises/100 eV na faixa de 0-35 kGy. Foi observado que
a radiacdo-y mudou o comportamento biodegradavel de filmes de PHB, pois o processo de
irradiacdo promoveu a degradacdo molecular facilitando o ataque enzimatico. O PHB quando
exposto sofreu a cisdo da cadeia principal, o que resultou na perda de massa e liberacdo de gases,
como monoxido de carbono e didxido de carbono. Ndo houve diferenca significativa no processo
de biodegradacéo de filmes irradiados a 25 e 50 kGy. Por fim, a utilizacdo de aditivos no sistema

polimérico ndo causou alteracdes relevantes na cristalinidade do PHB.

Gryczka e colaboradores (2009) estudaram o mecanismo de degradacdo radiolitica da
quitosana na faixa de 0-300 kGy sob vacuo. De acordo com eles, a radiacdo ionizante pode

induzir a quebra da cadeia da quitosana, a abertura de anéis, a formacgéo de liga¢bes cruzadas e/ou
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radicais livres, levando a mudangas quimicas irreversiveis. O mecanismo de degradagédo
radiolitica sob vacuo da quitosana proposto por Gryczka e colaboradores (2009) é mostrado na
Figura 12. As unidades de cetona, aldeido e carboxilas na estrutura do carboidrato irradiado sdo
formados principalmente como consequéncia da instabilidade térmica dos radicais livres,
centrados na posi¢do C;, C4 e Cs no anel piranose. Estas espécies sofrem cisdo em temperaturas
abaixo da temperatura ambiente, com abertura do anel (radical Cs) e cisdo da cadeia (radicais C;
e C4), gerando radicais secundarios reativos e carbonilas. A subsequente reacdo de abstracdo de
hidrogénio favoreceu o fechamento préximo aos centros reativos causando a formacgéo do radical
final estavel a-carbonila. Quando aplicado a radidlise da quitosana, este mecanismo leva a

formacéo das espécies A, B, C e D (Figura 12).

B CH,OH
: CH,0H
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Figura 12 - Mecanismo de radi6lise da quitosana.
Fonte: Gryczka e colaboradores (2009)
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Segundo Gryczka e colaboradores (2009), na irradiagdo na presenca de O, foi identificada

a formacdo de radicais nitroxila estaveis. Esta deteccdo € uma prova do envolvimento do grupo

amino no mecanismo de radiodlise. A preocupacdo seria com a toxicidade desses radicais, porém

como o mesmo foi detectado em baixas concentragdes, este risco pode ser desconsiderado.

2.4 BIODEGRADAGAO DE POLIMEROS

Por serem considerados polimeros biodegradaveis, o PHB e a quitosana podem ser

degradados por acdo de um conjunto de microrganismos (bactérias, fungos, algas) que possuem

enzimas adequadas para quebrar algumas das ligagdes quimicas da cadeia principal dos

polimeros, sob condi¢Ges favoraveis de temperatura, umidade, pH e disponibilidade ou ndo de

oxigénio (BRITO et al., 2011). A biodegradacdo, de uma forma geral, pode ocorrer tanto na

presenga como na auséncia de oxigénio (Esquema 1 e 2).

Biodegradacéo aerdbia:

CroLimero + O2 — CO2 + H20 + Cresipuo + Ceiomassa (1)

Biodegradacdo anaerobia:

CroLimero — COz + CHy4 + H20 + Cresipuo + Ceiomassa (2)

Os métodos de avaliacdo da biodegradacdo sdo basicamente baseados no monitoramento

do crescimento microbiano, no consumo de substrato (polimero), na liberacdo de CO, e nas

mudancas das propriedades do polimero. Segundo Rosa e Pantano Filho (2003), alguns desses

métodos sdo:

Exposicdo de plasticos a ambientes compostos simuladamente;
Degradacéo in situ dos plasticos;

Degradacdo dos plasticos em um ambiente simulado de aterro;
Determinacdo da biodegradacdo aerobia dos plasticos (Teste de Sturm);
Determinacdo da biodegradacdo anaerdbia dos plasticos;

Exposicdo dos plasticos a um ambiente simulado de solo;

Determinagdo da degradacdo dos plasticos por micro-organismos.
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2.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO
2.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura utiliza um feixe de elétrons no lugar de fétons em
um microscopio optico convencional (Figura 13). Os aparelhos modernos permitem aumentos de
300.000 vezes ou mais, para a maior parte de materiais sélidos e informam rapidamente sobre a
morfologia e a identificacdo de elementos quimicos desta amostra. O principio de funcionamento
de um microscépio eletrénico de varredura consiste no bombardeamento de elétrons de pequeno
didmetro, para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto. A maioria dos instrumentos usa
como fonte de elétrons um filamento de tungsténio (W) aquecido, operando numa faixa de
tensOes de aceleracdo de 1 a 50 kV. O feixe de varredura interage com a regido da amostra até
certa profundidade, gerando os sinais que sdo detectados por elétrons retroespalhados ou por
elétrons secundarios, e utilizados para a formagdo da imagem. Os elétrons secundarios sdo 0s
responsaveis pela obtencdo das imagens de alta resolugdo e pelo fornecimento de imagens
topogréaficas da superficie da amostra. Enquanto que os elétrons retroespalhados sdo 0s
responsaveis pela imagem caracteristica de variacdo de composicdo (CANEVAROLO JR., 2004;
DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).
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Figura 13 - Desenho esquematico para comparacdo entre 0

microscopio 6ptico e o microscopio eletrdnico de varredura.
Fonte: Dedavid; Gomes; Machado (2007).
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2.5.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O desenvolvimento de novos polimeros ou novos usos para 0s polimeros existentes tem
gerado a necessidade de se adotar técnicas capazes de fornecer informacges, qualitativas e
quantitativas, sobre a microestrutura dos materiais. Estas informacgdes podem ser utilizadas para o
controle de qualidade durante a manufatura do polimero, para estabelecer correlacbes de
estrutura-propriedades ou para obter dados sobre 0 mecanismo de polimerizacdo ou do processo
de modificacdo do polimero. De acordo com Canevarolo Jr. (2004), de todas as técnicas
existentes hoje para o estudo da microestrutura dos polimeros, a espectroscopia de RMN de alta
resolucdo € a mais versatil, a mais confidvel e, geralmente, a mais aplicavel. Os Ultimos
desenvolvimentos da técnica ja permitem realizar estudos de polimeros tanto em solug¢do, como

em gel ou no estado solido.

A condigdo principal para absorcdo de energia pelo efeito de RMN é de que os nucleos
tenham momentos magnéticos diferentes de zero. O nucleo mais utilizado na Espectroscopia de
RMN é o nicleo de hidrogénio (*H). A medida da absorcio de radiacio eletromagnética ocorre
na regido de radiofrequéncia (4 a 900 MHz). A técnica de RMN ¢ utilizada principalmente para
identificacdo de compostos, andlise quantitativa de grupos funcionais organicos, analise de
misturas multicomponentes e analise elementar (CANEVAROLO JR., 2004).

2.5.3 Ensaio Mecanico

As propriedades mecanicas dos materiais poliméricos sdo de grande importancia e
interesse cientifico e tecnoldgico, devido aos requisitos que 0s polimeros devem atender na maior
parte de suas aplicacGes. Valores de propriedades mecanicas tais como resisténcia a tensao,
mddulo de elasticidade, alongamento, entre outros, podem servir como base de comparacao do

desempenho mecéanico de diferentes polimeros.

A Figura 14 ilustra o ensaio de ruptura por tracdo. Neste teste simples, a carga necessaria
para produzir um determinado alongamento € monitorada, enquanto o corpo de prova é
tracionado a uma velocidade constante. Uma curva de carga versus alongamento é o resultado
imediato desse tipo de teste. Um resultado mais geral sobre as caracteristicas do material é obtido
transformando os dados da curva, carga versus alongamento, em um grafico, tensdo versus

deformacéo.
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Figura 14 - Ensaio de ruptura por
tracao.
Fonte: Shackelford (2013)

Os comportamentos tipicos do grafico, tensdo versus deformacdo dos polimeros séo
mostrados na Figura 15, onde a curva (A) representa o comportamento de polimeros frageis, que
apresentam ruptura na regido elastica; a curva (B) caracteriza uma regido inicial elastica, seguida
por escoamento e por uma regido de deformacdo plastica até atingir a ruptura; a curva (C) é

totalmente elastica, tipica das borrachas e € caracteristica da classe dos elastdmeros.
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Figura 15 - Gréafico de tensdo versus deformacdo para materiais

poliméricos. LRT: Limite de Resisténcia na Ruptura.
Fonte: Callister (2009)




40

O grau de deformagdo do polimero depende da magnitude da tensdo imposta. A Tensdo

(o) € definida pela Equacéo 1.

o=F /Ao 1)
Em que:

e F éaforcaaplicada (N);

e Ao é 4rea da secéo transversal (m?).

A Deformagao (¢) é definida de acordo com a Equacgao 2.

e=[(li—1lp) /1] =Al/lg (2)
Na qual:

e |o €0 comprimento inicial (mm);

e li ¢ 0o comprimento util (mm).

A tensdo e a deformacédo sdo proporcionais entre si através da Equacdo 3.

oc=E.e 3)

Esta equacdo é conhecida como a lei de Hooke e a constante de proporcionalidade E
(MPa) é o modulo de elasticidade de Young. Este modulo é uma medida da rigidez ou uma
resisténcia do material a deformacédo elastica. Quanto maior o médulo, tanto mais rigido € o
material, ou menor é a deformacdo elastica que resulta da aplicacdo de uma dada tenséo
(SHACKELFORD, 2013).

2.5.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A FTIR ¢é uma técnica que permite a analise qualitativa de compostos organicos, pois as
ligacbes quimicas das substancias possuem frequéncias de vibracbes especificas, provocando o
aparecimento de bandas no espectro do infravermelho, que também sdo influenciadas pela
presenca de grupos funcionais proximos. Um espectro de infravermelho atua como uma
impressdo digital de uma dada amostra. A espectroscopia FTIR também permite uma analise
quantitativa, pois as intensidades de absorcdo das bandas no espectro sdo proporcionais a
concentracdo (SOUZA,; POPPI, 2012).
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O principio de funcionamento desta andlise esta ilustrado na Figura 16 e consiste na
energia da fonte de infravermelho, que atravessa um divisor de feixes (um espelho que esta
posicionado em um angulo de 45° em relagdo a radiacdo que entra), separando-a em dois feixes
perpendiculares: um segue na direcdo original e o outro é desviado por um angulo de 90°. O feixe
desviado vai para o espelho fixo e e refletido de volta para o divisor de feixes. O feixe que néo
sofreu desvio vai para um espelho mével e também ¢é refletido de volta para o divisor de feixes,
porém o movimento do espelho faz variar a trajetoria do segundo feixe. Quando os dois feixes se
encontram no divisor de feixes, esses se recombinam e causam interferéncias, tanto construtivas
como destrutivas. O feixe combinado atravessa a amostra e d& origem ao interferograma. O
computador compara o interferograma modificado com o interferograma padréo produzido por
um feixe de laser de referéncia. O interferograma final estd no dominio tempo, entdo o
computador realiza um processo matematico chamado transformada de Fourier, a fim de extrair
as frequéncias individuais que foram absorvidas e reconstruir o grafico conhecido como espectro
infravermelho (PAVIA et al., 2010).
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Figura 16 - Diagrama esquematico de espectrofotdmetro de transformada de Fourier.
Fonte: Pavia et al. (2010)

2.5.4.1 Analise por componentes principais (PCA)

Muitas vezes, fazer uma analise minuciosa das possiveis alteracdes quimicas de uma
determinada amostra, utilizando os espectros de infravermelho é um procedimento bastante
complexo, devido, principalmente, as diferentes bandas vibracionais de cada amostra. Para isso, é

comumente utilizada a analise por componentes principais (PCA), que é uma técnica
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quimiométrica de reconhecimento de padrBes, ou seja, que utiliza ferramentas matematicas e

estatisticas para explorar os resultados obtidos por meio de analises quimicas.

Através da reducdo de dimensdes, a PCA permite detectar padrfes ou agrupamento de
amostras com caracteristicas semelhantes, estabelecer quais variaveis sdo correlacionadas ou
redundantes e observar amostras andmalas. A reducdo da dimensdo do espaco de parametros é
realizada através da transformacdo da variavel original, representando-a em novos eixos,
denominados componentes principais (PC) (FONSECA; ALMEIDA,; VINHAS, 2014).

Segundo Souza e Poppi (2012), os métodos de analise exploratéria ndo supervisionados,
como a PCA, permitem a interpretagdo multivariada de conjuntos de dados complexos por meio
de graficos bi- ou tridimensionais. Neste método, a separacdo de classes acontece sem a
necessidade de informacdes iniciais sobre a natureza das amostras e o0 objetivo € identificar

agrupamentos naturais entre as amostras.

Matematicamente, na PCA, a matriz X das variaveis originais ¢ decomposta em um
produto de duas matrizes, denominadas escores (T) e pesos (P), mais uma matriz de erros (E),

como mostrado na equacao 4:
X=TP'+E (4)

Os escores representam as coordenadas das amostras no sistema de eixos formados pelos
componentes principais e determinam as similaridades entre as amostras. Cada componente
principal é constituido pela combinacdo linear das varidveis originais e os coeficientes da
combinacdo sdo denominados pesos. Os pesos representam 0 quanto cada variavel original
contribui para determinada PC. A primeira componente principal (PC1) € tracada no sentido de
maior variacdao no conjunto de dados, a segunda (PC2) € tragcada ortogonalmente a primeira, com
a finalidade de descrever a maior porcentagem da variacdo ndo explicada pela PC1 (Figura 17).
Através da analise conjunta do grafico de escores e pesos, é possivel verificar quais variaveis sdo

responsaveis pelas diferencas observadas entre as amostras (SOUZA; POPPI, 2012).
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Figura 17 — Distribuigdo espacial das duas primeiras PC’s.

Fonte: Oliveira (2008)
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A analise exploratéria através da PCA estd sendo largamente empregada no meio

académico e na industria. Souza e Poppi (2012) analisaram trés tipos de Oleos vegetais

comestiveis comerciais (azeite, canela e soja) através da PCA. A partir do grafico de escores da

PC1 x PC2 (Figura 18), os pesquisadores observaram a formacéo de trés agrupamentos distintos.

Do ponto de vista quimico, estas diferencas estdo relacionadas com a porcentagem de acidos

graxos saturados e insaturados presentes nestes 0leos.
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2.5.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A termogravimetria consiste no monitoramento da variacdo de massa de uma amostra, em
funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a mesma é submetida a uma variacdo controlada de
temperatura sob uma atmosfera especificada. Esta atmosfera é de grande importancia para a
analise, pois a degradacdo de um polimero é fortemente afetada pelo meio em que ela ocorre.

As variaveis controladas nessa analise sdo taxa de aquecimento, atmosfera do forno,
composicdo e massa da amostra. A taxa de aquecimento ndo deve ser muito alta e o material do
porta-amostra ndo deve reagir com a amostra, além de permitir a liberacdo de gases formados na

degradacédo da amostra.

2.5.6 Calorimetria Diferencial Exploratdria (DSC)

A calorimetria diferencial exploratoria mede a diferenga na taxa de fluxo de calor entre a
amostra e uma amostra referéncia, enquanto estdo sendo submetidas a uma variacdo de
temperatura controlada. As medidas de DSC fornecem informacdes de efeito térmico, como
temperatura e entalpia de fusdo, temperatura de transi¢cdo vitrea, temperatura e entalpia de
cristalizacdo, além de permitir o calculo do grau de cristalinidade do polimero (HOHNE;
HEMMINGER; FLAMMERSHEIM, 2010).
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

O PHB utilizado foi fornecido pela PHB Industrial S/A e a quitosana comercial de médio
peso molecular utilizada foi da marca Sigma-Aldrich. O cloroférmio e o acido acético utilizados

foram da marca Vetec e Quimex, respectivamente.

3.2 PREPARACAO DOS FILMES POLIMERICOS

Os filmes foram obtidos utilizando a técnica solution casting. Foram realizados estudos
preliminares para avaliar a qualidade dos filmes (transparéncia, uniformidade, coloragao) obtidos

por esta técnica.
3.2.1 Filme de PHB puro

O PHB foi peneirado e a granulometria utilizada variou de 50 a 100 mesh. A solugéo de
PHB foi obtida dissolvendo-se 1,3 g do polimero em 50 mL de cloroférmio, num béquer de 250
mL (Figura 19a). A solucdo foi agitada por 3 horas em agitador magnético a 60 °C. Apos
agitacdo, a solucdo foi deixada em repouso por 48 horas para que o PHB intumescesse. Apos 0
tempo de 48 horas, a solucdo de PHB foi agitada em homogeneizador Turratec TE-102 por 15
minutos (Figura 19b) e filtrada utilizando chumaco de algodao para retirar possiveis impurezas da
solucdo. Apos a filtracdo, a solucdo foi vertida em placa de petri (20 cm de diametro) e os filmes

foram secos a aproximadamente 30 °C.

(a) (b)
Figura 19 - Preparacdo da solucdo de PHB em agitador magnético (a), solugédo de

PHB em homogeneizador Turratec TE-102 (b).
Fonte: Autor
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3.2.2 Filme de quitosana pura

Em um Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 1,0 g de quitosana e 100 mL de solucédo
de acido acético (0,5% v/v). A solucdo foi agitada em agitador magnético, a temperatura
ambiente (~25 °C) até completa solubilizacdo (Figura 20). A solucéo foi vertida em placa de petri

e os filmes foram secos em estufa a aproximadamente 40°C.

Figura 20 - Preparacdo da
solucdo de quitosana.
Fonte: Autor

3.2.3 Blenda PHB/quitosana

Foi realizado um estudo preliminar do percentual de quitosana na blenda (0,7; 1,1; 2,3 e
3,7 %). Apobs os ensaios realizados, fixou-se a concentracdo de 0,7 % (m/m) de quitosana. As
solucbes de PHB e quitosana foram preparadas separadamente como descritas nos itens
anteriores. Apos completa solubilizacéo, as solu¢Bes foram misturadas nas proporcoes desejadas.
A solucdo resultante foi agitada por 15 minutos em homogeneizador Turratec TE-102 e a solucéo

final foi vertida em placa de petri. Os filmes foram secos a aproximadamente 30 °C.

3.3 ESTERILIZACAO TERMICA

Os filmes de PHB puro, de quitosana pura e as blendas de PHB/quitosana foram
submetidos a esterilizacdo térmica em autoclave modelo 415 Fanem. O processo consistiu na
obtencdo de vapor a temperatura de 121 °C, sob pressdo de 1 atm. Nestas condicdes, os filmes

foram mantidos por 15 minutos. Apds o tempo de esterilizacdo, os filmes foram resfriados.
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3.4 ESTERILIZACAO RADIOLITICA

Os filmes de PHB puro, quitosana pura e as blendas de PHB/quitosana foram irradiados a
temperatura ambiente nas doses de 25, 50 e 75 kGy. A irradiagdo foi realizada com raios gama
provenientes de uma fonte ®®Co em equipamento “Gammacell”, modelo GC 220, pertencente ao

Departamento de Energia Nuclear (DEN) da Universidade Federal de Pernambuco.

3.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO
3.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os filmes de PHB puro e as blendas de PHB/Quitosana foram analisados em microscopio
eletronico de varredura (MEV) Shimadzu SS-550 Superscan (Figura 21), na Central Analitica, no
Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco. As amostras
foram metalizadas com uma fina camada de ouro, utilizando fita de carbono como suporte antes
de serem escaneadas.

Figura 21 -  Microscopio
Eletrénico de Varredura

Shimadzu SS-550 Superscan.
Fonte: Autor
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3.5.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protons, para os filmes de PHB puro e
as blendas de PHB/quitosana, antes e apos esterilizacdo térmica ou radiolitica, foram obtidos em
um espectrébmetro de ressonancia magneética nuclear Varian Unity Plus 300 a temperatura
ambiente (~25 °C), operando em 299,94 MHz e pulso de 45°. O solvente utilizado foi cloroférmio

deuterado.

3.5.3 Ensaio Mecanico

Os ensaios de tragédo dos filmes de PHB puro, quitosana pura e da blenda PHB/quitosana,
antes e ap0s esterilizacdo térmica ou radiolitica, foram realizados em triplicata e conduzidos em
maquina universal, marca EMIC (Figura 22) seguindo a norma ASTM D-882, a temperatura

ambiente e sem controle de umidade, nas seguintes condigdes:
e Velocidade da garra: 5 mm/min;
e Distéancia inicial entre as garras: 40 mm;

e Dimensdo do corpo de prova: 2,5 x 7,5 cm.

(a) (b)
Figura 22 - Maquina universal utilizada no ensaio mecéanico (a), Imagem do

filme a ser ensaiado (b).
Fonte: Autor

3.5.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As anélises de espectroscopia no infravermelho (FTIR) dos filmes de PHB puro,
quitosana pura e da blenda PHB/quitosana, antes e apés esterilizacdo térmica ou radiolitica,
foram realizadas no Espectrometro Spectrum 400 FT-IR/ FT-NIR — Perkin Elmer, com acessério
HATR e os espectros foram obtidos com resolucéo de 4 cm™, empregando-se o total de 16 scans
e faixa de 4000 a 650 cm™.
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3.5.4.1 Andlise por componentes principais (PCA)

Para PCA foi usado o software The Unscrambler, versdo 9.7. Esse programa construiu
uma matriz de dados multivariados, onde cada variavel representou um eixo do espacgo
matematico das caracteristicas das amostras. Foram realizadas manipulacdes algébricas na matriz
de covariancia das variaveis e novos eixos foram calculados, com dire¢do no sentido da maior
variancia. Esses novos eixos sao 0s componentes principais (PC’s). A matriz de dados analisada
foram espectros no infravermelho dos filmes de PHB puro, de quitosana pura e das blendas
PHB/quitosana antes e ap0s esterilizacao térmica ou radiolitica.

3.5.5 Analise termogravimétrica (TGA)

As amostras de PHB puro, de quitosana pura e de PHB/quitosana, antes e apds
esterilizacdo térmica ou radiolitica, foram submetidas a testes termogravimétricos para obtencéo
das faixas de perda de massa. Foi utilizada uma termobalanga Perkin Elmer, modelo STA 6000
(Figura 23). Os testes foram realizados com taxa de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio, em
uma faixa de temperatura de 50-600 °C.

Figura 23 - Termobalanca Perkin Elmer, modelo STA

6000.
Fonte: Autor

3.5.6 Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)

As amostras dos filmes de PHB puro e das blendas PHB/quitosana, antes e apds
esterilizagdo térmica ou radiolitica, foram caracterizadas por calorimetria exploratoria diferencial
(DSC), em equipamento da marca Mettler Toledo, modelo DSC 1 STAR® SYSTEM (Figura 24),
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utilizando cadinho de aluminio sob atmosfera de nitrogénio (fluxo: 50 mL/min) com massa entre
4 e 10 mg.

Figura 24 - Equipamento DSC 1 STAR® SYSTEM.
Fonte: Autor

Todos os testes foram conduzidos em trés estagios: aquecimento de 25 °C a 185 °C, a
uma taxa de aquecimento de 30 °C/min, resfriamento até 25 °C, a uma taxa de resfriamento de
16 °C/min e reaquecimento até 185 °C, a uma taxa de aquecimento de 30 °C/min. A partir deste
método foi possivel obter a temperatura de fusdo (Tn), temperatura de cristalizacdo (T.) e

entalpia de cristalizagdo (AHg).

A cristalinidade relativa, o grau de cristalinidade (Xc), a taxa de cristalizacdo (c) e a
entalpia de cristalizacdo foram calculadas utilizando o software INTEGRAL™, desenvolvido na
UFCG.

3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Discos dos filmes de quitosana pura e da blenda PHB/quitosana, de aproximadamente 10
mm de didmetro, foram acondicionados entre laminas de vidro e inseridos em placas de petri para
serem esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Apos a esterilizacédo, os filmes foram
inseridos assepticamente em placas de petri contendo o meio Agar Nutritivo, previamente
inoculados, com 0,1 mL de suspensdo de Escherichia coli (10* na escala MacFarland). A
incubacdo foi a 30 °C por 24 horas. Apds crescimento microbiano foi feito a medida do halo de

inibicdo dos filmes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FILMES POLIMERICOS

Os resultados dos ensaios preliminares para preparagdo das blendas de PHB/quitosana
estdo ilustrados na Figura 25.

(b) (d)

Figura 25 - Filmes de PHB/Quitosana em diferentes concentra¢des de quitosana, (a) 0,7 %; (b)
1,1 %; (c) 2,3 % e (d) 3,7 %.

Considerando o aspecto visual, a homogeneidade e a transparéncia dos filmes, a blenda
escolhida para a avaliacdo de suas propriedades foi a ilustrada na Figura 25a, cuja composicao é
de 0,7% (m/m) de quitosana.

A Figura 26 mostra os filmes de PHB puro, quitosana pura e da blenda PHB/quitosana
estudadas neste trabalho. Os filmes de PHB puro apresentaram-se homogéneos, opacos e sua
espessura média foi de 0,07 £ 0,02 mm. Os filmes de quitosana pura apresentaram-se
homogéneos, transparentes e sua espessura média foi de 0,06 £ 0,03 mm. As blendas de
PHB/quitosana apresentaram-se homogéneas, opacas e sua espessura media foi de 0,08 + 0,01

mm.

(b)
Figura 26 - Filmes de PHB puro (a), de quitosana pura (b) e a blenda PHB/quitosana (c).
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4.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO MEDIO (MID)

As Figuras 27 e 28 mostram os espectros de infravermelho dos filmes de PHB puro em
duas regides: de 3100 a 2800 cm™ e de 1800 a 700 cm™. As bandas vibracionais mais importantes
estdo dispostas na Tabela 3, e estes resultados estdo coerentes com o0s encontrados na literatura
(ROA et al., 2010).

Line Piot

)
(=]
\

Transmitancia (%)
g 8 8 8

©
=]

©
B

2975cm® 2934 cmit

©
w

Variables
T T T T T
3100 3050 3000 2950 2900 2850 2800

PHB 1 PHB 10 PHB 2 PHB 4 PHE 6 PHB 8 - -1
Numero de ondas (cm™)
Figura 27 - Espectros de infravermelho dos filmes de PHB puro, ampliacdo do espectro na
regido entre 3100 e 2800 cm™.
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Figura 28 - Espectros de infravermelho dos filmes de PHB puro, ampliacdo do espectro

entre 1800 e 700 cm™.




Tabela 3 - Principais bandas vibracionais do PHB.

Tipo de vibracdo PHB

Numero de onda (cm™)

Estiramento C=0 1719
Estiramento CHg3 2975
Estiramento CH, 2934
Estiramento C-O 1275, 1180
Deformacdo angular CHs 1379
Deformacdo angular CH, 1224

53

Os espectros de infravermelho dos filmes de quitosana pura na regido de 4000 a 650 cm™

estdo apresentados na Figura 29. As bandas vibracionais mais importantes estdo dispostas na

Tabela 4, e estes resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura (VIEIRA et al.,

2014).
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Figura 29 - Espectros de infravermelho dos filmes de quitosana pura na regido entre 4000

e 650 cm™.
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Tabela 4 - Principais bandas vibracionais da quitosana.

Tipo de vibragdo Quitosana

Numero de onda (cm™)

Estiramento C-O-C 1021
Estiramento dos grupos amina C-N 1318
Deformacdo angular CH3 1377
Deformagé&o angular NH; 1553
Estiramento C=0 (amida I) 1641
Estiramento C-H 2878
Estiramento axial —OH sobreposta ao Faixa larga 3000-3600
estiramento do grupo N-H Max. 3287

A Figura 30 mostra os espectros de infravermelho dos filmes de PHB puro,
PHB/quitosana e quitosana pura. Pode-se observar através dos espectros que as principais

bandas da blenda PHB/quitosana sdo semelhantes as do filme de PHB puro.
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Figura 30 - Espectros de infravermelho dos filmes de PHB puro (azul), PHB/quitosana
(vermelho) e quitosana pura (verde) na regido entre 4000 e 650 cm™.
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O espectro de infravermelho foi obtido dos filmes individualmente e esses mesmos filmes
passaram pelos processos de esterilizagdo térmica ou radiolitica conforme descrito na
metodologia. As novas medidas de infravermelho dessas amostras foram feitas para que fosse

possivel avaliar alteragcdes quimicas na estrutura dos polimeros.

A complexidade dos espectros de infravermelho obtidos (Figura 31) devido as diferentes
bandas vibracionais dificultou uma analise minuciosa das possiveis alteragdes quimicas nas
amostras analisadas. Para tanto, foi utilizado a analise por componentes principais (PCA), como
uma ferramenta quimiométrica que avalia o espectro de infravermelho, incluindo todas as bandas
vibracionais, e as amostras com as mesmas bandas séo agrupadas como sendo pertencente ao
grupo de amostras quimicamente semelhantes. O resultado da PCA, para os espectros da Figura
31, esté apresentado na Figura 32.
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Figura 31 - Espectros de infravermelho dos filmes de PHB puro, PHB/quitosana e quitosana
pura, antes dos processos de esterilizacdo, utilizados para realizacdo da PCA.
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PC2 Scores
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Figura 32 - Grafico de escores da PC1 x PC2 referente as 27 amostras de filmes (9 filmes de
PHB puro, 10 filmes de PHB/quitosana e 8 filmes de quitosana pura).

O grafico de escores da PC1 x PC2 (Figura 32) evidenciou a formacdo de dois
agrupamentos distintos, em funcdo da estrutura quimica das amostras. O agrupamento em azul
sdo as amostras de quitosana e o agrupamento em vermelho descreve as amostras com a estrutura
quimica do PHB, tambem faz parte deste grupo a blenda PHB/quitosana. Esse fato mostra
quimicamente que o grupo predominante na blenda € o PHB, o que ja era de se esperar pelo baixo
percentual de quitosana na blenda. A porcentagem de variancia explicada pelas duas primeiras

PC’s sdo, respectivamente, 77% e 23%.

A Figura 33 mostra os espectros de infravermelho das blendas de PHB/quitosana antes e
ap0s processos de esterilizacdo térmica ou radiolitica. A partir desses espectros foram realizadas

duas PCA'’s cujos resultados estao ilustrados nas Figuras 34 e 35.
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Figura 33 - Espectros de infravermelho dos filmes de PHB/quitosana, antes e ap0s processos de
esterilizag&o térmica ou radiolitica, utilizados para realizagdo da PCA.
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Figura 34 - Gréafico de escores da PC1 x PC2 referente as 21 amostras de filmes: 10 filmes de
PHB/quitosana ndo esterilizado (PHB-QUI), 5 filmes de PHB/quitosana esterilizado a 25 kGy
(PHB-Qui 25), 3 filmes de PHB/quitosana esterilizado a 50 kGy (PHB-Qui 50) e 3 filmes de
PHB/quitosana esterilizado a 75 kGy (PHB-Qui 75).
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O gréfico de escores da PC1 x PC2 (Figura 34) evidenciou a formagdo de dois
agrupamentos distintos: os filmes irradiados na parte superior e 0s ndo-irradiados na parte
inferior. Neste grafico, a PC2 foi responsavel pela distingdo entre esses dois grupos. Do ponto de
vista quimico, a diferenca entre esses dois grupos pode ser atribuida a cisdo da cadeia principal
do polimero durante o processo de esterilizacdo radiolitica (GRYCZKA et al., 2009; SANTOS et
al., 2009). Esta distincdo também serd observada nas propriedades mecanicas, térmicas e
morfoldgicas apresentadas posteriormente. A porcentagem de variancia explicada pelas duas

primeiras PC’s sdo, respectivamente, 98% e 1%.
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Figura 35 - Gréafico de escores da PC1 x PC2 referente as 14 amostras de filmes: 10 filmes de
PHB/quitosana ndo esterilizado (PHB-QUI), 4 filmes de PHB/quitosana esterilizado
termicamente (PHB-QUI ET).

Né&o foi possivel pela andlise de componentes principais dos espectros de infravermelho
(Figura 35) detectar uma diferenca entre as blendas de PHB/quitosana antes e ap0s 0 processo de
esterilizacdo térmica, pois o material foi esterilizado a 121 °C, abaixo da temperatura de
degradacdo térmica do PHB (acima de 170 °C) e da quitosana (acima de 250 °C) (CORAZARRI
et al., 2015; GONZALEZ et al., 2005). Este fato também sera confirmado posteriormente atraves
de outras analises, como ensaio mecanico, DSC e TGA. A PC1 explica 100% da variacao dos

dados amostrais.
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4.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN-*H)

As Figuras 36, 37, 38 e 39 mostram os espectros de RMN-'H dos filmes de PHB puro
ndo-irradiados e irradiados a 25, 50 e 75 kGy, respectivamente. Ha trés sinais caracteristicos do
PHB nos espectros: um dubleto em 1,27 ppm, referente ao grupo metila, um dubleto de
quadrupleto em 2,53 ppm que é atribuido aos dois protons diastereotépicos do grupo metileno e
um multipleto em 5,25 ppm do grupo metina. Tracos de agua sdo observados em 1,62 ppm. Néo
foram observadas diferengas entre os espectros do PHB irradiado em relagcdo ao espectro ndo
irradiado. Apesar da técnica espectroscopica ndo ter sido capaz de identificar a formacdo de
novas estruturas, referentes aos produtos de degradacdo, ap6s processo de esterilizacdo
radiolitica, Santos e colaboradores (2009) observaram que os filmes de PHB quando expostos a
radiacdo-y sofrem a cisdo de sua cadeia principal. Esta cisdo pode esta ocorrendo nas ligacoes
entre 0s mondmeros, com a formagéo de radicais livres, que ndo tém protons em sua estrutura e,

por isso, ndo seriam identificados pelo RMN-'H.
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Figura 36 - Espectro de RMN-'H do filme de PHB puro néo-irradiado.
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10dm1118 1

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

Normalized Intensity

0.4

0.3

0.2

-~ )

0
|

1

-0 —(IZH—CHj —C
CH;

CH

CHCl;

0.1

7.5

7.0 6.5 6.0 55 5.0

CH;

CH;,

45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Figura 38 - Espectro de RMN-"H do filme de PHB puro irradiado a 50 kGy.
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As Figuras 40, 41, 42 e 43 mostram os espectros de RMN-'H da blenda PHB/quitosana

ndo-irradiada e irradiada a 25, 50 e 75 kGy, respectivamente. Os sinais caracteristicos da blenda

foram semelhantes ao do filme de PHB puro. Nao foi observada nenhuma nova estrutura,

referente a produtos de degradacdo, apds processo de esterilizacdo radiolitica. Porém, é possivel

afirmar que houve degradacdo, pois apods a irradiacdo, as blendas apresentaram mudangas em

suas propriedades mecanicas, termicas e morfologicas que serdo discutidas posteriormente.
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A Figura 44 mostra o espectro de RMN-'H do filme de PHB puro apds processo de
esterilizacdo térmica. Os sinais caracteristicos desses espectros mudaram significativamente,
indicando que houve uma degradacdo do material. E possivel observar uma diminuicdo da area
dos picos referentes ao grupo metila, em 1,27 ppm, ao grupo metileno, em 2,53 ppm, e ao grupo
metina, em 5,25 ppm. Em contrapartida, os sinais de outros picos aumentaram a intensidade,
como foi 0 caso da agua, em 1,65 ppm. Houve também o aparecimento de novos picos, em 2,35
ppm e 1,14 ppm, provavelmente referentes aos produtos de degradacao.
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Figura 44 - Espectro de RMN-"H do filme de PHB puro apés esterilizagdo térmica.

4.4 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FiSICAS DAS BLENDAS E DOS POLIMEROS
PUROS

4.4.1 Propriedades morfoldgicas

A morfologia da superficie dos filmes foi estudada por MEV, como mostra a Figura 45. O
filme de PHB puro apresentou uma superficie rugosa e irregular (Figura 45a). Com a adi¢do da
quitosana, os filmes apresentaram mudancas em suas caracteristicas morfolégicas. Foram

observados granulos (Figura 45b) que podem ser associados a presenca da quitosana.
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Figura 45 - Micrografia dos filmes de PHB puro (a) e da blenda PHB/quitosana (b) com
ampliacdo de 1000x.
A superficie da blenda ap6s processo de esterilizacdo térmica (Figura 46a) ainda se
apresentou rugosa e com a presenca de granulos (quitosana). Também foi possivel observar a
presenca de alguns vazios na matriz. Ja os filmes irradiados a 25 kGy (Figura 46b)

apresentaram-se lisos e homogéneos.

AccV  Pobe  Mag WD Det F——1 10um
15.0kY 40 % 1000 73 “SE

(b)
Figura 46 - Micrografia dos filmes de PHB/quitosana esterilizado termicamente (a) e a 25 kGy
(b) com ampliacao de 1000x.
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4.4.2 Propriedades mecanicas

Foram realizados testes de resisténcia a tracdo para os filmes de PHB puro,
PHB/quitosana e quitosana pura antes e ap0s processos de esterilizacdo térmica ou radiolitica. As
propriedades mecénicas avaliadas neste trabalho foram tensdo maxima, deformacéo especifica e
modulo de elasticidade.

A partir das Figuras 47, 48 e 49, é possivel observar que as propriedades mecéanicas dos
filmes de quitosana ap0s esterilizacdo térmica diminuem drasticamente. Isso comprovou a alta
sensibilidade térmica da quitosana que também foi observada por Corazzari et al. (2015). Apesar
das grandes variacdes das propriedades mecanicas dos filmes de quitosana pura, apos processo de
esterilizagdo térmica, as blendas mostraram-se mais estaveis, variando pouco as suas
propriedades. Para a tensdo maxima, o filme de quitosana pura sofreu uma reducdo de 92,4 %
nessa propriedade, enquanto a blenda praticamente ndo sofreu alteracdo. Para a deformacéo
especifica, o filme de quitosana pura sofreu uma reducdo de 62,5 %, enquanto a blenda se
manteve praticamente constante. J& para 0 modulo de elasticidade, essa reducédo foi de 63,4 %
para o filme de quitosana pura e 13,6 % para a blenda. Esses fatos mostraram que a presenca da
quitosana ndo comprometeu as propriedades mecanicas estudadas da blenda ap0s processo de
esterilizacdo térmica, isso faz com que este material seja promissor para possiveis aplicacdes
médico-hospitalares ou alimenticias. Os dados utilizados para construcdo desses graficos estdo

apresentados no Apéndice A.
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Figura 47 - Gréfico da tensdo maxima x amostras dos filmes antes e
apos processo de esterilizacdo térmica (ET).
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Figura 48 - Gréafico da deformacdo especifica x amostras dos filmes
antes e ap0s processo de esterilizacdo térmica (ET).
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Figura 49 - Gréafico do modulo de elasticidade x amostras dos filmes
antes e apos processo de esterilizacdo térmica (ET).

As Figuras 50, 51 e 52 mostram uma comparagdo entre as propriedades mecénicas dos
filmes de quitosana pura antes e apos esterilizagdo radiolitica. Foi observada uma queda brusca
em suas propriedades mecénicas (tensdo méaxima e modulo de elasticidade), exceto a deformacgéo
especifica que se manteve praticamente constante. Os dados utilizados para construgdo desses

gréaficos estdo apresentados no Apéndice A.
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Figura 51 - Gréafico da deformacédo especifica x amostras dos filmes de
quitosana pura ndo irradiada e irradiada.
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Figura 52 - Grafico do modulo de elasticidade x amostras dos filmes de
quitosana pura ndo irradiada e irradiada.
Né&o foi possivel realizar os ensaios mecanicos dos filmes de PHB puro e das blendas apés
esterilizacdo radiolitica, pois esses se apresentaram altamente quebradigos. Esse fato é um forte

indicio de que houve degradacéo do material apds irradiacéo.

4.4.3 Propriedades térmicas
4.4.3.1 Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)

As temperaturas caracteristicas (cristalizacdo e fuséo), a entalpia de fusdo e porcentagem
de cristalizacdo obtidas por DSC estdo relatadas na Tabela 5. A temperatura de cristalizacdo e
fusdo do filme de PHB puro séo, respectivamente, 113 e 167 °C, que é praticamente a mesma do
PHB em p0 (Tabela 5) e estas temperaturas estdo de acordo com as encontradas na literatura
(ABDELWAHAB et al., 2012). Como observado também na Tabela 5, a porcentagem de
quitosana na blenda ndo altera a temperatura e entalpia de cristalizacdo, a temperatura de fuséo e
0 grau de cristalinidade deste material. Esse resultado também foi observado por Matet e
colaboradores (2015) que comprovaram que baixos percentuais de quitosana (2, 5 e 10 %) na
blenda PE/quitosana ndo alterou a temperatura de cristalizacdo e fusdo. As blendas esterilizadas a
50 e 75 kGy apresentaram dois picos de cristalizacdo e uma diminuicdo nos valores de entalpia

de cristalizacéo e grau de cristalinidade em relacdo aos outros filmes. Provavelmente, essas doses
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de radiagdo-y comprometeram a regido cristalina da blenda (D’AMICO; MANFREDI; CYRAS,

2012). As curvas de DSC obtidas para estes filmes estdo apresentadas no Apéndice B.

Tabela 5 - Pardmetros do DSC dos filmes de PHB puro e PHB/quitosana

Amostras T (°C) Tm (°C) AH. (J/g) X¢ (%)
PHB pé 114 170 66,35 45,45
PHB puro 113 167 68,43 46,87
PHB/quitosana 110 166 67,39 46,16
PHB/quitosana ET 113 165 70,35 48,19
PHB/quitosana 25 kGy 114 165 66,81 45,76
PHB/quitosana 50 kGy 72/61 166 37,27 25,53
PHB/quitosana 75 kGy 71/57 164 25,27 17,31

ET — Esterilizado termicamente
X — grau de cristalinidade

4.4.3.2 Termogravimetria (TG)

A degradacdo térmica dos filmes de PHB puro antes e apos esterilizacdo térmica ou
radiolitica esta apresentada na Figura 53. As andlises termogravimétricas dos filmes de PHB puro

mostraram degradacéo total em um Unico estagio entre 250 e 300 °C.
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Figura 53 — Curvas de TGA para os filmes de PHB puro

antes e apos processos de esterilizacdo térmica (ET) ou
radiolitica.

As analises termogravimétricas dos filmes de quitosana pura antes e ap0s processos de
esterilizacdo térmica ou radiolitica estdo apresentadas na Figura 54. A degradacdo térmica da
quitosana aconteceu em trés estagios: processo de desidratacdo, decomposicdo do biopolimero e
geracdo de material carbonizado. Na faixa de temperatura entre 50 e 150 °C, a perda de massa
pode ser associada a dessorcdo da agua presente na superficie do polimero. Na faixa entre 150-
450 °C foi observado o processo principal de degradacdo térmica. Segundo Corazarri et al.
(2015), nesta etapa ocorre a liberacdo de H,O, NH3, CO, CO, e CH3;COOH. Por fim, na faixa de
450-600 °C houve a liberacdo de CH4. A porcentagem da perda de massa das amostras de

quitosana em cada estagio da degradacédo e a massa residual esta relatada na Tabela 6.
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Figura 54 — Curvas de TGA para os filmes de quitosana pura antes e apos
processos de esterilizacao térmica (ET) ou radiolitica.

Tabela 6 — Dados obtidos das curvas de TG das amostras de quitosana em estudo.
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Amostras Perda de massa (%) Massa residual (%)
1° estagio 2° estagio 3° estagio
(50-150 °C) (150-450°C)  (450-600 °C)
Quitosana 75 kGy 10,0 43,5 3,7 42,8
Quitosana ET 10,0 45,3 4,3 38,3
Quitosana pura 9,0 42,7 3,6 44,7

ET — Esterilizado termicamente

O comportamento térmico da blenda PHB/quitosana, antes e apds processos de

esterilizacdo térmica ou radiolitica, foi semelhante ao filme de PHB puro. A degradacdo térmica

aconteceu em um Unico estagio entre 250 e 300 °C (Figura 55). As amostras ndo apresentaram

massas residuais.
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Figura 55 — Curvas de TGA para as blendas PHB/quitosana antes e ap0s
processos de esterilizagao térmica (ET) ou radiolitica.

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Conforme constatado na literatura, os filmes de quitosana pura apresentam atividade
antimicrobiana (CARVALHO et al., 2011; DAMIAN et al., 2005; PENICHE; ARGUELLES-
MONAL; GOYCOOLEA, 2008). Testes de atividade antimicrobiana para filmes de quitosana
pura foram realizados pelo grupo de pesquisa e constataram a formacdo de um halo de inibicéo

ao crescimento microbiano ao redor do disco do filme de quitosana (Figura 56).
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Halo de
inibicao

Figura 56 — Ensaio da atividade antimicrobiana para
o filme de quitosana pura.

N&o foi constatado a formacdo do halo ao redor do disco da blenda PHB/quitosana.
Provavelmente, o baixo percentual de quitosana na blenda foi insuficiente para conferir atividade
antimicrobiana ao material. Outra explicacdo seria um possivel aprisionamento ou
encapsulamento da quitosana na matriz de PHB, evitando a migracdo da mesma no meio e,

consequentemente, interferindo em sua capacidade inibitéria ao crescimento microbiano.
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5 CONCLUSOES

A avaliacdo das propriedades dos filmes de PHB puro, de quitosana pura e das blendas
PHB/quitosana ap0s processos de esterilizacdo térmica ou radiolitica, realizada neste trabalho,

forneceu algumas conclusdes que estdo apresentadas a seguir:

As andlises por componentes principais realizadas a partir dos espectros de infravermelho
das amostras dos filmes de PHB puro, quitosana pura e da blenda PHB/quitosana indicaram a
formacdo de dois agrupamentos distintos, em funcéo da estrutura quimica dos polimeros. A partir
desta analise, também, foram observados grupos distintos para as blendas antes e apds
esterilizacdo radiolitica. Este fato pode estar associado a alteracdes na estrutura quimica do

polimero, como por exemplo, a cisdo da sua cadeia principal, devido a radiacéo.

Os filmes de quitosana pura apresentaram alteracGes significativas nas propriedades
mecanicas estudadas apés esterilizacdo térmica ou radiolitica. J& para os filmes de PHB puro, a
esterilizacdo térmica ndo comprometeu as propriedades mecanicas estudadas, em contrapartida, a
esterilizacdo radiolitica degradou completamente os filmes, resultando em filmes altamente

quebradicos.

As blendas PHB/quitosana ap0s 0s processos de esterilizacdo estudados tiveram
comportamento mecanico semelhante ao PHB. Isso mostrou que a quitosana ndo alterou as

propriedades mecanicas das blendas.

Os espectros de RMN dos filmes de PHB puro e da blenda PHB/quitosana nédo revelaram
nenhuma nova estrutura formada apos esterilizacdo radiolitica. 1sso indica, provavelmente, que a
degradacdo do polimero pode estd ocorrendo com a formacdo de radicais livres, que ndo sao

identificados pelo RMN-"H, pois ndo apresentam prétons em sua estrutura.

O espectro de RMN do filme de PHB puro revelou novas estruturas formadas apos
esterilizacdo térmica. Essas novas estruturas, provavelmente, sdo referentes aos produtos de

degradacdo térmica do PHB.

Com base no MEV foi possivel observar na blenda a presenca de granulos, referentes a
quitosana, dispersos na matriz de PHB. Também foi observado que ap0s esterilizacdo térmica, a
blenda apresentou uma superficie rugosa, com a presenca de granulos e alguns vazios na matriz.

Jé& apds a esterilizacdo radiolitica, a blenda apresentou-se lisa e homogénea.
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A porcentagem de quitosana adicionada e o processo de esterilizagdo térmica nédo
alteraram a temperatura e entalpia de cristalizagdo, a temperatura de fusdo e o grau de
cristalinidade das blendas, porém as blendas irradiadas com doses de 50 e 75 kGy apresentaram
uma reducdo no valor da entalpia de cristalizacdo e no grau de cristalinidade da blenda, além
disso, apresentaram dois picos de cristalizagdo. Provavelmente, essas doses de radiacdo-y

comprometeram a regido cristalina da blenda.

O comportamento térmico das blendas, antes e ap6s processos de esterilizagdo térmica ou
radiolitica, observado pelas curvas de TGA foi semelhante ao comportamento térmico do filme
de PHB puro.

As blendas ndo apresentaram atividade antimicrobiana, provavelmente devido ao baixo

percentual de quitosana presente na blenda.

Diante das conclusdes apresentadas, muitos estudos podem ser feitos para dar
continuidade a este trabalho. Os principais itens que podem ser explorados em trabalhos futuros

sdo:

e Adicdo de um aditivo compatibilizante, que melhore a interacdo entre os polimeros na
blenda.

e Utilizacdo de outro método de preparacdo da blenda, como por exemplo, extrusao.

e Avaliacdo das propriedades das blendas com percentuais de quitosana maiores do que o

percentual estudado neste trabalho.

e Utilizacdo de outros métodos para avaliar a atividade antimicrobiana da blenda.
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APENDICE A — Dados do ensaio de tracio

Amostras Tensdo maxima Deformacao Médulo de
(MPa) especifica (%) elasticidade (GPa)
PHB puro 132,7 + 20,0 43+14 6,2+11
PHB puro ET 205,4 £ 59,5 46+0,3 6,8+1,8
PHB/quitosana 188,5 + 44,7 4,4 +0,6 8,8+0,5
PHB/quitosana ET 192,5+119 4,2+0,2 76+13
Quitosana pura 571,4+30,4 96+24 10,1 £ 3,7
Quitosana pura ET 43,2+5,6 3,6+0,6 0,7+0,2
Quitosana 25 kGy 36,0+4,6 79+11 0,8+0,0
Quitosana 50 kGy 356+53 8,7+04 0,7+0,1
Quitosana 75 kGy 28,2+24 8,2+0,3 0,5+0,0

ET — Esterilizacdo térmica
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Resumo

Devido as suas propriedades, como atoxicidade e biocompatibilidade, o polihidroxibutirato (PHB) e a quitosana tém sido
utilizados na fabricacé@o de produtos do setor médico-hospitalar e alimenticio. Ambos os setores demandam a esterilizagdo
térmica de seus produtos. Nesse contexto, 0 objetivo principal deste trabalho foi avaliar o efeito da esterilizagdo térmica em
filmes de PHB puro, quitosana pura e blendas de PHB/quitosana através da andlise de infravermelho. Constatou-se que o
filme de quitosana apos esterilizagdo térmica sofreu alteragdo em sua estrutura quimica, tornando-se mais estavel
termicamente. Ja a estrutura quimica do PHB permaneceu praticamente inalterada. A PCA das misturas PHB/Quitosana
antes e apos esterilizacéo evidenciou a formagao de dois grupamentos distintos.

Palavras-chave: Polihidroxibutirato (PHB), quitosana, esterilizagao térmica, infravermelho.

1 INTRODUCAO

A crescente utilizacdo de materiais plasticos pela
sociedade se deve principaimente pelas suas
caracteristicas, como atoxicidade, durabilidade,
facilidade de serem moldados, capacidade de serem
reciclados, baixo custo e versatilidade de aplicacdo’.
Porém, o descarte desses materiais tem gerado
grandes problemas ambientais. Uma alternativa
possivel para o gerenciamento do residuo plastico é a
substituicdo de polimeros sintéticos convencionais por
polimeros biodegradaveis.

Dentre os polimeros biodegradaveis, destaca-se a
classe dos polihidroxialcanoatos (PHAS), que sao
poliésteres alifaticos produzidos por uma variedade de
bactérias’. Um dos PHAs mais conhecido é o
polihidroxibutirato (PHB), que é um termoplastico,
biocompativel, atoxico e apresenta propriedades
fisicas e mecénicas comparadas a do polipropileno
(PP), polimero n&o-biodegradavel oriundo da rota
petroquimica®*.

Outro polimero biodegradavel bastante promissor é a
quitosana, que é um polissacarideo linear, atéxico,
biocompativel e apresenta atividade antimicrobiana®®.
Tanto o PHB como a quitosana s&o bastante
aplicados no setor médico-hospitalar e na industria de
alimentos. Ambos o0s segmentos demandam a
esterilizacdo térmica de seus produtos. Nesse
contexto, o presente trabalho teve como objetivo
principal a avaliacdo do efeito da esterilizagdo térmica
em blendas de PHB/quitosana através da analise de
infravermelho. Para isso, foi feita uma analise dos

componentes principais (PCA) dos espectros no
infravermelho do filme de PHB puro, do filme de
quitosana pura e das blendas de PHB/quitosana antes
e apos esterilizacdo térmica.

A PCA ¢é uma técnica quimiométrica de
reconhecimento de padrbes, ou seja, utiliza
ferramentas mateméticas e estatisticas para explorar
os resultados obtidos por meio de andlises quimicas.
Através da reducdo de dimensdes, ela permite
detectar padrbes ou agrupamento de amostras com
caracteristicas semelhantes, estabelecer quais
variaveis sdo correlacionadas ou redundantes e
observar amostras andmalas. A reducdo da dimenséo
do espago de pardmetros é realizada através da
transformac@o da varidvel original, representando-a
em novos eixos’.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Materiais

O PHB utilizado foi fornecido pela PHB Industrial SA e
a quitosana de médio peso molecular utilizada foi da

marca Sigma-Aldrich.

2.2 Preparacdo das blendas de PHB/Quitosana

Os filmes foram obtidos utilizando a técnica de
evaporacdo de solventes.
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2.2.1 Filme de PHB puro

Num béquer de 250 mL foram adicionados 1,3 g de
PHB e 50 mL de cloroférmio. A solucao foi agitada por
2 horas em agitador magnético a 60° C. Apés agitacao
a solucdo foi deixada em repouso por 48 horas para
gue o PHB inchasse. Apos as 48 horas, a solucdo de
PHB foi agitada em homogeneizador por 15 minutos e
filtrada utilizando chumaco de algoddo para retirar
possiveis impurezas da solucdo. Apoés a filtracao, o
filme foi vertido em placa de petri. Os filmes foram
secos a temperatura ambiente.

2.2.2 Filme de quitosana pura

Em um erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 1,0
g de quitosana e 100mL de solucdo de acido acético
(0,5%). A solucéo foi agitada em agitador magnético a
temperatura ambiente até completa solubilizacdo. Os
filmes foram secos em estufa a 40°C.

2.2.3 Blenda PHB/quitosana

As solucdes de PHB e quitosana foram preparadas
separadamente como descrito nos itens anteriores.
Apo6s solubilizacdo, foram adicionadas 1mL da
solucdo de quitosana na solucdo de PHB. As mesmas
foram agitadas por 15 minutos para completa
homogeneizacédo e a solucéo final foi vertida em placa
de petri. Os filmes foram secos a temperatura
ambiente.

2.3 Técnicas de caracterizacao
2.3.1 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

As analises de espectroscopia no infravermelho
(FTIR) foram realizadas no Espectrdbmetro Spectrum
400 FT-IR/ FT-NIR — Perkin Elmer, com acessorio
HATR e os espectros foram obtidos com resolugéo de
4 cm™, empregando-se o total de 16 scans e faixa de
4000 a 650 cm ™.

2.3.2 Analise por componentes principais

Para analise da PCA foi o usado um software
Unscrambler, versdo 9.7°. Esse programa construiu
uma matriz de dados multivariados, onde cada
variavel representa um eixo do espago matematico
das caracteristicas das amostras. S&o realizadas
manipulacdes algébricas na matriz de covariancia das
variaveis e novos eixos sado calculados, com direcdo
no sentido da maior variancia. Esses novos eixos séo
0s componentes principais (PCs). A matriz de dados
analisada foram espectros dos filmes de PHB puro, da
quitosana pura e das blendas PHB/quitosana antes e
apos esterilizagao térmica.

2.3.3 Andlise termogravimétrica — TGA

As amostras de PHB e de quitosana antes e apoés
esterilizagéo foram submetidas a testes
termogravimétricos para obtencéo das faixas de perda
de massa. Foi utilizada uma termobalanga Perkin
Elmer, modelo STA 6000. Os testes foram realizados
com taxa de 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio,
em uma faixa de temperatura de 30-600 °C.

2.4 Esterilizacao térmica

Os filmes de PHB puro, de quitosana pura e as
blendas de PHB/quitosana foram submetidos a
esterilizacdo térmica em autoclave modelo 415
Fanem. O processo consistiu no aquecimento da
autoclave até atingir 120°C, ao atingir essa
temperatura, os mesmos foram mantidos por um
periodo de 15 minutos, apés o tempo determinado, a
autoclave foi desligada, sendo aberta a valvula de
escape do vapor, até a mesma esfriar, uma vez
resfriada, os filmes foram retirados da autoclave.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de infravermelho do filme de PHB puro e
da quitosana pura antes e apos esterilizacao térmica
encontram-se na Figura 1.
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Figura 1: Espectro naregido do infravermelho do PHB antes (A)
e depois (D) da esterilizag&o térmica e da quitosana antes (A) e
depois (D) da esterilizagdo térmica.

As duas caracteristicas mais marcantes no espectro
do PHB foram a banda bem intensa devido a
deformacao axial da carbonila C=0 em 1716 cm™ e as
bandas de estiramento C-O, que aparecem entre 1300
a 1000 cm™, caracteristicas do grupo éster;
apresentou também uma banda em 1378 cm™
correspondente ao dobramento do grupo metila (CHy).
As principais bandas observadas no espectro da
quitosana pura (Figura 1) foram: banda de estiramento
axial de OH entre 3500 a 3000 cm™, sobreposta a
banda de estiramento N-H, deformacéo axial de C=0
de amida em 1623 cm™; deformac&o angular de N-H
em 1529 cm; deformacéo angular simétrica de CHs
em 1373 cm™; deformacéo axial de —CN de amida em
1405 cm™; e deformacdo axial de —CN de grupos
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amino em 1301 cm™; além de bandas de estruturas
polissacaridicas na regido de 894 a 1120 cm™.

O resultado da PCA dos filmes de PHB puro e de
quitosana pura antes e apOs esterilizacdo esti
apresentado na Figura 2. Pode-se observar uma
diferenca estrutural caracteristica entre os polimeros,
sendo a PCL1 responsavel pela distingdo dos grupos.
Outra observacao relevante diz respeito a alteracao
estrutural da quitosana apds o processo de
esterilizacdo térmica, uma vez que a quitosana antes
da esterilizacdo se encontrava no escore negativo e
ap6s a esterilizacdo se deslocou para 0 escore
positivo em relacdo a PC2. Essa modificacdo
estrutural na quitosana pode influenciar em suas
propriedades. A PC1 explica 97% da variagdo dos
dados amostrais, enquanto a PC2 explica 3%.

PC2 Scores

15 ] - Qiitosana D

- PHBD

-4 -2 0 2 a 6 8

Figurlé 2: PCA dos filmes de PHB puro e Quitosana pura antes
(A) e depois (D) da esterilizacao térmica.

Através da andlise termogravimétrica da quitosana
pura esterilizada e ndo-esterilizada (Figura 3) pode-se
observar uma modificacdo da estabilidade térmica da
quitosana. O filme de quitosana apds o processo de
esterilizacdo mostrou-se mais estavel termicamente.
Enquanto o PHB manteve sua estabilidade térmica
apos esterilizacdo (Figura 4).
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Figura 3: Curvas de analise termogravimétrica (TGA) para a
Quitosana pura antes e apoés esterilizagéo.
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Figura 3: Curvas de analise termogravimétrica (TGA) para o
PHB puro antes e ap6s esterilizacdo.

De acordo com a Figura 3, pode-se observar que a
degradacédo térmica da quitosana aconteceu em trés
estagios: processo de desidratacdo, decomposicdo do
biopolimero e geracéo de material carbonizado®.
Baseado na Figura 3, pode-se afirmar que o PHB puro
sofreu acentuada degradacdo térmica acima de
225°C, sendo o material decomposto em um Unico
passo até 328°C.

A Figura 5 mostra os espectros no infravermelho das
blendas PHB/quitosana antes e ap0ds esterilizacdo
térmica e a partir do mesmo, pode-se perceber certa
semelhanca entre os espectros das blendas e do filme
de PHB puro. Apenas a partir do grafico de escores
PC1 X PC2 (Figura 6), obtido na PCA, pode-se
observar a formacdo de um novo grupo
(PHB/quitosana) com  caracteristicas  proprias

diferentes do PHB puro e da quitosana pura. A PC1
explica 82% da variagdo dos dados amostrais,
enquanto que a PC2 explica 15%.
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Figura 5: Espectro na regido do infravermelho das blendas de
PHB/quitosana antes (A) e depois (D) da esterilizagédo térmica.
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Figura 6: PCA dos filmes de PHB puro, quitosana pura e
PHB/Quitosana

O gréfico de escores da PC1 X PC2 (Figura 7) para as
blendas PHB/Quitosana antes e apés esterilizacao
térmica evidenciou a formacao de dois agrupamentos
distintos. Neste gréafico, a PC1 foi responsavel pela
distincdo dos grupos. No escore negativo estdo as
amostras de PHB/Quitosana depois do processo de
esterilizagdo, no escore positivo estdo os filmes de
PHB/Quitosana antes do processo de esterilizacdo. A
PC1 explica 99% da variagdo dos dados amostrais.
Enquanto a PC2 explica 1%.
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Figura 7: PCA das blendas de PHB/Quitosana antes (azul) e
depois (vermelho) da esterilizagéo térmica.

4 CONCLUSOES

A partir da mistura polimérica entre o PHB e a
quitosana, foi possivel observar através da PCA dos
espectros de infravermelho a formacé&o de trés classes
distintas: PHB puro, quitosana pura e PHB/Quitosana.
Constatou-se também que o filme de quitosana apds
esterilizacéo térmica sofreu alteracdo em sua estrutura
guimica, tornando-a mais estavel termicamente. Ja a
estrutura quimica do PHB permaneceu praticamente
inalterada. Além disso, ficou evidenciada a partir da
PCA a formacdo de duas classes distintas de
amostras dos filmes de PHB/Quitosana antes e apés
esterilizacao.
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