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RESUMO

O PHB (poli 3-hidroxibutirato), um homopolimero importante pelas suas
propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade, que quando submetido
aos processamentos reoldgicos tradicionais de extrusdo e injecdo o PHB sofre
degradacao térmica e com isso 0s materiais produzidos possuem propriedades
mecéanicas que limitam seu uso. Considerando o monémero do PHB, &cido 3-
hidroxibutirico, foi proposto o estudo da interagdo dos &cidos malico, glicélico,
tartarico e mandélico que possuem os grupos funcionais hidroxila e carboxila em
suas estruturas. Estes hidroxiacidos podem ser obtidos a partir de fontes naturais e
assim pode-se obter um novo material polimérico com as mesmas propriedades de
biodegradabilidade e biocompatibilidade do PHB4V% (poli 3-hidroxibutirato contendo
4% do mondmero 3-hidroxivalerato), porém com maior potencial de aplicacdo. Por
meio de estudo de comportamento térmico empregando as técnicas de TG-DTA e
DSC foi possivel definir qual das amostras de filmes apresentaram menor
temperatura de fusao cristalina, transi¢éo vitrea e por outro lado maior temperatura
de cristalizacdo e maior estabilidade térmica. A partir de estudo cinético foi
determinado o fator pre exponencial de Arrhenius (A) e energia de ativacao (E) da
reagdo de cristalizacao analisada por DSC, no qual foi observado que o acido
tartarico interagiu com as cadeias do PHBV4%, enquanto que o acido malico
apresentou-se como um aditivo no filme. Amostras dos filmes de PHBV4% com
hidroxiacidos derivatizados com alcool isoamilico foram analisadas por GC-FID para
identificacdo e quantificagdo monomérica. Aplicando a metodologia validada foi
possivel analisar amostras dos filmes com seguranca analitica simultaneamente os
derivados dos acidos 3-hidroxibutirico, malico, glicdlico, mandélico e tartarico, nos
quais determinou-se menores proporcées em relacdo a composicdo preparada,
especialmente na presenca do acido glicolico. A razdo pela determinacdo de
menores propor¢des do acido glicdlico indica interacdo quimica com as cadeias do
PHBV4%. Da mesma forma foram obtidos menores valores de massa molar
viscosimétrica e maiores indices de acidez quando preparado os filmes do PHBV4%
com os acidos glicolico e malico. Com a perspectiva de maior interagdo do &cido
glicolico e malico com o PHBV4% definiu-se realizar o estudo de biodegradacdo dos
filmes expostos em solo de jardim durante dezoito meses. Empregando TG-DTA,
DSC e GC-FID analisou-se as amostras de filmes retirados do solo ap6s um, trés,
seis, nove, doze e dezoito meses. Os resultados das amostras analisadas apds um
més indicaram que o0s acidos glicdlico e malico presentes nos filmes foram os
agentes iniciais do processo de biodegradacdo. Conseqlientemente os filmes
contendo os hidroxiacidos se tornaram mais frageis e com mais sitios disponiveis
para ocorréncia da biodegradagcao, como foi observado tais filmes ja se
apresentavam praticamente 100% decompostos apds 12 meses de exposicdo em
solo. Desta forma fica claro que a presenga do acido glicélico e acido malico
conferem melhores propriedades para as potenciais aplicagdes e, além disso,
reduzem o tempo de permanéncia no meio ambiente do PHBV4% quando exposto
em condi¢des favoraveis de biodegradacgao.

Palavras chave: Biopolimeros, Poli(3-hidroxibutirato), hidroxiacidos.



11

ABSTRACT

PHB (poly 3-hydroxybutyrate) homopolymer is an important biocompatible and
biodegradable material, however when it is processed using the typical extrusion and
injection rheological techniques the PHB is thermally unstable and thus the obtained
materials have limited mechanical properties. Considering the monomer in the PHB
chain, the 3-hydroxybutyric acid it has been proposed to study the interaction with
malic, glycolic, tartaric and mandelic acid with PHB. Those hydroxyacids have
hydroxyl and carboxyl functional groups in their structures, so it was expected some
physical and chemical interactions. The hydroxyacids production is based on natural
process and then a new polymeric material will maintain the same properties of
biodegradability and biocompatibility presented by PHB4V% (poly 3-hydroxybutyrate
containing 4% of 3-hydroxyvalerate monomer), nevertheless with better potential for
its applications. The thermal behavior study, using the TG-DTA and DSC techniques
were important to define which of the sample films showed lower melting point, glass
transition and on the other hand higher crystallization temperature with higher
thermal stability. From the kinetic study we determined the Arrhenius’s pre
HOODOFOMODOOOODODDO00000000000000000000000000000000
E) for the crystallization reaction from DSC curves, in which was observed that
tartaric acid interacted with the chains of PHBV4%, while the malic acid acts similar
to an additive in the film. Samples of the PHBV4% films with hydroxycids were
derivatized with isoamyl alcohol and after the transesterification reaction the samples
were analyzed by GC-FID in order to identify and quantify the PHB monomer and
unreacted hydroxycids contents. Applying the GC-FID validated method it was
possible to determine the derivatives of 3-hydroxybutyric, malic, glycolic, mandelic
and tartaric acids in the sample films and interestingly it was determined less
hydroxyacid proportion than added, especially when glycolic acid was added. These
lowest proportions of glycolic acid indicate chemical interaction with the chains of
PHBV4%. Consequently, lower viscosity molar mass and acid number were
determined for the PHBV4% films prepared with glycolic and malic acid. Based on
the evaluated characteristic in the PHBV4% films containing glycolic and malic acid it
was decided to study the biodegradation of the films exposed during eighteen
months inside in a flask with garden soil. The samples were taken from the garden
soil and analyzed by TG-DTA, DSC and GC-FID after the first, third, sixth, ninth,
twelfth and eighteenth month. The PHBV4% samples containing hydroxyacids
analyzed after the first month presented the first signals of biodegradation process
due to the glycolic and malic acid hydrolysis. Hence the films containing hydroxyacids
became more fragile and with more available sites for the biodegradation, as noted
these films were almost 100% decomposed after the twelfth month of exposure
inside the soil. Therefore the presence of the glycolic and malic acid in the PHBV4%
structure enhance the properties for the potential applications of this biopolymer and
also it reduces the time in the environment when exposed to favorable conditions for
biodegradation.

Keywords: Biopolymer, poly(3-hydroxybutyrate), hydroxyacids.
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1. INTRODUCAO

Os polimeros sintéticos tém papel fundamental na sociedade moderna, onde
marcaram profundamente o desenvolvimento a partir da metade do século XX,
porém, como algumas de suas aplicagcbes tem um tempo de vida util curto os
residuos sdo descartados no meio ambiente gerando um volume de rejeitos de dificil
solucdo ambientalmente adequada. Desta forma, tem despertado grande
preocupacao atualmente para que o uso racional destes materiais poliméricos seja
sustentavel, ou seja, 0s recursos extraidos possam retornar ao ambiente
preferencialmente por processos de biodegradagao.

Os polialcanoatos (PHAs) constituem uma classe de polimeros
biodegradaveis e biocompativeis, sdo produzidos a partir de recursos renovaveis
como acgucares e acidos graxos e apresentam propriedades termoplasticas (SQUIO;
ARAGAO, 2004). Os PHAs degradam-se completamente por ataque microbiano em
um ano, desde que em condigdes adequadas do meio ambiente (ROSA; FILHO,
2003).

Os PHAs séo produzidos por uma grande variedade de bactérias e séo
acumulados na forma de granulos intracelulares como reserva de carbono, energia e
equivalentes redutores. Em geral, a sintese de PHA por bactéria ocorre em um meio
nutritivo quando ha excesso de fonte de carbono e a limitacdo de pelo menos um
nutriente necessario a multiplicacado das células (nitrogénio, fésforo, magnésio e
ferro) (GOMEZ, 1997).

Os PHAs podem ser utilizados como matéria prima em um amplo campo de
aplicacoes, tais como embalagens para produtos de limpeza, higiene, cosméticos e
alimentos. Também podem ser utilizados para produzir sacos descartaveis, vasos
para mudas, brinquedos e material escolar. Por serem biocompativeis podem ser
empregados na drea médico-farmacéutica em fabricacdo de fios de sutura, préteses
Osseas, suportes de cultura de tecidos para implantes e encapsulacdo de farmacos
para liberacdo controlada, no entanto possuem custo elevado em relagdo aos
termoplasticos convencionais (SQUIO; ARAGAO, 2004).

Entre os PHAs mais estudados encontra-se o poli(3-hidroxibutirato) (PHB),

homopolimero (polimero com apenas um tipo de mondémero constituinte da cadeia
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principal) poliéster que apresenta propriedades termoplésticas semelhantes as do
polipropileno isotatico, devido a sua cristalinidade e temperatura de fuséo similar. O
PHB é biocompativel e biodegradavel, possui ponto de fusdo em torno de 170 °C
sendo quebradico e termicamente instavel. Para superar estas desvantagens,
geralmente o PHB tem sido melhorado pela introducéo, durante a biossintese, de
diferentes monémeros de alcanoatos para produzir copolimeros ou por meio de
misturas poliméricas de PHB com outros polimeros (HAY; SHARMA, 2000; CHEN;
WANG, 2002).

O polihidroxivalerato (PHV) também pode ser produzido durante o processo
de producao do PHB. A introducéo de PHV as cadeias poliméricas de PHB, melhora
0 processamento e a ductibilidade do mesmo. Polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato
(PHBV) com variacbes da massa molar de PHV, esta sendo amplamente utilizado
em investigacdes biomédicas (CHEN; WANG, 2002).

Para tornar as propriedades e caracteristicas do PHB mais interessantes, em
termos de processamento, estudos que envolvem a preparagdo de filmes com a
presenca de modificadores de cadeia e/ou condi¢cées de preparo que influenciam
nas propriedades do produto final, constituem bases importantes para
aplicabilidades futuras e para o desenvolvimento desta area.

O poli(3-hidroxibutirato) homopolimero apresenta algumas limitagées em suas
propriedades de processamento, tais como, elevada temperatura de fusao cristalina
em torno de 170 °C e degradacao térmica durante o processamento entre 170 e 200
°C, e alta frac&o cristalizavel, aproximadamente 80 % (SQUIO; ARAGAQ, 2004).

Portanto, apesar do PHB possuir propriedades nobres de biodegradabilidade
e biocompatibilidade tem-se a necessidade de alcancar avangos tecnolégicos que
permitam aplicagcbes nas mais variadas areas e nessa busca a modificacao
estrutural do PHB com substancias de mesma natureza quimica pode conferir
estabilidade durante o processamento de tal forma que o material produzido com o
biopolimero atenda as especificagcdes de uso.

Para alcancar melhores condicées na industria de processamento do PHB,
neste trabalho propde-se trabalhar com os hidréxiacidos, acido malico, tartarico,
glicélico e mandélico para obter produtos com melhores propriedades. Para isso,
torna-se necessario avaliar o comportamento térmico do PHB e estudar a influéncia
da presenca de hidroxiacido como agente reticulante na cadeia polimérica
considerando os campos em potencial de aplicacdo, para um produto com menores
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temperaturas de fusdo, menores fracoes cristalinas, maior estabilidade térmica e que
demande um menor tempo de biodegradacao quando descartado no ambiente.

Os hidroxiacidos sdo compostos polifuncionais com grupamentos hidroxilicos
e carboxilicos. O acido glicélico pode ser encontrado na cana-de-aglcar, acido
tartarico livre ou combinado com potassio, célcio ou magnésio. Por outro lado, pode
ser encontrado em frutas, como a maca, na forma de o acido mélico (BUDAVARI,
2001). Respectivamente, acido glicélico, acido malico e &cido tartarico apresentam
grupos funcionais igual a dois, trés e quatro. Assim, acidos malico e tartarico podem
agir como reticulantes podendo entrecruzar parcialmente as cadeias do PHB ou
mesmo agir como plastificante sem alterar as caracteristicas de biodegradabilidade
dos filmes.

A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas dos hidroxiacidos estudados,
incluindo os mondémeros do PHBV4% (acido 3-hidroxibutirico e o é&cido 3-
hidroxivalerico) que também s&o hidroxigcidos. A escolha dos hidroxiacidos foi feita,
considerando-se a estrutura dos mesmos, pois como observado na Figura 1, sédo
compostos com estrutura quimica similar a do PHBV4%.

Com a perspectiva da reagcao destes compostos com as cadeias do PHBV4%,
espera-se que a presenca de estruturas distintas, como a destes acidos, diminua a
fracao cristalizavel, pois, os hidréxiacidos dificultariam a organizagdo das cadeias e
também provocariam quebras de cadeias diminuindo a temperatura de fusdo. As
técnicas de analise térmica por DSC e TG-DTA possibilitam a avaliagdo da
modificacao de cadeia do PHBV4%.
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] OH o] OH 0 0
© © | HO\/k
HO HO OH OH
OH OH OH OH
acido malico acido tartarico acido mandélico acido glicélico

Figura 1: Estruturas dos monémeros do PHBV4% e dos hidroxiacidos.

A presenca dos hidroxiacidos pode se apresentar como sitios ativos para o
ataque microbiano, depois dos filmes serem descartados no meio ambiente,
acelerando assim a biodegradacdo. Com a degradacao biol6gica, a porcentagem de
monémeros tende a variar durante o processo de degradacdo. Assim, 0
acompanhamento da diminuicdo das propor¢ées monoméricas do polimero pode ser
realizado por método de cromatografia gasosa (CG-FID) com esterificagdo em meio
acido e a analise térmica permite verificar a estabilidade e mudancas nas
propriedades térmicas durante o processo.

A biodegradacéo de polimeros naturais pode ser feita pela metodologia de
monitoramento de CO, descrita no método ASTM (ASTM, 1997a) para
biodegradacao aerdbia sob condicdes de compostagem controlada. Por outro lado,
pode-se realizar o estudo em condi¢cdes anaerébias, porém medindo-se CO, e CHq4
(ASTM, 1997b).

Estudos recentes de biodegradagdo do PHB indicam dois mecanismos
complexos de acao microbiolégica que podem ocorrer no interior e exterior da célula
microbiana. Tanto no mecanismo intracelular, quanto no extracelular, as enzimas
depolimerases microbianas (estruturalmente associadas as enzimas hidrolases) sao
responsaveis pela quebra dos monémeros das cadeias poliméricas permitindo a
assimilacao do PHB como substrato (LUENGO et al., 2003).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PHB E MISTURAS POLIMERICAS

Sintetizado naturalmente por bactérias o poli(3-hidroxibutirato) apresenta
propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade com transicdo vitrea em
torno de 5 °C, ponto de fusdo cristalina entre 165 e 180 °C e se degrada
termicamente logo em seguida a fusao, liberando como um dos produtos principais o
acido crotonico independente da atmosfera. A cristalinidade global do PHB
compreende um intervalo entre 50 e 80 %.

O elevado grau de cristalinidade do poli(3-hidroxibutirato) se deve a
regularidade do processo fermentativo na producdo do PHB. A cristalinidade de
polimeros semicristalinos apresenta-se como um importante fator a ser considerado
na caracterizagdo polimérica.

De modo geral, os esforcos vém sendo direcionados no estudo da
cristalinidade: influéncia nas propriedades do PHB e formacdo de misturas
poliméricas para diminuir a fragéo cristalina do PHB.

Entre outros aditivos utilizados como modificador de cadeia do PHB, estdo os
polidis. Em estudo comparativo com glicerol e polietileno glicol na presenca de
catalisador, observou-se que a degradacao com etileno glicol foi mais rapida que
com glicerol, formando-se oligdmeros de PHB com varios grupos hidroxilas reativas
livres nos finais de cadeia, as quais poderiam ser usadas em uma proxima etapa
para reacdes de extensdo de cadeia (SPITALSKY et al., 2006).

Em trabalho avaliando misturas de PHB com varias proporcoes de polietileno
glicol os autores observaram que ndo ha alteracdo da estabilidade térmica das
misturas, todavia o aumento de polietileno glicol reduz a resisténcia a tracao e
aumenta o alongamento na quebra em relagdo ao PHB puro (PARRA et al., 2006).

O estudo do comportamento térmico e de biodegradacdo de misturas
poliméricas de PHB/amido e PHB-HV/amido mostrou que a presenca de amido
diminui as propriedades mecanicas dos poliésteres, que foram avaliadas antes e
apos a biodegradacdo. Apesar da diminuicdo das propriedades mecéanicas pela
adicao de amido, sua incorporacao aos polimeros permite um significativo aumento

da biodegradabilidade, possivelmente pela facilidade desse carboidrato ser
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consumido como fonte alternativa de carbono pelos fungos. A alteracao da estrutura
quimica do polimero pela presengca de grupos caracteristicos da degradacao dos
poliésteres foi confirmada por ressonancia magneética nuclear (RMN) e infravermelho
apos o ensaio de degradacéao (VINHAS et al., 2007).

A modificacdo de PHAs tem como objetivo melhorar determinadas
propriedades finais. O custo dos copolimeros ainda é muito alto, assim muitas
pesquisas visam modificar o PHB homopolimero para preparar materiais
biodegradadaveis baseados em PHAs com melhores propriedades mecénicas e
precos aceitaveis. Uma rota alternativa visa sintetizar varios copolimeros, com o
objetivo de produzi-los a um baixo custo. No entanto, a modificacdo para mudar as
propriedades € interessante mesmo no caso de copolimeros. Geralmente, os
métodos de modificacdo sdo baseados na parte quimica, podendo ser reacdes de
entrecruzamento, transesterificacdo com mudangas na estrutura quimica, ou
procedimentos na parte fisica, misturando aditivos de baixo ou alto massa molar e
otimizando a cristalizacao (BELGACEM; GANDINI, 2008).

2.2. ANALISES CLASSICAS

2.2.1. INDICE DE ACIDEZ

O indice de acidez é um dos parametros importantes nas ragdes de
polimerizacao de polidis, pois permite acompanhar o desenvolvimento da reagao
através da determinacdo da quantidade de grupos carboxila que ja reagiram e,
portanto, a quantidade dos que ainda vao reagir. Esta analise possibilita ainda,
determinar, no polimero resultante, a quantidade de carboxilas existentes no final da
polimerizacao.

O indice de acidez € definido como:

IA - Quantidade de KOH (hidréxido de so6dio), expressa em miligramas,
necessaria para neutralizar 1 grama de material.

Entende-se como material a amostra representativa da composi¢cao em
qualquer estagio da reacdo; assim, o IA pode estar relacionado com a composicao
monomérica inicial, com o polimero final ou com a composicao de qualquer estagio

da polimerizacdo. A quantidade de KOH é usualmente expressa em miligramas € o
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equivalente grama dessa base é 56,1 g ou 56100 mg. E importante notar que o
indice de acidez refere-se sempre ao polimero ou a composicado monomérica € nao
a sua solugao; em outras palavras, o indice de acidez refere-se ao teor de solidos
sempre que o polimero esteja em solucdo (FAZENDA, 2005).

O indice de acidez pode ser definido pela Equagéo 1:

_ 56100xe,

W
Em que:

IA (Equacao 1)

W - quantidade em gramas da mistura monomérica inicial que contém e,

equivalentes gramas de grupos acidos

IA - indice de acidez no instante da reagao.

O numero de equivalentes gramas de grupos acidos pode ser definido em
funcéo da funcionalidade da molécula, expressa pela Equacéo 2:

e, =fXn (Equacao 2)

Onde ¢, é definido como sendo o produto da funcionalidade em funcao do
numero de mols. A funcionalidade € o numero de grupos funcionais que a molécula
apresenta.

Os grupamentos &cidos terminais da cadeia polimérica do PHB séo
indicagcOes de sitios ativos de possiveis interagcbes com hidroxiacidos que podem
levar a incorporacao de unidades do agente reticulante ou mesmo transesterificacao.
Determinagbes do indice de acidez, indicativo de grupos acidos livres, séo
realizadas empregando-se método teste padrdao de acordo com a designacado D1639
da American Society for Testing and Materials (ASTM) para poliésteres, em que uma
massa conhecida de polimero pode ser titulada com hidréxido de potassio usando
fenolftaleina como indicador (ASTM, 2000).

O indice de acidez permite relacionar os grupos acidos terminais encontrados
com o numero de cadeias presentes e a qualidade de resinas poliésteres que podem
ser submetidas a reacdes (MISEV, 1991). O calculo do indice de acidez (IA) pode
ser realizado aplicando a Equagéao 3:

561V C

m
onde V, C e m sao respectivamente volume (mL) de KOH necessario para

IA

(Equagéo 3)

neutralizar os grupamentos carboxilicos livres do PHB, concentragdo (mg mL™) da
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solucédo de KOH e a massa (g) de PHB. Se expressa o valor de IA em miligrama de
KOH por grama de PHB.

2.2.2. DETERMINACAO DE MASSA MOLAR POR VISCOSIMETRIA

As solucdes poliméricas apresentam propriedades intrinsecas, como por
exemplo, a viscosidade. A viscosidade varia em fungcdo da concentracao. A partir
destas variaveis torna-se possivel calcular a massa molar viscosimétrica de
polimeros cujas constantes de Markin-Houwink s&o conhecidas, extrapolando-se a
viscosidade reduzida para solugdes muito diluidas.

Medidas de viscosidade de solugbes sdo normalmente feitas pela
comparacao entre o tempo de escoamento t requerido para que um dado volume de
solucéo polimérica passe através de um tubo capilar, e o tempo requerido para o
escoamento do solvente puro fp. A viscosidade da solugdo polimérica [n], €
naturalmente maior que a do solvente puro [ng], € portanto o valor do seu tempo de
eluicdo é maior (CANEVAROLOJR., 2002).

Por meio de varias medidas de t das solu¢cdes poliméricas a diferentes
concentragdes e fp do solvente puro, obtém-se a viscosidade relativa [nre] definida
pela Equagéao 4:

[Nrel]= o (Equacéo 4)

A viscosidade relativa fornece a viscosidade especifica definida pela Equacao
5, onde desconsidera-se a influéncia do solvente
[Nesp]= [Nrel] — 1 (Equagao 5)

A partir da qual obtém a viscosidade reduzida, onde considera-se a
concentragao c:
[Nrea]= [Nrea)/C (Equagao 6)

A viscosidade intrinseca é obtida pela extrapolacao da viscosidade reduzida a
concentragao zero conforme a Equacao 7:

lim ., [UTJ =[n] (Equagéo 7)

_—
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A viscosidade intrinseca de solugdes poliméricas bem diluidas fornece o valor
da massa molar viscosimétrica média, M, por meio da equacgao de Markin-Houwink,
apresentada na Equacao 8 (SANTOS, 2007):

n=KM*" (Equacéo 8)

2.3. BIODEGRADACAO

A biodegradacdo dos polimeros resulta acdo de micro-organismos, por
mecanismos de hidrélise e oxidacdo, tais como fungos, bactérias e algas de
ocorréncia natural, gerando CO;, CHs HO e biomassa (FRANCHETTI;
MARCONATO, 2006).

Segundo a norma ASTM considera-se a biodegradagdo “um processo
conduzido por bactérias, fungos ou enzimas, com uma completa assimilacdo e
desaparecimento do material, resultando residuos ndo téxicos e seguros ao meio
ambiente” (CORDEBELLO, 2002).

As citagdes que seguem definem os tipos de biodegradacgéo: direta por agao
de enzimas; indireta por oxidagdo e metabolizagdo; macrobioldgia por degradacao
mecanica; bioerosédo; conversdo de material insoluvel em agua para material soluvel
e perda fisica da matriz polimérica por uma variedade de processos.

A seguir estdo apresentados alguns métodos para se estudar a
biodegradacgao de polimeros (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006):

e Plagueamento em agar: Consiste na inoculagdo de espécies de
microorganismos, na presenca do polimero, sob condigdes favoraveis de
crescimento. Remocdo das espécies e testes para verificacdo de
mudancas nas propriedades fisicas ou quimicas do material polimérico, ou
seja, apds remover 0s micro-organismos efetuam-se medidas de ensaios
mecanicos, absor¢ao na regiao do infravermelho e do UV-Visivel e analise
de Massa Molar para verificar as possiveis alteragbes ocorridas no
polimero.

e Marcacdo com '*C: Distingue o CO. produzido no metabolismo do
polimero do CO, gerado por outras fontes de carbono, como as do solo
(se o polimero estiver em coluna de solo) ou as do meio de cultura (se o

polimero estiver incubado em meio de cultura e microrganismos).
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e Enriquecimento do solo: Para isolar espécies que crescem sobre o
polimero, ou seja, incubar o filme polimérico em solo, durante certo tempo,
depois separar 0os microrganismos que se desenvolveram na presenca do
filme. Incuba-los em meio apropriado e com o filme, durante um tempo,
retirar o filme e analisar suas propriedades mecanicas e fisico-quimicas.

e Teste in vitro: Envolve dois métodos biolégicos quantitativos: a
respirometria, em que a atividade do microrganismo medida por meio da
absorcdo de O, ou liberacdo de CO,, captado sobre KOH ou sobre
Ba(OH), (método de Sturm). E a perda de massa da amostra, em que se
mede a massa do polimero antes e apds o tratamento microbiano.

A Figura 2 mostra um esquema do método de Sturm, por monitoramento de

CO; de acordo com a norma ASTM (D5338-98), este método determina o grau e a
razdo de biodegradacdo aerdbica de materiais plasticos expostos a condigcdes
laboratoriais de compostagem ambiental controlada. A compostagem aerdbica
ocorre em um ambiente fechado onde temperatura, aeracdo e umidade sao
monitoradas e controladas. Esta metodologia determina a porcentagem de
conversao de carbono na amostra para diéxido de carbono.

O sistema de biodegradacdo (Figura 2) pode ser mantido sob aeracdo
controlada e todo CO, formado no frasco B pode ser coletado no frasco C que
contém hidroxido de bario (BaOH), pois CO2 em contato a solugdo de BaOH forma
carbonato de bario (insoluvel) e agua, desta forma pode ser titulado com &acido
cloridrico e quantificado diariamente.
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Figura 2: Sistema de reator para biodegradacéo aerdbica. (ASTM-D5338-98)

A porcentagem de biodegradacao pode ser calculada utilizando-se a seguinte

equagao:

C(teste) — C(branco)

Ci

%biod = x100

Em que a quantidade de carbono medida no teste (Cpestey) menos a
quantidade obtida de uma andlise em branco (Cranco) dividida pela quantidade
inicial total de carbono (Ci), multiplicada por 100 corresponde a porcentagem de
biodegradacao (%biod) (ROSA; FILHO, 2003).

A utilizacdo da técnica de biodegradacao conhecida como Teste de Sturm
pode ser empregada para se avaliar a biodegradacdo de alguns polimeros
biodegradaveis e de misturas poliméricas.

Os fatores que afetam a degradacdo de biopolimeros sdo (CHANDRA;
RUSTGI, 1998):

e efeito da estrutura polimérica: a maioria dos polimeros biodegradaveis
apresenta ligacées hidrolisaveis ao longo de suas cadeias, por
exemplo, ligagcdes amidas, ésteres, uréia e uretanas, que sao
suscetiveis a biodegradacdo por ataque de microorganismos e
enzimas hidroliticas. Polimeros substituidos contendo substituintes, tais
como hidroxilas, carboxilas, e metilas sdo preparados com o objetivo
de que a introducdo destes substituintes aumente a
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biodegradabilidade. Para um polimero sintético ser degradado por
catélise enzimatica, a cadeia polimérica deve ser flexivel o suficiente
para caber um sitio ativo para a enzima, enquanto um poliéster alifatico
flexivel pode ser biodegradado por sistemas biolégicos. O tereftalato de
polietilieno (PET), por exemplo, que apresenta sistema aromatico e
rigido pode ser considerado como bioinerte. Outra caracteristica
importante € a presenga de grupos hidrofilicos e hidrofobicos, um
polimero que contém tanto grupamentos hidrofilicos quanto
hidrofébicos apresenta maior degradabilidade;

efeito da morfologia polimérica: a caracteristica de alguns polimeros
apresentarem ao longo de suas cadeias, unidades equivalentes
repetidas, inerentes da cristalinidade do polimero, também influencia
na biodegradabilidade, pois tornam inacessivel na molécula, sitios
ativos para as enzimas. Durante a biodegradacdo de polimeros
semicristalinos, a cristalinidade tende a aumentar rapidamente, devido
ao desaparecimento da fracdo de fase amorfa no polimero. Para a
biodegradacao da PCL por fungos filamentosos, observa-se que o
fungo produz enzimas extracelulares responsaveis pela degradacgao
seletiva, atribuida a menor organizacdo de empacotamento da regiao
amorfa, que permite acesso mais facil para as enzimas. Degradacdes
enzimatica e quimica de polimeros in vitro, especialmente poliésteres,
mostram que a composicdo de copolimeros com ponto de fusao
menores sao mais suscetiveis a biodegradacdao. Uma menor ordem no
empacotamento das moléculas corresponde a maior razao de
biodegradacéo;

efeitos de radiagao e tratamentos quimicos: fotélise com luz ultravioleta
e radiacao de raios y em polimeros produzem radicais ou ions que
conduzem a clivagem ou ligagbes de entrecruzamento. Geralmente,
estas mudancas no material o tornam suscetivel a biodegradacao. A
taxa de degradagdo aumenta até quase todo o polimero fragmentado
ser consumido e uma taxa menor de biodegradacado ocorre para a

porcao de ligagdes de entrecruzamento do polimero;
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e efeito da massa molar: muitas das diferencas observadas podem ser
atribuidas as diferencas na morfologia, hidrofilicidade-hidrofobicidade
em amostras de polimero de variadas massas molares. Os
microorganismos produzem tanto exoenzimas (enzimas que degradam
os polimeros a partir de grupos terminais) quanto endoenzimas
(enzimas que degradam os polimeros randomicamente ao longo da
cadeia), espera-se um grande efeito na razdo de biodegradacédo das
exoenzimas e um baixo efeito das endoenzimas. Por isto, os plasticos
de elevada massa molar sdo imunes ao ataque microbiano, enquanto
0os plasticos de baixa massa molar podem ser degradados por
microorganismos.

Algumas técnicas sao Uteis para avaliar a biodegradacdo de polimeros
considerando suas propriedades (BERTOLINI, 2007). A andlise térmica ajuda a
avaliar e entender o comportamento de polimeros, desde que seja possivel avaliar a
fase amorfa do polimero. Uma vez que a biodegradacao ocorre na fase amorfa de
polimeros biodegradaveis, isso pode ser realizado usando calorimetria exploratoria
diferencial DSC, em atmosfera inerte. Dois ciclos de aguecimento para cada filme
sdo recomendados para eliminar o efeito da historia térmica da amostra e um
resfriamento antes de aquecer novamente. Os termogramas utilizados para analisar
polimeros cristalinos sdo os do segundo aquecimento.

As propriedades de tensdo, como forca de tensdo a quebra, elongacéo a
quebra e médulo de Young, possibilitam avaliar a biodegradagdo mecanica, pois
quando o polimero passa por modificacdes nas cadeias, isso reflete nas
propriedades mecanicas. A microscopia eletrénica de varredura ajuda a entender o
comportamento de polimeros biodegradaveis e blendas poliméricas, seus
mecanismos de biodegradacao, sua adesao interfacial e a interagao entre polimeros
e blendas. Também ajuda a monitorar a avaliagdo da biodegradacao pelo
comportamento morfolégico dos polimeros. A biodegradacdo também pode ser
avaliada baseando-se na rugosidade, pois fungos e bactérias atacam a superficie
polimérica produzindo enzimas que degradam a superficie polimérica, como a
primeira etapa de biodegradacao. Danos na superficie podem ser estimados por
medidas da rugosidade da superficie, o perfil da rugosidade da superficie é obtida

pelo movimento de uma ponta de diamante sobre a superficie, que é transformado



37

em sinal elétrico, a partir do qual o perfil da rugosidade é derivado (BERTOLINI,
2007).

A avaliacao dos processos de biodegradacao de PHB poli(3-hidroxibutirato),
PHB-V poli(3 hidroxibutirato-co-valerato) e PCL poli(caprolactama) realizada pelo
uso da metodologia do Teste de Sturm demonstra que o PHB é o polimero que mais
degrada, enquanto que nao se observa uma grande producéao de didéxido de carbono
para o PHB-V. Neste estudo o PCL foi o polimero que apresentou uma
biodegradacdo menos acentuada (ROSA et al., 2002; ROSA et al., 2003) em outro
trabalho utilizando-se 0 mesmo sistema mas avaliando blendas de PHB e PCL
observou-se o mesmo resultado (VOGELSAGERJUNIOR. et al., 2004).

Compésitos de fibras de linho obtidos por injecdo foram reforcados com PHB
e PHV, aumentando a rigidez das fibras sem alterar as propriedades mecanicas, foi
realizado estudo de biodegradacado dos compdsitos enterrando-se as amostras em
solo e avaliando periodicamente, observando-se que durante as duas primeiras
semanas houve diminuigdo acentuada na resisténcia a tracao resultado da quebra
de ligagdes provocada pela absor¢cao de umidade (BARKOULA; GARKHAIL; PEIJS,
2010).

Acetato de celulose e PCL e suas misturas poliméricas foram caracterizadas
por analise térmica e submetidas a estudos de biodegradacdo com o Teste de
Sturm. Os autores observaram que o aumento da concentragcdo de acetato nas
misturas poliméricas eleva a cristalinidade do PCL e favorece a biodegradacao e que
0 acetato de celulose foi pouco suscetivel a biodegradacdo em meio de cultura
sélido com pouca umidade, sendo consideravelmente menor que a observado para
o PCL (CALIL et al., 2006).

O Teste de Sturm foi utilizado para avaliar a biodegradacdo de filmes
protéicos preparados pela mistura de linhaga plastificado com glicerol (LEFAUX et
al., 2004), de glaten de trigo plastificado com glicerol, com o objetivo de encontrar
precursores ideais para polimeros biodegradaveis (DOMENEK et al., 2004), dleos a
base de parafina, os quais sdo usados na producao de lubrificantes e surfactantes.

O 9°Congresso Brasileiro de polimeros de 2007, mostrou a grande
importancia no estudo de polimeros naturais, tais como o PHB e em especial da
biodegradacao, o que pode ser observado no grande numero de trabalhos referente
ao tema. O principal foco esta na biodegradacao de blendas ou misturas mecénicas.
A utilizacao de solo simulado que consiste em uma mistura composta por 23 % de
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terra, 23 % de matéria organica (esterco), 23 % de areia e 31% de agua foi utilizado
para a biodegradacao de misturas de PHB com polietileno de baixa densidade
(GABOARDI et al., 2007; ROSA et al., 2007). Estudo que utiliza como ensaio para
de biodegradacao coluna de solo de 12 cm com ambiente Umido em caixas plasticas
arejadas foram utilizadas para observar a biodegradacao de blendas de PCL/PHB-V,
apos 30 dias os filmes de PHB-V foram completamente degradados, a blenda
PCL/PHB demora mais tempo para ser degradada, devido as possiveis interacoes
entre os dois polimeros (GONCALVES et al., 2007). Outro estudo de biodegradacao
do PHB utilizou um sistema com base em normas DIN, ISSO e ASTM, constando de
um aquario, onde foi depositado um composto organico de composi¢cdo conhecida,
nesse sistema é possivel o controle da umidade do composto, esse sistema foi
utilizado para estudar a biodegradacao de blendas de PHB com bagacgo de cana e
palha de arroz (KOBAYASHI; AGNELLI, 2007).

A biodegradacéo de filmes de polialcanoatos, em ecossistemas tropicais tipo
mangue, foi monitorada durante oito semanas em trés regidbes de mangue. A
degradacao foi observada nas mudangas de superficie e nos residuos formados e
expressa em porcentagem de perda de massa. Os resultados obtidos revelam que
os copolimeros de poli(hidroxibutirato-cohidroxivalerato) e poli(hidroxibutirato-co-
hidroxihexonoato) se degradam de forma similar e em uma razao maior que o PHB
puro, 0 que se deve, em parte, a superficie morfolégica desses filmes, que
apresentam maior porosidade quando comparado com o PHB puro. Esse fator
mostra-se importante para a maior razao de biodegradacao (SRIDEWI; BHUBALAN;
SUDESH, 2006).

A biodegradacao de filmes de PHB, PP (polipropileno) e blenda de PP/PHB
por microorganismos de aguas de rio poluido e efluente bruto de refinaria de
petréleo foi avaliada. Os resultados mostram que a degradacao do PHB ocorre tanto
na fase amorfa como na fase cristalina, sendo mais intensa em efluente bruto da
refinaria de petréleo, seguida da agua de rio que recebeu o efluente tratado. O filme
de PHB é mais facilmente degradado do que a blenda de PP/PHB, enquanto que o
PP néao sofre degradacao (FARIA, 2009). Em estudos avaliando a biodegradacao de
filmes de PHB-V, PCL, PP e de suas blendas em solo, observou-se que os filmes
apresentaram alteracées, quanto a sua estrutura molar e morfologia, ocorrendo
processos de biodegradacao via erosao superficial, onde o filme de PHB-V se
degradou completamente em 30 dias (GONCALVES, 2009).
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A biodegradacao de embalagens de alimentos de PHB foi avaliada em varios
ambientes, em agua potavel observou-se que ndo houve biodegradacdo, mas em
ambiente contendo material organico, tais como residuos e esgoto, as amostras
foram degradadas em 90 dias. O que indica que a embalagem de PHB pode ser
compostado com residuos organicos comuns e o0 tempo de biodegradacdo é
compativel com o tempo de compostagem normal. O uso de PHB em embalagens
torna-se promissor, pois além de ser degradado posteriormente, sem maiores danos
ao meio ambiente, também se apresentou com boa barreira contra a luz ultravioleta
incidente, mostrando recomendado para a conservacdo de alimentos por periodos
curtos e longos (BUCCI; TAVARES; SELL, 2007).

2.4. ANALISE TERMICA

A andlise térmica é definida “como um grupo de técnicas em que uma
propriedade da amostra € monitorada em fungdo do tempo ou temperatura,
enquanto a temperatura da amostra, em uma atmosfera especifica é programada”
(MAKENZIE, 1985). Este programa pode envolver aquecimento ou resfriamento, a
uma razéo fixa de mudanca de temperatura constante, ou alguma sequéncia destes.

Neste trabalho as técnicas de analise térmica utilizadas foram calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), andlise termogravimétrica (TG) e andlise térmica
diferencial (DTA).

2.4.1.  ANALISE TERMOGRAVIMETRICA TG

A andlise termogravimétrica ou termogravimetria € uma técnica em que a
mudanca de massa da amostra (perda ou ganho de massa) é determinada como
uma fungdo de temperatura ou/e de tempo. Ela mede a quantidade e taxa de
mudanca de massa de um material como uma funcdo da temperatura ou do tempo
em uma atmosfera controlada.

O principio da medida baseia-se no registro da massa restante no suporte da
amostra. Assim, torna-se possivel o estudo de estabilidade térmica, determinacao do
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teor de umidade, proporcao residual, intermediaria ou final de massa, em

determinadas temperaturas.

2.4.1.  CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC) E
ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTA)

O principio das técnicas DSC e DTA tem como base uma técnica na qual a
diferenca de temperatura entre a substancia e o material de referéncia € medida em
funcdo da temperatura, enquanto a substancia e o material de referéncia séo
submetidos a uma programacéo controlada de temperatura.

A DTA fornece na maioria das vezes resultados quantitativos, onde eventos
térmicos que possam ocorrer com a amostra estejam acompanhados de variacao de
temperatura entre amostra e referéncia. A técnica de DSC fornece por sua vez
medidas quantitativas dos eventos térmicos, indicando a energia envolvida na
analise (WENDLANDT, 1985; CANEVAROLOJR, 2004).

A caracterizacao exploratéria diferencial tem sido utilizada na caracterizagéo
térmica de polimeros. Eventos térmicos em polimeros como temperatura de
transicdo vitrea, temperatura de fuséo cristalina e de cristalizagdo, composi¢céo de
misturas poliméricas e reagdes de cura e de cinética de cristalizacdo séo alguns
exemplos.

A temperatura de transi¢ao vitrea é o valor médio da faixa de temperatura que
durante o aquecimento de um material polimérico, permite que as cadeias
poliméricas da fase amorfa adquiram mobilidade. Abaixo da temperatura de
transicdo vitrea, o polimero ndo tem energia interna suficiente para permitir o
deslocamento de uma cadeia com relagdo a outra por mudangas conformacionais
(CANEVAROLOJR, 2004).

A temperatura de fusao cristalina é o valor médio da faixa de temperaturas em
que durante o aquecimento desaparecem as regides cristalinas com a fusdo dos
cristalitos, neste ponto a energia do sistema atinge o nivel necessario para vencer as
forcas intermoleculares secundarias entre as cadeias da fase cristalina, mudando do
estado borrachoso para o estado viscoso (fundido). A temperatura de cristalizacao

ocorre quando em uma dada temperatura, dentro da massa polimérica, um numero
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grande de cadeias poliméricas se organiza espacialmente de forma regular, com a
formagdo de uma estrutura cristalina pontual. Em outros pontos as cadeias estao
aptas para se ordenarem formando novos cristais até alcancar toda a massa
polimérica, produzindo a cristalizacdo da massa polimérica (CANEVAROLOJR,
2004).

2.4.2. TEORIA CINETICA

Para avaliar a analise cinética sob condi¢ées nao isotermicas considera-se a
equacao cinética integral definida por:

AR T exp(—z)

Re(@) giar 7 (Equacao 9)

Onde B=drid € a razdo de aquecimento (T € a temperatura e t € o tempo),

8

dz ,

gl € a forma integral do modelo de reagdo como fungcédo da extensdo da reacéo
de a, A é o fator pré-exponencial, E é a energia de ativacdo e R é a constante dos
gases.

A estimativa dos parametros cinéticos é obtida pelo ajuste da Equacao 9 aos
dados experimentais. Como consequéncia, requer a avaliacdo da parte direita da
Equacao 9, conhecida como integral da temperatura. A dificuldade esta no fato desta
integral nao ter exatamente uma solugdo analitica exata. Assim, torna-se
conveniente a aproximacédo da integral de temperatura para algumas fung¢des que
fornecem estimativas adequadas a estes parametros cinéticos.

No trabalho realizado por Capela e Ribeiro (CAPELA; CAPELA; RIBEIRO,
2009), os parametros cinéticos sao obtidos por meio do método isoconversional
usando uma aproximagao da integral de temperatura baseado na convergéncia da
fracao de Jacobi. Esta aproximacao é a razao da funcao dada pela Equagéao 10:

]7 exp(—z) dem exp(—x) X’ +14x° +46x+24

2 4 3 2
4 X x +16x" +72x" +96x+24 (Equagdo 10)

Neste caso as curvas experimentais apresentam a fracdo conversional, &,

como funcéo da temperatura pela razdo de aquecimento, # . Para cada valor fixo de
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T,

@ ha um valor correspondente de temperatura ‘@, valores de energia de ativacdo

E. e valores de fator pré exponencial A
Subistituindo a integral na Equacao 9 pela aproximacao dada na Equacao 10,

obtem-se a seguinte expressdo para a razdo de aquecimento B em funcédo de

z, =10’/ RT,

exp(B,—E,z,) E)z) +14E.z. +46E, 7, +24

p= z, E'Z +16E2 72 +T2E272 +96E, 7, + 24
Onde a energia de ativacdo é em kd/mol e o parametro € definido como:

(Equacéo 11)

10°A
B, =ln( Rs (;;J (Equacéo 12)

E

A estimativa de “¢ e Ba podem ser obtidas pelo ajuste ndo linear da

Equacao 11 para valores de B em funcdo de "« .
Uma vez determinada a funcdo g(«) para cada fragdo isoconversional «, a

estimativa para o fator pré exponencial de Arrhenius pode ser obtida a partir da

Equacao 12 e dada pela seguinte equagéo

N R N .
Ay ZFCXP(Ba)g((Z) (Equacéo 13)

2.5. CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia € uma técnica analitica de separacdo de substancias. A
separacdo ocorre por interacoes entre fase moével e fase estacionaria, a fase
estacionaria compreende uma superficie ou recheio de uma coluna por onde um gas
ou liquido (fase mdvel) transporta um analito. As interagcdes do analito com a fase
estacionaria e movel sado caracteristicas dependentes da estrutura e do
comportamento fisico quimico das amostras (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

Na cromatografia gasosa o analito tem que ser volatil sem se decompor.
Algumas moléculas para serem analisadas por cromatografia gasosa passam por
um processo de derivatizacdo. Neste processo reacdes quimicas sao realizadas
para tornar o analito em uma forma volatil. Em polimeros, por exemplo o PHB, onde

ha cadeias de alto valor de massa molar, pode-se realizar quebras de cadeias por
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hidrélise e reagindo com outros solventes por reacdes de esterificacdo formar
ésteres que sao estruturas menores e volateis.

O método direto para andlises cromatograficas quantitativas envolve a
preparacdo de uma série de solugdes padrdo de composicoes proximas a
concentragao do analito na amostra, com o0 objetivo de realizar uma calibracao
externa. Outro método que pode ser utilizado para analises quantitativas com maior
precisdo é a padronizacdo interna. A utilizagdo de padrdo interno em andlises
cromatograficas tem o objetivo de minimizar algumas fontes de erros gerados pelo
método direto, como por exemplo, incertezas no volume da amostra e na preparagao
dos padrbes e problemas durante o processo de injecdo. Na padronizacao interna
uma quantidade de uma substancia medida cuidadosamente, que atua como padrao
interno € introduzida em cada padrao e na amostra € a razao entre as areas dos
picos do analito e do padrdo interno funcionam como parametro analitico (LIGIERO
et al., 2009).

A validacdo de um método € um processo importante para que 0 mesmo
possa ser aceito como uma metodologia oficial para uma determinada aplicagdo. Em
cromatografia os procedimentos de validacdo s&do importantes, pois envolvem
monitoramentos que dizem respeito a saude publica, monitoramento ambiental,
comeércio exterior e controle de qualidade de produgéo.

Os parametros de validagdo incluem seletividade, faixa de trabalho,
linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificagdo, sensibilidade, exatidao,
preciséo, robustez e incerteza de medigao (RIBANI et al., 2004). Especificidade ou
seletividade estdo relacionadas ao evento da deteccdo, se o método produz
resposta a um analito apenas, ele é chamado especifico, se produz respostas para
varios analitos, mas distingue a resposta de um analito dos demais, ele é seletivo. A
faixa de trabalho é a faixa de concentracées do analito que o método pode ser
aplicado, dentro desta faixa ha a faixa linear de trabalho, onde a resposta do sinal
tera uma faixa linear com o analito ou o valor da propriedade. Sensibilidade é o
parametro que demonstra a variacao da resposta em funcao da concentracao do
analito e pode ser expressa pela inclinagdo da curva de regressao linear de
calibracdo. Limite de deteccao € o menor valor de concentracao do analito que pode
ser detectado pelo método, enquanto que o limite de quantificacdo € o menor valor
que pode ser determinado com um nivel aceitavel de precisdao e veracidade. A
exatiddo de um método é definida como sendo a concordancia entre o resultado de
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um ensaio e o valor de referéncia aceito como verdadeiro. A precisao é utilizada
para avaliar a dispersdo entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma
amostra em condicées definidas. A robustez de um método de ensaio mede a
sensibilidade que este apresenta face a pequenas variagcdes. Os estudos de
validacéo produzem dados de desempenho global do método e fatores de influéncia
individuais que podem ser aplicados na estimativa da incerteza associada aos
resultados do método (LEITE, 2002; LANCAS, 2004).

Estudos de otimizacao e validacdo de metodologia cromatogréfica (JAN et al.,
1995) para a determinacédo da proporcdo de PHB foram apresentados utilizando
cloroformio como solvente (CUl; BARFORD; RENNEBERG, 2007). A anadlise
consiste na hidrélise em meio acido utilizando acido sulfurico, seguido de
esterificacdo com metanol, desta forma, os ésteres derivados do PHB e acido
benzoico (utilizado como padrdo interno), podem ser analisados por cromatografia
gasosa com detetor por ionizacdo em chama (GC-FID), como forma de avaliar a
pureza do PHB (OEHMEN et al., 2005; BETANCOURT et al., 2007). A esterificagao
em meio acido também pode ser feita utilizando alcool isoamilico e acido cloridrico,
produzindo os ésteres 3-hidroxibutirato de isoamila. Este método apresenta a
vantagem de n&o usar solvente clorado (SOUZA et al., 2006b; SANTOS et al.,
2007).

Estudos de otimizagdo e validacdo de método cromatografico para
determinacdo da propor¢cdo de HB foram apresentados usando cloroférmio
(SANTOS, 2005). A analise consiste de hidrélise em meio acido, seguida de
esterificagdo com metanol, assim os ésteres 3-hidroxibutirato de metila, derivado do
PHB e benzoato de metila empregado como padrdo interno (Pl) obtido da
esterificacdo do acido benzoéico podem ser analisados por Cromatografia Gasosa
com detector de ionizacao em chama (GC-FID) como forma de avaliagdo da pureza
monomeérica do PHB.

A esterificacdo em meio acido também pode ser realizada com alcool
isoamilico, produzindo os ésteres 3-hidroxibutirato de isoamila, porém neste método
nao se utiliza cloroférmio (SOUZA et al., 2006a; SOUZA et al., 2006b).

A otimizacao e validagdo de um método analitico eficiente para determinacao
simultanea de PHB e hidroxiacidos por cromatografia gasosa torna-se importante
para avaliar com precisdao a composicao de filmes com diferentes proporcdes de
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hidroxiacidos, os filmes submetidos ao processo de biodegradacédo e o estudo de

possiveis mudangas na composicao inicial.
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3. OBJETIVOS

Caracterizar por meio de técnicas de analise térmica e cromatografia gasosa
a modificagdo de cadeia do PHBV4% com os hidroxiacidos acido malico, glicdlico,

mandélico e tartarico e a biodegradacao em solo destes filmes.
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4. EQUIPAMENTOS, PROCEDIMENTOS E CONDIGCOES EXPERIMENTAIS

4.1. MATERIAIS

O PHBV4% na forma de granulos fornecido pela PHB Industrial (Serrana, SP)
foi produzido industrialmente por rota biossintética a partir de sacarose invertida,
com a seguinte propor¢cao de PHB/PHV 95/4%.

Os hidroxiacidos: acido glicélico com massa molar 76,04 g mol™ e 99 % de
pureza e o acido mandélico com massa molar 152,15 g mol” e 98 % de pureza sdo
ambos da marca Acros. Acido tartarico com massa molar 150,09 g mol™ e 99,5 % de
pureza (Merck) e &cido malico com massa molar de 134,09 g mol™ e 99 % de pureza
(Synth), todos os reagentes hidroxiacidos sao PA.

Hidroxido de potassio de massa molar 56,11 g mol”, pureza 87,8 %
(Mallinckrodt), e Hidréxido de litio de massa molar 23,95 g mol™ (Mallinckrodt).

Acetona com massa molar de 58,08 g mol™” e 99,5 % de pureza (Merck).

Alcool etilico com massa molar de 46,02 g mol ™", 98 % pureza, (Vetec).

Ftalato 4cido de potassio 204,22 g mol™”, 99 % de pureza (Synth).

4.2. CONDICOES E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1. MODIFICAGCAO DO PHBV4% COM HIDROXIACIDOS

4.2.1.1. Modificacao do PHBV4% com hidroxiacidos

Solubilizou-se os granulos de PHBV4% em cloroférmio mantendo-se durante
10 min em banho de aquecimento com areia (100 °C) (banho de aquecimento
Tecnal, modelo TE-800), seguida de agitacdo (mesa agitadora Marconi, modelo Ma-
141) de 90 rotagdes por min durante 20 h a temperatura ambiente.

Solubilizou-se o hidroxiacido em acetona, transferiu-se a solucdo para o

frasco contendo a solugdo de PHBV4%, de modo a preparar filmes
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PHB/hidroxiacidos com diferentes proporcoes de hidroxiacidos. As proporcoes das
amostras de filme de PHBV4%/hidroxiacidos preparadas foram 90/10 e 80/20
massa/massa.

Submeteu-se os frascos a condi¢des de reacédo de 110 °C durante 4 h.

Foram preparados filmes de PHBV4%, de acordo com as condicbes citadas
anteriormente. A Figura 3 apresenta um esquema do procedimento utilizado na

preparacao dos filmes.

( . . \
1§2E§r\1/%$e Aquecimento a 20 mg de
° 110 °C durante hidroxiacido 1 mL
3 mL de ) .
e 10 min de cloroférmio
cloroférmio

agitagéo de
90RPM durante
20 horas

. Evaporagao dos

solventes

condicGes de reacao: ‘casting”

110°C; 4 h
—_—
X |
Figura 3: Esquema simplificado do procedimento de preparagéo dos filmes
4.2.1.2. Preparacao e avaliacao dos filmes de

PHBV4%/hidroxiacidos

A mistura PHBV49%/hidroxiacidos (obtida no item 4.2.1.1) foi mantida em
capela sem exaustdo durante 24 h para evaporacdo dos componentes volateis
(cloroférmio e acetona) e consequente formacdo das amostras de filme de
PHBV4%/hidroxiacidos, além de amostras PHBV4%, obtida por procedimento similar

ao descrito para a mistura. A evaporacao natural se faz necessaria para garantir a
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formacao de filmes de forma lenta, evitando que a velocidade de secagem interfira
na organizagdo das cadeias do PHBV49%/hidroxidcido durante o processo de

cristalizacao.

4.2.2. DETERMINACAO DO iNDICE DE ACIDEZ

4.2.2.1. Determinacao do indice de acidez do PHBV4%

Solubiliza-se 3 g de filme de PHBV4% em 50 mL de cloroférmio mantendo-se
durante 10 minutos em banho de aquecimento com areia (110 °C), seguida de
agitacdo a 90 RPM durante 20 h, a temperatura ambiente.

Adiciona-se algumas gotas de fenolftaleina a solu¢do polimérica.

Preparou-se uma solugdo 0,1 mol L' de KOH em etanol, padronizou-se com

ftalato acido de potassio e titulou-se em triplicata a solugéo polimérica.

4.2.2.2. Determinacdao do indice de acidez das misturas de
PHBV4%/hidroxiacidos

Prepararam-se misturas de PHBV4% com os quatro hidroxiacidos: acido
glicdlico, acido mandélico, acido malico e acido tartarico. As proporc¢des das misturas
preparadas foram de 80/20 PHBV4%/hidroxiacido. Apds a solubilizacdo do
PHBV4%, adicionaram-se as massas de hidroxiacidos aos frascos, em seguida os
frascos foram submetidos as condicoes de reacao de temperatura de 110 °C durante
4 h. As amostras foram tituladas de forma analoga a titulacado do PHBV4%.
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4.2.3. ESTUDO DE COMPORTAMENTO TERMICO DOS FILMES DE
PHBV4%/HIDROXIACIDOS

4.2.3.1. Analise empregando DSC

Emprega-se Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) (Médulo DSC 2910
da TA Instruments) na determinacdo da temperatura de transicdo vitrea (Ty),
temperatura de cristalizacao (T.) e temperatura de fusao cristalina (Tr).

Faz-se um tratamento térmico aquecendo-se as amostras de 40 °C até 190 °C
com razdo de aquecimento de 20 °C min" e em 190 °C mantém-se durante 5
minutos. Em seguida, resfria-se bruscamente com nitrogénio liquido desde 190 °C
até —50 °C e novamente aquece-se a 10 °C min™ até 200 °C para determinacéo da,
Ty, Tc € Thn.

Analisam-se as amostras, com massa de aproximadamente 6 mg em cadinho
de aluminio selado, assim como o de referéncia sob atmosfera inerte de N> com

vazdo de 50 mL min™.
4.2.3.2. Avaliacao cinética

As analises foram realizadas nas mesmas condicdes para as andlises de
DSC das amostras, porém, os parametros cinéticos foram obtidos utilizando-se as
razbes de aquecimento de 5, 10 e 15 °C min™', para as amostras de PHBV4%,
PHBV4%/AT e PHBV4%/AM.

4.2.3.3. Analises empregando Analise Termogravimétrica (TG) e
Analise Térmica Diferencial (DTA) simultaneas

Para a analise por TG-DTA (Mo6dulo de andlise térmica Simultaneo SDT 2960,
da TA Instruments), aqueceu-se cadinhos de alumina abertos para amostras de
PHBV4% e dos hidroxiacidos (aproximadamente 6 mg) e referéncia (a-alumina) com
razdo de aquecimento de 20 °C min"' desde 40 até 450 °C sob atmosfera inerte (Ny)

com vazao de 50 mL min™.
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4.2.4. BIODEGRADAGCAO DAS AMOSTRAS DE
PHBV4%/HIDROXIACIDOS

Os filmes de PHBV4%, PHBV4%/AG e PHBV4%/AM nas proporc¢des 80/20,
com espessura de 0,01 cm, foram submetidos a ensaio de biodegradacédo, que
consistiu em deixar as amostras enterradas em solo com 112,0 g dm™® de matéria
organica e pH 7,0 dentro de uma estufa de plantas. A temperatura média anual foi
de 25 °C e manteve-se a umidade do solo. As amostras foram acondicionadas em
potes de aproximadamente 250 mL com um furo no fundo. Os filmes foram
enterrados na metade do solo do pote. Os ensaios foram feitos em triplicatas e
analisados periodicamente por TG-DTA, DSC e GC-FID. A Figura 4 apresenta o

ambiente onde foi realizado o ensaio.

Figura 4: Foto com as amostras submetidas ao ensaio de biodegradacao

4.2.5. DETERMINAGCAO DO TEOR DE PHBV4% E HIDROXIACIDOS
POR GC-FID

Uma solugao reagente foi preparada adicionando 80 mL de alcool isoamilico,
contendo 8 % de acido cloridrico concentrado e 0,12 % (m/v) de acido benzdico
(padrao interno-Pl).

Em frascos (8 mL) foram pesados granulos do padrdao de PHB (Sigma-
Aldrich), e adicionados 3 mL de solucao reagente. Apds aquecimento de 100 °C em
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banho de areia durante 4 horas as amostras foram resfriadas rapidamente em banho
de agua durante 10 minutos. Apés adicdo de 3 mL de agua deionizada e agitacao
manual vigorosa, os frascos foram mantidos em repouso (1 hora) para separacao
das fases.

Aliquotas de 1,0 uL foram diretamente injetadas manualmente, no GC-FID
(CP-3380 da Varian) para separacao na coluna ZBWAX (100% polietilenoglicol,
Phenomenex, (30 m x 0,53 mm x0,25 um) e detecgédo por FID. Utilizou-se o modo
splitless, portanto sem divisdo de amostra, tendo em vista o baixo limite de deteccao
do equipamento para a resposta dos hidroxiacidos.

As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 230 e 260 °C,
respectivamente. A coluna foi aquecida de 90 a 220 °C com raz&o de 8 °C min” e
isoterma em 220 °C de 3 min. A sensibilidade do detector foi mantida no valor
méaximo (Range 11). Utilizou-se hélio como gas de arraste na vazdo de 8 mL min™. A
vaz&do dos gases para a chama do detector foi de 40 mL min™' de hidrogénio, 290 mL
min™ de ar sintético e o gas auxiliar utilizado foi o hélio na vazdo de 36 mL min™.

As amostras de filmes de PHBV4%/AM e PHBV4%/AG foram submetidas ao
mesmo tratamento de preparacdo dos padrdes, utilizando-se massa de
aproximadamente 0,018 g, considerando o intervalo de linearidade da curva de
resposta obtida com os padrées de PHBV4%, AT e AM para determinagao

simultanea dos ésteres isoamilicos.

4.2.6. DETERMINACAO DE MASSA MOLAR VISCOSIMETRICA

Preparou-se uma solucdo polimérica de PHBV4%, aquecendo 1 g de
PHBV4% em 25 mL de cloroférmio a 110 °C por 10 min em banho de areia (Banho
de aquecimento Tecnal, modelo TE-800)), seguida de agitacdo (Mesa agitadora
Marconi, modelo Ma-141) de 90 rotacdes por minuto durante 20 horas a temperatura
ambiente.

Preparou-se 6 solugdes poliméricas com concentracées de 0,02 a 0,008 g.
mL™.

Utilizou-se um viscosimetro Ostwald Fenske calibrado nimero 150. Para cada
medida, deixou-se o viscosimetro submerso em banho de aquecimento com agua a

temperatura de 30°C por 15 minutos. Para cada solu¢do submersa no banho, mediu-
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se em triplicata os valores de tempo de escoamento. Mediu-se o0 tempo de

escoamento das solugdes com um cronémetro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O estudo dos filmes de PHBV4% preparados na presenca de hidroxiacidos
avalia as possiveis modificacbes que estes compostos podem inferir no
comportamento térmico do PHB. Os hidroxiacidos possuem grupos reativos
carboxilicos e hidroxilicos e sob as condi¢des de reagcdo podem ocorrer interacoes
entre cadeias do PHBV4% e moléculas de hidroxiacidos ou estes atuarem como
aditivos. As proporgdes utilizadas foram 80/20 e 90/10 m/m, PHBV4%/hidroxiacidos,
pois, foram as maximas proporcdes de hidroxidcidos onde observou-se a formacao

de filmes poliméricos.

5.1. DETERMINACAO DO INDICE DE ACIDEZ

Utilizando-se procedimento de titulagdo acido-base em meio etandlico
seguindo a orientagdo do método teste padrdo, designacdo D1639 da American
Society for Testing and Materials (ASTM)(ASTM, 2000), determinou-se o indice de
acidez do PHBV4% obtendo-se como resultado um valor de 0,93 mg de hidréxido de
potassio para neutralizar um grama de PHBV4%.

Deste modo, a determinagdo do indice de acidez indica a presenga de
grupamentos carboxilicos livres aptos a reagirem com os modificadores de cadeia,
neste caso os hidroxiacidos.

As proporcoes das solugbes de PHBV4%/hidroxiacidos tituladas foram 80/20
PHBV4%/hidroxiacido. O indice de acidez tedrico para as misturas foi calculado
utilizando-se a Equacdo 1 e a Equacado 2 e o indice de acidez experimental foi
calculado de acordo com a Equacao 3. Os valores dos indices de acidez teéricos e
experimentais estdo apresentados na Tabela 1.

A partir dos valores de indice de acidez da Tabela 1, observa-se que os
valores experimentais sdo todos maiores que os tedricos, isto indica que a presenca
dos hidroxiacidos provoca quebra de cadeia do PHBV4%. O indice de acidez
referente a mistura PHBV4%/AM apresenta a maior diferenca de valores
experimentais e tedricos, sendo o hidroxiacido que contribui com o maior nimero de

quebras de cadeia do polimero.



Tabela 1: Valores de

indice de acidez tedrico e experimental

PHB4%/hidr6xiacidos na proporcao 80/20
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do PHBV4% e

Indice de acidez experimental

PHBV4E//CI,I/Shtiliirs)xiécido '”ﬂ'éidfofg?aerﬁQefé'crﬁs({ﬂfa?e (mg de ngtﬂ?;)grama de
PHBV4%/AG 485 55,0
PHBV4%/AMn 47,7 89,3
PHBV4%/AM 48,2 137,3
PHBVA4%/AT 51,2 84,6

5.2. DETERMINACAO DA MASSA MOLAR VISCOSIMETRICA DE FILME DE
PHBV4% E DOS FILMES DE PHBV4%/HIDROXIACIDOS

A determinagédo da massa molar viscosimétrica foi realizada de acordo com o

procedimento 4.2.6. Os calculos foram feitos utilizando-se as equagdes descritas no

item 2.2.2. As constantes de Markin-Houwink para o sistema PHB cloroformio a 30
°C sdo K = 1,18.10"%g /dL e a = 0,78 (SANTOS, 2005).
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Figura 5: Grafico para a determinacao da viscosidade intrinseca para solucdes diluidas de

PHBV4%

O valor obtido na extrapolacdo da equacao linear apresentada na Figura 5 foi

de 218,63, utilizando-se este valor na Equagéo 8, obtém-se o valor da massa molar

viscosimétrica de 296192 g/mol para o PHBV4%.

Os valores obtidos para o calculo da viscosidade

intrinseca estao

apresentados na Tabela 2. Na Tabela 3 estdo apresentados os valores de massa

molar viscosimétrica média para as amostras de PHBV4%/hidroxiacidos. As
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proporcoes 80/20 apresentam maior quebra de cadeia, o que é observado pelos

baixos valores massa molar viscosimétrica média.

Tabela 2: Valores das viscosidades para as solugées diluidas de PHBV4%

Concentracao Tempo (s) Viscosidade Viscosidade Viscosidade
(g/mL) relativa especifica reduzida (mL/qg)
0,0400 1200 54,55 53,55 1338,75
0,0200 425 19,32 53,55 916,00
0,0160 291 13,23 18,32 764,38
0,0140 217 9,86 12,23 632,86
0,0120 185 8,41 8,86 617,50
0,0100 109 4,95 3,95 395,00
0,0080 89 4,05 3,05 381,25
0,0044 55 2,45 1,45 329,72
0,0022 35 1,55 0,55 249,51
0,0010 28 1,28 0,28 253,16
0,0007 27 1,21 0,21 287,67

Tabela 3: Massa molar viscosimétrica média (M) para os filmes de PHBV4%/hidroxiacidos

Proporcao massa molar viscosimétrica média (M/gmol™)
PHBV4%/AM | PHBV4%/AMn | PHBV4%/AT | PHBV4%/AG

90/10 48763 28614 89431 -

80/20 24832 12401 68779 -

As Figuras 6-11

apresentam a viscosidade

reduzida em funcédo da

concentracédo para as solugdes poliméricas de PHBV49%/AT nas proporgdes 80/20 e
90/10, PHBV4%/AM nas proporcoes 80/20 e 90/10 e para as solugdes de
PHBV4%/AMn nas proporgdes 80/20 e 90/10, respectivamente. As solugbes

poliméricas de PHBV4%/AG nas proporcoes 80/20 e 90/10 ndo apresentaram

linearidade para a viscosidade reduzida em funcédo da concentracéao.
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A partir dos valores de massa molar viscosimétrica média pode-se observar
que a presenca de hidroxiacidos provoca quebra de cadeias do PHBV4%, o que
esta de acordo com os valores de indices de acidez para as misturas poliméricas
apresentadas no item 5.1, onde as misturas apresentam valores experimentais de
indice de acidez maiores que os valores tedricos, indicando possiveis quebras de
cadeias o que foi confirmado pelos valores de massa molar viscosimétrica. Para a
amostra de filme de PHBV4%/AG a auséncia de linearidade das solugdes para a
determinagdo da massa molar viscosimétrica média pode estar relacionada com a
formagdo de uma estrutura polimérica parcial diferente do PHBV4%, apresentando
um comportamento nao linear, pois, catalisando quebras de cadeia do PHBV4% os
hidroxiacidos podem estar formando pontos de interacdo com as cadeias.

5.3. ESTUDO DE COMPORTAMENTO TERMICO DOS FILMES DE PHBV4%
E DOS HIDROXIACIDOS

5.3.1. ESTUDO DO COMPORTAMENTO TERMICO POR TG-DTA

5.3.1.1. Filmes de PHBV4%

Para avaliagdo da modificacdo de cadeia do PHBV4% com hidroxiacidos
estudou-se o comportamento térmico de filmes de PHBV4%, preparado de acordo
com o procedimento experimental descrito no item 4.2.1.1.

As curvas TG-DTA do comportamento térmico de amostras de filmes de
PHBV4% estdao apresentadas na Figura 12. A curva TG (Figura 12) mostra o
comportamento térmico do PHBV4% com uma Unica e completa etapa de
degradacéo térmica entre 270 e 330 °C, que corresponde ao pico endotérmico em
310 °C da curva DTA, além desta apresentar o pico indicativo da fusdao do PHBV4%
em 178 °C.
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Figura 12: Curvas TG-DTA obtidas em N, (50 mL min™) para estudo do comportamento
térmico do PHBV4% com razao de aquecimento de 20 °C min"' e massa de amostra de 6
mg.

5.3.1.2. Hidroxiacidos

A Figura 13 apresenta as curvas TG-DTA para o acido tartarico. A curva TG
apresenta duas etapas distintas de perda de massa, a primeira no intervalo de 170 a
280 °C correspondente a perda de massa de 92 %, atribuida a vaporizacao seguida
de outra perda de massa, 8 %, no intervalo de 280 a 430 °C atribuida a
decomposicéo do pirolisado.

A curva DTA apresenta picos endotérmicos de fusdo em 175 °C e pico
referente a primeira etapa de perda de massa em 250 °C. Observa-se em 329 °C
pico exotérmico referente a uma reacdo oxidagdo do residuo pirolizado em

correspondéncia com a segunda etapa de perda de massa na curva TG.
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Figura 13: Curvas TG-DTA obtidas em N, (50 mL min™”) para estudo do comportamento
térmico do &cido tartarico com razdo de aquecimento de 20 °C min™' e massa de amostra de
6 mg.

A Figura 14 apresenta as curvas TG-DTA para o acido glicélico. A curva TG
apresenta duas etapas de perda de massa, a primeira no intervalo de 74,5 a 205,8
°C correspondente a 85 % de perda de massa atribuida a vaporizacao, a segunda
no intervalo de 205 a 450 °C, equivalente a perda de 15 % de massa devido a
decomposicao do residuo porolisado.

Observa-se na curva DTA pico endotérmico referente a fusdo em 83,7 °C e
pico endotérmico pouco acentuado em 151 °C referente a primeira etapa de perda
de massa. O pico exotérmico em 298,3 °C é referente a segunda etapa de perda de

massa na curva TG.
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Figura 14: Curvas TG-DTA obtidas em N, (50 mL min™) para estudo do comportamento
térmico do &cido glicélico com razéo de aquecimento de 20 °C min™' e massa de amostra de
6 mg.

A Figura 15 apresenta as curvas TG-DTA para o acido malico. A curva TG
apresenta uma etapa principal de perda de massa no intervalo de 185 a 287 °C,
correspondente a 95 % de perda de massa, atribuida a vaporizagdo do acido malico.
A curva DTA apresenta picos endotérmicos referente a fuséo em 137,3 °C e a
vaporizagdo em 265 °C.
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Figura 15: Curvas TG-DTA obtidas em N, (50 mL min™) para estudo do comportamento
térmico do 4cido malico com razdo de aquecimento de 20 °C min™' e massa de amostra de 6
mg.
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A Figura 16 apresenta as curvas TG-DTA para o acido mandélico com trés
etapas de perda de massa. A primeira, no intervalo de temperatura de 100 a 230 °C,
com perda de 85 %, atribuida a vaporizacao, a segunda etapa no intervalo de 230 a
344 °C e a terceira etapa no intervalo de 344 a 539 °C, que corresponde a perda de
15,3 % e 3,5 % de massa, respectivamente, atribuida a decomposicao oxidativa do
residuo pirolisado.

A curva DTA apresenta pico endotérmico de fusdao em 123,7 °C e pico
exotérmico em 296,5 °C, atribuido a combustdo de residuo de degradacao térmica
do acido mandélico.
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Figura 16: Curvas TG-DTA obtidas em N, (50mL min™") para estudo do comportamento
térmico do acido mandélico com razdo de aquecimento de 20 °C min”' e massa de amostra
de 6 mg.

5.3.2. ESTUDO DO COMPORTAMENTO TERMICO POR DSC

5.3.2.1. Filmes de PHBV4%

Os filmes de PHBV4% foram analisados por DSC, e as curvas referentes ao
primeiro e segundo aquecimentos estao apresentadas na Figura 17.
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Figura 17: Curvas DSC obtidas com cadinho de aluminio selado para o estudo do
comportamento térmico dos filmes de PHBV4% para o primeiro e segundo aquecimentos
em atmosfera de N, (50 mL min™"), razdo de aquecimento de 20 °C min”' e massa de
amostra de 6 mg.

A curva DSC no primeiro aquecimento é referente ao PHB cristalino
(KOPINKE; MACKENZIE, 1997). O pico endotérmico em 169,7 °C é atribuido a
fusdo e baseando-se em um valor de referéncia (146,0 J g') para um polimero de
PHB teoricamente 100 % cristalino (ROSA; FRANCO; CALIL, 2001) pode-se calcular
a porcentagem cristalizada como 40,1 %. O PHBV4% apresenta o comportamento
térmico referente ao PHB homopolimero.

A curva DSC (Figura 17) para o segundo aquecimento foi obtida apds
quenching (resfriamento rapido) da amostra fundida a 190 °C. Observa-se uma
variacao de linha de base indicativa da transicao vitrea em 4 °C, pico exotérmico de
cristalizacdo em aproximadamente 61 °C e pico endotérmico de fusdo para o
PHBV4% em 171,2 °C (KOPINKE; MACKENZIE, 1997).

Com base nas curvas DSC (Figura 17) foram calculados os valores de
entalpia de fusdo (AHs), porcentagem cristalizada (%crist1) e temperatura de fuséo
(Tm1), temperatura de transi¢éo vitrea (Tg), temperatura de cristalizag¢éo (T¢), entalpia
de cristalizagdo (AH;), porcentagem cristalizada (%crist2) e temperatura de fusao
(Tm2). Estes valores estao apresentados na Tabela 4.

A presenga de hidroxivalerato (PHV) nas amostras de PHB influencia na
porcentagem cristalizada que diminui com o aumento de PHV, devido ao aumento
da fase amorfa e também na dependéncia do crescimento de regides cristalinas nas
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condicbes de cristalizacao (GUNARATNE; SHANKS, 2005). Neste trabalho a
amostra de PHBV4% apresenta poucas alteragbes em relacdo ao PHB
homopolimero.

Tabela 4: Parametros obtidos a partir das curvas de DSC apresentadas na Figura 17

12 Aquecimento 2° Aquecimento
Amostra
AH/Jg" | %cristl | Tpi/°C | T/°C [To/°C [AHJ/JG" | %crist2 | Tyo/°C
PHBV4% 58,5 40,1  169,7 40 61,0 36,1 38,8 1712
5.3.2.2. Hidroxiacidos

As curvas DSC indicando as temperaturas de fusdo dos hidroxiacidos estédo
apresentadas na Figura 18 e os valores correspondentes a fusdo estao
apresentados na Tabela 5.

A partir dos valores apresentados na Tabela 5, observa-se que o &cido
tartarico é o unico hidroxiacido que apresenta temperatura de fusdo mais proxima a
do PHB (176,6 °C), os demais apresentam temperaturas de fusdo menores que a do
PHB.

Tabela 5: Temperaturas de fusdo dos hidroxidcidos

Hidroxiacido Temperatura de fuséo (°C) Valores teo6ricos (BUDAVARI,
2001)

Acido glicdlico 81,7 80

Acido malico 137.,8 131-132

Acido 124,7 119

mandélico

Acido tartarico 176,6 168-170
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Figura 18: Curvas DSC do comportamento térmico dos hidroxidcidos, obtidas em cadinho de
aluminio selado em atmosfera inerte de N, (50 mL min™), razdo de aquecimento de 20 °C
min” e massa de amostra de 6 mg.

5.4. ESTUDO DO COMPORTAMENTO TERMICO DOS FILMES DE
PHBV4%/HIDROXIACIDOS

Cada hidroxiacido apresenta estrutura quimica distinta dos demais, o que
possibilita que cada um possa interagir ou atuar de modo diferente nas misturas com
o PHB, formando uma nova estrutura polimérica ou atuando como um plastificante
ou aditivo.

54.1. ESTUDO DO COMPORTAMENTO TERMICO DOS FILMES DE
PHBV4%/HIDROXIACIDOS POR ANALISE TERMOGRAVIMETRICA
(TG) E ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTA)

Os filmes de PHBV4%/hidroxiacidos foram analisados por TG-DTA. As curvas
analisadas tiveram como parametro a curva de degradacdao do PHBV4%. Os
resultados obtidos a partir das curvas apresentadas da Figura 19 até a Figura 22
estdo apresentados na Tabela 6 e Tabela 7.



A curva TG para a proporcao PHBV4%/AG 80/20 apresenta trés etapas de
perda de massa, a segunda etapa corresponde ao intervalo de perda de massa
referente ao acido glicélico puro e a terceira referente a degradacao térmica do
PHBV4%. A proporcdo PHBV4%/AG 90/10 apresenta apenas duas etapas de perda
de massa, a primeira referente a degradacéao térmica do acido glicélico e a segunda

referente a degradagéo do PHBV4% como pode ser observado na Tabela 6.

As curvas DTA apresentam pico endotérmico de fusdo em aproximadamente
160 °C e pico endotérmico de degradacdo em aproximadamente 309 °C do
PHBV4%, como podem ser observados na Tabela 7. Observa-se também um pico
pouco pronunciado para estas amostras em aproximadamente 130 °C, que pode ser
referente a volatilizagao do AG.

Tabela 6: Valores das etapas de perda de massa para os filmes de PHBV49%/hidroxiaxidos

Amostra

Perda de massa /%

Intervalo de temperatura (°C)

PHBV4%/AG 80/20

PHBV4%/AG 90/10
PHBV4%/AT 80/20
PHBV4%/AT 90/10
PHBV4%/AM 80/20
PHBV4%/AM 90/10

PHBV4%/AMn 80/20
PHBV4%/AMn 90/10

7,6
6,6

80,4

10,0

89,1

7,5

94,6

3,8

94,2
92,8
101,3
98,1
93,8

92-180
200-260
260-350
180-260
206-350
134-250
250-350

66-190
250-350
180-350
180-350
180-350
180-350

Tabela 7: Valores dos eventos térmicos referentes as curvas DTA dos fiimes de

PHBV4%/hidroxiacidos
Evento térmico (°C)
Amostra Tmi Degradagéo | Volatilizagdo ac. | Fusao ac. Degradagéao

PHBV4% | do PHBV4% glicdlico malico ac. Mandélico
PHBV4%/AG 80/20 158,5 308,3 129,2 - -
PHBV4%/AG 90/10 168,2 309,9 137,8 - -
PHBV4%/AT 80/20 169,7 309,4 - - -
PHBV4%/AT 90/10 168,2 308,9 - - -
PHBV4%/AM 80/20 159,2 308,8 - 125,6 -
PHBV4%/AM 90/10 159,6 307,6 - 131,9 -
PHBV4%/AMn
80/20 155,4 306,9 - - 112,5
PHBV4%/AMn 160.9 304.1 ) ) )

90/10
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Figura 19: Curvas TG-DTA do comportamento térmico das amostras de PHBV4%/AG nas

proporcdes 90/10 e 80/20.
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Figura 20: Curvas TG-DTA do comportamento térmico das amostras de PHBV4%/AT nas

propor¢cdes 90/10 e 80/20.

As curvas TG-DTA para as amostras de PHBV4%/AT estdo apresentadas na

Figura 20. As curvas TG apresentam a mesma porcentagem de perda de massa na

segunda etapa, referente a degradacao térmica do PHBV4% e apresentam duas

etapas de perda de massa, a primeira referente a degradacao térmica do acido
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tartarico e a segunda referente a do PHBV4%. Os eventos térmicos referentes as
curvas DTA sao fusao e degradacao do PHBV49% como apresentadas na Tabela 7.

As curvas TG-DTA para as amostras de PHBV49%/AM estdo apresentadas na
Figura 21. A degradacéo térmica do acido malico ocorre no intervalo de temperatura
de 185 a 287 °C, sendo o intervalo de degradacao térmica do PHBV4% de 270 a
330 °C, (Figura 12). O comportamento das amostras de PHBV4%/AM 90/10 e
PHBV4%/80/20 com relacdo a degradacao térmica sao muito semelhantes,
iniciando-se no intervalo de degradacdo do &cido malico e a etapa final de
degradacao coincidindo com a degradacdao do PHBV4% como evidenciado na
Figura 15.
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Figura 21: Curvas TG-DTA do comportamento térmico das amostras de PHBV4%/AM nas
proporcdes 90/10 e 80/20.

As curvas DTA para as amostras apresentam trés picos endotérmicos, o
primeiro em aproximadamente 125 °C, correspondendo a fusdo do acido malico, o
segundo em aproximadamente 160 °C, referente a fusdo do PHBV4% que na
presenca de acido malico apresenta menor temperatura de fusdo e o terceiro e
maior pico corresponde a degradagéao térmica do PHBV4%.
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Figura 22: Curvas TG-DTA do comportamento térmico das amostras de PHB/AMn nas
proporc¢des 90/10 e 80/20.

As curvas TG-DTA para as amostras PHBV4%/AMn estdo apresentadas na
Figura 22. As etapas de perda de massa referentes ao &cido mandélico também
coincidem com o intervalo de degradagcdo do PHBV4%, deste modo, observa-se
apenas uma etapa de perda de massa, pois o inicio da etapa de perda de massa da-
se com a degradacao do acido mandélico e o final da etapa coincide com o inicio da
degradacao do PHBV4%. Os picos das curvas DTA sao referentes a fuséo e
degradacgao do PHBV4%.

5.4.2. ESTUDO DE COMPORTAMENTO TERMICO DOS FILMES DE
PHBV4%/HIDROXIACIDOS POR CALORIMETRIA EXPLORATORIA
DIFERENCIAL (DSC)

5.4.2.1. PHBV4%/acido tartarico (PHBV4%/AT)

A Figura 23 e Figura 24 apresentam as curvas DSC referentes ao primeiro e
segundo aquecimento para os filmes PHBV4%/AT.

Verifica-se no primeiro € no segundo aquecimento de PHBV4%/AT pico
pouco pronunciado entre 140 e 160 °C, que pode ser atribuido a possiveis



70

interacoes de cadeias poliméricas do PHBV4% com o acido tartarico. Essa possivel
interacao pode ter ocorrido com a pequena porcentagem de polihidroxivalerato na
amostra, pois a fusao principal referente ao PHBV4% mantém o mesmo valor.
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Figura 23: Curvas DSC obtidas com cadinho de aluminio selado para o estudo de
comportamento térmico dos filmes de PHBV4%/AT para o primeiro aguecimento em
atmosfera inerte de N, (50 mL min™), razdo de aquecimento de 20 °C min" e massa de
amostra de 6 mg.
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Figura 24: Curvas DSC obtidas com cadinho de aluminio selado para o estudo de
comportamento térmico dos filmes de PHBV4%/AT para o segundo aquecimento em
atmosfera inerte de N, (50 mL min™), razdo de aquecimento de 20 °C min" e massa de
amostra de 6 mg.

Com base nas curvas DSC foram calculados os valores de AHs, %crist1, T,

Tg, Te, AHc, %crist2 e Tz que estao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Valores referentes a analise realizada com cadinho selado calculados a partir das
curvas de DSC apresentadas na Figura 23 e Figura 24

Amostra 12 Aquecimento 2° Aquecimento
PHBVA%/AT TAR/Jg™ [%cristi [Tmi°C | T4°C | T4°C |AHJIg " [%crist2 | Tmal°C
80/20 853 584 171,3 33 72,1 516 33,3 1623
90/10 56,6 387 1700 43 764 522 241 167,1
PHBV4% 585 40,1 169,7 40 610 361 388 1712

Observa-se que as principais influéncias do acido tartarico no comportamento
térmico do PHBV4% estdo na temperatura de cristalizacdo, fusdo e fracéo
cristalizada. Na fracdo 90/10 ja se observa um aumento significativo na temperatura
de cristalizacdo, o que sugere que nao seria necessario utilizar uma maior
quantidade de acido tartarico para alcangar as modificagdes nas propriedades.

Do ponto de vista de processamento, o aumento da temperatura de
cristalizacdo observado nas misturas em relacdo ao PHBV4% indica influéncia da
presenca do hidroxiacido na organizagdo estrutural para a cristalizacao. Assim a
mistura PHBV4%/AT apresenta um maior intervalo de temperatura no estado
viscoelastico até se tornar cristalino e consequentemente fragil e quebradico.
Portanto, a alteragdo destas caracteristicas do PHBV4% indica a possibilidade de
maior periodo de estabilidade em condi¢des de processamento.

Os outros parametros térmicos avaliados apresentaram variagées pouco
significativas. Excecéo para o AH; com maiores valores que aqueles apresentados
pelo PHBV4%, pois nas misturas com o &cido tartarico provavelmente o valor
calculado de AH; refere-se a soma do calor envolvido na fusdo do PHBV4% e do
acido tartarico.

A fracdo cristalina diminui para o segundo aquecimento em relagcdo ao
primeiro para os dois filmes, sendo que para o filme de menor proporcao
(PHBV4%/AT 90/10) observa-se menor porcentagem do polimero cristalizado tanto
no primeiro quanto no segundo aquecimento.

As mudancgas ocorridas nas propriedades térmicas do PHBV4% obtidas a
partir das curvas DSC indicam aumento na temperatura de cristalizagdo, mas nao
indicam formacdo de uma nova estrutura, pois segundo as curvas TG-DTA nédo ha
nenhuma etapa diferente dos préprios componentes da mistura sugerindo assim que

o0 acido tartarico atua como aditivo ou plastificante elevando a temperatura de
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cristalizacdo sem reagir ou interagir com as cadeias do PHBV4%. Os picos pouco
pronunciados nas curvas DSC indicam que apenas uma pequena porcentagem do
PHBV4% pode ter interagido com o &cido tartarico, mas que predominantemente

ocorreu uma aditivagao polimeérica.

5.4.2.2. PHBV4%/acido malico PHBV4%/AM

A Figura 25 e a Figura 26 apresentam o comportamento térmico para o
primeiro e 0 segundo aquecimento, respectivamente, para os filmes PHBV4%/AM.
Os valores dos parametros obtidos a partir das curvas DSC estdo apresentados na
Tabela 9.

A presenga de acido malico nos filmes influencia de maneira significativa o
comportamento térmico da mistura de PHBV4%/AM em relagéo ao PHBV4%.

A Figura 25 para o primeiro aquecimento dos filmes apresenta picos de baixa
intensidade em aproximadamente 100 °C e 140 °C, que podem ser atribuidos,
respectivamente, a volatilizagdo de solvente residual e a fusdo de 4cido malico livre
na mistura. Assim, observa-se diminuigdo nos valores de ponto de fusdo da mistura
PHBV4%/AM.

No segundo aquecimento (Tabela 9) observa-se diminuicdo nos valores de
transicdo vitrea e de fusao e o aumento de, aproximadamente, 20 °C na temperatura
de cristalizacdo em relacédo ao PHBV4%.

A fusdo da mistura PHBV4%/AM na propor¢cdo 90/10 durante o segundo
aquecimento apresenta pico de fusao de fracao residual do acido malico, seguida de
um unico evento de fusdo da mistura. Por outro lado, na mistura 80/20 observa-se
eventos de fusdo simultaneos iniciando em temperaturas inferiores e em intervalo
maior de temperatura.
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Figura 25: Curvas DSC obtidas com cadinho de aluminio selado para o estudo de
comportamento térmico dos filmes de PHBV4%/AM para o primeiro aguecimento em
atmosfera inerte de N, (50 mL min™), razdo de aquecimento de 20 °C min” e massa de
amostra de 6 mg.
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Figura 26: Curvas DSC obtidas com cadinho de aluminio selado para o estudo de
comportamento térmico dos filmes de PHBV4%/AM para o segundo aquecimento em
atmosfera inerte de N, (50 mL min™"), razdo de aquecimento de 20 °C min"' e massa de
amostra de 6 mg.
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Tabela 9: Valores referentes a analise realizada com cadinho selado calculados a partir das
curvas de DSC apresentadas na Figura 25 e Figura 26

Amostra 12 Aquecimento 2° Aquecimento
PHBV4%/AM | AH/Jg ™" | %crist] | Tni/°C [ T¢2C [ To2C | AHJG " | %crist2 | Tpa/°C
80/20 33,6 23,0 160,3 -2,7 794 31,3 214 1479
90/10 23,8 16,3 166,8 1,0 832 27,1 12,7 163,1
PHBV4% 58,5 40,1 169,7 40 61,0 36,1 38,8 171,2

Comparando-se os resultados das curvas TG-DTA com os resultados de
DSC, observa-se pelas curvas TG-DTA, ndo ha etapas de perda de massa,
diferentes do PHBV4% e &cido malico sozinhos, indicando uma fracao modificada,
mas as variagdes nas propriedades térmicas observadas nas curvas DSC indicam
uma forte influéncia do acido malico no comportamento do PHBV4%, podendo este

atuar como aditivo do PHB.

5.4.2.3. PHBV4%/acido glicélico PHBV4%/AG

Para os filmes de PHBV49%/AG, as curvas DSC referentes ao primeiro e
segundo aquecimentos estdo apresentadas respectivamente na Figura 27 e Figura
28. Os parametros térmicos obtidos a partir das curvas estdo apresentados na
Tabela 10.

Nas curvas DSC para o primeiro aquecimento nao sdo observados 0s picos
de fusdo de acido glicélico por volta de 80 °C, indicando, assim, que toda a
propor¢cao adicionada na mistura pode ter interagido com o PHBV4%. Além disso,
verifica-se que tanto nas curvas DSC do primeiro e segundo aquecimentos observa-
se fusdo da mistura PHBV4%/AG (Tabela 10) em temperatura inferior a fusdo do
PHBV4%.

Picos entre 120 e 145 °C sdo observados nas curvas DSC do primeiro
aquecimento das amostras. Com maior proporcao do hidroxiacido tém-se menores
valores de temperatura dos eventos térmicos.

No segundo aquecimento das misturas PHBV4%/AG (Figura 28) observa-se
picos simultaneos de cristalizagdo, que podem ser atribuidos a fusdo de cristais com
ma formacao estrutural seguida da fuséo principal da mistura.
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Em relacdo a mistura PHBV4%/AG 80/20 no segundo aquecimento, observa-
se mudanca de linha base caracteristica da transicao vitrea em torno de -20 e 0 °C.
A fragdo da mistura PHBV4%/AG 80/20 com transigdo vitrea em torno de -20 °C
deve ser a que apresenta pico de fusao principal (143,1 °C). A outra fracdo pode
estar relacionada com a estrutura do PHBV49% sem alteragao (em torno de 161,5
°C).

—PHBV4%/AG 90/10
——PHBV4%/AG 80/20
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 27: Curvas DSC obtidas com cadinho de aluminio selado para o estudo de
comportamento térmico dos filmes de PHBV4%/AM para o primeiro aquecimento em
atmosfera inerte de N, (50 mL min™), razdo de aquecimento de 20 °C min" e massa de
amostra de 6 mg.

Tabela 10: Valores referentes a analise realizada com cadinho selado calculadas a partir
das curvas de DSC apresentadas na Figura 27 e Figura 28

Amostra 12 Aquecimento 2° Aquecimento
PHBVA4%/AG | AH/Jg ™" | %crist! | Tmi/2C | T¢2C [ To2C | AHJG ™" | %crist2 | Tpa/°C
80/20 741 50,7 1524 -19,9 499 24,7 325 161,5
90/10 45,3 31,0 161,7 -4,7 59,2 421 29,3 1622

PHBV4% 58,5 40,1 169,7 40 61,0 36,1 38,8 171,2
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Figura 28: Curvas DSC obtidas com cadinho de aluminio selado para o estudo de
comportamento térmico dos filmes de PHBV49%/AM para o segundo aquecimento em
atmosfera inerte de N, (50 mL min™), razdo de aquecimento de 20 °C min" e massa de
amostra de 6 mg.

A maior proporgéo de acido glicolico no filme PHBV4%/AG 80/20 nos filmes
foi responsavel pela maior alteracdo dos valores dos parametros térmicos de fusdo e
de transicdo vitrea.

Os valores obtidos a partir das curvas TG-DTA e DSC indicam que na mistura
de PHBV4%/AG houve modificagdo estrutural, pois as etapas de perda de massa
nas curvas TG indicam fragdes poliméricas com estabilidade diferentes que estdo de
acordo com o0s picos duplos de fusdo nas curvas DSC, indicando fragbes com
estabilidade e propriedades térmicas diferentes. As diferentes fragbes podem ter
interferido na linearidade dos dados obtidos na determinacdo molar viscosimétrica,
pois misturas ou fracbes poliméricas do PHBV4% modificado apresentam
comportamento diferente do observado para o PHBV4% puro.

5.4.2.4. PHBV4%/acido mandélico PHBV4%/AMn

A Figura 29 e a Figura 30 apresentam, respectivamente, as curvas DSC para
0 primeiro e 0 segundo aquecimento dos filmes de PHBV4%/AMn, os parametros

térmicos obtidos a partir das curvas estao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: Valores referentes a analise realizada com cadinho selado calculadas a partir
das curvas de DSC apresentadas na Figura 29 e Figura 30

Amostra 12 Aquecimento 2° Aquecimento
PHBV4%/AMn | AH/Jg ™" | %crist] | Tmi/°C | T¢2C [ To2C | AHJG " | %crist2 | Tpa/°C
80/20 34,8 23,8 155,1 -6,7 614 412 30,2 1477
90/10 53,2 36,5 163,3 -2,1 56,1 41,9 32,0 159,8
PHBV4% 58,5 40,1 169,7 40 61,0 36,1 38,8 171,2

A partir da Figura 29 observa-se que para a amostra PHBV4%/AMn 80/20 a
curva DSC apresenta picos pouco pronunciados de fusdo em 99,4 e 127,5 °C, que
sdo atribuidos respectivamente a volatilizacdo de solvente residual e a fusdo do
acido mandélico, que néo reagiu ou nao foi incorporado as cadeias de PHB. O filme
de proporcdo PHBV4%/AMn 90/10 apresenta apenas um pico pouco pronunciado
para fusdo de acido mandélico remanescente.

A partir dos valores apresentados na Tabela 11, observa-se que a presenca
de acido mandélico nos filmes de PHBV4% influencia na diminuicdo das
temperaturas de fusdo para o primeiro e segundo aquecimentos. A diminuicdo da
temperatura de fusdo no segundo aquecimento permite que o material seja
processado em temperaturas mais baixas diminuindo sua exposi¢cdo a degradagao
térmica. A temperatura de transi¢ao vitrea diminui em relagédo a do PHBV4%, assim
apresenta um intervalo maior de temperatura no estado viscoelastico.

No segundo aquecimento, observa-se para o filme PHBV4%/AMn 90/10 um
pico pouco pronunciado em 125 °C, que pode ser atribuido a cristais com ma
formacgao estrutural, seguido da fusdo principal da mistura em 147 °C. Para o filme
PHBV4%/AMn observa-se o mesmo comportamento e a fusdo principal da mistura
apresenta dois picos consecutivos principais, o primeiro de maior intensidade em
147,7 °C, o segundo coincide com a fusdo da mistura PHBV4%/AMn 90/10, que
pode ser devido a fracbes de misturas PHBV4%/AMn com formacdes estruturais
diferentes.
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Figura 29: Curvas DSC obtidas com cadinho de aluminio selado para o estudo de
comportamento térmico dos filmes de PHBV4%/AMn para o primeiro aquecimento em
atmosfera inerte de N, (50 mL min™), razdo de aquecimento de 20 °C min” e massa de
amostra de 6 mg.
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Figura 30: Curvas DSC obtidas com cadinho de aluminio selado para o estudo de
comportamento térmico dos filmes de PHBV4%/AMn para o segundo aquecimento em
atmosfera inerte de N, (50 mL min™"), razdo de aquecimento de 20 °C min"' e massa de
amostra de 6 mg.

Os resultados de TG-DTA e DSC indicam que o acido mandélico atua como
aditivo no filme de PHBV4%, sendo apenas uma mistura polimérica, pois as etapas

de degradacao térmica sao referentes aos componentes da mistura.
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5.5. DEFINICAO DO HIDROXIACIDO PARA A MODIFICACAO DO PHBV4%

A partir dos resultados apresentados observou-se que os hidroxiacidos
influenciam de maneiras distintas o comportamento térmico do PHBV4%. O &cido
glicolico apresenta modificacdo de cadeia do PHBV4%, o &cido tartarico também
apresenta interacdes de cadeia com o PHBV4%, enquanto que os acidos malico e
mandélico atuam como aditivos nos filmes.

Como o acido maélico e tartarico proporcionaram o maior aumento na
temperatura de cristalizacédo, os filmes com estes acidos foram escolhidos para o
estudo cinético. O ensaio de biodegradacdo foi realizado com os filmes de
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG, pois assim seria possivel avaliar a influéncia de um
filme modificado e outro com aditivo no processo de biodegradacéo.

5.6. ESTUDO CINETICO DA CRISTALIZACAO DO PHBV4% NA PRESENCA
DE HIDROXIACIDOS

O objetivo do estudo cinético dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AT e
PHBV4%/AM foi determinar os parametros cinéticos, energia de ativacéo (E,) e fator
pré exponencial de Arrhenius (A). O método isoconversional foi usado como meio
confiavel e consistente para obter informagdes cinéticas, as medidas sdo estimadas
sem temperaturas correspondentes, para valores fixos de grau de converséo (a) e
também evita o uso explicito de modelos cinéticos (VYAZOVKIN; WIGHT, 1999;
DIAS et al., 2008). Desta forma, os dados de energia de ativacéo (Ea kJ mol™') foram
obtidos aplicando o método isoconversional proposto por Capela e Ribeiro (CAPELA
et al., 2009) a partir de procedimentos de regressao nao linear.

Os estudos da modificacao dos filmes de PHBV4% com hidroxiacidos, tais
como, acido malico (AM) e acido tartarico (AT) foram realizados na proporcéao fixa de
90/10 PHBV4%/hidroxiacido (m/m). O comportamento térmico do PHBV4% foi
alterado na presenca de hidroxiacidos, principalmente em relagdo a temperatura de
cristalizacdo. A Tabela 12 apresenta os valores de temperatura de cristalizacao dos
flmes de PHBV4% em diferentes razées de aquecimento. Observa-se que a
temperatura de cristalizacdo do PHBV4% aumenta na presenca de hidroxiacidos,
havendo possiveis reacbes de cadeia do PHBV4% com hidroxiacidos, que devem

resultar em uma nova composicao polimérica



80

A Figura 31 apresenta os valores de energia de ativacdo E, versus fracéo
conversional (a) para a reacao de cristalizagdo dos compostos. Os valores médios
da energia de ativagdo das amostras PHBV4%, PHBV4%/MA e PHBV49%/TA foram
73+9 KJ mol™, 63+12 kJ mol™ e 119+17 kJ mol™, respectivamente para o intervalo
0,05 < a < 0,95. Na Tabela 13 estdo apresentados os valores de coeficiente de
correlacdo com os respectivos valores médios 0,9966, 0,9990 e 0,9686, juntamente
com os valores do fator pré exponencial de Arrhenius. As fragdes conversionais 0,05
e 0,1 das amostras de PHBV4% e PHBV4%/AM séo coincidentes, devido a possivel
similaridade do inicio da reacao de cristalizacdo. A amostra PHBV4%/AT apresenta
um valor discrepante para a fracdo conversional 0,2 e a energia de ativacao

aumenta até a fracdo conversional 0,25, a partir da qual diminui até a fracédo 0,95.

Tabela 12: Temperaturas de cristalizagdo das amostras PHBV4%, PHBV4%/AM e
PHBV4%/AT

Filmes | Temperatura de cristalizacdo /°C | f/°C min™
PHBV4% 4478 5
51,26 10
55,57 15
PHBV4%/AM 58,94 5
68,18 10
73,62 15
PHBV4%/AT 48,16 5
53,81 10
55,52 15

A variacado nos valores de Ea(a) em relacdo a a (Tabela 13) indica que a
cristalizagdo nao ocorre de maneira homogénea em toda extensao de a. Para a
amostra PHBV4%/AT, a energia pode ser influenciada pelas intera¢des entre o acido
tartarico e as cadeias de PHBV4%. A amostra PHBV4%/AM apresenta energias de
ativacao similares as do PHBV4%, sugerindo que o acido malico atua como aditivo
polimérico. Para ambas as amostras PHBV4%/AM e PHBV4%/AT sugere-se que a
energia de ativacdo em relacdo a a, diminui devido a relaxacédo estrutural das
moléculas. A energia de ativagao E, versus a foi consistente para obter a E,, mas a
cristalizagdo do PHBV4% com hidroxiacidos ndo pode ser facilmente explicada por
uma simples reacéao de primeira ordem ou mecanismo de reacao de cadeia, porque
ha uma tendéncia da ocorréncia de quebras randémicas de cadeia, com possiveis

contribuicoes autocataliticas das cadeias menores.
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A Figura 32 apresenta a distribuicdo da razao de aquecimento B, em funcao

de 1000/RT. Observa-se que o ajuste apresenta baixa variagdo para valores de E1,

que correspondem a energia de ativacao.
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Figura 31: Valores de E, versus fragdo conversional.
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Figura 32: Diagrama de dispersdo de [ versus grau de conversdo (a-85%) para

PHBV4%/AM com os ajustes da funcao.
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Figura 33: Gréfico de InA versus Ea de todos os filmes estudados na avaliagéo cinética

A Figura 33 apresenta o logaritmo natural do fator pré exponencial de
Arrhenius versus a energia de ativacao (Eg). A partir deste grafico observa-se que o
PHBV4% e a amostra de filme de PHBV4%/AM apresentam um comportamento
linear, indicando que podem apresentar um unico mecanismo de reagdo, porém
diferentes entre si, enquanto que a amostra de filme de PHBV4%/AT apresenta
linearidade apenas em parte do intervalo de energia, indicando mecanismo de

reacdo mais complexo.
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Tabela 13: Valores de coeficiente de correlacio (R?) e energia de ativagéo (E.) de todos os
filmes estudados na avaliacao cinética

PHBV4%/AM PHBV4%/AT PHBV4%

a E. | R A E. R* A E. | R A

0,05 88 0,99621 2,99E8 127 0,92301 2,7E9 89 0,99886 4,12E9
0,10 83 0,99669 3,42E7 131 0,93252 1,53E7 85 0,99993 2,43E9
0,15 76  0,99738 9,13E6 135 0,94355 1,34E7 82 0,99999 1,38E9
0,20 73 0,99832 3,16E6 133 0,95474 6,63E6 81 0,99988 8,52E8
0,25 72 0,99868 1,32E6 137 0,91897 1,15E6 80 0,99966 5,72E8
0,30 70  0,99911 6,72E5 136 0,93496 1,04E6 78 0,99942 3,83E8
0,35 69 0,9991 3,58E5 134 0,94828 3,52E5 77 0,99918 2,56E8
0,40 66  0,99968 1,99E5 132 0,95893 2,03E5 76 0,99884 1,83E8
0,45 64 0,99984 1,16E5 129 0,96825 2,0E4 75 0,9985 1,28E8
0,50 62 0,99994 6,88E4 126 0,9754 1,45E4 73 0,99803 8,52E7
0,55 61 0,99999 4,0E4 123 0,98198 8,85E3 72 0,99751 5,74E7
0,60 59 0,99999 2,39E4 120 0,98711 6,08E3 71 0,99694 3,72E7
0,65 57 0,99995 1,41E4 116 0,99126 1,93E3 69 0,99626 2,27E7
0,70 56 0,99984 8,11E3 112 0,99477 1,38E3 68 0,99529 1,29E7
0,75 54 0,9997 4,49E3 107 0,9975 5,15E2 66 0,99451 7,14E6
0,80 53 0,99946 3,03E3 102 0,99896 2,62E2 64 0,99326 3,30E6
0,85 50 0,99931 1,21E3 96 1 7,70E1 61 099182 1,43E6
0,90 48 0,999 50E2 89  0,99899 1,48E1 59 0,9901 5,20E5
0,95 45 0,9988 1,66E2 81 0,99417 1,59E4 55 0,98775 1,47E5

O Estudo cinético indicou que os hidroxiacidos interagem com as cadeias de

PHB, podendo atuar como aditivos como por exemplo o acido malico, provoncando

as diferencas observadas no comportamento térmico, e interagindo com as cadeias

de PHBV4% para o acido tartarico.
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5.7. ESTUDO DE CARACTERIZACAO DOS FILMES DE PHBV4% E
VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS

5.7.1. DETERMINACAO DO TEOR DE POLI(3-HIDROXIBUTIRATO) E
HIDROXIACIDOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA (GC-FID)

O teor de PHBV4% e hidroxiacidos pode ser determinado simultaneamente
utilizando método analitico, que inclui a esterificacdo em meio acido a partir de uma
Unica andlise. Os hidroxacidos utilizados para o estudo de validacao dos parametros
foram os &cidos malico e glicdlico, por serem os hidroxiacidos que melhor
apresentam resultados de interagcdo com o PHB, os hidroxidcidos acido tartarico e
mandélico ndo apresentaram picos relativos a seus ésteres no método utilizado. O
hidroxivalerato esta em pequena quantidade nos filmes, assim, ndo foi quantificado.
Os limites de quantificacdo para este analito estdo muito abaixo dos demais
mondémeros analisados simultaneamente por este método (SANTOS et al., 2007).

Solucdes de padrao de PHB, hidroxiacidos e acido benzdico (padréo interno -
PI) esterificado com alcool isoamilico foram preparados e analisados por GC-FID
com diferentes concentragbes de PHB, hidroxiacidos e mesma concentragdo de
acido benzdico. Apds esterificacao, aliquotas de 1 pyL da fase organica foram
injetadas no GC-FID em triplicata no mesmo dia. Os volumes injetados para as
amostras de filme e padrdes estdo apresentadas na Tabela 14.

Com a hidrélise em meio &cido e esterificacdo determina-se por GC-FID os
ésteres correspondentes, que sao hidroxi-acetato de isoamila (AG), hidroxi-
butenodioato de isoamila (AM), 3-hidroxibutirato de isoamila (HB) e benzoato de
isoamila (P1).

O cromatograma branco da analise (solventes e meio reacional, sem incluir o
PHBV4% e os hidroxiacidos) e de uma solugcao padrao de AG, AM, HB e PI estao
apresentados na Figura 34 e Figura 35, respectivamente.
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Figura 34: Cromatograma (GC/FID) do branco de analise.
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Figura 35: Cromatograma (GC/FID) de uma solugcdo padrdo contendo os hidroxiacidos
esterificados com alcool isoamilico. AG = hidroxi-acetato de isoamila ; AM= hidroxi-
butenodioato de isoamila (AM); HB = 3-hidroxibutirato de isoamila e Pl =benzoato de
isoamila (padréo interno).

Na Figura 36 esta apresentada a curva de resposta analitica (area média
HB/PI, AG e AM) em funcado da massa de HB, além do fator de resposta, ilustrando o
intervalo de linearidade dentro dos limites aceitos para validacdo do método (LEITE,
2002; LANCAS, 2004).
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Tabela 14: Parametros do processo de validagao do método para determinacao de HB, AG

e AM
R Valores .
Parametro ) | AG | AM Unidades
Sensibilidade do método 1064,59 633,29 903,11 -
Intervalo de trabalho 0,29-7,11 0,39-3,51 0,36—-4,4 10%g
Precisao (repetitividade) 1 3 5 %
Nivel 1 =>
Recuperagio 10mg 100,0+ 0,7 103 +2 97 +6 .
JoR z o
Média + DP ';'é‘;% 2 = 400,002  93+1 101 +6
LD do método 0,035 0,018 0,013 10%g
LQ do método 0,057 0,059 0,039 10°g
75
70 ® HB e
65.] Y=-0.55+1064,50X d
60 R®=0,99315 e
4 o AM y
2] ¥=0,36+903, 11X e
g 45] R?=0,99397 e
& 40] 4 GA e
8 557 Y=0,02+633,29X e
S 30 R*=0,99346 5 a
3 257 / -
£ 20] e
157 o
1,0 “a
05 59//8/
0,0 Vi
0,5 ] T - T T T T T T T T T T T T T T
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007
Massa/mg

Figura 36: Relagao de area em fungdo da massa injetada para os padroes de HB. AG e AM
submetidos a derivatizacao.

Tabela 15: Proporcao dos filmes quantificados pelo método apresentado.

Amostra

% HB

% hidroxiacido

PHBV4%/AG 80/20
PHBV4%/AG 90/10
PHBV4%/AM 80/20
PHBV4%/AM 90/10
PHBV4%

74,1+0,3
80,0+1,4
74,8+1,2
83,5%1,2
95,4+1,5

8,5+0,6
0
17,4+1,0
10,3+0,5

Os filmes de PHBV4%/AG e PHBV4%/AM nas proporcdes 90/10 e 80/20,

filme de PHBV4%, submetidos a reacdo de esterificacdo apresentaram algumas

variacdes nas propor¢cdes esperadas, porém dentro dos limites de recuperacao. As
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amostras de PHBV4% e PHBV4%/malico analisadas apresentaram porcentagem de
PHBV4% e de acido malico de acordo com a proporcao esperada, porém nos filmes
de PHBV4%/AG a porcentagem de acido glicélico encontrada foi bem abaixo da
esperada, isso é atribuido a formacao de estruturas que néo sofreram a reacao de
esterificacdo, ndo sendo quantificadas.

Os resultados de quantificacdo monomérica para os filmes de PHBV4%/AG
estao relacionados com os resultados obtidos nas curvas DSC, onde observam-se
picos de cristalizacdo e fusédo referentes a fragdes diferentes da mistura polimérica.
Isso pode ter ocorrido por que uma destas fracdes, apresentando estrutura quimica
diferente, ndo sofrendo a esterificacdo e provocando modificacdes nas propriedades
térmicas. Para o acido madlico a quantificacdo monomérica encontrada esta de
acordo com os dados de TG-DTA e DSC onde o0 mesmo ndo modifica a estrutura do
PHBV4%.

57.2.  COMPARAGAO DO USO DE PADRAO INTERNO EM ANALISES
CROMATOGRAFICAS PARA DETERMINACAO MONOMERICA DE
PHB

Para demonstrar a importdncia do padrdo interno nas analises
cromatograficas, para o calculo da porcentagem de HB, foram realizados os calculos
sem a utilizagao do padrao interno. O gréafico da area em fungdo da concentragao
esta apresentado na Figura 37 e os valores das amostras, calculados a partir da
curva, estao na Tabela 16.

Tabela 16: Proporcao dos filmes quantificados pelo método apresentado sem padrao interno

Amostra % HB % hidroxiacido

PHBV4%/AG 80/20 79,4137 3,1+1,1
PHBV4%/AG 90/10 84,1191 0
PHBV4%/AM 80/20 74,8+10,1 15,5+1,7
PHBV4%/AM 90/10 86,315,8 6,0+0,5

PHBV4% 102,043,1 i
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Figura 37: Area dos picos em fun¢do da massa injetada para os padrdes de HB. AG e AM
submetidos a derivatizagdo (método sem padrao interno).

Comparando-se os valores da Tabela 16 com os da Tabela 15, pode-se
observar que sem o padrdo interno o fator de correlagdo é menor. O valor de
porcentagem encontrado para o PHBV4% esta mais coerente utilizando o padrao
interno. Aplicando-se o teste t pode-se averiguar se estatisticamente o método
utilizando o padréo interno é significativo. Como observado na Tabela 17, os valores
de t calculados s&o menores que o valor tabelado que é igual a 2,92 para um
intervalo de confianca de 95% (LEITE, 2002). Neste caso ndo ha diferenca

significativa entre as médias.

Tabela 17: Valores de t calculados para os métodos com e sem padrao interno

Amostra t calculado para HB t calculado para Hidroxiacidos
PHBV4%/AG 80/20 2,47 7,46
PHBV4%/AG 90/10 0,71 -
PHBV4%/AM 80/20 2,21 1,67
PHBV4%/AM 90/10 0,81 1,05
PHBV4% 3,41

Uma das formas de comparar precisdes entre dois conjuntos de dados é o
teste F, no qual se utiliza a andlise de variancia (o quadrado da estimativa do desvio
padrao é a estimativa da variancia). Com o valor obtido, verifica-se a significancia

em funcao da distribuicdo de valores de F correspondentes aos niumeros de graus
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de liberdade dos dois conjuntos, neste caso o valor de distribuicdo F com 5 % de
probabilidade é 19,0 (LEITE, 2002).

Na Tabela 18 estao apresentados os valores de F calculados para os desvios
apresentados na Tabela 15 e Tabela 16, comparando a precisdo dos métodos. A
diferenca entre as duas precisdes apresentadas pelo método direto e com
padronizacao interna foi significativa para as misturas poliméricas de PHBV4%/AG e
PHBV4%/AM nas duas proporcdes avaliadas. Para o PHBV4% e a porcentagem dos
hidroxiacidos néao ha significancia entre as duas precisdes ao nivel de 5 %.

Tabela 18: Valores de teste F para os métodos com e sem padréo interno

Amostra F calculado para HB F calculado para Hidroxiacidos

PHBV4%/AG 80/20 152,11 3,36
PHBV4%/AG 90/10 49,00 -
PHBV4%/AM 80/20 70,84 2,89
PHBV4%/AM 90/10 70,84 1,00
PHBV4% 4,27 -

Em resumo, a partir deste estudo utilizando a quantificagdo monomérica por
CG-FID, verificou-se que o método apresentado é um método exato, porém com
baixa preciséo.

O método de cromatografia gasosa foi validado e aplicado com sucesso para
a quantificacdo dos monémeros de PHBV4% e dos hidroxiacidos simultaneamente.
A quantificagdo cromatografica das misturas permitiu avaliar a composicédo
monomérica dos filmes, e complementar os resultados de analise térmica, onde
constatou-se que a mistura PHBV4%/AG apresentava uma fragdo modificada na
mistura polimérica, que as alteragdes nas propriedades térmicas e a quantificacao
monomeérica menor que a esperada indicou possivel modificacdo de cadeia.
Enquanto que para a mistura PHBV4%/AM indicou apenas uma mistura polimérica.
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5.8. CARACTERIZACAO DOS FILMES SUBMETIDOS A BIODEGRADACAO

5.8.1. ASPECTO VISUAL DOS FILMES SUBMETIDOS A
BIODEGRADACAO

O estudo de biodegradacéo foi realizado utilizando-se os filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AG e PHBV4%/AM na proporcado 80/20. Os filmes submetidos ao ensaio
de biodegradacao, durante 1, 3, 6 9, 12 e 18 meses, foram fotografados e as
imagens estdo apresentadas na Figura 38. Observa-se que os filmes apresentaram
mudangas no aspecto visual mais acentuada a partir do sexto més, principalmente
para as amostras de filmes das misturas PHB/AM e PHB/AG, onde observou-se que
no sexto e nono més houve uma degradacdo maior. Os filmes de PHBV4%
mostraram-se mais resistentes do que as misturas, mesmo apds nove meses em
ambiente enterrado no solo. Apds 18 meses as amostras de filmes de PHBV4%/AG
e PHBV4%/AM foram totalmente fragmentadas no solo, provavelmente ocorreu
biodeteriorizagédo, pois nao foi analisado os residuos de cadeias poliméricas no solo

e produtos formados neste processo.
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Figura 38: Fotos das amostras de filmes submetidos ao teste de biodegradagao

5.8.2. ANALISE CROMATOGRAFICA NA AVALIACAO DAS AMOSTRAS
DE FILMES EXPOSTOS A BIODEGRADAGAO

As amostras de filmes submetidas ao ensaio de biodegradagdo foram
removidas do solo apés de 1, 3, 6, 9, 12 e 18 meses. Aplicando o método
cromatogréfico validado foram quantificadas simultaneamente a porcentagem de HB,
AM e AG das amostras de filmes retiradas do solo. Na Figura 39 estdo apresentados
os resultados e seus respectivos desvios padrao para HB, AG e AM, que foram
quantificados nos filmes.
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Figura 39: Porcentagem monomérica dos filmes submetidos ao ensaio de biodegradagéo

No tempo zero, a Figura 39 apresenta a porcentagem de HB nos filmes de
PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG antes das amostras serem submetidas ao
ensaio de biodegradacéo.

Os resultados (Figura 39) indicam uma pequena interagdo entre AG e AM
com a cadeia polimérica do PHBV4%. Consequentemente, foi recuperado uma
quantidade menor que a proporcéao inicial (PHBV4%/AM e PHBV4%/AG 80/20%)
usada na preparacao dos filmes, porcentagem de HB menor que 80 % e AG e AM
menor que 20 %.

A porcentagem de AM no filme PHBV4%/AM foi de 17,40 % no tempo zero,
ou seja, antes da exposicdo a degradacdo, isto indica que o acido malico
inicialmente adicionado aos filmes continua presente como acido. Isto também
demonstra que o PHBV4% com o acido malico € uma simples mistura,
provavelmente sem interacdo quimica. As amostras de filmes de PHBV4%/AM
analisadas ap6s trés meses do ensaio de biodegradacao contém somente 6,36 % de
AM, certamente o AM foi extraido pela unidade do solo. Logo, as amostras
subsequientes ndo apresentaram porcentagem de AM.

A porcentagem de AG no filme PHBV4%/AG antes da exposicao a
biodegradacao foi 14,68 %, como discutido para o filme PHBV4%/AM, possivelmente
esta porcentagem de AG no filme esta como acido na mistura. Para a amostra de

filme PHBV4%/AG apds a exposicao a biodegradacao, a porcentagem de AG nao foi
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detectada. Uma vez que o &cido glicélico apresenta elevada solubilidade em agua,
este pode ter sido extraido pela umidade do solo e ndo quantificado, ou estar
presente na fracdo modificada ndo sendo detectado nem quantificado.

As amostras de filmes analisadas apdés a submissdo ao teste de
biodegradacdo apresentam variagdes nos valores comparados com os filmes nao
submetidos ao teste (0 meses). A porcentagem de HB nas amostras de filmes
diminuiu a partir do nono més. Provavelmente, devido a algumas mudancas na
estrutura do PHBV4% durante a biodeteriorizacdo. Nesse caso, podem ter ocorrido
quebras de cadeia do PHBV4% como consequéncia da interacdo com grupos
ésteres de AG e AM, formando diferentes produtos que néo foram identificados no
cromatograma.

Os valores apresentados na Figura 39 para a porcentagem de HB nos filmes
tendem a diminuir a partir do primeiro até o nono més. A partir do nono més a
porcentagem de HB pode ser considerada constante nos filmes. Este
comportamento indica uma maior velocidade de biodeteriorizagdo durante o primeiro
més até chegar a uma estrutura mais estavel do PHBV4%, e precisa de mais tempo
para degradar (CORREA et al., 2008).

Os desvios padrdos obtidos para as amostras de filmes expostas a
biodegradacado estao apresentados na Figura 39, onde pode observar-se que estes
valores estdo de acordo com os dados da validacao descritos na Tabela 14. Os altos
valores para os desvios padrdos nos resultados de quantificagdo de HB apods a
biodeteriorizagdo devem-se ao resultado do ambiente onde as amostras foram
expostas.

Os resultados apresentados na Figura 39 demonstram que o AG e o AM
adicionados ao filme de PHBV4% apresentam uma importante influéncia na
velocidade de biodeteriorizacdo da cadeia do PHBV4%. Como as moléculas de
acido glicolico e malico sao menores o atague dos microorganismos pode comecar
por elas. Com a extracdo de AG e AM da estrutura do PHBV4%, o filme se torna
mais suscetivel ao ataque da agua e dos microorganismos.
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5.8.3. ESTUDO DO COMPORTAMENTO TERMICO DOS FILMES
DEGRADADOS POR ANALISE TERMICA

5.8.3.1. Estudo de comportamento térmico dos filmes
degradados por TG-DTA

O estudo de biodegradacédo foi realizado com as amostras de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG nas proporcoes 80/20. As amostras foram enterradas
em solo, a umidade do solo foi mantida constante e a temperatura média em estufa
foi de 25 °C.

Apés um més em solo observou-se que as amostras de filmes de
PHBV4%/hidroxiacidos perderam a porcentagem referente ao hidroxiacido
adicionado, apresentando comportamento térmico nas curvas TG-DTA e DSC
semelhante ao do PHBV4%, enquanto as amostras de PHBV4% mantiveram as
mesmas caracteristicas. As curvas TG e DTA das amostras de filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AG e PHBV4%/AM, sem serem submetidas ao ensaio de biodegradagéao
estdo apresentadas na Figura 40 e Figura 41, respectivamente. Os comportamentos
térmicos das amostras de filmes apdés um més de ensaio de biodegradagdo estdo
apresentados na Figura 42 e Figura 43, respectivamente.

Os valores de perda de massa obtidos a partir das curvas TG e os eventos
térmicos obtidos a partir das curvas DTA estdo apresentados na Tabela 19 e Tabela
20. Os valores de perda de massa para as amostras sem serem submetidas a
biodegradacao encontram-se apresentados no item 5.4.1 e na Tabela 19.
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Figura 40: Curvas TG das amostras dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG
no tempo zero, sem serem submetidas a biodegradagéo.
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Figura 41: Curva DTA das amostras dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG
no tempo zero, sem serem submetidas a biodegradacéao.

Observa-se que para as amostras submetidas a um més de biodegradacao,
mostra uma diminuicdo na temperatura de degradacao, como pode ser observado
na Figura 42. Para as amostras submetidas a nove meses de biodegradacao essa
diminuicdo na temperatura de degradagao é mais acentuada.

As amostras submetidas a nove meses de biodegradacdo apresentaram
menores perdas de massa nas curvas TG (Figura 48), devido a agregacao de

particulas de solo as amostras, formando residuos.
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As curvas TG para o PHBV4% apresentaram perda de massa de
aproximadamente 1 % de material volatil antes de 250 °C e entre 250 e 350 °C as
cadeias poliméricas foram totalmente degradadas. Na curva DTA observa-se um
pico endotérmico de fusdo em 169 °C e um referente a decomposicao térmica em
310 °C, como apresentado e discutido no item 5.3.1.1.

Os comportamentos térmicos de decomposicdo para os acidos malico e
glicolico estdo apresentados no item 5.3.1.2. Para os filmes de PHBV4%/AG e
PHBV4%/AM os comportamentos térmicos apresentados sdo o mesmo descrito no
item 5.4.1.

Para as amostras de filme que foram retiradas do solo no primeiro més
(PHBV4%/AG e PHBV4%/AM) observa-se perda de massa referente a porcentagem
dos hidroxiacidos, como mostrado nas curvas TG na Figura 42 e os valores
referentes a curva apresentados na Tabela 19. Provavelmente isso ocorre devido a
elevada solubilidade em &agua dos hidroxiacidos, presente na umidade do solo.
Como apresentado na Figura 42 e Figura 43 e Tabela 19 e Tabela 20 o
comportamento térmico das misturas de PHB mantém as mesmas caracteristicas do
PHBV4%.

As amostras de filmes analisadas apds de nove, doze e dezoito meses de
exposicao a biodegradacdo apresentaram comportamentos térmicos semelhantes as
amostras retiradas do solo apos seis meses, como mostram as curvas TG-DTA
apresentadas da Figura 46 até a Figura 49. Devido a agregacao de particulas de
solo nas amostras, obteve-se um residuo inorganico apés 300 °C. Observa-se que,
os pontos de fusdo para o PHBV4% e para as misturas poliméricas PHBV4%/AG e
PHBV4%/AM encontram-se em foi aproximadamente 170°C, independente do tempo
de exposicao a biodegradacédo ou da composicao da amostra. Entretanto, os picos
endotérmicos da DTA, devido a decomposi¢cdo de cadeias, tenderam a menores
valores de temperatura, aproximadamente 295 °C para os filmes analisados ap6s o
nono més de biodegradacgao , assim como para as amostras de PHBV4%/AG.
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Tabela 19: Valores médios obtidos a partir das curvas TG para as amostras dos filmes de
PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG ap6s diferentes tempos de biodegradacao

Tempo de % de perda de massa das amostras % de residuo inorganico do solo
exposicao a
biodegradagcdo PHBV4% PHBV4%/AM  PHBV4%/AG PHBV4% PHBV4%/AM  PHBV4%/AG
(meses)
1 98,0 93,9 96,0
3 92,4 96,5 97,8 - - -
6 87,7 73,0 60,6 11,6 26,6 38,7
9 86,9 36,0 46,2 12,4 63,3 52,6
12 80,7 80,6 48,0 18,9 18,6 51,7
18 81,8 - - 17,8 - -
Tabela 20: Picos obtidos a partir das curvas DTA para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG ap6s diferentes tempos de biodegradacao
Tempo de Pico endotérmico de degradacao/°C Pico endotérmico de fusdo/°C
exposicao a

biodegradacdo PHBV4% PHBV4%/AM PHBV4%/AG PHBV4% PHBV4%/AM PHBV4%/AG
(meses)

0 310,5 308,8 308,3 169,3 159,2 158,5
1 307.,5 307,0 291,1 169,3 169,8 172,0
3 306,5 303,0 296,9 171,2 169,5 171,7
6 301,6 298,3 296,4 170,5 171,2 169,7
9 294.8 2947 2945 171,2 169,5 170,4
12 303,1 303,1 300,0 173,4 171,8 171.,4
18 301,6 - - 169,6
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Figura 42: Curvas TG das amostras dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG
apds um més expostas a biodegradacao.
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Figura 43: Curvas DTA das amostras dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG
apds um més expostas a biodegradacao.
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Figura 44: Curvas TG das amostras dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG
apos trés meses sexpostas a biodegradagéo.
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Figura 45: Curvas DTA das amostras dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG
apds trés meses expostas a biodegradacao.
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Figura 46: Curvas TG das amostras dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG
apds seis meses expostas a biodegradacao.
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Figura 47: Curvas DTA das amostras dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG
apds seis meses expostas a biodegradacao.
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Figura 48: Curvas TG das amostras dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG
apds nove meses expostas a biodegradagéo.
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Figura 49: Curvas DTA das amostras dos filmes de PHBV4%, PHBV4%/AM e PHBV4%/AG
apds nove meses expostas a biodegradacao.

5.8.3.2. Estudo de comportamento térmico dos filmes por DSC

As andlises por DSC foram realizadas para avaliar a influéncia de AG e AM
na biodegradacdo do PHBV4%. Os filmes foram analisados antes e apds serem
submetidos ao ensaio de biodegradacdo. As discussdes para as amostras
analisadas antes do ensaio de biodegradagéao estdo apresentadas no item 5.3.2 e
5.4.

As curvas DSC para o primeiro e segundo aquecimentos para as amostras
sem serem submetidas a biodegradagao e submetidas a 1, 3, 6, 9, 12 e 18 meses
estdo apresentadas da Figura 50 até a Figura 59 e os valores obtidos a partir das
curvas encontram-se apresentados na Tabela 21.

Nas curvas DSC também se observa que as amostras submetidas a
biodegradagcdo a partir do primeiro més apresentam o comportamento térmico do
PHBV4%, ou seja, os hidroxiacidos foram solubilizados pela umidade do solo. Para
as amostras submetidas a um e nove meses observa-se no primeiro aquecimento
um pequeno pico de fusdo antes da fusdo do PHB, que pode ser devido a fusdo da

porcentagem de polihidroxivalerato na amostra.
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Figura 50: Curvas DSC no primeiro aquecimento para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG no tempo zero, sem serem expostas a biodegradacgao.
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Figura 51: Curvas DSC no segundo aquecimento para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG no tempo zero, sem serem expostas a biodegradacao.
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Figura 52: Curvas DSC no primeiro aquecimento para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG apdés um més expostas a biodegradacao.
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Figura 53: Curvas DSC no segundo aquecimento para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG apds um més expostas a biodegradagao.
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Tabela 21: Valores médios referentes a analise realizada com cadinho selado calculadas a
partir das curvas de DSC apresentadas da Figura 50 até a Figura 59.

Amostra 12 AQUECIMENTO 2° AQUECIMENTO
ARG [%crist] [ Tm/°C_ | T4°C [ TJ°C [AHJ/JG" | %ocrist2 | Tme°C
PHBV4% 77.9 53,3 170,9 48 61,1 46,3 504 1713
PHBV4%/AM 49,6 339 1624 -1,8 803 52,5 28,2 1501
PHBV4%/AG 38,3 26,2 1541 1,4 53,7 42,6 41,0 161,3
PHBV4% (1 més) 67,6 462 1721 52 60,4 42,1 46,9  172,0
PHBV4%/AM (1 més) 57,6 395 1725 46 637 42,3 38,3  169,8
PHBV4%/AG (1 més) 64,1 43,9 1742 45 56,9 36,1 485 1713
PHBV4% (3 meses) 73,8 505 171,9 55 559 374 444 1725
PHBV4%/AM (3 meses) 57,3 392 1713 49 632 31,2 442 1711
PHBV4%/AG (3 meses) 60,9 4,7 1734 47 57,4 33,9 469 1714
PHBV4% (6 meses) 62,3 42,7 1719 53 57,4 35 486 173,11
PHBV4%/AM (6 meses) 38,7 773 1715 50 59,4 6,6 294 1723
PHBV4%/AG (6 meses) 43,5 298 171,355 599 5,0 31,3 172,1
PHBV4% (9 meses) 67,1 459 171,958 56,0 11,0 445 1739
PHBV4%/AM (9 meses) 26,5 181 1697 54 585 75 176 1714
PHBV4%/AG (9 meses) 35,1 241 1702 52 543 5,9 259 1707
PHBV4% (12 meses) 49,2 298 1700 0,1 49,0 62,7 30,6 171,7
PHBV4%/AM (12 meses) 20,7 16,0 1676 45 426 25,5 24,7 1653
PHBV4%/AG (12 meses) 26,8 18,4 1684 3,2 55,1 14,2 185  169,7
PHBV4% (18 meses) 50,5 26,1 1688 24 486 26,0 249 1693

Os valores de Tg, Tc, Tm, and % Crist (porcentagem de PHB cristalizado)
foram determinados e calculados a partir das curvas DSC e apresentados na Tabela
21. A porcentagem cristalizada foi calculada considerando-se a entalpia de fusao
para uma amostra 100 % cristalina de PHB (AH = 146,0 J g') (ROSA et al., 2001).

Nos valores de Tm1 e Tm2 a numeragao 1 e 2 refere-se respectivamente, ao
primeiro e segundo aquecimentos. As amostras de PHBV4% sem biodegradacéo e
as expostas a biodegradacado e removidas do solo até o nono més apresentam
valores de %crist1, %crist2 e Tc constantes. Todavia, para os filmes de PHBV4% e
as misturas poliméricas de PHBV4%/AG e PHBV4%/AM apds nove meses de
biodegradacdo apresentam valores baixos de %cristl, %crist2 e Tc.
Independentemente do tempo de biodegradacédo os valores de Tg foram constantes
para as amostras analisadas.
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Figura 54: Curvas DSC no primeiro aquecimento para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG apos trés meses expostas a biodegradacao.
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Figura 55: Curvas DSC no segundo aquecimento para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG apds trés meses expostas a biodegradagéo.
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Figura 56: Curvas DSC no primeiro aquecimento para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG apds seis meses expostas a biodegradagao.
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Figura 57: Curvas DSC no segundo aquecimento para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG apds seis meses expostas a biodegradacao.
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Figura 58: Curvas DSC no primeiro aquecimento para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG apds nove meses expostas a biodegradacgao.
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Figura 59: Curvas DSC no segundo aquecimento para as amostras dos filmes de PHBV4%,
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG apds nove meses expostas a biodegradagéo.

O ensaio de biodegradagao permitiu avaliar as misturas poliméricas do ponto
de vista ambiental. As técnicas de analise térmica permitiram caracterizar as
misturas. Os hidroxiacidos acido malico e acido glicélico sao os que mais influenciam
no comportamento térmico do PHBV4%, o primeiro como aditivo e 0 segundo como
modificador de cadeia, alterando algumas de sua propriedades importantes como
diminuigdo da temperatura de fusdo e transigao vitrea, mantendo a estabilidade
térmica, o que pode ser observado nas curvas TG. Além de alterar propriedades
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importantes do comportamento témico do PHBV4% os hidroxiacidos aceleraram o
processo de biodegradacao do mesmo.

Os resultados de anadlise térmica TG-DTA e DSC das amostras de filmes
submetidas a biodegradacado indicam que os hidroxiacidos, AG e AM foram
solubilizados pela umidade do solo. No entanto a estrutura do PHBV4% nos filmes
PHBV4%/AM e PHBV4%/AG ficaram na forma de filmes até o décimo segundo més,
depois deste tempo observou-se completa fragmentacdo das amostras. Como
consequencia, a incorporacdo de hidroxiacidos nos filmes acelerou o processo de
degradacao, devido ao aumento da area superficial exposta, influenciando

fortemente na estabilidade das cadeias do PHB, durante o ensaio de biodegradacéo.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados de analise térmica e cromatografia gasosa, conclui-se
que os hidréxiacidos acido glicélico e acido tartarico interagem com as cadeias do
PHBV4%, enquanto que os acidos malico e mandélico atuam como aditivo nos
filmes.

O estudo de biodegradacdao permite concluir que a presenca dos
hidroxiacidos acido malico e glicélico acelerou o processo de biodeteriorizagdo dos
filmes em relacdo ao PHBV4%.
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7. TRATAMENTO DE RESIDUOS

Os residuos gerados na preparagdo dos filmes foram corretamente
identificados, segundo norma deste Instituto e encaminhado para tratamento, que

consiste de incineragcao ou recuperacgao por destilacao.
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8. SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Para caracterizacao estrutural complementar da modificacdo do PHBV4%
com hidroxiaxidos pode-se utilizar as técnicas de analise espectrométrica, tais como,
infravermelho e ressonancia magnética nuclear.

Avaliar os residuos de cadeia e possiveis produtos de biodeteriorizacao ou
biodegradacgao no solo.
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