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RESUMO

Esta tese contribui para o estudo dos processos de polimerizacdo em meio
heterogéneo, suspensdo e emulsdo, visando a sintese de materiais de
revestimento a base de agua, como tintas e esmaltes. Tem como obijetivo inicial
encapsular o6leos essenciais com atividade antifUngica para prevenir a
proliferacdo de fungos durante o periodo de armazenamento do material. A
atividade antifungica dos 6leos essenciais de Calendula officinalis e Romarinus
officinalis para fungos da espécie Candida foi avaliada, sendo observado que o
Oleo essencial de Romarinus officinalis apresenta maior atividade antifingica em
relacdo ao primeiro. Em seguida, o 6leo essencial de Romarinus officinalis foi
encapsulado pelo processo de polimerizacdo em suspensdo com eficiéncia
acima de 80%. Os testes de avaliacdo da atividade antifingica dos polimeros
mostrou que 0s materiais encapsulados apresentam atividade antifingica com
concentrac6es minimas inibitérias menores que a do 6leo essencial livre e 0s
testes de citotoxicidade revelam que estes materiais ndo apresentam toxicidade
para linhagens de células de fibroblasto e queratindcitos humanos (FIBRO e
HaCat). Pensando na aplicagdo proposta para o material € interessante obter
materiais com elevado teor de sdlido, acima de 60%vol, pois reduz o tempo de
secagem e 0s custos com transporte e estocagem. Assim, em uma etapa
seguinte foi avaliada a sintese de latices bimodais com elevado teor de sélidos
pelo processo de polimerizagdo em emulsdo. A populacdo de particulas
grandes, foi obtida em processo em batelada, onde as sementes de particulas
foram criadas, seguido de um processo em semi-batelada para concentracéo do
latex até o teor de solido entre 55 e 60%uvol. Via polimerizacdo RAFT foi criada a
populacdo de particulas pequenas pelo auto-ordenamento das cadeias
poliméricas em bloco, constituidas por um bloco hidrofilico & base de &cido
metacrilico e outro hidrofébico a base de estireno. Em um segundo momento,
uma pré-emulsdo preparada a partir do latex de particulas pequenas e uma
mistura de mondmeros e tensioativos foi adicionada ao latex de particulas
grandes para obtencdo do latex bipopular. Foi observada a reducdo da
vicosidade de 0,35 Pa.s para 0,15 Pa.s quando comparados um latex
monomodal e outro bimodal com 0 mesmo teor de sélido (60%).

Palavras-chave: Polimerizacdo radicalar, encapsulamento de Oleos essenciais,

elevado teor de sdlido e polimerizagdo RAFT.
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ABSTRACT

This thesis contributes to the study of polymerization processes in
heterogeneous media, suspension and emulsion, intended for the synthesis of
water-based coating materials, such as paints and enamels. The initial goal was
to encapsulate essential oils with antifungal activity to prevent the proliferation of
fungi during the storage period of the material. The antifungal activity of the
essential oils of Calendula officinalis and Romarinus officinalis for fungi of the
Candida species was evaluated. It was observed that the essential oil of
Romarinus officinalis has a higher antifungal activity compared to the first one.
Then, the essential oil of Romarinus officinalis was encapsulated by the
suspension polymerization process with efficiency above 80%. Testing of
antifungal activity of the polymers showed that encapsulated materials exhibit
antifungal activity with lower inhibitory concentrations lower than that of free
essential oil and the cytotoxicity tests reveal that these materials do not show
toxicity fibroblast cell lines (FIBRO) and human keratinocytes (HaCat).
Considering the proposed application for the material, it is interesting to obtain
materials with a high solids content, above 60%vol, as it reduces the drying time
and transport and storage costs. In a subsequent step, the synthesis of bimodal
latex with a high solids content was carried out by the emulsion polymerization
process. The population of large particles was obtained in a batch process,
where the seed particles were created, followed by a semi-batch process for the
concentration of the latex to the solid content between 55 and 60%vol. Via the
RAFT polymerization, the population of small particles was created by self-
ordering the block polymer chains, consisting of a hydrophilic block based on
methacrylic acid and another hydrophobic block based on styrene. In a second
step, a pre-emulsion prepared from the latex of small particles and a mixture of
monomers and surfactants was added to the latex of large particles to obtain the
bipopular latex. It was observed the reduction of vicosity from 0.35 Pa.s to 0.15
Pa.s when compared to a monomodal latex and another bimodal with the same
solid content (60%).

Keywords: Radical polymerization, encapsulation of essential oils, high solids

content and RAFT polymerization.
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Introdugdo

Introducao

Contextualizacéo e formulacdo do problema
As micoses cutdneas estdo entre as infeccdes fungicas mais comuns, sendo

principalmente causadas por fungos filamentosos, como as espécies Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton, que se alimentam de tecidos queratinizados como cabelo,
unha e pele, ou também por outras espécies oportunistas, como a Candida. A onicomicose é
uma infecgdo superficial causada por estes fungos e que tem sido um problema de saulde
publica mundial, principalmente por causarem infeccdes invasivas em paciente
imunodeprimidos.**

Alguns estudos mostram que estes fungos sobrevivem e se proliferam em esmaltes de
unha usados e compartilhados em saldes de beleza que, portanto, sdo veiculos de transmissdo
de fungos. Sendo assim, esterilizar os esmaltes apds o uso é um desafio e uma necessidade
de satde publica.”

Neste contexto o presente trabalho tem como desafio inicial preparar um polimero para
a formulacdo de esmaltes de unha que apresente atividade antifingica para garantir a
esterilizacdo dos esmaltes, apds o uso, e inibir a proliferagdo de fungos durante o
armazenamento.

Como agentes antifingicos, foram utilizados os Oleos essenciais de Calendula
officinalis e Romarinus officinalis, que apresentam propriedades antifingicas descritas na
literatura. Os Oleos essenciais sdo boas alternativas para esta aplicagcdo, pois, diferente dos
farmacos, o desenvolvimento de resisténcias dos fungos aos 0leos essenciais € raro, € a
indUstria de cosmético ja utiliza estes compostos nas formulacdes de outros produtos e eles
também conferem aos materiais fragrémcia.l

No entanto, trata-se de compostos volateis, instaveis, que podem facilmente se
degradar por exposicdo a luz ou devido a variacbes de temperatura. Assim, a pratica de
encapsulamento de o6leos essenciais tem ganhado destaque, uma vez que essa técnica
protege o0 6leo essencial, minimizando a sua degradagdo, as perdas por evaporagdo e a
interacdo indesejada com outros componentes da formulacdo. O encapsulamento, além de
preservar as propriedades quimicas e biolégicas, também permite que os 0leos essenciais
sejam liberados de forma gradual no meio.?

A fim de simplificar o processo de encapsulamento, reduzindo o nimero de etapas,
este trabalho propSe o encapsulamento via processo de polimerizacdo radicalar em
suspensdo. A polimerizagao radicalar € responsavel para obtengdo de aproximadamente 50%
de todo polimero sintético produzido industrialmente, devido a larga gama de monémeros que
sdo polimerizaveis via mecanismo de polimerizacdo em cadeia, iniciada por espécies
radicalares, e por usar condicbes brandas de reacdo, podem ser conduzidas a presséo

atmosférica e com temperaturas ente 25 °C e 100 °C, sendo que as Unicas recomendacgfes
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sdo a desoxigenacdo do meio reacional e, por ser uma reagdo exotérmica, um cuidadoso
controle de temperatura do sistema.

A polimerizacdo em suspensao ocorre em meio aquoso, que facilita as trocas térmicas
e permite o controle de temperatura do meio reacional. Consiste basicamente em dispersar o
mondmero em agua por acdo combinada da agitacdo e um agente de suspensdo. A
polimerizacdo se inicia pela adi¢do de um iniciador sollvel na fase monomérica e ocorre no
interior de cada gota de mon6mero, que agem como microreatores de polimerizagdo em
massa. Com o 6leo essencial dissolvido no monémero, 0 encapsulamento contece in situ com o
avanco da conversao.

Como uma segunda etapa do trabalho de tese, visando a ampliagdo dos estudos sobre
processos de polimerizacdo em meio heterogéneo, para a sintese de tintas e esmaltes a base
de &gua, estudos foram desenvolvidos visando a obtencdo de latex com alto teor de sélido via
polimeriza¢cdo em emulséo.

Grande parte da producao de tintas e esmaltes é feita em polimerizacdo em emulséo.
Diferente da polimerizagdo em suspenséo, a polimerizacdo em emulsdo convencional consiste
em adicionar tensioativos ao meio de reacdo acima da concentragdo micelar critica (CMC),
formando micelas, que agora € o locus da reacao, iniciada por uma espécie solivel na fase
aguosa.

A fracdo volumétrica de polimero em relagdo ao volume total de latex (teor de sélido)
para os processos industriais € normalmente definida entre 40% e 55%. Neste cenario, 0
desafio da indastria consiste em aumentar essa fracdo de polimero, uma vez que significa
reducdo de custos com transporte e armazenamento, além de melhorar a eficiéncia de
cobertura na aplicagdo como tinta.

Porém, o obstaculo para o aumento do teor de sélidos € o consequente aumento da
viscosidade do latex, o que dificulta as trocas de massa e energia no reator e o transporte do
latex através de tubulacdes na indistria. Assim, é preciso aumentar o teor de sélido sem
aumentar a viscosidade.

A estratégia utilizada nos trabalhos publicados na literatura é a sintese de latex com
duas ou trés populacdes de particulas com tamanhos diferentes que podem ser obtidos a partir
de blendas de latex monomodais, que s@o concentrados por evaporagao, que consiste em uma
técnica onerosa para aplicacdo em escala industrial; ou por nucleacéo in situ da segunda
populacdo por adicdo de tensioativos, que exige habilidade em ajustar as concentracBes de
tensioativo para evitar nucleacdo homogénea e desestabilizacéo do latex.

Assim, este trabalho traz uma nova metodologia para obencdo de latex bimodal com
elevado teor de sdlido, que consiste em mesclar etapas de polimerizagdo em emulsédo
convencional em processo em batelada e semi-batelada e polimerizacdo controlada por RAFT
(Transferéncia Reversivel de Cadeia por Adicdo-Fragmentacéo).

A polimerizagdo em modo semi-batelada com controle do fluxo de adi¢éo de iniciador e
mondmeros ao longo da reacdo confere ao sistema uma condi¢do avida por mondmero,

minimizando a nuclea¢do homogénea e contribuindo para a estabilidade do latex.
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A polimerizacdo RAFT permite o controle do crescimento das cadeias poliméricas e
obtencdo de cadeias com distribuicdo estreita de massa molar. Tal controle possibilita a
arquitetura de cadeias em blocos, em que variando a natureza quimica de cada mondmero,
cadeias com caracteristica anfifilicas sdo facilmente sintetizadas. Em meio aquoso estas
cadeias se auto-organizam de forma induzida, dando origem as particulas poliméricas sem a

necessidade de adicionar tensioativos ao sistema.

Objetivo

Este trabalho tem como principal objetivo o estudo de processos de polimerizagdo em
meio heterogéneo, suspensédo e emulsdo, para a sintese de materiais de cobertura a base de
agua e que apresentem atividade antifiingica, devido ao encapsulamento de 6leo essenciais,

para evitar a proliferacéo de fungos durante o periodo de armazenamento.

Objetivos especificos
1. Confirmar a composicdo quimica dos Oleos essenciais de Calendula officinalis e

Romarinus officinalis obtidos comercialmente.

Avaliar a atividade antifungica dos 6leos essenciais.

Encapsular 6leos essenciais via processo de polimerizacdo em suspensao.
Avaliar a atividade antifingica dos materiais poliméricos obtidos.

Avaliar a citotoxicidade dos materiais poliméricos obtidos.

o g b~ w DN

Sintetizar latex via processo de polimerizagdo em emulsdo com particulas

monodisersas com didmetro médio préximo de 300 nm.

Sintetizar via polimerigdo RAFT um homopolimero hidrofilico.

8. Sintetizar um copolimero em bloco anfifiico que induza o auto-ordenamento das
cadeias para a nucleacéo de particulas com didmetro médio préximo de 40 nm.

9. Sintetizar latex bimodal com teor de sélido acima de 60% e viscosidade abaixo de 1,5

Pa.s a uma taxa de cisalhamento de 20 s™.

N Vlahovic, T. C. Clinics in Podiatric Medicine and Surgery 2016, 33, 305.

2) Kumar, R.; Shukla, S. K.; Pandey, A.; Pandey, H.; Pathak, A.; Dikshit, A.
International Journal of Pharmaceutical Sciences and Research 2016, 7, 3218.

3) Silva-Rocha, W. P.; de Azevedo, M. F.; Chaves, G. M. Journal de Mycologie
Médicale 2017, 27, 57.

4) Klafke, G.; Alves da Silva, R.; Thais de Pellegrin, K.; Xavier, M. Anais
Brasileiros de Dermatologia 2018, 93, 930.
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1.1 — Oleos essenciais
Calendulas officinalis

A Calendula officinalis (caléndula) € uma planta da familia Asteraceae, uma das
maiores familias vegetais, originaria da regidao do Mar Mediterraneo, mas atualmente é
cultivada em diferentes lugares do mundo, inclusive no Brasil. Ao passar dos anos, o 6leo
essencial desta planta tem ganhado destaque na industria farmacéutica e de cosmeéticos,
devido as suas propriedades quimicas e biolégicas." Dentre os principais componentes
guimicos deste 6leo essencial estdo os flavonoides, terpenos, carotenoides e saponinas.z'5

Tal composicdo quimica, confere ao 6leo atividades anti-inflamatéria, antioxidante,
antibacteriana e antifingica, as quais tém sido exploradas, pelas industrias para formulacdes
de fitoterapicos, cosméticos, conservantes de alimentos e agente antifangico."%%’

Os flavonoides sdo compostos do metabolismo secundario das plantas responsaveis
pela pigmentacdo das flores e que apresentam propriedade antioxidante. Os dois principais
flavonoides encontrados nos extratos de Calendula officinalis sdo a quercitina e a rutinna, cujas

estruturas quimicas sdo apresentadas na Figura 1.’

(b)

Figura 1 : Estruturas quimicas dos flavonoides (a) quercitina e (b) rutina.

Os carotenoides sdo compostos caracterizados por apresentarem, pelo menos, 6
ligacdes duplas conjugadas. Por esse motivo, sdo coloridos e podem ser usados como
corantes alimenticios. A conjugacdo das ligagbes duplas das moléculas destes compostos
possibilita capturar as espécies radicalares reativas de oxigénio formadas nos processos
quimicos e, por isso, apresentam atividade antioxidante. A Figura 2 apresenta a estrutura

guimica dos principais carotenoides encontrados nos 6leos essenciais de C. officinalis.’
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HOY

Figura 2: Estruturas quimicas dos carotenoides (a) B-caroteno, (b) licopeno e (c) luteina.

Os sesquiterpenos apresentam baixa massa molecular, por isso, sdo compostos
volateis responsaveis pela esséncia dos 6leos. Os principais compostos do 6leo essencial de
C. officinalis sédo da familia dos muurolol e cadinol. A Figura 3 apresenta a estrutura quimica

dos compostos T-muurolol e a-cadinol.®

(@) (b)

i
PN

Figura 3: Estruturas quimicas dos sesquiterpenos (a) T-muurolol e (b) a-cadinol.

Este 6leo essencial é composto também de saponinas, moléculas anfifilicas que
possuem propriedades tensioativas, que € uma propriedade explorada pela indistria de
cosméticos para producdo de cremes emolientes.’

A estrutura quimica da saponina (Figura 4) é formada por um grupo hidrofilico derivado
de um glicosideo, como por exemplo D-glucose, D-galactose, L-arabinose entre outras, e um
grupo lipofilico. Sua caracteristica anfifilica permite que estas moléculas interajam com a
membrana celular de microrganismos, influenciando o mecanismo de osmose e
desequilibrando a concentracdo de Na* e K*, levando assim a morte das células.®

Dessa forma, estes compostos desempenham papel importante para o

desenvolvimento da planta, defendendo-a do ataque de fungos e outros micro-organismos.
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Figura 4: Estrutura quimica da saponina Calendulosideo B.

Romarinus officinalis

As propriedades antioxidante e antimicrobiana do 6leo essencial de Romarinus
officinalis (alecrim) sdo descritas na literatura por varios autores. Tais propriedades estao
relacionadas com a composicdo do Oleo essencial, que contem principalmente compostos
terpendides (monoterpenos e sesquiterpenos) e fendlicos.'*

Os principais compostos fendlicos encontrados no o6leo essencial de Romarinus
officinalis sdo os diterpenos acido carnosoico (Figura 5a), carnosol (Figura 5b), rosmanol
(Figura 5c) e o acido rosmarinico (Figura 5d), cujas estruturas quimicas sao mostradas na
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Figura 5: Estruturas quimicas dos compostos fendlicos encontrados no 6leo essencial de Romarinus
officinalis (a) acido carnoséico, (b) carnosol, (c) rosmanol e (d) acido rosmarinico.

Estes compostos conferem a este 6leo essencial atividade antioxidante e, por isso, tém
despertado o interesse da industria de alimentos para o uso como conservantes naturais,
evitando ou retardando a oxidacdo indesejada de lipidios, que altera as propriedades dos
alimentos durante a etapa de armazenamento.®

Yang e colaboradores®’ avaliaram a capacidade do extrato de R. officinalis de retardar
a oxidacao de trés 6leos vegetais, 6leo de soja, 6leo de semente de algodao e 6leo de farelo

de arroz, em relacdo aos antioxidantes sintéticos utilizados pela indlstria de alimentos,
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hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT). Os autores observaram que o
extrato utilizado foi mais eficiente em retardar a oxidagdo dos Oleos vegetais que os
antioxidantes sintéticos e que, apds o periodo de estocagem, os 6leos vegetais em que o
extrato foi incorporado, apresentaram maior concentra¢do de componentes fendlicos.

Compostos antioxidantes sdo aqueles capazes de parar ou retardar a oxidagdo de
outros compostos oxidaveis, mesmo em concentracdes baixas, menos de 1%.®

A propriedade antioxidante desse 6leo essencial tem atraido também o interesse da
industria de cosméticos para a formulacdo de locdes protetoras. Pérez-Sanchez et al.*®
estudaram a inibicdo dos efeitos nocivos da radiacdo UVB em células humanas, apés
ingestdes didrias de uma mistura de R. officialis e outros extratos citricos, e os seus resultados
mostraram que este combinado auxilia na prote¢édo e prevencgdo do cancer de pele causado
pela exposicdo a essa radiacao.

No entanto, os compostos fenodlicos sdo pouco volateis e a sua presenca nos 0leos
essenciais depende do processo obtencdo. Oleos obtidos por destilacdo, geralmente, n&o
apresentam estes compostos e s&do ricos em terpenos.

Os terpenos sdo compostos volateis e responsaveis pelo aroma dos 6leos essenciais.
Os principais terpenos encontrados no 6leo essencial de R. officinalis sdo canfora (Figura 6a),

a-pineno (Figura 6b), y-terpineno (Figura 6c), mirceno (Figura 6d) e 1,8-cineol (Figura 6e),

Figura 6: Estruturas quimicas dos compostos terpendides encontrados no 6leo essencial de Romarinus
officinalis (a) canfora, (b) a-pineno, (c) y-terpineno, (d) mirceno e (e) 1,8-cineol.

cujas estruturas quimicas séo apresentadas na Figura 6.%

(a) (b)

(d)

Os compostos a-pineno e y-terpineno sofrem auto-oxidacdo na presenca de radicais,
por isso, retardam a oxidacdo de outros compostos. Diferente dos componentes fendlicos,
estes compostos ndo interrompem a reacéo, apenas diminuem a taxa de oxidau;élo.18

Os terpenos séo responsaveis pela atividade antimicrobiana do 6leo essencial.”
pineno, um monoterpeno, apresenta atividade antimicrobiana, interfere na cadeia de reacdes
de respiragdo das mitocdndrias e, além disso, influencia o transporte de ions potassio pela
membrana celular, alterando o funcionamento da bomba de Na* e K* e também a bomba de

H", alterando o potencial elétrico das membranas celulares, levando a célula & morte.**?*
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A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de R. officinalis é relatada em alguns
trabalhos na literatura, entre eles podem ser citados Bomfim et al.?® que avaliaram a atividade
deste 6leo para o fungo Fusarium verticillioides e relata uma concentragdo minima inibitéria de
150 pg-mL'1 de uma 6leo que continha como compostos majoritarios o 1,8-cineol, canfora e a-
pineno. Pesavento et al.”® avaliaram a atividade bactericida para as espécies Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis e Campylobacter jejuni com o objetivo
de identificar um composto natural para substituir os conservantes sintéticos utilizados pela
industria de alimentos. Os resultados obtidos confirmam que o 6leo essencial apresenta tal
atividade.

[.2 — Polimerizacéao

Os materiais poliméricos podem ser obtidos por diferentes processos de polimerizacao
em fase homogénea, como a polimerizacdo em massa e a polimerizacdo em solucdo e, em
fase heterogénea, como a polimerizagdo em suspensdo, em emulsdo, miniemulséo, entre
outras. Cada processo de polimerizacdo apresenta vantagens e desvantagens, por isso, 0 que
determina a sua escolha séo as caracteristicas desejadas para o produto final. %"

A aplicacdo do material polimérico € determinada pelas suas propriedades, como
distribuicdo de massa molar, distribuicdo de tamanho de particula, temperatura de transi¢éo
vitrea e estabilidade térmica. Essas propriedades sdo determinadas pelo processo de
polimerizacdo. Sendo assim, é preciso conhecer cada processo de polimerizagdo, para
determinar o mais adequado para obten¢c&do do material desejado.27

As reacdes de polimerizacdo em presenca de radicais livres podem ser conduzidas em
processos de polimerizagdo homogéneo (massa e solucdo) ou heterogéneo (emulsdao e
suspensao) dependendo da mistura reacional inicial.”’

Pelo processo de polimerizacdo em massa € possivel a obtencdo de materiais com
elevada massa molar e de elevada pureza, pois no reator sdo adicionados apenas 0s
mondmeros e o iniciador ou catalisador. No entanto, este método é limitado a conversdes entre
40 e 50%, sendo necessaria uma etapa de recuperacdo do mondmero residual. Além disso, o
aumento da viscosidade do meio com o progresso da reacéo, dificulta a remocéo de calor do
meio reacional sendo dificil o controle da temperatura.29

As reacdes de polimerizagédo iniciadas por radicais livres sdo exotérmicas, liberam uma
grande quantidade de calor. O aumento rapido da viscosidade do meio reacional na
polimerizagdo em massa, mesmo em convers@es baixas, dificulta a dissipacdo do calor,
podendo ocorrer pontos quentes dentro do reator, o que nao é desejavel, visto que nestas
regides o material pode se degradar ou a taxa de rea¢do pode aumentar significativamente. Em
casos extremos, a aceleracdo descontrolada da taxa de reacdo pode ser desastrosa, com a
formacdo de blocos no reator ou fuga de temperatura, que podem conduzir a explosdo no
reator.?’

O processo de polimerizagdo em solucédo utiliza um solvente que auxilia na diminuicéo
da viscosidade, facilitando a remocao de calor e transferéncia de massa. Com isso, ha um

melhor controle da reacéo, quando comparado ao processo em massa. No entanto, ao final da
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reacdo, € necessaria uma etapa de remocdo do solvente e mondmero residual, pois assim
como na polimerizagdo em massa, a polimerizacdo em solugdo também apresenta baixas
conversdes.”

A polimerizagdo em sistemas heterogéneos tem sido a melhor alternativa para o
controle da temperatura durante a reacdo, pois utiliza 4gua como fase continua, uma
substancia que apresenta elevada capacidade calorifica, o que permite melhor dissipacdo de
calor no meio. Como a polimeriza¢do heterogénea ocorre nas gotas de monémero (suspensao)
ou no interior das micelas (emulséo), a viscosidade do meio reacional ndo aumenta com o
aumento da taxa de reacao, o que facilita a remocao de calor.?®

Na polimerizacdo em suspensdo, a acdo combinada da agitacdo e agente de
suspensdo estabiliza as gotas de mond6mero na fase continua (4dgua). A reagdo de
polimerizacdo ocorre em cada gota de monémero, que é o locus da reacdo. Na polimerizagéo
em emulsdo, o surfactante é adicionado acima da CMC, e neste caso a reagdo ocorre no

interior das micelas.?”%

[.2.1 — Polimerizac&o em suspenséao
Na polimerizacao de suspenséo classica, os mondmeros (fase organica) sdo dispersos

numa fase continua, normalmente agua, devido a acdo combinada de agitacdo e agentes de
suspensdo. Para que a reacdo de polimerizacdo tenha inicio, é adicionado, ao meio, um
iniciador radicalar soltvel na fase organica.*

A reacdo de polimerizacdo ocorre nas gotas de monémeros, que se comportam como
microrreatores de polimerizacdo em massa apresentando, portanto, 0 mesmo comportamento

cinético das reacdes em massa.”"

Agente de
suspensao |

. .
Gotas de r
mondémero

Fase aquosa

Figura 7: Representagdo de um reator de polimerizacdo em suspenséo. (Adaptado da referéncia 32)

Nas reac6es de polimerizagdo por adicdo radicalares, as cadeias poliméricas crescem
pela adicdo sucessiva de duplas ligagbes ao radical, respeitando-se as seguintes etapas de
reacdo: iniciacdo, propagacao, transferéncia de cadeia e terminacdo (Esquema 1). A iniciagdo
€ a etapa em que ha a formacéo dos radicais primarios e a reagdo deste radical com o primeiro
mero. Na propagacdo, a cadeia polimérica cresce devido a incorporacdo sucessiva de

mondmeros. A transferéncia de cadeia e a terminagcdo sao etapas responsaveis pela morte da
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cadeia polimérica viva (em crescimento), de tal forma que a cadeia polimérica para de
crescer.*3!
O crescimento de uma cadeia polimérica pode ser interrompido por diferentes
mecanismos, sendo eles:*"**
i Transferéncia para mondmero, quando o centro ativo passa para uma molecula
de monémero.
ii. Transferéncia de cadeia para polimero, quando o centro ativo passa para uma
cadeia polimérica inativa.
iii. Tranferéncia para impureza, quando o0 centro ativo passa para uma mdlecula
de impureza.
iv.  Terminagdo por combinacdo de cadeia, quando duas cadeias em crescimento
se combinam.
v.  Terminagdo por desproporcionamento, quando ha a tranferéncia de um atomo

de hidrogénio de uma cadeia em crescimento para outra.

] —» 21"

Iniciacéo
I"+M—s P,
Propagagéo P +M— P,
Py +M — 0, +P," (i)
_ Esquema 1
Transferéncia pm* +0, —» 0, +P, (i1)
P.+X —= 0,+P," (i)
* *
P, +P, —» O,y (iv)
Terminacao

Py +P — 0,+0, (v)

No Esquema 1 s&o representados 0s mecanismos de iniciagdo, propagacéo,
transferéncia e terminagcao de uma homopolimerizagéo.

Onde:

| = inicador

I" = radical primario

M = monbémero

P, = primeiro radical polimérico

Pm , P € P, = cadeias poliméricas em crescimento
Qm*, Qn* e Qm+n = cadeias poliméricas mortas

X = impureza
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O processo de polimerizacdo em suspensao permite o melhor controle da temperatura
durante a reacao, devido a facilidade na remocgédo de calor. A viscosidade do meio reacional
tem pouca alteracdo, mesmo com o0 aumento da conversdo, pois a viscosidade aumenta
apenas no interior das gotas.”

Além do controle de temperatura, uma importante vantagem do processo de
polimerizacdo em suspensdo € a possibilidade de controle da distribuicdo de tamanho de
particula a partir da combinacao entre agitacdo e concentracao de agentes de suspenséo.34

A velocidade de agitacdo, geometria do reator e tipo de impelidor influenciam na
turbuléncia e dispersdo de material dentro do reator e, portanto, determinam a distribuicdo do
tamanho das particulas de polimeros. Com o aumento da turbuléncia (cisalhamento), as taxas
de quebra das gotas de mon6meros aumentam, sendo formadas gotas pequenas. No entanto,
também resulta no aumento das colisbes destas gotas, favorecendo o mecanismo de
coalescéncia, que também influencia o tamanho final das particulas. A distribuicdo de tamanho
de particula é entdo determinada pelo balangco entre as taxas quebra e coalescéncia das
gotas.****

As trés etapas determinantes para o tamanho de particula sdo: primeira etapa, quando
a conversdo ainda é baixa o0 mecanismo de quebra das gotas prevalece, sendo assim, as gotas
sdo pequenas. Segunda etapa, com o aumento progressivo da viscosidade no interior das
gotas, 0 mecanismo de quebra diminui e o0 mecanismo de coalescéncia prevalece, a tamanho
médio das gotas aumentam. Terceira etapa, quando a conversao é elevada e as particulas sao
rigidas o suficiente para que as colisbes sejam el4sticas, e os mecanismos de quebra e
coalescéncia cessam, este ponto é chamado de ponto de identificacao de particula.35

A adicdo de agentes de suspensao ao meio diminui a tensdo superficial entre as gotas
de mondmeros e a agua, promovendo a melhor dispersdo das gotas na fase continua. Os
agentes de suspenséo sao, geralmente, polimeros sollveis em agua e que possuem caracter
hidrofilico e hidrofébico (lipofilico). As moléculas do agente de suspenséo sdo adsorvidas sobre
a superficie das gotas de mondémero, produzindo uma fina camada de protecéo que, devido as
forcas repulsivas, evitam a coalescéncia das gotas quando ocorre a colisdo entre elas. Os
agentes de suspenséo sdo, portanto, protetores coloidais.®

Considerando, que a agitacdo do sistema de polimerizacdo influencia diretamente a
distribuicdo de tamanho das gotas de mondmero, a combinacdo ideal entre agitacdo e
concentracdo de agente de suspensdo pode determinar a distribuicdo de tamanho e a
morfologia final das particulas poliméricas. O aumento da agitacdo promove a quebra das
gotas em tamanhos menores, e consequentemente aumenta a area superficial, sendo preciso
aumentar a concentragdo do agente de suspensdo para manter a suspensao estavel e evitar a
aglomeracéo do material e o depdsito na parede do reator, que dificulta a transferéncia de calor
e influencia as caracteristicas finais do polimero.**%

No entanto, o processo de polimerizacdo em suspensdo apresenta alguns pontos
negativos, tais como, necessidade de tratamento posterior para remocao de impurezas e baixa

produtividade por reator, uma vez que parte do volume é ocupada pela fase continua.
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[.2.2 — Polimerizagcdo em emulsé&o
Em geral, o sistema de polimerizacdo em emulsdo é composto de uma fase organica

(mondmeros), tensioativo, iniciador hidrossollivel e uma fase continua — como a agua é
normalmente usada como fase continua. O produto da polimerizacdo em emulsdo é chamado
de latex, termo usado para se referir a dispersdo homogénea estavel das nanoparticulas
poliméricas na fase continua.”’

Os tensioativos sdo moléculas que apresentam uma cadeia de carbonos, com natureza
hidrofébica, e uma terminagdo hidrofilica, apresentando em sua estrutura quimica dois
segmentos que possibilitam a interagdo tanto com a fase orgéanica, quanto com a fase aquosa.
Se a concentragcdo de tensioativo estiver acima da CMC, as moléculas de tensioativos se
organizam formando micelas. A adicdo e decomposicdo do iniciador na fase aquosa promove o

inicio da reacédo de polimerizacao.

(+]
/
»
v %
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Q
\“/O .
Gota de = ~o
monomero —© mchadas Entrada d
(>1um) —~o (5-7 nm) radical o—
~o
o_
? Surfactante livre
Re o~ o
Surfactante adsorvido o—

Figura 8: Representagdo simplificada do sistema de polimerizacdo em emulsdo (Adaptada da
referéncia®’).

O iniciador hidrossoltvel se decompde na fase aquosa formando radicais, que reagem
com o mondémero dissolvido na fase continua formando os oligorradicais. A medida que os
oligorradicais crescem se tornam cada vez mais hidrofébicos, até serem capturados pelas
micelas inchadas com mondémero. A reacdo de polimerizacdo ocorre, portanto, no interior das
micelas, principal diferenga entre a polimerizacdo em emulsdo e a polimerizagdo em
suspensao. Na polimerizagdo em suspensédo € usado um iniciador hidrofébico, soltvel na fase
organica, por isso, a reacao de polimerizacao ocorre no interior das gotas de mondmero.?’

Na polimerizacdo em emulséo, a formagdo das particulas, nucleacdo, ocorre no interior
das micelas, por isso, é chamada de nucleagdo micelar ou nucleagéo heterogénea. Entretanto,
se a concentracdo de tensioativo estiver abaixo da CMC o oligorradical cresce até o limite de
solubilidade na fase aquosa e precipita formando particulas primarias. Este mecanismo de
nucleacéo é chamado de nucleagdo homogénea.

Quando a concentracdo de tensioativo estqd acima da CMC a nucleacdo micelar é

predominante, porém o aumento da solubilidade do mondmeros na fase aquosa favorece a
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nucleacdo homogénea. Se ndo houver quantidade de tensioativo suficiente para estabilizar as
particulas formadas, a nucleagdo homogénea induz a coagulagdo das particulas, formando
coagulos macroscopicos que se depositam na parede do reator e ancora de agitacéo,
dificultando a transferéncia de calor no meio reacional.”’

A reacgdo de polimerizagdo é dividida em trés intervalos, representados na Figura 9. O
Intervalo | corresponde a fase de nucleacdo das particulas, neste estagio o numero de
particulas e a taxa de polimerizacdo aumentam com o tempo. O mon6mero que estava no

interior das micelas é consumido até a exaustao, quando inicia o intervalo 1.%

I I

Taxa de polimerizac¢ao

1
0 50 100

Conversio monomeérica (%)

Figura 9: Representacdo dos trés intervalos da reagéo de polimerizagdo em emulséo.

No intervalo Il, o nUmero de particulas se mantem estavel e a reacao de polimerizacdo
ocorre consumindo o mondémero das gotas, conforme as moléculas de monémero sédo
incorporadas a cadeia polimérica, outras moléculas difundem das gotas de mon6émero, através
da fase continua, dando sequéncia a polimerizacdo. Se ndo ocorrer a nucleacdo de novas
particulas, a taxa de polimerizacdo se mantem constante durante este intervalo. Quando as
gotas de mondmero sao consumidas, inicia-se o intervalo lIl.

No intervalo Ill, o nimero de particula se mantem constante e a cadeia polimérica
cresce incorporando o mondmero residual dissolvido na fase aquosa e presente no interior das
particulas. O decréscimo da concentracdo de mondmero no interior das particulas aumenta a
viscosidade local, reduzindo a mobilidade do macrorradical e resultando na diminuicdo da taxa
de terminacao e aumento do niimero de radicais por particula. Este efeito € chamado de efeito

gel e é responsével pelo aumento da taxa de reacéo neste intervalo.

[.2.3 — Polimerizagdo em emulsdo com alto teor de solido
MilhGes de toneladas de polimero sdo produzidos anualmente no mundo utilizando o

processo de polimerizacdo em emulsdo. Este é o principal método de sintese de materiais de
revestimento a base de agua, como por exemplo, tintas vinilicas e acrilicas, revestimento de
papel, fibras téxtil, adesivos vinilicos, entre outros.*

Na maioria dos processos de polimerizacdo em emulsédo utilizados na indUstria o teor

de sdlio do latex, ou seja, 0 volume de polimero em relagdo ao volume total de latex, esta entre
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40 e 55 vol%, o que significa que de 60 a 45 vol% do reator é ocupado por agua. E de
interesse da industria que o teor de solido de um latex seja o maior possivel, pois assim, o
volume ocupado por 4gua diminui e, consequentemente, a produgcdo de polimero aumenta.
Além de aumentar a producéo e reduzir o consumo de &gua, a industria também ganha com a
reducéo de custos com armazenagem e transporte do produto final.*

Porém, o aumento do teor de sélido contribui para 0 aumento da viscosidade de um
latex e acima de 55 vol% de teor de solido o aumento da viscosidade € significativo. A elevagéo
da viscosidade € indesejavel, pois dificulta a homogeneizagao do meio reacional, dificultando
as transferéncias de massa e de energia no interior do reator, além de dificultar o
bombeamento do latex dentro da planta industrial. Por esse motivo, é fundamental
compreender a relacdo entre viscosidade e o teor de sélido de um latex.*’

A Figura 10 ilustra a variacdo da viscosidade em funcdo do teor de sélido de trés
latexes com diferentes tamanhos de particula. O aumento do teor de solidos reduz a distancia
entre as particulas de um latex contribuindo para o aumento da interacédo entre elas, resultando
no aumento da viscosidade. Além do teor de solido, observa-se que a distribuicdo de tamanho
de particula é outro fator que influencia a viscosidade do latex, para um mesmo teor de sélido,
0 aumento do tamanho de particula contribui para a reducdo da viscosidade do latex, o que
significa que para possuirem um mesmo valor de viscosidade o latex com particulas pequenas
terd um teor de sdélidos mais baixo que o latex de particulas grandes. Isso ocorre porque
quando o tamanho de particula diminui, a area superficial efetiva das particulas aumenta,
contribuindo para o aumento da atracdo entre as particulas e, consequente, aumento da

viscosidade.®

Miirrit

Viscosidade (unidade arbitraria)

PC PC, PC,

Teor de solido (unidade arbitraria)

Figura 10: Dependéncia da viscosidade de latices monomodais com o teor de soélidos e o diametro de
particula (Figura adapatada de Udagama e et al.38).

A viscosidade do latex também é influenciada pela forca ibnica da fase continua. As
espécies idnicas dissolvidas na fase continua formam uma dupla camada eletrénica sobre a
superficie das particulas, expandindo o raio efetivo, o que aumenta a fragdo volumétrica das
particulas em relagcdo ao volume total da dispersédo, este efeito contribui para o aumento da

viscosidade.*®
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A fracdo volumétrica maxima ocupada pelas particulas de um latex monodisperso e
formado por particulas esféricas depende do tipo de empacotamento que as particulas estéo.
Na configuragdo Cubica de Face Centrada o valor maximo é de 74 vol%, num empacotamento
randdmico a frac@o volumétrica maxima & de 64 vol%, em outras palavras, o teor de sélido
maximo de um latex monomodal est4 entre 74 e 64 vol%. Entretanto, em ambos os
empacotamentos o fluxo das particulas é limitado e se estes valores forem alcancados, a
viscosidade tende ao infinito. %%

Por esta razao, obter latex com elevado teor de solido e baixa viscosidade € um grande
desafio para a indistria. No entanto, trabalhos da literatura mostram que manipulando a
distribuicdo de tamanho de particula é possivel sintetizar latex com teor de sélido proximo de
70 vol% e com baixa viscosidade. Para isso é preciso que o latex tenha duas ou trés
populacfes de particulas com tamanhos diferentes, onde a populacdo de particulas grandes
corresponda de 60 a 80 vol% do volume total de polimero e que o didmetro das particulas da
populagdo pequena seja de quatro a oito vezes menor que o diametro das particulas
grandes.*"*?

Schneider et al.* fizeram um estudo experimental sobre a viscosidade de latices
bimodal e trimodal com o objetivo de encontrar a condi¢do Gtima, ou seja, condi¢do para
obtencédo de latex com alto teor de sdlido e viscosidade minima. Os autores sintetizaram trés
latices monomodais com tamanhos de particula diferentes, 607 nm, 340 nm e 60 nm, a partir
dos quais, foram preparadas blendas com diferentes fracdes de cada populacéo de particula. A
viscosidade das blendas preparadas foi mensurada para diferentes teores de sélido. Os
resultados apresentados mostram que para um teor de sdlido de 65 vol% a condi¢cdo de menor
viscosidade foi encontrada quando a fracdo de particulas pequenas esteve entre 10 e 15%
(v/v), de particulas médias entre 0 e 10% (v/v) e particulas grandes entre 75 e 80% (v/v).

Além da fragcdo de cada populacado, a razdo entre o tamanho das particulas grandes e
particulas pequenas é outro fator que influencia a viscosidade do latex. A Figura 11 ilustra
esquematicamente em duas dimensdes que é preciso uma razdo 6tima entre os diametros das
particulas grandes e pequenas para que a perda de espaco entre as particulas seja
minima.***

Na Figura 11a, as particulas pequenas sdo muito grandes pra ocuparem os intersticios
entre as particulas grandes e na Figura 11c, as particulas sdo pequenas e ndo ocupam de
forma efetiva os intersticios. Na Figura 11d, as particulas pequenas possuem o tamanho ideal
para ocuparem os intersticios entre as particulas grandes, no entanto, na Figura 11d, as
particulas tem o mesmo tamanho de 11b, mas estdo em maior quantidade, sendo observado o
mesmo efeito da Figura 1la, onde as particulas pequenas aumentam a distancia entre as

particulas grandes, aumentando o volume ocupado por elas.
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(a) (b)

N
40N

Figura 11: llustracdo em duas dimeng¢8es da influéncia da distribuicdo de tamanho das particulas na
fracao volumétrica (Figura adapatada de Schneider et al.sg).

(d)

Os latices multimodais podem ser obtidos, de forma geral, de duas maneiras diferentes:
i) por blendas de latices monomodais de particulas com diametro bem definido ou; ii) por
formacdo in situ das populacdes. O problema do método de blendagem de latices monomodais
€ a dificuldade de concentrar o latex final, uma vez que os latices monomodais apresentam
baixo teor de sdlido.

No entanto, Scheneider et al.** obtiveram éxito em sintetizar latices bi- e trimodal
estaveis de uma mistura de metacrilato de metila, acrilato de butila e &cido acrilico, com teor de
sélido préximo de 65 vol% e viscosidade abaixo de 2500 mPa-s a 20 s™. Os autores descrevem
em seu trabalho dois processos de sintese. No primeiro processo o reator foi alimentado com
uma blenda de latices de dois ou trés particulas de tamanhos diferentes e em modo semi-
batelada o latex foi concentrado para 65 vol% de teor de soélidos e no segundo processo o
reator é alimentado com um latex monomodal e criacdo da outra populacdo de particulas é
feita in situ por injecdo de uma mistura de tensioativo, monémero e iniciador.

Boutti et al.**" utilizaram o método de geracdo in situ da segunda populacdo. Os
autores sintetizaram um latex bimodal com elevado teor de solido em um processo de quatro
estagios. Nos dois primeiros estagios a populagdo de particulas grandes é criada via
polimerizacdo em modo batelada e em seguida em modo semi-batelada o latex é concentrado
a um teor de sélido de 60 vol%. No terceiro estagio é adicionado ao meio de reacao tensioativo
e iniciador para nucleagdo da segunda populacédo de particulas e no quarto estagio o latex é
concentrado até o teor de sdlido desejado a medida que as duas popula¢gdes crescem. Os
autores obtiveram um latex com teor de soélido de 74 vol% e viscosidade proxima de 1581
mPa'sa20s™.

Porém, outros métodos também podem ser utilizados para a sintese de latex
concentrado, por exemplo, Liang et al.”® obtiveram um latex bimodal de poli(etileno-co-acetato
de vinila) em uma Unica etapa via reacdo em semi-batelada. O método utilizado pelos autores é
baseado na auto-agregacdo das particulas de forma espontdnea durante a reacdo de
polimerizacéo. O latex sintetizado apresentou uma fracéo de 78,4 vol% de particulas grandes e
21,6 vol% de particulas pequenas e razdo didmetro entre as duas populacdes de 4,51. Com
teor de sdlido de 71 vol% a viscosidade ficou abaixo de 300 mPa's a uma taxa de cisalhamento
de20s™.
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[.2.4 — Polimerizagcdo viva/controlada via Transferéncia Reversivel
de Cadeia por Adicao-Fragmentacao (RAFT)

A polimerizacédo viva/controlada é uma técnica utilizada para a sintese de polimeros
com distribuicdo de massa molar estreita e que permite o controle da composicéao e design de
polimeros com estruturas mais complexas, como polimeros em bloco.

A polimerizacdo radicalar controlada segue um mecanismo de reagdo similar ao
observado nas polimerizacdes radicalares, a diferenca bésica entre elas é o equilibrio dindmico
entre as espécies vivas e dormentes devido a um processo reversivel de desativagao / ativagdo
dos radicais formados no meio de reacéo.*

O processo de polimerizacdo RAFT foi descrito pela primeira vez em 1998 por Chiefari
et al.”® e consiste na polimerizacéo radicalar de um mondmero na presenca de um agente de
transferéncia de cadeia, chamado de agente RAFT, caracterizada por uma reacdo de
transferéncia reversivel entre as cadeias vivas (em crescimento) e cadeias dormentes
(desativadas).

O mecanismo da polimerizacdo RAFT é apresentado no Esquema 2 e consiste na
sequéncia de reacdes de adicdo e fragmentacdo. A reacdo de polimerizacdo comecga pela
etapa classica de iniciagdo da polimerizacdo radicalar com a decomposi¢do do iniciador e
formacdo dos radicais primarios. Em seguida, na etapa de propagacdo, 0s mondmeros sao
adicionados ao radical formando uma cadeia em crescimento que reage com o agente RAFT.
Na etapa de pré-equilibrio, um radical intermediario é formado e se fragmenta liberando uma
cadeia dormente gue tem uma extremidade RAFT e um novo radical, que propaga consumindo
os mondémeros dando origem a uma nova cadeia polimérica viva. Rapidamente é estabelecido
o equilibrio entre as espécies vivas e dormentes e a reacao de transferéncia acontece de forma
mais rapida que a reacdo de propagacdo, garantindo que as cadeias cres¢cam de forma

linear.®*%?

Iniciagdo

Iniciador — I = = Pn

Pré-equilibrio
k.
= S._. S.
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Assim, para garantir uma distribuicdo estreita de massa molar as condi¢cdes
experimentais devem ser pensadas de forma que o agente RAFT seja consumido no estagio
inicial da reacéo e que o equilibrio seja atingido rapidamente.>®

Além das condi¢Bes experimentais, a estrutura quimica do agente RAFT tem grande
importancia para o controle do crescimento da cadeia polimérica. Estes compostos possuem

uma func¢éo tiocarbonila ligada a dois outros grupos diferentes, Z e R (Figura 11).>*

S S\R
Exemplos de Z: Z Exemplos de R:
Ph C(CH3),Ph
S-R CH(CH3)Ph
O-Ph CH,Ph
CHs C(CH;),CN

CH,Ph
Figura 12: Estrutura quimica de um gente RAFT.

Para reagdes convencionais, a constante de transferéncia de cadeia (ky;) é a razéo
entre a constante da taxa de transferéncia (k;) e constante da taxa de propagacéo (k,). No
entanto, para as reacfes que as espécies reagem por adicdo e fragmentacdo, como as
reacOes de polimerizagcdo RAFT, ki, depende da constante da taxa de adicdo (k,q) e da

constante da taxa de fragmentagéo (kg) de acordo com a Equagéo 1.°%*

kg

kir = kaa ot kg
—a

(Equacéo 1)

Assim, a constante de transferéncia do agente RAFT pode variar entre 0,01 e 1000
dependendo dos substituintes Z e R. Logo, para garantir a eficiéncia do controle da reacdo de
polimerizacao é preciso selecionar cuidadosamente os substituintes do agente RAFT. O grupo
Z é responsavel pela ativacdo da dupla ligacdo C=S para favorecer a adi¢cdo dos radicais e
influencia na estabilidade do radical intermediario. A constante de transferéncia diminui na série
onde Z é aril > alquil ~ alquiltio ~ pirrol > amido> alcoxi > dialquilamino. De forma geral, o0 grupo
R determina a atividade do agente RAFT, devendo ser um bom grupo de saida e o radical R’
deve ser um radical mais estavel que o radical P, em crecimento para que a reiniciacdo seja

favorecida. A ordem decrescente da eficiéncia do grupo R como grupo de saida é apresentado

. 2-54
na Figura 12525456
H3C.__CHs HsC.__CHj3 HzC.__CHj HsC.__H HsC.__H H3C.__CHj H_ _H HsC._H
D GV (T (T (R
CN Ph COOEt CN Ph CHs Ph COOCH;

Figura 13: Ordem decrescente da eficiéncia do grupo R.

O mais interessante da polimerizacdo viva / controlada é a possibilidade de sintetizar
macromoléculas especificas, com baixa dispersdo de massa molar e composicdo quimica
controlada, caracteristicas que tornam esta técnica a mais eficiente para a obencdo de

polimeros em bloco, com composicao bem definida e baixa heterogeneidade. Apds o consumo
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do primeiro mondmero, as cadeias poliméricas continuam ativas e quando o segundo
mondmero € adicionado, a reacdo de polimerizagdo continua, e tudo isso em uma Unica
etapa.”®

Velasquez et al.>” obtiveram sucesso ao utilizarem a técnica de polimerizacdo RAFT na
sintese de copolimeros em bloco anfifilico, a reagéo foi conduzida em solugdo de 1,4-dioxano a
30 °C. Inicialmente foi preparado o bloco hidrofébico a partir do cloreto de vinilideno e acrilato
de metila e, em seguida, o bloco hidrofilico foi obtido a partir do acido acrilico.

Um copolimero em bloco anfifilico consiste em um copolimero que tem um bloco
hidrofébico e outro bloco hidrofilico, blocos estes que conferem ao polimero caracteristicas de
tensioativo e, por isso, sdo usados como emulsificantes e dispersantes. Além disso, esta
caracteristica permite o auto-ordenamento das cadeias poliméricas formando micelas e
dispensando o uso de tensioativos na polimerizacdo em emulsédo.*®

Chaduc et al.>*®°

sintetizaram nanoparticulas poliméricas em emulsdo sem adigdo de
tensioativo. No primeiro trabalho®, os autores sintetizaram de forma controlada um
homopolimero de &cido matecrilico em meio aquoso. J& no segundo trabalho®, apos o
crescimento do bloco de poli(acido metacrilico) — bloco hidrofilico — adicionam estireno ao meio
reacional fazendo crescer o bloco hidrofébico. A caracteristica anfifilica das cadeias poliméricas
induz a polimerizagdo auto-ordenada ou PISA, que vem da expressdo em inglés
polymerization-induced self-assembly, processo responsavel pela nucleacdo das
nanoparticulas.

Além da nucleacdo de particulas, o processo por PISA é uma ferramenta para a
sintese de vesiculas, que podem ser usadas para encapsulamento de farmacos em sistemas
de liberacéo controlada. Além de dispensar a adicdo de tensioativos, por ser conduzida em um
Unico pote, simplifica o processo de obtencdo destes materiais e também permite a
funcionalizacéo da superficie destes materiais melhorando a eficiéncia no processo de entrega
dos famacos.®-®?

Em vista da versatilidade das reacdes de polimerizagdo radicalar devido a larga gama
de monbémeros que polimerizam via mecanismo radicalar, a simplicidade do sistema reacional
com temperaturas de reacdo entre 25 e 100 °C e baixa presséo, a possibilidade de arquitetar
as cadeias poliméricas permite modificagGes nas propriedades dos polimeros e a sintese de

novos matérias com as mais diversas aplicacdes.**®®
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Capitulo Il: Técnicas de caracterizagéo

1. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrémetro de
massas

Composi¢éo dos 6leos essenciais

A composicdo dos OEs foi determinada por cromatografia em fase gasosa utilizando
um cromatégrafo a gas GC-2010 Shimadzu com detector GCMS-QP2010 Plus e injetor
automatico AOC-5000, equipado com uma coluna Rtx-5MS (Restek) (30 m x 0,25 mm x 0,25
um), instalado na Central Analitica o Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia. O gas
utilizado foi hélio, a uma vazdo de 1,2 mL-min™, rampa de aquecimento de 50 a240 °C com
taxa de 5 °C-min™. A identificacdo dos constituintes foi feita por comparacdo dos espectros de
massas obtidos com os espectros de massas disponivel no banco de dados do equipamento e

com dados da literatura.

Eficiéncia de encapsulamento
A eficiéncia do método de encapsulamento do OE de R. officinalis foi determinada

baseada no OE livre (hdo encapsulado) utilizando a Equacéo 2:

EEY, = (oleo tgﬁiﬁfflﬁ; livre) (Equagcéo 2)

O OE livre foi determinado por cromatografia em fase gasosa utlizando um
cromatografo a gas GC-2010 Shimadzu com detector GCMS-QP2010 Plus e injetor automatico
AOC-5000, equipado com uma coluna Rtx-5MS (Restek) (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm),
instalado na Central Analitica o Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia. O gas
utilizado foi hélio, a uma vazao de 1,2 mL-min™., rampa de aquecimento de 50 a 240 °C com
taxa de 5 °C'min™. As amostras foram preparadas misturando 2 mL de hexano a 2 mL da
suspensao polimérica. A mistura foi centrifugada e o sobrenadante contendo o OE livre foi
analisado em triplicata e a quantidade de 6leo essencial livre foi determinada comparando os

resultados com uma curva de calibracdo preparada a partir de concentracdo definidas do OE.

2. Ressonancia Magnética Nuclear

Composigdo do 6leo essencial

A quantificacdo dos compostos majoritarios do OE de Romarinus officinalis foi feita a
partir dos espectros de RMN do OE e dos compostos 1,8-cineol, canfora e a-pineno. Para
aquisicdo dos espectros foi utilizado o equipamento de RMN (Bucker 600 Ascend, instalado na
Central Analitica o Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia, equipado com uma sonda
de 5 mm, operando a 600 MHz. Cerca de 10 mg de amostra e 10 mg do padrao interno acido
benzoico foram dissolvidas em 1 mL de cloroférmio deuterado e os espectros foram adquiridos
a25°C.t
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Conversao das polimerizac6es RAFT
As conversdes molares dos monémeros foram determinadas por RMN 'H utilizando o
equipamento de RMN (Bruker AC300 MHz, Varian Instruments) equipado com uma sonda de
54 mm, operando a 300 MHz, instalado no Laboratério de Quimica de Superficie de
Organometalicos da Universidade Claude Bernard Lyon 1 na Franga. Uma gota do meio
reacional foi dissolvida 0,5 mL de agua deuterada e os espectros foram adquiridos a 25 °C,

utilizando 1,3,5- trioxano como padréo interno.

3. Calculo de converséo por gravimeétrica

Analise gravimétrica foi utilizada para calcular as conversées das reagfes poliméricas.
Durante a reacdo, foram retiradas aliquotas do material, as massas foram anotadas antes e
depois de serem secas até peso constante em uma estufa a 60 °C e entdo as conversdes

calculadas segundo a Equacéo 3.

- m (Equacéo 3)

mgX fo

Onde:

X = conversao

m, = massa do polimero seco
m, = massa da aliquota

fo = concentracdo da fase organica em relacdo a fase aquosa

4. Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a morfologia e
organizagdo das particulas poliméricas obtidas. As amostras foram fixadas sobre os stubs
(suportes) utilizando uma fita de carbono e, em seguida, recobertas com uma fina camada de
ouro. As analises, entdo, foram feitas em equipamento da JEOL, modelo JSM-7001F operando
em uma voltagem de aceleracdo de 15 keV, instalado no Instituto de Biologia da Universidade
de Brasilia.

5. Microscopia Eletronica de Transmissao

As imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) foram obtidas em um
equipamento Philips CM120 electron microscope operando em uma voltagem de 100 kV,
instalado no Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia. As amostras foram preparadas
pela secagem de uma gota de amostra diluida sobre um grid de cobre coberto de carbon e um

filme de formivar. (Ted Pella, Inc.).

6. Tamanho meédio de particula

A distribuicdo de tamanho de particula (DTP) foi determinada medindo o diametro de
mais de 300 particulas (nUmero suficiente para garantir a DTP estatisticamente representativa),

a partir de imagens obtidas por microscopia eletronica.
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7. Espalhamento de Luz Dinamica

O tamanho de particula durante as reacdes de polimerizagdo em emulsao foi medido
pela técnica de Espalhamento de Luz Dindmica (DLS) em um instrumento Nano Zetasizer
Malvern, instalado no Laboratorio de Quimica e Processos de Polimerizagcdo da Universidade
Claude Bernard Lyon 1 na Franca. As amostras foram diluidas em agua destilada e analisadas

em triplicata

8. Calorimetria Diferencial de Varredura

As temperaturas de transicao vitrea dos polimeros foram determinadas por calorimetria
diferencial de varredura (DSC) utilizando um calorimetro Shimadzu DSC-60, instalado na
Central Analitica o Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia, em atmosfera de hélio com
vazdo de 30 mL-min™. As panelas de aluminio foram preparadas utilizando entre 7 e 8 mg de
amostra. As analises seguiram o mesmo perfil, com taxas de aquecimento constantes
(10 °C-min'l) e duas rampas de aquecimento (-50 °C a 200 °C). Os dados obtidos a partir da
segunda rampa de aquecimento foram utilizados para determinar a temperatura de transicédo

vitrea.

9. Termogravimetria

A estabilidade térmica dos materiais foi determinada por andlise termogravimétrica,
utilizando o equipamento da Shimadzu, modelo DTG-60H, instalado na Central Analitica o
Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia. As amostras foram colocadas em cadinhos de
platina, contendo aproximadamente 8,0 mg de amostra. As andlises foram realizadas sob
atmosfera de nitrogénio, com vazdo de 30 mL-min™, com aquecimento, de 25 a 800 °C e taxa

de aquecimento de 10 °C-min™.

10. Cromatografia de Permeacdo em Gel

Massa molar media e a distribuicdo de massa molar foram determinadas por
cromatografia de permeacdo em gel utilizando o equipamento Viscotek GPCmax (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, United Kingdom), instalado na Central Analitica o Instituto de
Quimica da Universidade de Brasilia, com detector de indice de refragéo, colunas KF-802.5,
KF-804L e KF-805L instaladas em série e loop de inje¢cdo de 100 pyL. As amostras foram
preparadas com o0s polimeros secos em solu¢do de tetrahidrofurano (THF) em uma
concentracdo de 1,0 mg-mL™. O THF foi usado como fase mével com fluxo de 1mL-min™ a
temperatura de 40 °C. A curva de calibragdo foi construida com padrdes de poliestireno com
peso molecular na faixa de 1200 g-mol™ a 4500 x 10° g-mol™ com dispers&o de peso molecular

em torno de 1.

As massas molares médias em numero (M,) e as dispersdes de massa molar
(B=M,/M,)) dos macroRATFs foram determinadas utilizando o equipamento Viscotek TDA305

(Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, United Kingdom), instalado no Laboratério de
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Quimica e Processos de Polimerizacdo da Universidade Claude Bernard Lyon 1 na Franca,
equipado com detector de indice de refracdo (A = 670 nm), detector de UV, e 3 colunas da
Malvern [T6000M General Mixed Org (300 x 8 mm)], instaladas em série e loop de injecéo de
100 uL. Antes da analise, as amostras foram modificadas por metilagdo dos grupos é&cidos
carboxilico com diazometano trimetilsilano (TMS).

A modificacdo das fungbes &cidas presentes no polimero para funcdes éster é
necessaria para analise destes materiais por GPC em THF. As amostras foram dissolvidas em
uma mistura de THF e &gua destilada e entéo, gota a gota foi adicionado o TMS até que a
mistura obtivesse uma coloracdo amarela. As amostras foram mantidas sob agitacdo por 15h,
em seguida, os solventes foram evaporados na capela. Os polimeros secos foram dissolvidos
diretamente em THF para uma concentracdo de 5,0 mg-mL™. O THF foi usado como fase
mével com fluxo de 1 mL-min™ a temperatura de 40 °C. A curva de calibracéo foi construida

com padrfes de polimetacrilato de metila.

11. Espectroscopia UV/Vis

A eficiéncia do método de encapsulamento do OE de C. officinalis foi avaliada por
espectroscopia UV/Vis utilizando um espectrédmetro de absor¢do CaryWin 50 Varian, instalado
no Laboratdrio AQQUA da Universidade de Brasilia.

As amostras foram preparadas misturando 3 mL de hexano a 1 mL da suspenséo
polimérica. A mistura foi centrifugada e o sobrenadante contendo o OE livre foi analisado em
triplicata e a quantidade de 6leo essencial livre foi determinada comparando os resultados com

uma curva de calibracdo preparada a partir de concentracdo definidas do OE.

12. Teste de identificacdo de perdxido

A presenca de perdxido residual no polimero foi identificada utilizando iodeto de
potassio como indicador. Foi preparada uma solugdo &cida com 1 mL de acido acético glacial e
0,1 g iodeto de potassio (KI). Em um tudo de ensaio foram adicionados 1 mL do material
polimérico e 1 mL da solugdo acida contendo Kl e a mistura foi agitada. O aparecimento da

coloracdo amarelada indica a presenca de perdxido na amostra.

13. Determinacédo de indice de peréxido no polimero

O indice de peréxido no polimero foi determinado por titulacdo. Em um erlenmeyer de
250 mL foram adicionados 5 g da amostra, 30 mL de uma solucdo de acido acético e agua
destilada,3:2 (v/v), e 1,0 mL de uma solucéo de iodeto de potéssio (KI) preparada em um baldo
volumétrico de 10 mL com 5 g do sal. A amostra foi titulada com uma solucdo 0,01 N de
tiossulfato de sodio penta hidratado (Na,S,05.5H,0). Para facilitar observar o ponto final da
titulacdo foi acrescentado préximo ao ponto de viragem 0,5 mL de uma solug¢do de 5% de

amido 5%. O indice de peréxido determinado em meq / 1000g de amostra.
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Padronizacéo da solucdo de tiossulfato de sddio

A solucdo de Na,S,0; utilizada na titulagéo foi padronizada a partir da titulagdo de uma
solucéo de dicromato de potassio (K,Cr,0O;). Foram preparados 175 mL de uma solucdo a
partir de 0,49 g de K,Cr,0O;, 2,8 mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado e 0,7 g de Kl. Esta
solucéo foi titulada com Na,S,0; até que a mudanca da cor castanha para amarela, em
seguida foram acrescentados 0,5 mL da solucéo de amido e a titulagdo continuou até a cor

azul desaparecer.

14. Viscosidade

A viscosidade dos latices foi determinada em um redmetro Thermo Scientific HAAKE
MARS, instalado no Laboratério de Quimica e Processos de Polimerizagdo da Universidade
Claude Bernard Lyon 1 na Francga, utilizando a geometria de Couette, que sao dois cilintros
coaxiais. Um dos cilindros foi preenchido com 0,4 mL da amostra de latex e mantido estatico,
enguanto o outro girava a uma taxa de cisalhamento de 20 s™. A viscosidade do latex foi

mensurada a partir do torque necessario para mante o rotor a velocidade constante.

N Almeida, N. S.; Benedito, L. E. C.; Maldaner, A. O.; de Oliveira, A. L. Journal of
the Brazilian Chemical Society 2018, 29, 1944.
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Capitulo Illl: Avaliacdo da atividade antifUngica e composicéao
dos 6leos essenciais

[1l.1 = Introducéo
O tratamento convencional para micoses, normalmente, é feito com o uso oral e

utdpico de antibidticos. No entanto, além dos efeitos adversos dos medicamentos, o uso de
antibidticos pode levar ao desenvolvimento de resisténcia microbiolégica ao medicamento.
Neste contexto, os Oleos essenciais que apresentam atividade antifungica podem ser uma
alternativa para a prevencdo do crescimento de fungos patogénicos, e no tratamento de
onicomicoses de paciente imunodeprimidos, tendo em vista que o desenvolvimento de
resisténcia aos 6leos essenciais é raro.

Oleos essenciais sdo misturas de compostos naturais e volateis, derivados do
metabolismo secundéario de plantas, que muitas vezes sdo produzidos para atuarem como
mecanismo de defesa contra invasores. Por esse motivo, muitos 6leos essenciais apresentam
atividade antimicrobiana, propriedade que tem sido cada vez mais explorada pela industria
farmacéutica, de cosméticos e também de alimentos.??

Da mistura de compostos quimicos que compdem o Oleo essencial, dois ou trés
compostos majoritarios caracterizam o 6leo essencial e sdo responsaveis pelas propriedades
bioldgicas. Os 0Oleos essenciais de Calendula officinalis séo ricos em flavanoides, terpenos,
carotendides e saponinas e apresentam propriedades anti-inflamatérias, antioxidante e
anifingica, ja o 6leo essencial de Romarinus officinalis sdo ricos em terpendides e apresentam
atividade antioxidante e antimicrobiana.

No entanto, para uma mesma espécie vegetal a composicdo dos éleos essenciais pode
variar devido a diferentes fatores, tais como: condi¢cdes de cultivo da planta, adubacao,
irrigacdo, condi¢des climaticas e de solo, periodo de colheita, das partes da planta que serao
usadas para a extracdo e 0 método de extracéo.*”

Assim, os 6leos essenciais de uma mesma espécie podem apresentar composi¢des
diferentes e para se iniciar estudos sobre algum Oleo essencial € preciso inicialmente
determinar a sua composicao e avaliar as suas propriedades.

Sendo assim, este capitulo é focado no estudo dos 6leos essenciais de Calendula
officinalis e Romarinus officinalis, onde foram realizados testes de atividade antifingica para
fungos da espécie Candida para determinar as concentragdes minimas inibitérias e fungicidas

de cada um e andlises de composicao quimica.
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[11.2 — Materiais e métodos

[11.2.1 — Reagentes utilizados
As espécies de referéncia utilizadas no estudo pertencem a American Type Culture

Collection (ATCC) foram Candida albicans ATCC SC 5314, Candida glabrata ATCC 2001 e
Candida parapsilosis ATCC 22019.

Nos testes de avaliacdo de atividade antifangica foram utilizados os 6leos essenciais
de Calendula officinalis (C. officinalis, Laszlo, Alemanha) e Romarinus officinalis (R. officinalis,
Mundo dos Oleos, Brasil) e os seguintes reagentes: agua ultrapura esterilizada, Tween 80
(Merck; Alemanha) utilizado como emulsificante, meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose
(Acumedia; Brasil), meio de cultura Caldo Agar Dextrose (Acumedia; Brasil) e como padrdo

antifingico foi utilizado o fluconazol (Sigma-Aldrich; Brasil).

[11.2.1 — Método
Suspenséo do 6leo essencial
Para avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima, foram preparados, inicialmente, 5
mL da suspenséo dos 6leos essenciais (OEs) com concentracdo de 0,144 g.mL'l. Em um tubo
estéril, foram adicionados 4,2 mL de agua destilada e estéril, 0,8 mL do OE e 0,1 mL de Tween
80, em seguida a mistura foi mantida sob agitacdo por 3 min em agitador Vortex (Phoenix,
Brasil).
Suspensao fungica
Durante 24 horas as cepas de Candida foram cultivadas em meio Agar Sabouraud
Dextrose, e entdo as suspensdes flngicas foram preparadas para uma concentragado final de
2x10° unidades formadoras de col6nia (CFU)-mL™.
Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)
A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método microdiluicdo de
acordo o protocolo CLSI M27-A2 com algumas modificagdes. A atividade antifingica dos OEs

foi testada para espécies de Candida com diluicBes seriadas segundo a Tabela 1.

Tabela 1: Concentracdes das diluicbes seriadas testadas para a atividade antifingicca dos 6leos
essenciais de Calendula officinalis e Romarinus officinalis.

Candida albicans Candida glabrata Candida parapsilosis
ATCC SC5314 ATCC 2001 ATCC 22019
Calendula 72 20,56 mg.mL" * 72 a 0,56 mg.mL™
officinalis
Romarinus 18a1,13 mg.mL™ 18a1,13 mg.mL™ 18a1,13 mg.mL™
officinalis

*N&o foi testada a atividade microbiana do éleo essencial de Calendula officinalis para a espécie Candida
glabrata.

Tabela 2: RelacBes entre as concentragfes em mg.mL'1 e porcentagem.

Concentracéo (mg.mL‘l) 72 36 18 9 45 225 | 1,13 | 0,56 | 0,28
Concentracéao (%) 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,13 | 0,06 | 0,03
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Nos pogos do controle positivo foram adicionados 100 uL da suspensao fungica (2x103
UFC.mL'l), em seguida, 100 uL da solugdo de fluconazol com concentragao de 2,0 g.mL'l, nos
pocos de controle de crescimento foram adicionados 100 uL do meio e 100 pyL da suspenséao
fingica (2x10° UFC.mL™), e nos pocos de controle de esterilidade foram adicionados apenas
200 uL do meio de cultura. A microplaca foi incubada a 37 + 2 °C por 48 horas. A CIM foi
definida como a concentracdo mais baixa que produzia visivel inibicdo do crescimento dos
fungos.

Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

A Concentragdo Fungicida Minima foi obtida por meio de semeadura em meio Agar
Sabouraud Dextose (Acumedia; Brasil) de aliquotas de 10 uL da concentragdo em que nao foi
observado o crescimento dos fungos e das concentracbes superior e inferior. Apds a
semeadura as placas foram incubadas a 37+ 2 °C por 24 horas, ao final deste periodo as
placas foram observadas. A CFM foi considerada como a mais baixa concentracdo onde o
crescimento de menos de trés coldnias foi observado.

Os testes foram realizados em triplicata para todas as espécies testadas.

I11.3 — Resultados e discussdes

I1.3.1 — Avaliacdo da atividade antifungica e composicdo do 6leo
essencial de Calendula officinalis

A avaliagcdo da atividade antifingica do OE de C. officinalis foi realizada por meio da
técnica adaptada de microdiluicdo e os resultados dos ensaios para determinacdo das CIM e

CFM para as espécies Candida albicans e Candida parapsilosis sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 : Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida Minima do Oleo essencial de
Calendula officinalis para espécies de Candida.

. Concentracgao Inibitéria Minima Concentracdo Fungicida Minima
Espécie
(mg.mL™) (%) (mg.mL™) (%)
Candé%z%gllkxcans 572 >8 579 8
Candida parapsilosis
ATCC 22019 36 4 72 8

Os resultados mostram que a espécie C. parapsilosis apresenta maior sensibilidade ao
OE que a espécie C. albicans. Nao foi possivel determinar a CIM e nem CFM para a C.
albicans, pois estdo acima das concentracBes testadas, porém a andlise das imagens das
placas de cultura apresentadas na Figura 14 mostram que o crescimento do fungo é

influenciado pela variacéo da concentra¢éo do OE.
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Figura 14: Influencia da concentracéo de dleo essencial de Calendula officinalis no crescimento do fungo
Candida albicans (a) placa de cultura tratada com 8% do 6leo essencial e (b) placa de cultura tratada com
0,5% do ¢6leo essencial.

As propriedades de um OE estdo relacionadas com a sua composi¢cdo quimica. Na
Figura 15 é apresentado o cromatograma de CG/MS do OE de C. officinalis e na Tabela 4 séo

listados os compostos de acordo com os tempos de retencgéo.
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Figura 15: Cromatograma de CG/MS do 6leo essencial Calendula officinalis.
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Tabela 4: Componentes identificados no 6leo essencial de Calendula officinalis pela analise de CG/MS.

Numero do pico Componentes Tempo de reteng¢do (min)
1 acido caprilico 25,7
) acetato de dimetilfenetilo 30,1

acetato de dimetilfenetilo
3 acido caprico 31,1
4 a-copaeno 31,2
5 y-cadineno 34,1
6 valenceno 34,6
7 -costol 35,0
8 elemeno 35,1
9 ledeno 35,3
10 a-cadineno 35,5
11 a-amorfeno 36,0
12 o-cadineno 36,4
13 veridiflorol 39,2
14 a-cadinol 41,3
15 rosifoliol 41,7
16 cadinol 42,0
17 hexadecano metil 42,7
18 limoneno 46,4
19 4cido tetradecandico 47,4
20 loliolide 47,6
21 octadecano metil 49,2
22 neofitadieno 49,4
23 2-pentadecanona 49,5
24 hexadecanal 49,9
25 2- hexadecen-1-ol 50,3
26 octadecano 50,6
27 decano 51,0
28 acido hexadecanoico 51,7
29 acido oleico 51,9
30 docosano 52,2

A andlise da composicao indica a presenca de sesquiterpenos caracteristicos do OE de
C. officinalis, sdo eles o a-copaeno, ledeno, y-cadineno, a-cadineno, d-cadineno, a-cadinol e
veridiflorol, estes compostos séo volateis e responsaveis pelo aroma caracteristico do OE.

Acidos graxos também sdo observados na composicdo. Os acidos de cadeia curta
como o0s &cidos caprilico e caprico atraem o interesse da industria de cosméticos, pois
conferem maior emoliéncia as formulagbées de cremes. Além desses, outros acidos graxos

como o acido tetradecanoico, acido hexadecandico e acido oleico também sdo observados.
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Esses &cidos apresentam cadeias longas e ndo sdo comumente encontrados em OE.
No entanto, a presenga destes compostos esté relacionada ao método de extracdo utilizado
para obtencdo do OE analisado.

O OE analisado foi obtido pelo método de extracdo com CO, supercritico (informacéo
fornecida pelo fabricante). Este método utiliza como solvente CO, em estado supercritico,
temperatura entre 31 e 55 °C e pressao entre 0,5 e 7,4 MPa, condi¢cdo que aumenta a
solubilidade de compostos com elevada massa molar, permitindo assim a extracdo de acidos

graxos com cadeias longas.

11.3.2 — Avaliacdo da atividade antifungica e composicdo do 6leo

essencial de Romarinus officinalis
A avaliagdo da atividade antifingica do OE de R. officinalis seguiu 0 mesmo

procedimento experimental utilizado para o OE de C. officinalis e foram utilizadas as espécies
Candida albicans, Candida glabrata e Candida parapsilosi cujas CIM e CFM sdo mostradas na
Tabela 5.

Tabela 5: Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida Minima do o6leo essencial de
Romarinus officinalis para as espécies de Candida.

o Concentragéo inibitéria minima Concentracao fungicida minima
Espécie

(mg-mL™) (%) (mg-mL™) (%)

Candida albicans
SC5314 2,25 0,25 4,50 0,50

Candida glabrata
ATCC 2001 2,25 0,25 4,50 0,50

Candida parapsilosis

ATCC 22019 4,50 0,50 9,00 1,00

Os resultados mostram que o OE de R. officinalis apresenta atividade antifungica para
as espécies de Candida testadas, com valores de CIM e CFM inferiores aos apresentados pelo
OE de C. officinalis, sendo ainda observada uma maior sensibilidade das cepas de C. albicans

e C. glabrata em relacéo a cepa C. parapsilosis.

As atividades bioldgicas dos OEs s&o determinadas pela composicdo quimica. A
composicdo do OE utilizado foi determinada por cromatografia gasosa (CG/MS) e o
cromatograma € apresentado na Figura 16. Na Tabela 6, sdo mostrados os componentes

identificados com os respectivos tempos de retencgéo.
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Figura 16: Cromatograma de CG/MS do 6leo essencial de Romarinus officinalis.

Tabela 6 : Componentes identificados no 6leo essencial de Romarinus officinalis pela analise de CG/MS.

Numero do pico Componentes Tempo de retencdo (min)

1 a-pineno 51
2 canfeno 55
3 a-fencheno 6,1
4 mirceno 6,4
5 a-felandreno 6,7
6 a-terpineno 7,0
7 p-cimeno 7,3
8 1,8-cineol 7,5
9 y-terpineno 8,1
10 a-oxido de pineno 9,4
11 canfora 10,5

De acordo com a analise, os trés compostos majoritarios do OE de R. officinalis sdo o
a-pineno, o 1,8-cineol e a canfora. Eles correspondem respectivamente a 8%, 34% e 52%
(w/w) do OE, cujas fragcbes foram determinadas por analise quantitativa de RMN (QRMN) do
espectro de 'H RMN do OE, gue é apresentado na Figura 17. Pela integracdo dos sinais do
acido benzoico (usado como padrédo interno, observado em 8,17, 7,65 e 7,51 ppm), a-pinene

(5,22 ppm), canfora (1,8 ppm) e 1,8-cineol (1,07 ppm), foi possivel quantificar a concentragdo
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de cada composto no OE. Os espectros de 'H RMN do a-pineno, do 1,8-cineol e da canfora
sdo apresentados respectivamente nas Figuras 18, 19 e 20.

Hammer et al.’ investigaram a atividade antifingica dos compostos a-pineno, 1,8-
cineol, a-terpineno e B-mirceno e observaram que, destes compostos, apenas o 3-mirceno ndo
apresentava atividade antifiingica. Os outros compostos apresentaram atividades tanto para
fungos de levedura quanto fungos dermatdfilos.

Alguns estudos mostram que, em células de levedura, os compostos a-pineno e
y-terpineno interagem com a membrana celular aumentando a permeabilidade, inibem a
respiracao celular e os processos de transporte ibnico, provocando mudancas no potencial
elétrico da membrana celular e consequente morte da célula.”®

Estes compostos conferem, portanto, ao OE de R. officinalis atividade antifingico.
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Figura 17: Espectro de Ressonancia Nuclear Magnética de hidrogénio do 6leo essencial de Romarinus
officinalis em cloroférmio deuterado e acido benzéico como padréo interno.
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Figura 18: Espectros de Ressonancia Nuclear Maqnética de hidrogénio do a-pineno em cloroférmio
deuterado e acido benzéico como padrdo interno. "H RMN (CCI3D): & 0,84 (s,3H); 1,15 (d,1H); 1,26
(s,3H); 1,65 (s, 3H); 1,93 (t,1H); 2,06 (m,1H); 2,13 - 2,25 (m,2H); 2,34 (m,1H); 5,19 (s,1H).
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Figura 19: Espectros de Ressonéancia Nuclear Magnética de hidrogénio do 1,8-cineol em cloroférmio
deuterado e éacido benzoéico como padrdo interno. 'H RMN (CCI3D): & 1,07 (s,3H); 1,26 (s,6H); 1,43
(m,1H); 1,51 (q, 4H); 1,69 (t,2H); 2,02 (t,2H).

52



Capitulo Ill: Avaliagdo da atividade antifingica e composi¢do dos dleos essenciais

[oa]
®
N
(9] s
-~
o
[=)]
o
o
o
U-I_
tn
v
(=]
-
_
o
o=
35
o
w
[¥,]
w
w
N
n Q
1.o3f{
o 133~I o
D-14 ""““@-ﬁ
1.02 o
. 1034 =~ " —
;,,,~207\[
o
© |3.00 — —
2.96
=
[¥,]
(=]
S 4
T T T -L T T T T T T T T T T T
| o [ [=2] =] [ = = = = ("] N M N
8 [==) (=1 o o (=] N Y (=] (o] (=] 5} -+ [=1]
S S 8 8 8 8 8 &8 8 8 8 8 8 8
(=]
(=] o (=] (=] o (=] (==} (=] (=]

Figura 20 : Espectros de Ressonancia Nuclear Magnética de hidrogénio da canfora em cloroférmio
deuterado e acido benzdico como padréo interno. 'H RMN (CClI3D): © 0,84 (s,3H); 0,92 (s,3H); 0,96
(s,3H);1,32 - 1,4 (m,2H); 1,68 (t,1H); 1,85 (d,1H); 1,91- 1,97(m,1H); 2,10(t,1H) 2,36 (dt,1H).
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[11.4 — Concluséo
A atividade antifingica dos OEs de C. officinalis e R. officinalis foi testada para

espécies do fungo Candida e os resultados mostraram que estes fungos sdo mais sensiveis ao
OE de R. officinalis do que ao OE de C. officinalis.

As cepas de C. parapsilosis apresentaram maior sensibilidade ao OE C. officinalis que
as de C. albicans, com CIM igual a 36 mg-mL™. A CIM para a C. albicans ficou acima das
concentragfes testadas e, por isso, ndo foi possivel determinar os valores de CIM e nem a
CFM, porém foi observado que o aumento da concentragdo do OE diminuiu o crescimento do
fungo.

Nos testes com o OE de R. officinalis as espécies de C. albicans e C. glabrata
apresentaram CIMs igual a 2,25 mg-mL'l, portanto, foram mais sensiveis a acao do OE que a
espécie C. parapsilosis, com CIM de 4,50 mg-mL™.

Sendo assim, o OE de R. officinalis apresentou maior atividade antifingica que o OE
de C. officinalis, apresentando maior potencial para 0 uso como agente antifingico na
formulacdo de tintas, esmaltes ou em outros cosméticos, com o objetivo de inibir a proliferacédo

de fungos durante o armazenamento do produto.
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Capitulo IV: Encapsulamento dos 6leos essenciais

IV.1 - Introducéo
Apesar de os OEs apresentarem propriedades de interesse da indistria, 0 uso dos OEs
puros apresenta algumas desvantagens do ponto de vista tecnoldgico. Por serem volateis e

N

instaveis a presenca de oxigénio, luz e variagdo de temperatura, podem perder suas
propriedades biolégicas durante o armazenamento devido a perda por evaporacdo e/ou a
interacdo com outros compostos da formulat;r?to.l’2

Sendo assim, o0 encapsulamento dos OEs é uma estratégia valida e eficiente para
aumentar a estabilidade, prevenir a degradacdo e a evaporacédo do 6leo durante o periodo de
estocagem, e também possibilita a liberagédo controlada aumentando o tempo de acéo do OE e
percepcao da fragrancia apoés a apIicagéo.3

O encapsulamento de OEs é uma técnica que tem sido utilizada em diferentes setores
da industria. Na industria téxtil, em que os OEs sdao utilizados para conferir fragrancias aos
tecidos, o encapsulamento é uma forma de reduz a taxa de evaporagao, evitando a perda do
OE durante a estocagem e prolongando a liberacéo das fragrancias durante o uso.**

Na industria de alimentos, em que os OEs sao usados como conservantes naturais, 0
nanoencapsulamento além de aumentar a estabilidade do OE, diminuindo a volatilidade,
aumentando a solubilidade em meio aquoso e reduzindo a interacdo com outros ingredientes,
potencializa a sua atividade antimicrobiana devido ao aumento da superficie de contato do OE
e 0 micro-organismo, além de agir como um reservatério de OE como liberacdo controlada
prolongando a sua atividade bioldgica.®

Alguns métodos podem ser usados no encapsulamento de OEs entre eles:
polimerizacdo de interface®, precipitacdo por inversdo de fase®, polimerizacdo in situ,’
evaporacao de solvente® e spray dryerl.

No método de polimerizagéo in situ, as capsulas micrométricas podem ser obtidas via
polimerizacdo em suspensdo. Esta é uma técnica eficiente de encapsulamento de OE, pois
pode ser realizada em uma Unica etapa e tem como vantagens o controle de tamanho de
particula e de temperatura.

Este capitulo é dedicado ao estudo do encapsulamento dos OEs de C. officinalis e R.
officinalis via processo de polimerizagdo em suspenséo, onde 0os mondmeros metacrilato de
metila, estireno e acido metacrilico, o OE e o peroxido de benzoila, iniciador radicalar
organossoluvel, sédo dispersos na fase aquosa por acdo combinada do agente de suspensao e
da agitacdo. A reacdo de polimerizacdo ocorre no interior de cada gota formada, que atua
como um microreator de polimerizacdo em massa.

ApOs sintetizado, a atividade antifingica do material encapsulado sera testada para os
fungos Candida albicans, Candida glabrata e Candida parapsilosis seguindo o mesmo

procedimento dos testes realizados com os OEs no capitulo IlI.
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V.2 — Materiais e métodos

IV.2.1 — Reagentes utilizados
Nas reacgbes de polimerizacdo foram utilizados os seguintes reagentes: Metacrilato de

metila (com pureza de 99%; MMA; Sigma-Aldrich; Brasil), 4cido metacrilico (com 99% de
pureza; AM; Sigma-Aldrich; Brasil), estireno (com 99% de pureza; Sty; Vetec; Brasil), 6leo
essencial de Calendula officinalis (C. officinalis, Laszlo, Alemanha) e 6éleo essencial de
Romarinus officinalis (R. officinalis, Mundo dos 6éleos, Brasil). O polialcool vinilico (com pureza
de 90%; PVA; Reagen; Brasil) foi usado como agente de suspensédo e peréxido de benzoila
(com pureza de 99%; PBO; Sigma-Aldrich; Brasil) foi usado como iniciador. Todos os reagentes
foram utilizados sem passar por purificagédo prévia.

Para os ensaios in vitro de citotoxicidade, foram utilizadas as linhagens células de
fibroblasto e queratindcitos humanos (FIBRO e HaCat). As linhagens de FIBRO foram doacao
da Professora Dr2 Daniela Mara Oliveira do Laboratério de Nanobiotecnologia do Departamento
de Genética e Morfologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de Brasilia e a
linhagem de queratinocitos HaCat foi obtida por meio do banco de células do Rio de Janeiro e
mantidas em cultura no Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia, UnB.
Para o cultivo das células foram utilizados o0s seguintes reagentes: meio de cultivo DMEM
(EagleModificado por Dulbecco), bicarbonato de so6dio (com 99% de pureza, NaHCOs;,
J.T.Baker; México), soro fetal bovino (FBS, GIBCO,América do Sul), penicilina (GIBICO, Brasil),
streptomicina (GIBICO, Brasil) e Azul de Trypan.

IV.2.1 — Método
Em um reator de vidro encamisado (volume nominal 400 mL) foram adicionados 70 mL

de agua destilada e PVA conforme indicado na Tabela 7. O sistema foi aquecido em banho de
agua a 85 °C, sob agitacdo mecénica de 500 rpm foi adicionada a mistura de monémeros,
iniciador e dleo essencial, conforme indicado na Tabela 7. A mistura foi mantida sob agitacédo
mecénica a 2000 rpm durante 240 minutos. Em seguida, o sistema foi desligado e o material

polimérico foi armazenado em um frasco de vidro.
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Tabela 7 : Condi¢des experimentais das rea¢des de polimerizacao.

Monoméros (%)” Oleo
Codigo PBO (%)° PVA essencial
MMA  AM Sty (g/mL) (%)

1 AM/MMA_C.O.(1a) 70 30 - 4,5 0,009 10
) AM/MMA_C.O.(1b) 70 30 - 45 0,009 10
é 3 AM/MMA_C.O.(1c) 70 30 - 45 0,009 10
% 4 AM/MMA_C.0.(2) 70 30 - 4,5 0,009 10
‘:; 5 AM/MMA_C.0.(3) 70 30 - 50 0,009 10
% 6 AM/MMA_C.O.(4) 70 30 n 5,0 0,009 10
© . AM/MMA(1) 70 30 - 23 0,009 -
8 AM/MMA(2) 70 30 - 5,0 0,009 .

9 AM/MMA_R.O. 70 30 - 5,0 0,009 2

10 AM/MMA_R.O.(1) 70 30 - 5,0 0,009 2

1 AM/MMA_R.O.(2) 70 30 - 5,0 0,009 2

1 AM/MMA_R.O.(3a) 70 30 - 5,0 0,007 2

13 AM/MMA_R.O.(3b) 70 30 - 5,0 0,007 2

) 14 AM/MMA_R.O.(3c) 70 30 - 5,0 0,007 2
E 15 AM/MMA(a) 70 30 - 5,0 0,007 -
% 16 AM/MMA(b) 70 30 - 5,0 0,007 -
é 17 AM/IMMA(c) 70 30 - 5,0 0,007 -
; 18 AM/Sty_R.O.(1) 70 - 30 5,0 0,009 2
4 19 AM/Sty_R.0.(2) 70 - 30 1,5 0,009 2
20 AM/Sty_R.O.(3) 70 - 30 7,0 0,011 2

1 AM/Sty_R.O.(4) 80 - 20 7,0 0,009 2

2 AM/MMA/Sty R.O.(a) 70 5 25 7,0 0,009 2

23 AM/MMA/Sty (a) 70 5 25 7,0 0,009 --

o4 AM/MMA/Sty (b) 70 5 25 7,0 0,009 -

A fase monomeérica corresponde a 30% da massa total contida no reator.

& Porcentagem em massa dos mondémeros na fase monomérica.

b Porcentagem em massa do iniciador PBO em relagdo a massa total de monémeros.
¢ Porcentagem em massa do 6leo essencial em relacdo a massa total no reator.

Teste de citotoxicidade
As linhagens celulares foram cultivadas em meio Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM). Ambas foram tamponadas com bicarbonato de sédio e suplementado com 10% de

soro fetal bovino (FBS) e antibiético (100 UI-'mL™ penicilina e 100 ug-mL™ streptomicina) a 1%,

pH 7,2. As células foram mantidas em frascos de cultura celular em uma incubadora &
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temperatura de 37 = 2 °C, em atmosfera de 95% de ar umidificado e 5% de CO,. Os
experimentos foram realizados com a célula na fase logaritmica de crescimento.

Para a quantificacédo de células vidveis, 40 pL de solucdo do corante Azul Trypan foram
adicionados em dez microlitros da suspensao celular. Este reagente é um corante incapaz de
penetrar em célula com a membrana plasmética intacta, o que possibilita a distingdo das
células viaveis pelo principio de exclusdao de Azul Trypan. Por conseguinte, 10 pL desta
suspensao foram adicionadas em hemocitdmetro de Neubauer. A concentragdo de células foi
determinada segundo a contagem dos quadrantes laterais e por meio da Equacéo 4.

Numero de células contadas X Fator de diluigio = Namero de células por mL Equacgédo 4

Para realizagdo do ensaio as linhagens celulares (FIBRO e HaCat) foram semeadas
em placas de 96 poc¢os na concentracéo de 5-10° e 3-10° de células por poco em meio DMEM.
Apés 24 horas, o meio de cultura inicial foi substituido por 200 pL de meio de cultura contendo
as amostras dos polimeros nas concentragdes de 0,01 mg-mL'l, 0,05 mg-mL'l, 0,1 mg-mL'l,
0,25 mg-mL™* e 0,5 mg'mL™. A determinacdo da viabilidade celular foi realizada por meio do
método colorimétrico redutor de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio),
(MTT). A quantificagéo foi realizada por espectrofotometria, utilizando o comprimento de onda
de 595 nm. Os resultados foram obtidos com uma média de trés experimentos independentes
em triplicatas. Os dados foram analisados e plotados em gréfico de coluna pelo teste estatistico
One-ANOVA no software GraphPad Prism (5.0).

IV.3 — Resultados e discussodes

IV.3.1 — Reacfes de polimerizagcdo com 0leo essencial de Calendula
officinalis
Nesta etapa do trabalho, foi realizado o encapsulamento do OE de Calendula officinalis

via copolimerizagcdo dos monémeros acido metacrilico e metacrilato de metila em processo de
polimerizacéo em suspensdo, utilizando as composi¢des apresentadas na Tabela 7, amostras

de entrada de 1 a 6.

Conversao

As capsulas foram obtidas via polimerizacdo em suspensdo, processo no qual a
agitacédo e a concentracdo do agente de suspenséo influenciam na estabilidade do meio e no
tamanho final de particula. Por esse motivo, para garantir a formagdo de nanocapsulas —
didmetro médio menor que 1 um — o sistema foi mantido sob forte agitacao (2000 rpm).

Na Figura 21, sdo apresentados os perfis de conversdo dos copolimeros de acido
metacrilico/metacrilato de metila na sintese das nanocapsulas de OE de C. officinalis. O
material AM/MMA_C.O.(1c) foi preparado com 4,5% de iniciador, peroxido de benzoila (PBO),
e a reacao foi mantida durante 4 horas a 85 °C. Nestas condic¢des, foi observado o aumento
brusco da conversdo nos 30 minutos iniciais da reagdo, com resposta a concentracéo elevada
de PBO.
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No intuito de controlar o aumento brusco da conversdo nos minutos iniciais da reacéo,
o procedimento experimental foi repetido com a mesma concentragdo de iniciador, porém, a
reacdo foi mantida a 75 °C nos 120 minutos iniciais e, em seguida, a temperatura foi elevada
para 85 °C e mantida assim durante os 120 minutos finais. A rea¢@o ocorreu de forma mais
branda na fase inicial, entretanto a converséo final foi inferior a 90% (Ver AM/MMA_C.0O.(2) na
Tabela 7).

Na tentativa de aumentar a conversdo final, para o material AM/IMMA_C.O.(4), o perfil
de temperatura foi mantido o mesmo, 75 °C nos primeiros 120 minutos de reacéo e 85 °C nos
120 minutos restantes, porém a concentracdo de iniciador foi aumentada para 5%. Entretanto,
foi observado que a conversdo se manteve abaixo de 90%.

Considerando o0s resultados obtidos, optou-se entdo em fazer a reacdo
AM/MMA_C.O.(3) com 5% de iniciador, mas com o perfil de temperatura diferente. O sistema
foi mantido a 75 °C nos 60 minutos iniciais de reacdo e, em seguida, a temperatura foi elevada
para 85 °C, sendo mantida assim pelos 180 minutos restantes de reagdo. Adotando essa
metodologia, foi observada uma melhora na converséo final do material e a reagdo ocorreu de

forma branda e controlada.
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Figura 21: Perfis de conversdo ao longo do tempo a reacdo de copolimerizacdo do acido metacrilico e
metacrilato de metila contendo 6leo essencial de Calendula officinalis com diferentes concentragfes de
iniciador e perfis de temperatura.

Morfologia e distribui¢do de tamanho

As imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) apresentadas na Figura 22
revelam a obtencao de capsulas com morfologia esférica e estreitas distribuicbes de tamanho.
De acordo com os histogramas apresentados na Figura 23, foram obtidas duas popula¢des de
capsulas, a primeira populacdo de microcapsulas com diametro médio igual a 10 ym e a

segunda populagéo de nanocapsulas com diametro médio de 113 nm.
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Figura 22: Imagens de Microscopia eletrdnica de varredura do AM/MMA_C.O.(3) em (a) capsulas com
diametro médio de 10 um e em (b) capsulas com didmetro médio de 113 nm .
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Figura 23 : Histograma mostrando a distribuicdo de tamanho de particulas do copolimero a base de acido
metacrilico e metacrilato de metila contendo 6leo essencial de Calendula officinalis — AM/IMMA_C.O.(3) —
em (a) Diametro médio de 10 ym e (b) Diametro médio de 113 nm.

Determinacdo da temperatura de transicdo vitrea por calorimetria
diferencial de varredura (DSC)

As temperaturas de transi¢cdo vitrea (T,) dos copolimeros de AM/MMA foram
determinadas por DSC e o copolimero sem o OE apresentou T igual a 148 °C. Na literatura a
temperatura de transi¢do vitrea dos homopolimeros de acido metacrilico (PAM) e metacrilato
de metila (PMMAA) s&o respectivamente 228 °C e 120 °C.° Com base nestas informacdes é
possivel estimar a composi¢éo do copolimero a partir da equacao de Fox (Equacao 5) .

1 l-a «a

= +— Equacéo 5
Tgl,z Tgl ng q ¢

Onde Tg1,, Tg € Ty, correspondem as temperaturas de transi¢éo vitrea do copolimero
AM/MMA e dos homopolimeros PMMA e PAM respectivamente. De acordo com a equacao, a
fracdo massica de acido metacrilico no copolimero (a) corresponde a 0,39. O valor difere da
composicao tedrica, baseada nas massas dos mondmeros na alimentagdo (Ver tabela 7), no
entanto, considerando que a conversdo da reacdo ndo foi total e que o &cido metacrilico

apresenta maior razéo de reatividade que o matecrilato de metila, o resultado é aceitavel.
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O copolimero contendo OE — AM/MMA.C.O.(3) — apresentou T, igual a 137 °C, uma
diferenca de 10 °C entre os dois materiais, 0 que sugere que o OE age como um plastificante,

aumentando a mobilidade das cadeias poliméricas e reduzindo a T4 do copolimero.

Avaliacdo da estabilidade térmica por termogravimetria

A andlise termogravimétrica pode ser utilizada para avaliar a estabilidade térmica do
material polimérico, uma vez que, essa técnica monitora a perda de massa do material em
funcdo da variacio da temperatura. Na Figura 24 s&8o apresentadas as curvas
termogravimétricas dos copolimeros AM/MMA(a) e AM/IMMA_C.O.(3).
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Figura 24: Curvas termogravimétricas dos copolimeros a base de acido metacrilico e metacrilato de metila
com e sem 6leo essencial de Calendula officinalis AM/IMMA_C.O.(3) e AM/MMA(a)

No inicio da andlise, na faixa de temperatura entre 25 °C e 100 °C, é observada uma
perda de massa para ambos 0s materiais de aproximadamente 5%, referente a perda de agua
livre na amostra. A partir de 120 °C, sdo observados estagios de perda de massa diferentes
para os dois materiais.

O copolimero AM/MMA(a) apresenta uma perda me massa de aproximadamente 12%
entre 120 °C e 210 °C. Mansur et al.'® observaram perdas de massa semelhantes para os
copolimeros de 4&cido metacrilico/metacrilato de metila estudados pelo grupo. Os
pesquisadores associaram o que foi observado a perda de agua e metanol produzidos em
reacgOes entre as cadeias poliméricas. O copolimero apresenta também outros dois estagios de
perda de massa, um entre 210°C e 360°C e o outro entre 360 °C e 460 °C, sendo 0 primeiro
relacionado & perda de cadeias de baixa massa molar e insaturadas e o segundo referente a
degradacéo da cadeia polimérica.

O copolimero AM/MMA_C.0O.(3) ndo apresenta uma perda de massa acentuada na
faixa de temperatura entre 120 °C e 210 °C, como o outro copolimero, mas é observada uma
perda de massa de aproximadamente 22% na faixa de temperatura entre 120 e 340 °C ,
relacionada a degradacdo de cadeias de baixa massa molar e insaturadas. Nao foi observada
uma variagao significativa na temperatura de degrada¢do da cadeia polimérica entre os dois

copolimeros analisados.™
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Espectroscopia UV/Vis do 6leo de Calendula officinalis

ApOs a reacao de polimerizagédo, a fim de avaliar a eficiéncia do encapsulamento, uma
amostra de 1 mL do material encapsulado foi colocado em 3 mL de hexano. Apds 24 horas, 0
hexano foi separado do polimero e analisado por espectroscopia de UV/Vis, cujo espectro é

apresentado na Figura 25.
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Figura 25: Espectro de UV/Vis do 6leo esséncial de Calendulas officinalis e da aliquota retirado do
material encapsulado.

No espectro do OE é observado um pico entre os comprimentos de onda 390 e 505
nm. Este sinal é caracteristico dos compostos carotenoides presentes no OE estudado. Apds a
reacdo de polimerizacdo, foi observado o desaparecimento deste sinal no espectro, indicando,
a principio, 100% de eficiéncia do processo de encapsulamento.

No entanto, para confirmar se o desaparecimento do sinal estava mesmo relacionado
ao processo de encapsulamento, foi realizado um experimento sem os monémeros, contendo
apenas agua, iniciador (PBO), agente de suspensédo (PVA) e o OE. A reacao foi acompanhada
por espectroscopia de UV/Vis durante 4 horas. Os espectros obtidos sdo mostrados na Figura
26.
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Figura 26: Espectro de UV/Vis das aliquotas tiradas a cada 30 min da reacdo do 6leo esséncial de
Calendula officinalis com peréxido de benzoila.
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Foi observado que no decorrer da reacdo, o sinal referente aos carotenoides
desapareceu, indicando que o resultado apresentado na Figura 25 ndo era referente ao
encapsulamento, mas a oxidacéo dos desses compostos ao longo da reacdo. Sendo assim, a
espectroscopia de UV/Vis ndo foi uma técnica adequada para avaliar a eficiéncia do processo
de encapsulamento.

IV.3.2 - Reacgbes de polimerizacdo com Oleo essencial de

Romarinus officinalis
Nesta etapa do trabalho, foi realizado o encapsulamento do OE de Romarinus

officinalis via copolimerizacdo e terpolimerizacdos dos mondmeros &cido metacrilico,
metacrilato de metila e estireno em processo de polimerizacdo em suspensédo, utilizando as

composicdes apresentadas na Tabela 7, codigos de entrada de 9 a 24.

Conversao

O procedimento experimental para obtencdo das nanocapsulas do OE de R. officinalis
foi planejado a partir dos dados obtidos das reagbes de encapsulamento do OE de C.
officinalis, apresentados na sec¢éo 1V.4.1. Dessa forma, para as reacdes de copolimerizacao foi
usada uma propor¢cdo em massa de 70% de metacrilato de metila e 30% de acido metacrilico,
5% em massa do iniciador PBO e 2% de OE. O perfil de temperatura do sistema reacional foi
variado da mesma forma, 75 °C nos primeiros 60 minutos de reacdo e 85 °C pelos 180 minutos
restantes, totalizando 240 min de reacéo.

Os resultados iniciais — AM/MMA_R.O., AM/MMA_R.O.(1), AM/MMA_R.0.(2) -
apresentaram instabilidade do meio reacional, com a formag¢do de aglomerados dentro do
reator, o que dificultou a amostragem durante a polimerizacéo.

Em sistemas de polimerizacdo em suspenséao, a instabilidade do meio é indesejavel,
pois leva a formacédo de aglomerados, que depositam nas paredes do reator, dificultando a
troca de calor durante o processo de polimerizacdo que, consequente, dificulta o controle de
temperatura.

Por ser um mondmero mais hidrofilico o acido metacrilico influencia a estabilidade da
suspensao. Por esse motivo, para essas reacdes de polimerizacdo, a concentragdo do agente
de suspenséo (PVA) foi reduzida em 25% em relacao a inicial, sendo dessa forma, observada
uma melhora na estabilidade do meio reacional, sem a formac¢&o de aglomerados no reator.

Na Figura 27 sdo mostradas as curvas de conversdo dos copolimeros AM/MMA(a) e
AM/MMA_R.O.(3a), em que é possivel observar uma diferenca nas conversdes dos dois
materiais nos minutos iniciais das rea¢fes. O material que contem OE tem uma conversao
menor nos 80 minutos iniciais, 0 que pode ser explicado devido & auto-oxida¢éo do y-terpineno
e a-pineno presentes no 6leo essencial de Romarinus officinalis. Estes compostos reagem com
os radicais do iniciador, peroxido de benzoila, presentes no meio reacional reduzindo a taxa de

polimerizacao.

63



Capitulo IV: Encapsulamento dos d6leos essenciais

100 3
e f
| | 2 .
80
g\i 60
o
u(T
e H 9
(D) .
g 40
g n
(@)
20 u
B AM/MMA(a)
mm ° ® AM/MMA_R.O.(3a)
o ©
12 e
0 T T T

T T T T
0 30 60 920 120 150 180 210 240

Tempo (min)

Figura 27: Perfis de conversédo ao longo do tempo das reagdes do copolimerizagdo utilizando acido
metacrilico e metacrilato de metila.

A fim de avaliar as propriedades do material com o uso de diferentes monémeros o
acido metacrilico foi substituido pelo estireno e um novo copolimero foi sintetizado e a curva de
conversdo é apresentada na Figura 28.
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Figura 28: Perfil de converséo ao longo do tempo da reagdo de copolimerizagdo do metacrilato de metila
e estireno contendo 6leo essencial de Romarinus officinalis.

Mantendo o procedimento experimental anterior, o sistema se manteve instavel com a
formacao de aglomerados no reator. Uma vez que o estireno € um monémero menos hidrofilico
gue o acido metacrilico, observou-se a necessidade aumentar a concentra¢éo de PVA em 25%
para tentar estabilizar a suspensdo. No entanto, a tentativa de aumentar a concentracdo de
PVA néo teve éxito, ainda sendo observada a formacéo de aglomerados.

Para melhorar a estabilidade o meio, adicionou-se entdo &cido metacrilico a
composicao, sendo assim obtido um terpolimero com as fragdes em massa de mondmeros na
alimentacéo de 70% de metacrilato de metila, 25% de estireno e 5% de acido metacrilico. Essa
foi a composicdo mais estavel para esse sistema. Todavia, foi observada a formacdo de

particulas poliméricas maiores, que dificultou a amostragem do material a partir de 120 minutos
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de reacdo, sendo observada na curva de conversao apresentada na Figura 29, uma
irregularidade dos pontos a partir de 120 minutos. A curva de conversdo do terpolimero, bem

como a curva de conversdo do copolimero, mostra a influéncia do OE na conversdo nos
primeiros minutos de reacéao.
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Figura 29: Curva de conversdo ao longo do tempo de reagdo de terpolimerizacdo contendo acido
metacrilico, metacrilato de metila e estireno.

Morfologia e distribuicdo de tamanho

Na Figura 30 sdo apresentadas as imagens de MEV dos materiais poliméricos
AM/MMA_R.O.(3a), AM/IMMA(a), AM/MMA/Sty_R.O.(a) e AM/MMA/Sty(a), onde é possivel
observar a formacdo de particulas com morfologia esférica e com distribuicdo de tamanho
unimodal, como mostram os histogramas da Figura 31, com excecdo da amostra
AM/MMA/Sty(a), que apresenta didmetro médio de particula igual a 192 nm. Os diametros

médios destes materiais sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 : Dimametro médio de particulas dos materiais poliméricos.

Polimeros Diametro médio
AM/MMA_R.O.(3a) 2,4 uym 285 nm
AM/MMA (a) 3,5um 266 nm
AM/MMA/Sty_R.O.(a) 20 pm 150 nm
AM/MMA/Sty(a) 192 nm

Nas imagens de MEV dos materiais contendo estireno na composigéo, Figuras 30iii e
30iv, é possivel notar que a composicdo do material influéncia no tamanho das particulas
poliméricas. O material AM/MMA/Sty_R.O.(a) didametros médios diferentes dos copolimeros
Acido Metacrilico/Metacrilato de Metila (Tabela 8).

O material AM/MMA/Sty(a), terpolimero que ndo contem OE de R. officinalis,
observamos na Figura 30iv a formacédo de aglomerados com morfologia irregular. No entanto,

ao observar o material com maior aproximacéo, observa-se que estes aglomerados s&o
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formados de particulas esféricas e distribuicdo de tamanho larga, em que o diametro varia
entre 50 e 900 nm.

Figura 30: Imagens de microscopia eletrdnica de varredura dos polimeros (i) AM/MMA_R.O.(3a), (i)
AM/MMA(a), (iii) AM/MMA/Sty_R.O.(a) e (iv) AM/MMA/Sty(a).
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Figura 31: Histogramas de distribuicdo de tamanho dos polimeros (ii) AM/IMMA_R.O.(3a), (ii) AM/MMA(a),

(iii) AM/MMA/Sty_R.O.(a) e (iv) AM/MMA/Sty(a).
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Determinacdo da temperatura de transicdo vitrea por calorimetria
diferencial de varredura (DSC)

As temperaturas de transi¢éo vitrea (T,) dos materiais foram determinadas por DSC e

sdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 : Temperatura de transigdo vitrea dos polimeros

Polimero MMA (%) AM (%) Sty (%) T4 (°C)
AM/MMA(a) 70 30 0 148
AM/MMA_R.O.(33a) 70 30 0 135
AM/MMA/Sty(a) 70 5 25 103
AM/MMA/Sty_R.O.(a) 70 5 25 90

Foi observado que os polimeros contendo maior concentracdo de acido metacrilico
apresentaram maiores Tg, este efeito esta relacionado a natureza quimica dos mondémeros
utilizados. A T4 de um material polimérico depende, entre outros fatores, da forga de interagéo
entre as cadeias, quanto maior a forga de interagéo maior a T4 do material.

O acido metacrilico apresenta na sua estrutura quimica (Figura 32) grupo hidroxila que
promove a interacdo entre as cadeias poliméricas através de liga¢des de hidrogénio, interacdes
fortes que aumentam a T, do polimero.

~

) OH

Metacrilato de metila Acido metacrilico Estireno

Figura 32: Estruturas quimicas do metacrilato de metia, &cido metacrilico e estireno.

Analisando os valores de T4 apresentados na Tabela 9 é observada a diminuigéo da
temperatura de transicdo vitrea dos materiais devido a adicdo do OE. Além da natureza
quimica dos monémeros, a Ty também é influenciada pela massa molar do polimero. Materiais
com baixa massa molar apresentam cadeias poliméricas com maior mobilidade, por essa
razéo, a diminuicdo da massa molar resulta na diminuicdo da T4 A despeito disso, efeitos
composicionais tendem a ser mais importantes em copolimeros, além da acao plastificante do
OE, que tende a ser preponderante.

A massa molar destes polimeros foi determinada por cromatografia de permeacdo em
gel (GPC) e a distribuicdo de massa molar dos materiais é apresentada na Figura 33 e os
valores de massa molar média em massa (M,), massa molar média em namero (M,) e
dispersdo de massa molar (By) sdo apresentados na Tabela 10. N&do foram observadas

variacBes significativas na distribuicio de massa molar e no tamanho médio das cadeis
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poliméricas entre os polimeros sintetizados com e sem OE, indicando que o crescimento das
cadeias poliméricas nédo é influenciado pela presenca do OE. No entanto, como a temperatura
de transicdo vitrea é alterada, entende-se que o OE atua como plastificante, aumentando a

mobilidade das cadeias poliméricas e reduzindo a Tj,.
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Figura 33: Distribuicdo de massa molar da fragdo sollvel dos copolimeros a base de acido metacrilico e
metacrilato de metila com e sem Oleo essencial de Romarinus officinalis e dos terpolimeros &cido
metacrilico, metacrilato de metila e estireno com e sem 6leo essencial de Romarinus Officinalis.

Tabela 10 : Distribuicdo de massa molar dos materiais poliméricos.

Polimero M, (kg-Mol™) My (kg-Mol™) B
AM/MMA(a) 61 188 3,0
AM/MMA_R.O.(3a) 52 134 2,5
AM/MMA/Sty(a) 30 61 2,0
AM/MMA/Sty_R.O.(a) 29 57 1,9

Avaliacdo da estabilidade térmica por termogravimetria

A estabilidade térmica dos materiais foi determinado por analise de termogravimetria e,
na Figura 34, sdo apresentadas as curvas termogravimétricas dos polimeros AM/MMA(a),
AM/MMA_R.O.(3a), AM/MMA/Sty(a) e AM/IMMA/Sty R.O.(a), em que € possivel observar que
a adicao do OE nao altera significativamente a estabilidade térmica do polimero.

Os copolimeros AM/MMA(a) e AM/MMA_R.O.(3a) apresentam quatro estagios de
perda de massa. Na faixa de temperatura entre 25 °C e 100 °C é observada a perda de massa
da agua residual na amostra. Entre 120 °C e 210 °C a perda de massa observada esta
associada a perda de 4gua e metanol produzidos por reagdes entre as cadeias poliméricas.™®

Mansur et al.'® afirmam gue essas reacgdes ocorrem devido a presenca de grupos
acidos na cadeia polimérica e os resultados obtidos pelo grupo mostram que quanto maior a

guantidade de grupos acidos na cadeia polimérica maior é a perda de massa observada nessa
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faixa de temperatura, o que pode justificar os terpolimeros de AM/MMA/Sty ndo apresentarem
uma perda acentuada nessa faixa de temperaturas.

Os copolimeros apresentam ainda uma perda de massa entre 210°C e 360°C,
associada a degradacdo de cadeias insaturadas e de baixa massa molar e uma Ultima perda
entre 360 °C e 460 °C referente a degradacéo da cadeia polimérica.

Os terpolimeros AM/E/MMA(a) e AM/E/MMA _R.O.(a) apresentam dois estagios de
perda de massa, o primeiro entre 120 °C e 300 °C associada a perda de cadeias insaturadas e
0 segundo entre 300 °C e 450 °C associada a degradagédo da cadeia polimérica.
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Figura 34: Curvas termogravimétricas dos copolimeros a base de acido metacrilico e metacrilato de metila
com e sem O6leo essencial de Romarinus officinalis e dos terpolimeros a base de acido metacrilico,
metacrilato de metila e estireno com e sem 6leo essencial de Romarinus officinalis.

Determinagao de eficiéncia do encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento do OE foi determinada por andlise quantitativa por
cromatografia gasosa. A quantidade de 6leo ndo encapsulado foi determinada baseada na area
dos sinais dos cromatogramas referentes aos dois compostos majoritarios do OE: 1,8-cineol e
canfora.

Os resultados obtidos sugerem que a composi¢do do polimero influencia na eficiéncia
de encapsulamento, uma vez que, o terpolimero contendo AM/MMA/Sty apresentou maior
eficiéncia de encapsulamento do que o copolimeros contendo AM/MMA. Para o terpolimero, a
eficiéncia de encapsulamento foi de 92% para cénfora e 95% para 1,8-cineol. Para o
copolimero, foi observada uma eficiéncia de 84% para canfora e 91% para 1,8-cineol.

A eficiéncia de encapsulamento pode estar ligada a diferenca de hidrofilicidade dos
mondémeros usados. Como discutido anteriormente, o estireno € um monOmero mais
hidrofébico que o acido metacrilico e o metacrilato de metila, assim, quando o estireno é
adicionado a composicao, a solubilidade do OE nas gotas de monémero aumenta. Como na
polimerizacdo em suspenséo a reacdo ocorre no interior das gotas, o aumento da solubilidade

do OE resulta na no aumento da eficiéncia de encapsulamento.
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Avaliacdo da atividade antifungica dos polimeros

A atividade antifungica dos polimeros obtidos foi avaliada pela técnica de microdilui¢éo,
a mesma metodologia utilizada para avaliar a atividade do OE. Na tabela 11 sdo apresentados
os valores de CIM e CFM obtidos para os fungos C. albicans, C. glabrata e C.parapsilosis. Foi
observado que o fungo C. parapsilosis apresentou maior sensibilidade aos materiais

poliméricos que os demais fungos testados.

Tabela 11 : Resultados dos testes de atividade antigingica dos polimeros obtidos.

Candida albicans Candida glabrata Candida parapsilosis
ATCC SC5324 ATCC 2001 ATCC 22019

CIM (%) CFM (%) CIM (%) CFM (%) CIM (%) CFM (%)
AM/MMA(a) 0,03 0,06 0,06 0,13 <0,03 0,03
AM/MMA_R.O.(3a) 0,03 0,06 0,06 0,13 <0,03 0,03
AM/MMA/Sty (a) 0,25 0,50 0,13 0,25 0,06 0,13
AM/MMA/Sty_R.O.(a) 0,13 0,25 0,13 0,25 0,03 0,06
Oleo essencial 0,25 0,50 0,25 0,50 0,50 1,00

Os copolimeros a base de acido metacrilico e metacrilato de metila apresentaram
maior atividade que os terpolimeros. Mesmo os polimeros sem o OE apresentaram atividade
antifiingica, indicando que além do OE ha algum outro componente na formulacdo do polimero
gque apresenta tal atividade.

Para facilitar a formacao da suspensao 6leo-agua é adicionado ao meio Tween 80, um
tensioativos que auxilia na forma¢&o da suspenséo. Griffin et al. observaram que os resultados
dos testes em microdiluicdo s&o influenciados pela concentracdo de Tween utilizado. Ao
aumentar a concentracdo de Tween verificaram CIM e CFM menores.**

O Tween é um tensioativo que pode interagir com as membranas das células flngicas,
o PVA é um agente se suspensao utilizado nas reacdes de polimerizagao e ndo é retirado ao
final do processo, a presenca deste material no polimero poderia estar influenciando os
resultados de atividade antifingica justificando os valores de CIM e CFM encontrados mesmo
para os polimeros sem o OE.

Outro fator que poderia estar influenciando os resultados, é a presenca de PBO
residual no polimero, este composto tem agdo antimicrobiana, sendo utilizado na inddstria
farmacéutica na formulagdo de medicamentos no tratamento de acne.****

Por esta razéo, foi realizado um teste de identificacdo de peréxido, utilizando iodeto de
potassio como indicador, com o objetivo de verificar a presenca de peroxido nos materiais
poliméricos estudados. Os ions de iodeto sdo incolores em solugédo aquosa, mas na presenca
de peréxidos oxidam formando iodo molecular, que apresenta uma coloracdo amarelada,

reacdo apresentada no Esquema 3.
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C14H1004 +21-+2H+ _> 12+2C7H502'
Esquema 3
incolor amarelo
Como € possivel observar na Figura 35, o0os materiais poliméricos testados

apresentaram resultado positivo para presenca de perdxido, pois ao adicionar a solucéo acida

contendo iodeto de potassio mudaram de cor (Figura 35b).

Figura 35 : Imagens do teste de identificacdo de perdxido (a) materiais antes da adi¢do da solucédo 4cida
de iodeto de potassio e (b) materiais ap6és a adicdo da solugdo acida de iodeto de potassio. (1)
AM/MMA_R.O.(3a); (2) AM/IMMA(a); (3) AM/MMA/Sty_R.0.(a); (4) AM/IMMA/Sty (a) (5) Oleo essencial de
Romarinus officinalis apos a reacéo de oxidacéo; (6) agua destilada.

Para certificar que a mudancga de cor observada no teste de identificacdo de perdxido
era devido a presenca de peroxido de benzoila, foi determinado o indice de peréxido durante a
reacdo de polimerizacéo do terpolimero de AM/MMA/Sty.

As aliquotas retiradas ao longo da reacéo foram tituladas com uma solugéo 0,01 N de

tiossulfato de sédio (Na,S,03) e em seguida o indice de perdxido foi calculado pela Equacéo 6.

. . (A—B)xN xf x 1000 ~
Indice de peréxido = o Equacéo 6

Onde:

A = volume da solucéo de Na,S,0; gasto na titulacéo

B = volume da solucdo de Na,S,0; gasto na titulacdo do branco
N = normalidade da solu¢éo de Na,S,0;

f = fator de correcdo da solugédo de Na,S,03

M = massa da amostra
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Na Figura 36 é possivel observar a variacdo do indice de peréxido ao longo da reacéo.
Como era esperado, o indice € maior no inicio da reacdo, quando o iniciador comeca a ser
consumido para a formacao dos radicais primarios. Ao logo da reacédo o iniciador é consumido
e o indice de peréxido decai. No entanto, mesmo ao final da reacdo, ap6és 240 minutos, é
observada a presenca de peréxido no material, que pode estar influenciando o resultado de

atividade fungicida dos polimeros avaliados.
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Figura 36: Curva de indice de perdxido em fungéo do tempo de reacgéo do termpolimero a base de acido
metacrilico, metacrilato de metila e estireno.

No entato, na Figura 37, comparando as placas de cultura do fungo C. albicans tratadas
com a mesma concentragdo de OE de R. oficinalis (Figura 37a), terpolimero a base de
AM/MMA/Sty (Figura 78b) e OE encapsulado pelo terpolimero a base de AM/MMA/Sty (Figura
37 c) é possivel observar a diferenca no crescimento do fungo, evidenciando que o material
encapsulado apresenta melhor atividade antifingica em relacdo aos demais. Quando o

material encapsulado foi utilizado, ndo foi observado o crescimento dos fungos.

Figura 37: Placas de cultura do fungo Candida albicans tratadas com 0,25% de (a) 6leo essencial de
Romarinus officinalis,(b) terpolimero a base de acido metacrilico, metacrilato de metila e estireno (c) 6leo
essencial de Romarinus officinalis encapsulado pelo terpolimero a base de acido metacrilico, metacrilato
de metila e estireno.
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Avaliagcdo da citotoxicidade dos polimeros

Para aplicacdo destes materiais na formulacdo de cosméticos é importante avaliar a
toxicidade dos polimeros para células eucariéticas, dessa forma, foram realizados ensaios in
vitro para determinacdo da viabilidade celular para linhagens fibroblasto e queratinocitos
humanos (FIBRO e HaCat) para os materiais AM/MMA_R.O.(3a); AM/MMA(a); AM/MMA/Sty_R.O.(a)
e AM/MMA/Sty (a).

Com base nos dados obtidos e apresentados na Figura 38, ndo foi observada uma
significativa redugdo da viabilidade celular para a linhagem de fibroblasto ap6s 24 h de
exposicdo (p<0,05), quando comparadas com o0 controle, exceto para a amostra
AM/MMA_R.O.(3a), nas concentra¢ées 0,01 e 0,5 mg-mL'l, e a amostra AM/MMA/Sty (a),. em todas

as concentragdes, apresentando diminui¢éo da viabilidade celular de quase 50%.

Sk - B 001 mg/mL
o 0,05 mg/mL
3 e 0,1 mg/mL
8 0,25 mg/mL
3 B 0,5mg/mL
3

3

S

Tratamento

Figura 38 : Avaliacdo da atividade citotoxica dos materiais AM/MMA_R.O.(3a); AM/MMA(a);
AM/MMA/Sty R.O.(a) e AM/MMA/Sty (a) em células de fibroblasto humano (FIBRO) apés 24h de
exposicdo nas concentragdes de 0,01 mg'-mL?, 0,05 mg-mL™, 0,1 mg:mL™, 0,25 mgmL™ e 0,5 mg-mL™
(p<0,05).

Os resultados obtidos para a linhagem de HaCat, um queratinocito normal, sao
apresentados na Figura 39. Esta linhagem celular foi inserida no contexto deste estudo com o
intuito comparativo com a linhagem anterior para avaliar toxicidade, uma vez que, a analise
associada dos resultados corrobora para a avaliagcdo mais detalhada de citotoxicidade em

ensaio in vitro .
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n
$

3

Il 0.01 mg/mL
0,05 mg/mL
M 0,1 mg/mL
0,25 mg/mL
Bl 0.5 mg/mL

Viabilidade celular (%)
g 8

Tratamento

Figura 39 : Avaliacdo da atividade citotoxica dos materiais AM/MMA_R.O.(3a); AM/MMA(a);
AM/MMA/Sty_R.O.(a) e AM/MMA/Sty (a) em células de queratinécitos (HaCat) apds 24h de exposicédo
0,01 mg-mL™, 0,05 mg'mL™, 0,1 mg:-mL™, 0,25 mg-mL™ e 0,5 mg-mL™ (p<0,05).

Apbés 24 horas de exposicdo, foi possivel observar diminuicdo significativa da
viabilidade celular entre 10 e 20 % em comparacdo com o controle (p<0,05). Entretanto, essa
diminui¢do ndo é considerada biologicamente relevante, podendo considerar que as amostras
AM/MMA_R.O.(3a); AM/MMA(a) e AM/IMMA/Sty_R.O.(a), para concentra¢des acima de 0,05 mg-mL'l, nao
apresentam citotoxicidade. No entanto, a amostra AM/MMA/Sty (a) apresentou uma viabilidade

celular diminuida de 20 a 30% nas trés primeiras concentra¢des analisadas.

Diante dos resultados obtidos com o estudo, é possivel considerar que as amostras
nao apresentam toxicidade representativa para células ndo tumorais, sendo consideradas
como materiais potenciais a serem utilizadas associadas a outras substancias sem dano ao
organismo humano.

Apenas a amostra AM/MMA/Sty (a) apresentou relevante citotoxicidade, que pode estar
associada a presenca de estireno residual, tendo em vista que a conversao deste material ndo
foi total. O estireno ainda presente na amostra corrobora para a toxicidade significativa, pois
ensaios realizados por outros grupos evidenciam a toxicidade do estireno. Em estudos in vivo
foi observado que a exposi¢do por via inalatéria é capaz de degeneracdo ou alteragbes em

6rgdos como o figado.™ ** %

IV. 4 — Conclusao
Por apresentar propriedades antioxidante e anti-inflamatéria o OE de C. officinalis

desperta grande interesse da industria de cosméticos para a formulacdo de cremes, sabonetes,
entre outros. No entanto, foi observado que este OE é oxidado durante a reacdo de
polimerizacdo devido a presenca de radicais no meio reacional. Dessa forma, o método de
polimerizacdo em suspens&o iniciada por um iniciador radicalar ndo é o método mais adequado
para encapsulamento do OE de C. officinalis, pois ao final da reacéo OE perde as propriedades

de maior interesse para a industria.
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Considerando a perda das propriedades do OE de C. officinalis e que o OE de R.
officinalis apresentou CIM e CFM inferiores ao obtidos para o primeiro OE, optou-se por ndo
dar continuidade aos estudos de encapsulamento do C. officinalis.

A concentracdo de agente de suspensdo, PVA, necessaria para estabilizar a
suspensao depende da solubilidade dos mon6meros em agua. Quando a concentracdo de
acido metacrilico, monémero hidrofilico, na composicao do polimero foi maior, a concentragao
de PVA necessaria para estabilizar foi menor. Ao adicionar estireno, foi necessario aumentar a
concentracdo de PVA.

A adicdo do OE nao tem influéncia na massa molar e nem na estabilidade térmica dos
polimeros, apenas na temperatura de transigdo vitrea. Quando o OE é utilizado a diminuigao
da T4 € observada, efeito que sugere que o OE atua como plastificante.

O encapsulamento via polimerizacdo em suspensao apresenta eficiéncia acima de 80%
e o0s resultados mostram que a natureza dos mondmeros influencia na eficiéncia de
encapsulamento. Quando é adicionado estireno a composic¢do, a eficiéncia de encapsulamento
aumenta.

Os resultados da avaliagdo da atividade antifungica revelam que os materiais testados
apresentam atividade antifingica, mesmo os polimeros que ndo contém OE. No entanto, as
imagens das placas de crescimentos do fungo C. albicans sugerem que o material
encapsulado apresenta atividade antifingica maior que os materiais nao encapsulado.

Os resultados da avaliacdo de citotoxicidade indicam que, com excecdo do material
AM/MMA/Sty (a), os demais materiais ndo apresentam toxicidade significativa para células ndo
tumorais de fibroblasto e queratinocitos. A citotoxicidade apresentada pelo material
AM/MMA/Sty (a) pode estar associada a presenca de estireno residual resultante da

converscao incompleta da reagéo de polimerizagéo.
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Capitulo V: Latex com elevado teor de solido

V.1 - Introducéo
O termo latex é usado neste trabalho para se referir a uma dispersdo homogénea

estavel de particulas polimérica de tamanho submicron em uma fase continua aquosa obtida
via polimerizacdo em emulsdo. A polimerizacdo em emulsdo apresenta algumas vantagens tais
como: controle do tamanho de particula, obtencdo de polimero com elevada massa molar,
elevada conversédo e, portanto, baixo teor de monémero residual e, por utilizar a agua como
fase continua (meio reacional ndo toxico), facilita a troca de calor durante a reacao de
polimerizacdo. Por isso, a polimerizacdo em emulsdo € a mais usada para a producdo de
materiais de revestimento como tintas e esmaltes.

Para estas aplicacdes, o aumento do teor de sélidos apresenta algumas vantagens
como a diminuicdo de tempo de secagem e aumento da qualidade do filme, e na indUstria ha
um ganho na producéo e reducéo de custos com transporte e estocagem do material.

Porém, a viscosidade de um latex aumenta com o aumento do teor de sélidos e, para
materiais de revestimento, a alta viscosidade além de dificultar a aplica¢cdo do material também
dificulta a homogeneizacdo do meio reacional no reator durante a sintese e o transporte do
latex do reator para outras partes da planta.

O teor de sélido maximo de um latex depende da geometria de empacotamento das
particulas e se limita entre 64% para a geometria de empacotamento fechado aleatoério e 74%
para a geometria clbico de face centrada. Para particulas monodispersas a geometria de
empacotamento independe do didmetro de particula, porém, o didmetro de particula influencia
na viscosidade do latex.

A distancia entre as particulas diminui com o aumento do teor e soélido e, por
consequéncia, a forca de atragdo entre as particulas aumenta resultando no aumento da
viscosidade. A forca de atracdo entre as particulas depende da espessura da dupla camada
eletrdnica que envolve a superficie das particulas, a espessura da camada ndo depende do
diametro de particula, mas tem maior impacto nas particulas pequenas. Por esse motivo, a
diminui¢&o do tamanho de particula provoca o aumento da viscosidade.

Sendo assim, este capitulo foca na sintese de latices monomodais para aplicacao
como material de revestimento que devem apresentar como caracteristicas: teor de solido
préximo de 60%, didmetro médio de particula préximo de 300 nm e viscosidade abaixo de 1,5
Pa.s a uma taxa de cisalhamento de 20 s™.

Os latices serdo obtidos via polimerizacdo em emulsdo em processo batelada e semi-
batelada. Inicialmente em modo batelada serdo obtidos latices com teor de sélido de 10 e 20%
que serdo utilizados como carga inicial do reator. Em seguida, a fim de se evitar a nucleacéo

homogénea, os latices serdo concentrados até atingirem o teor de sélido de interesse.
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V.2 — Materiais e métodos

V.2.1- Reagentes utilizados
Para a sintese dos latices foram utilizados os seguintes reagentes: metacrilato de

metila (MMA, Aldrich, 99%), acido acrilico (AA, Acros, 99.5%), estireno (Sty, Acros, 99%),
sulfato de sodio (Na,SO,, Aldrich, 99%), tensioativo anidnico (TA, Disponil FES3IS: acido graxo
ethoxylato com grupo sulfonato), tensioativo nao-ibnico (TN, Disponil A3065: acido graxo
ethoxylato com grupo &lcool), persulfato de amdnio (APS, Aldrich, 98%) como iniciador e agua

destilada.

V.2.2 — Método
Modo batelada

Para a sintese dos latices em modo batelada foi usado um reator de vidro encamisado
de 1 litro. Ao reator foram adicionados &gua, TA (Disponil FES32), TN (Disponil A3065) e os
mondmeros nas quantidades apresentadas na Tabela 12. A mistura foi entdo aquecida e apos
homogeneizacéo e desoxigena¢éo por borbulhamento de nitrogénio durante 30 min, a solugao
de iniciador foi adicionada ao meio dando inicio a reacdo de polimerizacdo. O sistema foi
mantido sob agitacdo de 200 rpm e aquecimento durante 150 min. Ao longo do tempo de

reacao foram retiradas aliquotas para avaliar a conversao e o tamanho de particula em fungéo

do tempo.
Tabela 12: Condi¢des experimentais das reac¢des de polimerizagdo em batelada.
Mondmeros (g) Surfactantes (g) APS  NawSO Tep_r de Temperatura
Ensaio MMA Sty AA  TA* TN solido

Massa (9) (%) °C)
Batelada 3 15,46 13,90 1,54 0,28 0,20 0,31 1,07 5 70
Batelada 4 15,49 14,10 1,54 0,19 0,20 0,31 1,06 5 70
Batelada 7 15,49 1390 1,55 0,19 0,20 0,15 2,12 5 70
Batelada 8 1549 13,90 1,56 0,19 0,20 0,15 1,07 5 70
Batelada9 29,27 26,49 - 0,34 0,36 0,28 - 10 70
Batelada 11 29,17 26,44 - 0,33 0,37 0,56 - 10 70
Batelada 12 29,28 26,40 - 0,17 0,36 0,56 - 10 80
Batelada 13 29,24 26,45 - 0,00 0,36 0,56 - 10 80
Batelada 14 29,38 26,55 - 0,08 0,36 0,56 - 10 80
Batelada 16 85,31 77,17 - 0,14 2,06 1,63 - 20 80
Batelada 17 85,31 77,18 - 0,14 2,07 1,63 - 20 80
Batelada 18 85,59 77,22 - 0,12 2,06 1,63 - 20 80
Batelada 19 85,33 77,22 - 0,28 4,13 1,63 - 20 80

*Massa ativa de tensioativos.
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Modo semi-batelada
Para a sintese dos latices em modo semi-batelada foi usado um reator de vidro

encamisado de 1 litro. Ao reator foi adicionado como carga inicial o latex obtido na etapa em
batelada, em seguida, com o auxilio de duas bombas seringas, foram adicionadas ao reator
uma solugdo de APS e uma pré-emulsdo contendo uma mistura de agua, TA, TN e os
monbmeros estireno e metacrilato de metila. A composicao utilizada em cada experimento é
apresentada nas Tabelas 13 e 14.

Ao longo da reagdo foram retiradas aliquotas para avaliar a evolugdo da converséo,
teor de sdlidos, viscosidade e o tamanho de particula em fun¢éo do tempo.

Tabela 13: Receitas das rea¢cbes de polimerizagdo em semi-batelada utilizando como carga inicial do
reator os latices Batelada 16 e Batelada 17.

Bl7expl Bl7exp2 B17exp3 B17 exp4 Bl6expl Bl16exp2

Batelada
Latex B17 B17 B17 B17 B16 B16
Miatex (9) 200 200 200 200 200 160

Semi-batelada

Composicédo da pré-emulséo

Agua 113,16 113,30 112,99 112,92 112,95 112,97

MMA 188,47 188,48 188,47 188,47 188,47 188,48

E 170,19 170,19 170,19 170,18 170,13 170,21
TA* 0,72 1,43 2,15 2,76 3,23 3,05
TN* 6,44 571 5,01 4,37 7,58 7,55

Fluxo de adi¢do da pré-emulséo (g/h)

0 a 30 min 17 46 59 37 60 61

30 a 90 min 62 60 54 62 78 77
90 a 150 min - 76 71 72 93 89
150 a 210 min - 111 138 135 175 177
210 a 270 min - - 172 144 160 159
Total adicionado 433 465 71 270 470 466

Solugéo de iniciador

Agua 17,45 17,41 17,54 17,66 19,38 19,16

APS 2,61 2,61 2,61 2,60 2,86 2,86

Fluxo de adi¢cédo da solucao de iniciador (g/h)

0 a 30 min 4 4 3 4 5 4

30 a 90 min 2 1 2 2 2 2
90 a 150 min - 2 2 2 2 2
150 a 210 min - 1 2 1 2 2
210 a 270 min - - 2 2 2 2
Total adicionado 8 9 4 6 10 12

* Massa ativa de tensioativos.

80



Capitulo V: Latex com elevado teor de sélido

Tabela 14: Receitas das reagbes de polimerizagdo em semi-batelada utilizando como carga inicial do
reator os latices Batelada 18 e Batelada 19.

B 18expl B18exp3 B18 exp4 B19 expl B19 exp2
Batelada
Latex B18 B18 B18 B19 B19
Miatex (9) 160 160 160 160 230
mn+ adicionada (g) - 1,37 1,30 - -
Semi-batelada
Composicédo da pré-emulséo
Agua (g) 90,43 113,01 203,44 171,69 114,51
MMA (9) 150,85 188,47 339,53 286,53 191,10
Sty (9) 136,17 170,19 306,35 258,85 172,63
TA* (g) 2,58 3,23 5,81 4,91 3,28
TN* (g) 6,00 7,56 13,56 11,47 7,66
mmn+ adicionada 180 min - - 0,98 - -
Fluxo de adi¢ao da pré-emulséo (g/h)
0 a 30 min 59 61 57 58 83
30 a 90 min 76 73 74 71 109
90 a 150 min 91 92 74 87 125
150 a 210 min 186 176 169 146 170
210 a 270 min - 70 134 - -
Total adicionado 383 412 478 350 446
Solugéo de iniciador
Agua (g) 19,41 19,25 23,22 24,04 24,22
APS (g) 2,86 2,86 3,58 3,59 3,59
Fluxo de adi¢c&o da solucéo de iniciador (g/h)
0 a 30 min 5 5 6 5 7
30 a 90 min 2 2 2 2 3
90 a 150 min 1 2 2 2 3
150 a 210 min 1 2 3 2 3
210 a 270 min 4 3 - -
Total adicionado 7 11 12 9 13

* Massa ativa de tensioativos.

V.3 — Resultados e discussdes

V.3.1 - Sintese de latices em modo batelada

O objetivo desta etapa é identificar os parametros experimentais adequados para

sintetizar latices com teor de sélidos entre 10 e 20% para compor a carga inicial do reator na

sintese de latices com elevado teor de sélidos em modo semi-batelada.
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Apébs as primeiras reacdes em batelada foi observada a formacdo de uma grande
guantidade de coagulos nas paredes do reator e sobre o impelidor, como pode ser observado
na Figura 40. Tal comportamento é indesejavel, pois o depdsito de material dificulta a troca de

calor no interior do reator alterando as propriedades do material final.

Figura 40: Imagem da &ncora de agitagdo mostrando o depdésito de cdagulos.

Em uma disperséo coloidal as particulas estéo sob influéncia de for¢as de atracéo e
repulsdo, que quando nao contrabalanceadas, podem causar a desestabilizagdo do latex, com
a formagdo dos coagulos. Para estabilizar um latéx sdo adicionados ao meio tensioativos que
por impedimento estéro (tensioativo ndo-idnico) ou eletrostatico (tensioativo aniénico) impedem
a floculagdo das particulas durante a polimerizagao.

Sendo assim, para obtencao dos latices foram utilizados os tensioativos TA (Disponil
FES32), TN (Disponil A3065), para indentificar qual seria a melhor composicéo de tensioativos,
dois experimentos testes formam realizados (Bateada 3 e Batelada 4). Foi observado que ao
variar a massa de TA o diametro médio das particulas também variou, 71 nm e 82 nm
respectivamente para os experimentos Batelada 3 e Batelada 4. No entanto, em ambos os
experimentos foi observado a formacdo de coagulos na parede do reator e no impelidor
indicando que o0 meio nao estava estavel.

Latices que contém mondmeros hidrosollveis como o acido acrilico sdo dificiceis de
estabilizar, pois favorecem nucleagcdo homogénea, resultando no crescimento de cadeias
poliméricas na fase aquosa até excederem o limite de solubilidade, quando precipitam dando
origem as particulas, normalmente de morfologia irregular.

A nucleacdo homogénea afeta a estabilidade da emulséo, pois as particulas formadas
na fase continua aumentam a &rea superficial, sendo necesséria uma concentracdo maior de
tensioativo para estabiliza-las, e se a concentracdo ndo for alterada, as particulas floculam
formando coagulos macroscopicos que incrustam na parede do reator.

A nucleac@o homogénea néo pode ser totalmente evitada, mas pode ser controlada de
algumas formas, como, por exemplo, pela variagdo da forca i6nica do meio, pela adicdo de um
sal na composicdo. Dessa forma, para avaliar a influéncia da adicdo de um sal na estabilizacdo

das particulas na nucleacdo homogénea, foram realizados os experimentos Batelada 7 e
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Batelada 8 em que foram utilizados respectivamente 2,12 e 1,07 gramas de sulfato de sédio na
formulagdo. Ao comparar os resultados apresentados na Figura 41 é possivel observar que
guando a concentragdo de sal foi maior o numero de particulas no reator diminuiu ao mesmo

tempo em que o diametro médio de particula aumentou.
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Figura 41: Efeito da concentragdo de sulfato de sodio na evolu¢do do numero de particulas e
didmentro de particula com o tempo de reacéo dos experimentos Batelada 7 e Batelada 8.

A adicdo do sulfato de sédio resulta na modificacdo da for¢a idnica do meio criando
um defeito de estabilizacdo que induz a desestabilizagdo das particulas primarias favorecendo
a floculagéo, por isso, a variagdo no numero de particulas no reator é observada.

No entanto, em ambos os experimentos foi observada ainda formagéo de coagulos
no reator, as estratégias adotadas ndo foram eficientes para estabilizar o sistema. Entdo para
dar continuidade ao trabalho se decidiu por remover o sulfato de sodio e o acido acrilico da
composicao. A auséncia do &cido acrilico ndo iria comprometer o andamento do trabalho, visto
gue o objetivo principal € a obtencao de latex estavel e elevado teor de sdlido, e a retirada do

mondmero melhora a estabilidade da emulséo, pois reduz a nucleagcdo homogénea.

Figura 42: Imagens de microscopia eletrOnica de varredura dos latices (a) Batelada 7 e (b)
Batelada 8.
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Para determinar a melhor concentracao de iniciador para as rea¢gdes seguintes foram
realizados os experimentos Batelada 9 e Batelada 11 utilizando respectivamente as
concentragdes de 0,55 gL* e 1,12 gL' de APS (iniciador). Ao comparar as curvas de
conversdo destes experimentos, apresentadas na Figura 43, observa-se que mesmo com 0
aumento da concentragdo de iniciador a converséo no final das reacdes foram 86 e 88%.

Nas reacdes de polimerizagdo radicalar a conversdo da reagdo ao logo do tempo
depende da concentracdo de radicais disponiveis no meio reacional, que depende da
decomposicdo do iniciador que varia com a temperatura da reacdo. Por esse motivo, a
estratégia usada para aumentar a conversdo final foi o aumento da temperatura do meio
reacional de 70 °C para 80 °C, dessa forma, apds 150 min de reacéo foi observada conversao
de 97% para o0 experimento Batelada 12 que foi preparado com a mesma concentragdo de
iniciador do experimento Batelada 11. Neste caso, o aumento da temperatura em 10 °C levou
ao aumento da conversdo em 10 %.
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Figura 43: Efeito da concentracdo de persulfato de potassio e da temperatura de reacdo nos perfis de
converscdo dos experimentos Batelada 9, Batela 11 e Batelada 12.

Uma vez determinados os mondmeros a serem usados (estireno e metacrilato de
metila), concentracdo de iniciador e temperatura de reacdo, era preciso encontrar a melhor
concentracdo de tensioativos para ser usada.

Por esse motivo, para os experimentos Batelada 11, Batelada 12, Batelada 14 e
Batelada 13 a massa de TN foi mantida constante, enquanto a massa de TA foi variada, a fim
de se avaliar a influéncia da concentracdo dos tensioativos no tamanho de particula e na
estabilidade do latex.

Ao analisar a Figura 44, que apresenta a evolugao do diametro de particula ao longo
da polimerizacao, fica evidente a influéncia do TA sobre o tamanho de particula, pois quando

retirado da composi¢éo, o diametro de particula aumenta significativamente.
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Figura 44: Efeito da concentragdo de tensioativo anidnico na evolucdo do diametro de particula dos
experimentos Batelada 11, Batelada 12, Batelada 14 e Batelada 13 ao longo da reagéo de polimerizagéo.

Os dados apresentados na Tabela 15 mostram uma rela¢do inversa entre a

concentracdo de TA e o didmetro de particula. Quando a concentracdo de TA aumenta de 0,34

g.L'1 para 0,67 g.L'l (experimentos Batelada 12 e Batelada 11) é observado que o diametro de

particula diminui de 73 nm para 62 nm. Quando TA é retirado da composicéo (Batelada 13) o

diametro de particula aumenta para 357 nm.

Tabela 15: Influéncia da concentracéo de tensioativo aniénico no diametro de particula e PDI.

Confge_rl‘_t_{;“?ao Dp (nm) PDI

TA TN
Batelada 11 0,67 0,74 62 0,04
Batelada 12 0,34 0,72 73 0,04
Batelada 14 0,17 0,72 85 0,05
Batelada 13 0,00 0,72 357 0,10

A influéncia do TA na nucleacdo de particulas pequenas ja foi relatada em trabalhos

apresentados na literatura, como Boutti' e Schneider®, e pode ser observada na Figura 45,

onde a variacdo do numero de particulas é apresentada para as concentracbes de TA

uilizadas.
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Figura 45: A influéncia da concentragdo de tensioativo aniénico na variagdo do nimero de particulas ao
longo do tempo da reagéo de polimerizagéo.

Mesmo quando uma pequena quantidade de TA € usada, as particulas, observadas
nas imagens de microscopia apresentadas na Figura 46, exibem morfologia esférica e
monodispersas com Pdl préximo de 0,05. No entando, na auséncia de TA, o Pdl aumenta para
0,1 e nas imagens de microscopia sdo observadas particulas esféricas com tamanhos

diferentes.

Figura 46: Imagens de microscopia eletrdnica de transmisséo dos latices (a) Batelada 11 , (b) Batelada 2,
(c) Bateladal4 e (d) Batelada 13.
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Sintese de latices com 20% de teor de sélidos

Foram preparados trés experimentos em batelada para obtencéo de latices com 20%
de teor de sdlidos, a receita para ambos 0s experimentos foi a mesma (ver Batelada 16,
Batelada 17 e Batelada 18 na Tabela 12). Ao analisar a Figura 47 que relaciona o diametro de
particula e nimero de particulas ao longo do tempo de reacdo é observada uma similaridade

entre os resultados indicando que a metodologia adotada para sintese destes materiais é

reprodutiva.
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Figura 47: Reprodutibilidade dos experimentos mostrando a evolugéo o didmetro de particula e o nimero
de particulas ao longo do tempo de reagéo.

A concentracao de iniciador e a temperatura de reacéo utilizada foram adequadas para
alcancar conversédo de 100% ap6s 150 min de reacdo como é observado na Figura 48 que

apresenta as curvas de conversao ao longo do tempo de reacao.

100 - a 'y e 4 o
°
[ ]

80
_—
é 60
o
Ly
4]
e
O 40 S
>
c
o
(&)

20 m  Batelada 16

® Batelada 17
A Batelada 18
0 T L L L L T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (min)

Figura 48: Perfis de conversdo dos experimentos Batelada 16, Batelada 17 e Batelada 18.
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N&o foi observada a formacgéo de coagulos no reator, indicando que as quantidades de
tensioativos utilizadas foram suficientes para estabilizar a emulsdo. No entanto, na etapa
seguinte o teor se sélidos do latex serd aumentado por meio do processo de polimerizacdo em
modo semi-batelada e a medida que o teor de sélido aumenta maior deve ser o teor de
cobertura das particulas, em vista disso, foi preparado o latex Batelada 19 que foi utilizado na
composicdo quantidades de tensioativos duas vezes maior que para 0s experimentos
anteriores. Como observado na Figura 49, o aumento na concentracdo de tensioativos,

aumentou a superficie de cobertura de 14% para 28%.
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Figura 49 : Efeito da concentragdo de tensioativo na superficie de cobertura das particulas em funcéo do
aumento do teor de sélido dos latices.
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Figura 50: Imagens de microscopia dos latices (a) Bateladal6; (b) Batelada 17; (c) Bateladal8 e (d)
Bateladal9.

Ao plotar o didmetro e o nimero de particulas em fungdo do tempo para o experimento
Batelada 19 ndo s&o observadas mudancgas significativas comparando com 0s experimentos

anteriores (Figura 51).
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Figura 51: Evolucdo do nimero de particulas e diametro de particula ao longo da reagdo do latex
Batelada 19.
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V.3.2 — Crescimento das particulas em modo semi-batelada
O objetivo desta etapa € identificar os parametros experimentais adequados para, em

modo semi-batalada, aumentar o teor de sélidos dos latices obtidos na etapa anterior e
identificar o teor maximo de sélidos que pode ser obtido de modo que os latices continuem
estaveis, sem a formacgéo de coagulos.

Inicialmente, a fim de identificar a melhor relacdo entre TA e TN para obter um latex
estavel com particulas esféricas, monomodal e didmetro médio de 300 nm foram realizados os
experimentos B17 expl, B17 exp2, B17 exp3 e B17 exp4, em que a fracdo de TA foi variada
entre 10 e 40% em relacdo a a massa total de tensioativo usada. As composic¢des utilizadas
nestes experimentos sdo apresentadas na Tabela 13.

Foi observada a formacao de coagulos nos experimentos B17 expl, B17 exp2 e B17
expd cujas fracdes de TA foram respectivamente 10, 20 e 40%. A formacdo dos coagulos
impediu a movimentacdo da ancora de agitacdo e os experimentos foram interrompidos.

Apesar da massa final de tensioativos ter sido mantida a mesma para os quatro
experimentos, a natureza quimica dos tensioativos influencia a estabilizacdo das particulas no
meio, uma vez que a area especifica ocupada ela cabeca polar do TA é maior que a ocuada
pelo TN, entdo reduzindo a fracdo de TA, o teor de cobertura das particulas € menor, o que
justifica a instabilidade observada nos experimentos B17 expl e B17 exp2.

No entento, a fracdo de TA precisa ser controlada, pois este tensioativo favoresce a
nucleacdo de novas particulas, aumentando a area superficial total das particulas e
desestabilizando o meio, como foi observado no experimento B17 exp4.

Dessa forma, a melhor condicdo foi quando a fragdo de TA foi de 30% (experimento
B17 exp3). Na Figura 52 é apresentada a imagem de microscopia do experimento B17exp3
onde € observado a formacéo de particulas esféricas com distribuic@o estreita de tamanho, um
Pdl de 0,03e diametro médio de particula de 271 nm.

Figura 52: Imagem de microscopia eletrénica de transmisséo do latex B17 exp3.

Como o0 objetivo desta etapa é obter particulas de 300 nm, sabendo que nado seria

possivel variar a concentracdo de tensioativos, dois experimentos adicionais foram pensados.
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Para o primeiro experimento (B16expl), o fluxo de adicdo da pré-emulsdo foi aumentado em
25%, esperando que o aumento de monémero no meio reacional favorecesse o aumento do
tamanho de particula. Para o segundo experimento (B16exp2), além de aumentar o fluxo de
adicdo da pré-emulséo a massa inicial de latex no reator foi reduzida, esperando que ao
diminuir o ndmero de particulas no meio, ao alimentar o reator com a pré-emulsdo o tamanho
de particula iria aumentar.

Como observado nas imagens de microscopia Figura 53, em ambos 0s experimentos
foram obtidas particulas esféricas e com baixo PDI, ambos 0,04. Todavia, ao analisar o grafico
da evolucao do didametro de particula ao longo do tempo de reacdo, apresentado na Figura 54,
ndo é observado um aumento significativo do diametro de particula, logo as modificacGes
propostas no procedimento experimental ndo foram eficientes para o aumento significativo do
tamanho médio de particula.

Figura 53: Imagens de microscopia dos latices (a) B16 expl e (b) B16 exp2.
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Figura 54: Evolugédo do didmetro de particula ao longo da reacdo de polimerizagdo em modo semi-
batelada.

Os resultados dos testes de viscosidade para os latices B17exp3, B16expl e B16 exp2
sdo apresentados na Figura 55, onde é possivel observar o aumento da viscosidade do latex

em funcdo do aumento do teor de sdlido. Acima de 50% & medida que o latex é concentrado, o
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aumento da viscosidade € mais significativo. Este efeito é evidente quando as viscosidades do
latex B16 exp2 a 60% e 61% de teor de soélidos sdo comparadas, cujos valores sdo
respectivamente 0,35 e 0,55 Pa.s.

Os dados de viscosidade obtidos sdo importantes, pois revelam que os latices
sintetizados possuem viscosidade abaixo do limite estipulado pela indastria de 1,5 Pa.s.
Entretanto, o latex com teor de sélido acima de 60% apresentou um problema de estabilidade,
sendo observados alguns coagulos no reator..

Por estas racdes, o latex B18expl foi preparado com a mesma receita do latex B16exp
2, no entanto, a adicdo da pré-emulséo foi interrompida quando o teor de sélido atingiu 58%.

Tal latex sera usado posteriormente no capitulo VI para obtencdo de latices com duas

populacgoes.
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Figura 55: Variacdo da viscosidade do latex com o aumento do teor de sélidos para os latices

B17 exp3; B16 expl e B16 exp2.

Na Figura 56 € observada a imagem de MET das particulas do latex B18expl, em que

particulas esféricas com diametro médio de 242 nm foram obtidas.
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Figura 56: Imagem de micrsocopia do latex B18 expl.
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A estabilidade de um latex com elevado teor de sélido depende do teor de cobertura
das particulas, e, se o teor de cobertura for baixo, significa que néo ha tensioativo suficiente no
meio para estabilizar as particulas, entdo estas coagulam. Mas se o teor de cobertura € maior
gue 100%, significa que ha tensioativo livre no meio que ira favorecer a nucleagdo homogénea,
que como foi discutido anteriormente, também contribui para a desestabilizacdo do latex.

Analisando a Figura 57, em que o teor de cobertura é apresentado em fungéo do teor
de sdlido no latex, observa-se que para os experimentos realizados até o momento, o teor de
cobertura de inicio da etapa em modo semi-batelada € préximo de 15% o que justifica o fato de
ser observada a formacdo de coagulos no reator nos minutos iniciais desta etapa que
contribuem para perda de estabilidade do latex conforme o teor de sélido aumenta.

100
Batelada | Semi-batelada ",
°
Hm
—~ 804 A
X va »
- L] » <4
©
S [ ]
2 60+ - ° A = B18 exp3
E ° o ® B18exp4
2 «v A B19expl
va 1Y
O Lo . PS v B19 exp2
g v ‘e <4 B16 exp1
= ba P > B16 exp2
o * & B17 exp1
201 * | el ® B17exp2
* e B17 expd
* B17 exp3
0 T T T T T
10 30 40 50 60

Teor de sélidos (%0)

Figura 57: Variacéo do teor de cobertura das particulas em fungao do teor de sdlidos.

No intuito de obter latices com teor de sdélido acima de 60% foram pensadas trés
diferentes estratégias para os experimentos B18exp3, B18 exp4 e Bl9expl. Para o
experimento B18exp3 foi usada a mesma receita do experimento Bl6exp2, porém, foi
adicionado TN ao latex no reator antes de iniciar a adicdo da pré-emulsdo, assim o teor de
cobertura no inicio da etapa semi-batelada passou de 15% para aproximadamente 60%. Para o
experimento B18exp4, além de adicionar TN ao latex antes da adicdo da pré-emulsédo, foi
adicionado mais TN apés 3 h de reagdo na etapa semi-batelada. J4 para o experimento
B19expl ndo foi adicionado TN, no entanto, usou-se como carga inicial do reator o latex
Batelada 19 que ja foi preparado com uma concentracdo de tensioativos maior. Todavia,
nenhuma das estratégias adotadas foi eficiente para aumentar o teor de sélido do latex, ao
atingir 60% os coagulos formados no reator impediam a movimentacédo da ancora de agitagéo,
sendo necessario parar a reacao.

Em vista dos resultados obtidos e considerando principalmente que apds 57% de teor
de sdlido a viscosidade do latex aumenta bruscamente, foi sintetizado um latex contendo 55%

de teor de sdlidos a partir da receita do experimento B19expl. Tal latex (B19exp2) também
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sera utilizado posteriormente no capitulo VI para sintese de latices com duas populacfes de
particulas.

A imagem de microscopia do latex B19exp2 apresentada na Figura 58 mostra que foi
obtido um latex composto de particulas esféricas com tamanho médio igual a 296 nm e PDI
0,17.

Figura 58: Imagem de microscopia do latex B19exp2.
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Figura 59: Evolu¢do do numero de particulas, converséo e teor de soélidos ao longo do tempo
de reacdo do latex B19 exp2.

V.4 - Concluséo
Mondmeros sollveis em agua como o acido acrilico favorecem a nucleagao

homogénea, por isso, foi dificil estabilizar o latex durante reacdo de polimerizagdo em emulséo
guando este monémero foi utilizado. Ao retirar o acido acrilico da composicdo, foi possivel
estabilizar o latex, ndo sendo observada a formagéo de codgulos.

A adicdo do sulfato de sédio ao meio de reacdo aumenta a forga ibnica do meio que
induz o fendmeno de coagulacdo das particulas. Ao controlar a concentracdo de sal adicionado

€ possivel controlar tal fenbmeno podendo controlar a estabilizacéo do latex. No entanto, as
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concentracbes de sulfato de sodio testadas ndo apresentaram nenhuma melhora para a
estabilidade do latex.

O tensioativo anidnico favorece a nucleacdo de particulas pequenas, e assim,
influencia o tamanho de particula. Foi observado que mantendo a concentracdo de tensioativo
ndo idbnico constante, ao aumentar a concentracdo de tensioativo anibnico o tamanho de
particula diminuiu. Ao retird-lo da composicdo houve o aumento significativo do didmetro de
particula de 85 nm para 357 nm.

Em modo batelada foram obtidos latices estaveis de 10 e 20% de teor de sdlido, estes
latex foram concentrados em modo semi-batelada a partir da adicdo de uma pré-emulséo
composta de uma mistura de tensioativos e mondémeros.

A variacdo da concentracdo de tensioativos bem como do fluxo de adicdo da pré-
emulsdo ndo tiveram impactos significativos no aumento do tamanho de particula.

Os resultados dos testes de viscosidade mostram que a viscosidade dos latex aumenta
conforme o mesmo é concentrado, sendo observado um aumento brusco na viscosidade com o
teor de soélidos passa de 57% para 60%.

Foi possivel obter um latex estavel com particulas de morfologia esférica e distribuicao
de tamanho estreita, com 60% de teor de sélidos e viscosidade abaixo de 1,5 Pa.s a uma taxa
de cisalhamento de 20 s™. No entanto, as tentativas de aumentar a teor acima de 60% foram
falhas.

Considerando as informac¢Bes contidas na revisdo bibliografica, uma alternativa para
aumentar o teor de solidos de um latex, controlando o aumento da viscosidade, € a sintese de
latex com duas populacdes de particulas com diametros diferentes. Estudos experimentais e
tedricos mostram que a distribuicdo de tamanho de particula influencia a viscosidade do latex,
por isso, 0 capitulo seguinte trata da sintese da populacdo de particulas pequenas que irdo
compor o latex bimodal com elevado teor de soélidos.
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Capitulo VI: Sintese da populacao de particulas pequenas

VI. 1 - Introducéo
Um dos principais objetivos deste trabalho é sintetizar um latex com teor de soélido

acima de 60% e viscosidade abaixo de 1,5 Pa.s com taxa de cisalhamento de 20 s™. Estudos
apresentados na literatura mostram que o aumento do teor de sélido de um latex contribui para
0 aumento da viscosidade. Uma alternativa para o controle do aumento da viscosidade é a
sintese de latex bi- ou trimodal cuja fracdo de particulas pequenas seja entre 10 e 15% (v/v),
de particulas médias entre 0 e 10% (v/v) e particulas grandes entre 75 e 80% (v/v)."?

Portanto, com o objetivo final de obter um latex bimodal com elevado teor de soélido,
este capitulo foca na sintese da populacdo de particulas pequenas, que serd obtida via
polimerizacéo controlada de acordo com o mecanismo de Transferéncia Reversivel de Cadeia
por Adicao-Fragmentacdo (RATF), que combinada com a técnica polimerizacdo por auto-
organizagdo induzida (PISA, do Inglés Polymerization-Induced Self-Assembly) possibilita a
obtencé&o de particulas com diametro entre 30 e 50 nm.

As nanoparticulas sdo obtidas a partir da sintese de um polimero em bloco realizada
em duas etapas. Na primeira etapa a reagdo de polimerizacdo RAFT do &cido metacrilico é
conduzida na presenca de &cido 4-ciano-4-thiothiopropylsulfanylpentanoico (CTPPA) como
agente RAFT e de &cido 4,4-azobis(4-cianopentanoico) (ACPA) como iniciador, e ao final é
obtido um homopolimero de &cido metacrilico (bloco hidrofilico) com massa molar bem
definida. Na etapa seguinte, sdo adicionados ao meio reacional estireno e iniciador (ACPA),
para a formacdo do bloco hidrofébico. Quando o bloco em crescimento de poliestireno atinge
um tamanho critico, as particulas sao nucleadas devido a auto-organizacdo das cadeias do
copolimero em bloco sem a necessidade de adicionar tensioativos ao meio reacional. O

processo de sintese das particulas é ilustrado na Figura 60.

RAFT em agua Polimerizagdo em Emulsdo X
- — ° P
CTPPA
Acido Metacrilico ACPA r:g:rc}llirAFT Estireno Polimero em bloco
idrofilico (+ACPA) A
Auto-organizagao
Agente RAFT: o v
o |
{ OH
s CN
CTPPA
Iniciador:
o) o
HO - }— N=—N—1— OH
CN cN
ACPA

Figura 60: Sintese da populacdo de particulas pequenas por auto-ordenamento das cadeia poliméricas
anfifilicas obtidas via polimerizagdo RAFT. Figura adaptada de Chaduc et al®
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VI.2 — Materiais e métodos

VI.2.1 — Reagentes utilizados

Sintese do macroRAFT
Nas reacBes de sintese do macroRAFT PAM-CTPPA foram usados os seguintes

reagentes: acido metacrilico (AM, Acros, 99.5%), acido 4,4-azobis(4-cianopentanoico) (ACPA,
Aldrich, 98%), acido 4-ciano-4-thiothiopropylsulfanylpentanoico (CTPPA), 1,3,5-trioxano
(Sigma-Aldrich, 99.5%) e agua destilada.

Polymerization-Induced Self-Assembly (PISA)
Nas reacbes em emulsdo foram usados 0s seguintes reagentes: estireno (E, Acros,

99%), 4,4-azobis(acido 4-cyanopentanoico) (ACPA, Aldrich, >98%), bicarbonato de sédio
(NaHCO3, Acros, 99%), dimetacrilato etileno glicol (EGD, Aldrich, 98%), e agua destilada.

VI.2.2 — Método

Sintese do macroRAFT
Para a sintese do macroRAFT PAM-CTPPA, em baldo de trés bocas de 50 mL foram

adicionados 254 mg do CTPPA (2,5x1072 mol.L™") agente RAFT, 25 mg do ACPA (2,5x107°
moI.L'l) iniciador, numa raz&o entre o agente RAFT e o iniciador igual a 10 , 3,13 g de AM
(0,99 moI.L'l), razdo entre o mondmero e o agente RAFT foi mantida igual a 40, 36,84 mL de
agua destilada e 546 mg de 1,3,5-trioxano (1,65x10™" mol.L™") foi adicionado como uma
referéncia interna para célculo da conversao por analises de RMN.

Apods a desoxigenagdo por “freeze pump”, procedimento em que o baldo contendo o
meio reacional é congelado em banho de nitrogénio liquido, em seguida é feito vacuo no interio
do baldo e depois adicionado argbnio, para garantir a formacdo de uma atmosfera inerte, o
baldo foi equipado com um condensador e a mistura resultante foi imersa em um banho de
Oleo aquecido a 80 °C, que corresponde ao tempo zero da reacdo de polimerizagdo. Ao longo
da reacéo foram retiradas aliquotas de 0,5 mL para avaliar a conversao da reacdo em funcéo
do tempo e a evolugcdo da massa molar e da distribuicdo de massa molar em funcdo da
conversdo. O tempo de reacéo foi de 4,5 horas.

Polimerizagao por auto-ordenamento induzido (PISA)

Para as reacdes PISA em um baldo de duas bocas de 100 mL equipado com
condensador foram adicionados 30 g de estireno, 33 g da solugdo de PAM-CTPPA (90 g-mL™)
preparada anteriormente, 90,5 g de agua destilada e diferentes massas do reticulante
dimetacrilato etileno glicol (EGD), como é mostrado na Tabela 17. A mistura foi desoxigenada
borbulhando nitrogénio durante 30 min com o baldo imerso em um banho de 6leo aquecido a
80 °C. Em seguida 12 g da solucdo aquosa de ACPA (2,54 %1072 mol.L™* neutralizada com 3,5
mol equiv de NaHCO3) foi adicionada ao meio de reacao, correspondendo ao tempo zero de
reacdo. Durante a reagdo foram retiradas aliquotas para avaliar a conversdo e o tamanho de
particula em fung¢éo do tempo. O tempo de reacao foi de 2,5 horas (150 min).
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Tabela 16: Receitas das reacdes de crescimento do bloco hidrofébico para formagéo das particulas via
PISA.

PISA6 PISA7 PISA8 PISA9 PISA10 PISA 11

Massa (g)
Estireno 30,19 30,00 30,00 30,02 30,00 30,16
Solugcdo de PAM-CTPPA 33,53 33,13 32,99 33,29 33,03 22,99
Agua 90,34 90,36 90,36 90,46 90,35 90,36
EGD 1,17 2,33 1,70 1,16 2,91 1,12

Solugéo de iniciador 12,14 12,23 11,98 12,05 12,22 12,07
Solucéo de iniciador (g)

Agua 13,16 13,24 13,17 13,21 13,23 13,19
ACPA 0,09 009 009 0,09 0,09 0,09
NaHCO3 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10

VI.3 — Resultados e discussdes
Para todos os experimentos de sintese do poli(acido metacrilico) por polimerizacéo

RAFT foram utilizadas as mesmas razdes entre mondmero e agente RAFT, [AM] / [CTPPA] =
40, e agente RAFT e iniciador [CTPPA] / [ACPA] = 10, pois 0 objetivo dessas reagdes foi a
obtencdo do homopolimero hidrofilico com massa molar definida para a sintese das
nanoparticulas por PISA na etapa seguinte. Nao havendo, portanto, variagdo nas condi¢des
experimentais. No Esquema 4 é apresentada a reacéo de sintese do MacroRAFT PAM-CTPPA

via polimerizagdo RAFT.

o
/\/STSNOH
S CN

Acido 4-ciano-4-thiothiopropylsulfanylpentanoico )J\
o (CTPPA)

HO

Acido metacrilico
(AM) Poli(acido metacrilico)
(PAM-CTPPA)

Acido 4,4-azobis(4-cianopentanoico)
(ACPA)

Esquema 4: Sintese do MacroRAFT PAM-CTPPA via polimerizacdo RAFT do &cido metacrilico em
presenca de do agente RAFT CTPPA e do iniciador ACPA.

As conversdes molares do mondémero na sintese do PAM-CTPPA foram determinadas
por andlise de RMN 'H das amostras coletadas ao longo da reacdo. A conversao foi obtida
comparando a diminuicdo das integrais dos hidrogénios vinilicos do &cido metacrilico (5,65
ppm e 6,05 ppm) em relacdo aos hidrogénios do trioxano (usado como padréo interno) (5,15
ppm).

Os espectros de RMN 'H do PAM-CTPPA obtidos ao logo da reacdo séo apresentados
na Figura 61, onde é observado a diminuicdo das integrais dos sinais referentes aos
hidrogénios vinilicos do acido metacrilico ao longo do tempo, indicando que o mondémero &

consumido durante a reagéo de polimerizacdo até conversao total de 100%.

98



Capitulo VI: Sintese da populagdo de particulas pequenas
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Figura 61: Espectros de RMN 'H das amostras coletadas nos tempos (a) 0 min, (b) 30 min, (c)
60 min, (d) 120 min (e) 180 min e (f) 270 min da reacdo de polimerizacdo RAFT do PAM-
CTPPA 6, mostrando a diminuicdo dos sinais referentes aos hidrogénios vinilicos do acido
metacrilico, que indica o consumo 0 mondmero durante a reacao.

A partir dos dados de RMN 'H foram construidas as curvas de conversdo dos
macroRAFTSs sintetizados apresentadas na Figura 62, onde é possivel observar que para todos
0os experimentos realizados foi obtida conversdo total, podendo ser observada a
reprodutibilidade do perfil de converséo.
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Figura 62 : Perfis de conversdo das reagfes de polimerizagao controlada por RAFT do acido metacrilico
para sintese dos macroRAFTs indicando converséo total.

A reacgdo de polimerizagdo RAFT possibilita a obtencdo de cadeias poliméricas com
massa molar bem definida e baixa disperséo (abaixo de 1,20), e dessa forma os experimentos
foram pensados com o objetivo de obter ao final homopolimero com massa molar préximas de
4000 g.mol™.

Ao comparar os resultados de massas molares obtidos ao longo do tempo com as
massas tedricas esperadas para cada experimento (Figura 63) € observado o crescimento
linear e bem préximo do tedrico para todos os experimentos com dispersdo abaixo de 1,2
(Tabela 17), mais uma vez mostrando que os resultados sdo reprodutiveis.

Tabela 17: Resultados de massas molares e dispersdes das reagBes de polimerizagdo controlada por
RAFT do &cido metacrilico para sintese dos macroRAFTSs.

Mn (teor) Mn (exp} Mw (expl)

Expt (g.mol™)  (g.mol (g.mol Mu/My
PAM-CTPPAG6 4294 4615 5353 1.16
PAM-CTPPA7 4300 3671 4295 1.17
PAM-CTPPAS 4300 4615 5353 1.16
PAM-CTPPA9 4240 4296 5105 1.19
PAM-CTPPA10 4314 4368 5074 1.16

PAM-CTPPA11 4311 4004 4744 1.19
*M, (teor) — Valor tedrico de massa molar média em ndmero, calculado pela equagéo 7
M teor = X 7[R[:1n1~"]T] M + Mrarr Equagao 7

onde: x € a conversdo em mondmero, /mjy a concentracdo inicial de mondémero, /RAFT]s concentracéo
inicial de agente RAFT, M, massa molar do monémero e Mr4rr massa molar do agente RAFT.

** M, exp — Valor de massa molar média em nimero obtido experimentalmente
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Figura 63: Evolugcao da massa molar experimental e tedérica em funcdo da conversao das reacdes de
polimerizagdo controlada por RAFT do acido metacrilico para sintese dos macroRAFTs : (a) PAM-
CTPPA6, (b) PAM-CTPPA7, (c) PAM-CTPPAS8, (d) PAM-CTPPA9, (e) PAM-CTPPA10 e (f) PAM-
CTPPA11.

Uma vez que o PAM-CTPPA foi sintetizado e caracterizado deu-se continuidade aos

experimentos com o objetivo de obter nanoparticulas com didmetro médio entre 30 e 50 nm via
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polimerizacdo em emulséo pelo auto-ordenamento das cadeias poliméricas de copolimeros de
blocos anfifilicos bem definidos baseados em &cido metacrilico e estireno.

Para o crescimento do bloco hidrofébico foram adicionados ao meio reacional contendo
o0 macroRAFT PAM-CTPPA, sintetizado previamente, estireno, ACPA e o0 agente de reticulagdo
EGD. As proporcdes entre estireno e ACPA foram mantidas as mesmas para todos o0s
experimentos, sendo variadas apenas as concentragdes de EGD.

Ao analisar a Figura 64 que apresenta os resultados de conversdo medidos por
termogravimetria, é possivel observar que as reagfes apresentam um tempo de inducao de 30
min a partir do qual a velocidade de reacdo aumenta bruscamente atingindo converséo total
apo6s 90 min de reacéao.

O periodo de indugéo corresponde ao tempo necessario para que bloco de poliestireno
atinja um tamanho de cadeia critico que conduz ao auto-ordenamento das cadeias formando
as particulas. ApGs a nucleagdo, as particulas sao inchadas com o estireno residual e a
polimerizac@o passa a acontecer agora no interior destas particulas, o que resulta 0 aumento
brusco da velocidade de reacao.
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Figura 64: Perfis de conversdo das reacfes de polimerizacdo em emulsdo auto-ordenadas pelo

copolimero anfifilico formado a partir do acido metacrilico e do estireno.

Como as particulas sintetizadas nesta etapa serdo usadas na sintese do latex com alto
teor de solido era importante que estas fossem reticuladas para ndo sofrerem alteracdo na
morfologia e tamanho de particula nas etapas seguintes, por esse motivo, a fim de avaliar qual
seria a melhor concentragdo de reticulante, foi realizada uma série de experimentos com
diferentes concentracdes de dimetacrilato etileno glicol (EGD), conforme mostrado na Tabela
18.
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Tabela 18: Composicdo do agente reticulante dimetacrilato etileno glicol (EGD) nas reaces
Polymerization-Induced Self-Assembly.

EGD
Expt @ (mo) (mol Sty) /(mol EGD)

PISA6 1,17 5,89 x107° 49,2
PISA9 1,16 5,87 x10° 49,1
PISA8 1,70 8,59 x10° 33,5
PISA7 2,33 1,18 x1072 24,5
PISA10 2,91 1,47 x1072 19,6
PISA11 1,12 5,65 x10° 51,27

Ao observar as imagens de microscopia eletrénica de varredura das amostras PISA 10
(Figura 65e), PISA 7 (Figura 65b), PISA 8 (Figura 65c) e PISA 9 (Figura 65d) é possivel
perceber a influéncia da concentracdo do EGD na morfologia e no tamanho das particulas.
Conforme a razao do nimero de mol de estireno pelo nimero de mol do EGD diminui, ou seja,
a concentracdo de reticulante aumenta, a instabilidade do meio também aumenta, resultando
na formacéo de particulas com morfologia irregular e um aumento significativo do didametro de
particula.

Na Tabela 19 sdo apresentados os dados de tamanho de particula medidos pela
técnica de Espalhamento de Luz Dinamica (DLS). Para PISA 9, material com menor
concentragdo de EGD foi observado um didmetro médio de 33 nm, conforme a concentracdo
de reticulante aumenta, o diametro também aumenta, 53 nm para PISA 8, 78 nm para PISA 7 e
97 nm para PISA 10, material com maior concentracdo de EGD.

Por outro lado, o aumento da concentragdo de reticulante influencia a habilidade de
inchamento das particulas poliméricas, quanto maior a concentragdo, menor é a razdo entre 0
didmetro da particula em THF e em agua. Por se tratar de uma material reticulado, ndo foi

possivel realizar as andlises de GPC para avaliar as massas molares destes polimeros.

Tabela 19: Resultados da polimerizacédo por auto-ordenamento induzido.

Diametro em THF

Didmetro em agua (nm) THF/agua (mol Sty)/(mol EGD)

(nm)
PISAG 34 87 2.6 49.2
PISA9 33 94 2.8 49.1
PISA8 53 108 2.0 33.5
PISA7 78 127 1.6 245
PISA10 97 149 15 19.6
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Figura 65 : Imagens de microscopia eletronica dos latices (a) PISAG, (b) PISA7, (c) PISAS8, (d) PISA9, (e)
PISA10.

VI. 4 — Concluséo
Neste capitulo a populacdo de particulas pequenas, que posteriormente sera utilizada

para a sintese de latex bimodal com elevado teor de solido, foi obtida via polimerizagcdo
controlada por RAFT em duas etapas.

Na primeira etapa, foi sintetizado um homopolimero de acido metacrilico, que foi
chamado de macroRAFT PAM-CTPPA. As cadeias poliméricas apresentaram massa molar

proxima de 4000 g.mol™ e dispersao abaixo de 1,2. O valor baixo de dispers&o e o crescimento
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linear das cadeias poliméricas indicam que a reacdo de polimerizacdo ocorreu de forma
controlada. Os resultados obtidos durante as reacdes de sintese sugerem que a metodologia
utilizada é reprodutiva.

Na segunda etapa, foi adicionado ao meio reacional estireno que induziu o crescimento
de um bloco hidrofobico, obtendo-se assim polimero em blocos com caracteristica anfifilica.
Devido a caracteristica anfifilica da cadeia polimérica, as particulas foram nucleadas a partir da
auto-organizacao das cadeias sem a necessidade de adicionar tensioativos.

Foi observado que a morfologia e o tamanho das particulas séo influenciados pela
concentracdo de agente reticulante adicionada a formulacdo. Aumentando a concentracédo de
agente de reticulagdo foram observados os aumentos do tamanho de particula e da
irregularidade da morfologia.

A morfologia e tamanho de particula sdo caracteristica importantes para a sintese de
latex com elevado teor de sdlido, particulas irregulares sugerem instabilidade do meio
reacional, que € indesejavel, e para que a viscosidade de latex concentrado seja mantida
baixa, a populacéo de particulas pequenas deve ser de 4 a 8 vezes menos que a populacdo de
particulas grandes.

Uma vez que, o objetivo do capitulo seguinte é obter um latex bimodal com elevado
teor de sdélido, cujas particulas grandes apresentem didmetro médio de 300 nm, os latices PISA
6 e PISA 9 serdo usados nas reacfes de polimerizacdo em semi-batelada para compor a
fracdo referente a populacéo de particulas pequenas. Estes latices foram preparados utilizando
a menor concentragdo de reticulante testada — (mol Sty)/(mol EGD) = 49 — pois foi a receita que

permitiu obter particulas mais estaveis, com morfologia esférica e diametro proximos de 30 nm.
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Capitulo VII: Latex com duas popula¢gfes de particulas

VII.1 - Introducéo

Para latex com teor de sélido de até 20 vol%, a viscosidade é calculada pela equagédo
de Einstein, onde a principal contribuicdo é a viscosidade da fase continua. No entanto,
conforme o teor de sélido do latex aumenta, a distancia entre as particulas € reduzida e a
atracéo entre elas aumenta e passa a contribuir para 0 aumento da viscosidade.*

Além do teor de sodlidos a distribuicdo de tamanho de particula também influencia a
viscosidade, quanto o didmetro diminui, a &rea superficial efetiva € maior e a atracao entre as
particulas também ser& maior.’

A alternativa para obter latex com teor de sélido acima de 60 vol% é a adicdo de uma
segunda populacéo de particulas cuja razdo dos didmetros das particulas grandes e particulas
pequenas deve estar entre 4 e 8. Nesta faixa, as particulas pequenas ocupam os intersticios
vazios entre as particulas grandes e aumentam o teor de sélido.

Assim, este capitulo tem o foco na sintese de latex bimodal com teor de sélido acima
de 60 vol% com o didametro médio das particulas grandes préximo de 300 nm e das particulas
pequenas proximo de 50 nm, garantindo que a razao entre eles seja 6, no intuito de manter a
viscosidade abaixo de 1,5 Pa.s a uma taxa de cisalhamento de 20 s™.

O latex é obtido em processo semi-batelada adicionando-se uma pré-emulsdo —
preparada a partir do latex de particulas pequenas sintetizadas no Capitulo 5, dos mondmeros
metacrilato de metila e estireno e uma mistura dos tensioativos n&o-idnico e ibnico — ao latex

concentrado obtido no Capitulo 4.

Polimerizacdo em emulsdo

i Criagdo da populagdo de
particulas grandes

Polimerizacdo RAFT
Criagdo da populagdo de
particulas pequenas

S

Polimerizacdo em semi-batelada
Latex com duas populagBes

Figura 66: llustragcdo do modo preparo do latex com duas populacoes via polimerizagdo em
emulsdo em modo batelada a partir dos latices de particulas grandes e particulas pequenas.
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VIl.2 — Materiais e métodos

VII.2.1 — Reagentes utilizados
Para a sintese dos latices com duas populagbes foram utilizados os seguintes

reagentes: metacrilato de metila (MMA, Aldrich, 99%), estireno (Sty, Acros, 99%), tensioativo
anidnico (TA, Disponil FES3IS: &cido graxo ethoxylato com grupo sulfonato), tensioativo ndo-
ibnico (TN, Disponil A3065: acido graxo ethoxylato com grupo alcool), persulfato de amonio

(APS, Aldrich, 98%) como iniciador e 4gua destilada.

VIl.2.2 — Método
Para sintese dos latices com duas populac¢des de particulas em modo semi-batelada foi

utilizado um reator de vidro encamisado de 500 mL, onde foi adicionado o latex obtido na etapa
de crescimento das particulas com teor de sélido entre 55 e 57%. Com o auxilio de duas
bombas seringas, foram adicionadas ao reator uma solucdo de APS e uma pré-emulséo
formada pela mistura de mondmeros (MMA e Sty), TA, TN e o latex de particulas pequenas
obtido no Capitulo V. A composicao da pré-emulsdo e da solucdo de iniciador é apresentada
na Tabela 20.

Ao longo da reacdo foram retiradas aliquotas para avaliar a evolu¢éo da converséo,
teor de solidos, viscosidade e o tamanho de particula em fun¢éo do tempo.

Tabela 20:Receitas das reacdes de polimerizacdo em semi-batelada para obtengdo de latex com duas
populagéoes utilizando como carga inicial do reator o latex B18 expl.

B18exp1l- B18expl- B18exp1l- B18expl- B18expl-

R1 R2 R3 R4 R5
Semi-batela primeira populagao
Latex B18expl B18expl B18expl B18expl B18expl
Miatex (9) 72,88 72,54 72,46 72,46 72,84

Semi-batela segunda populacéo

Composicéo da pré-emulséo

PISA (g) P9 P9 P9 P9 P9
Mepisa (9) 29,43 29,43 32,95 29,41 23,56
Agua (g) - 1,77 4,54 7,08 4,52
MMA (g) 24,27 24,27 27,16 24,28 19,43
Sty (g) 22,08 22,08 24,72 22,06 17,64
TA* (9) 0,92 0,92 1,05 0,93 0,75
TN* (9) 0,88 0,88 0,98 0,88 0,71

Fluxo de adi¢ao da pré-

emuls&o (g/h) 22,00 22,00 22,00 22,00 22,00

Massa adicionada 11,05 22,55 38,94 56,13 45,39
Solugéo de iniciador

Agua (g) 8,90 8,90 8,90 8,86 6,76

APS (g) 1,32 1,32 1,32 1,31 1,04

Fluxo de adiééllﬁ)do iniciador 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30

*Massa ativa
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VII.3 — Resultados e discussdes
Para avaliar a influéncia da adicdo da segunda populagdo de particulas nas

propriedades de latex foram realizados os experimentos de B18expl-R1 & B18expl-R5, cujas
condigbes experimentais foram apresentadas na Tabela 21. O reator foi alimentado
inicialmente com o latex B18expl, obtido em etapa anterior, cuja sintese é apresentada no
Capitulo IV deste trabalho. O latex era constituido por particulas monodispersas com diametro
médio de 242 nm e teor de sélido de 57%.

Diferentes massas de uma pré-emulsdo preparada a partir da mistura do latex de
particulas pequenas sintetizadas via PISA — dados experimentais apresentados no capitulo V
deste trabalho — mondmeros e tensioativos foram adicionadas com o objetivo de obter latices
com fracdes diferentes das populagbes de particulas grande e pequenas.

As imagens de microscopia eletrdnicas dos latices contendo duas populacdes sao
apresentadas na Figura 67, onde sdo observadas nitidamente as duas populagfes. A imagem
do latex B18expl-R4 néo foi apresentada, pois o latex ndo era estavel e coagulou ao final da

adicéo da pré-emulséo.

o2pm *

Figura 67: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo dos latices com duas populacdes de
particulas: (a) B18 exp1-R1 ; (b) B18 expl-R2; (c) B18 exp1-R3 e (d) B18 expl-R5.
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A viscosidade de um latex com duas populacbes de particulas € influenciada pela
proporgdo entre a populagdo de particulas pequenas e particulas grandes, como relatado na
literatura, sendo ideal que a fracdo de particlas pequenas seja de 15% em volume.

A distibuicdo de tamanho de particula, que determina a fracdo das duas populacdes é
determinada por andlise de espalhamento de luz com limites de detec¢ao entre 0.01 um e 3500
pm. Dessa forma, teoricamente ndo seria um problema analizar as amostras obtidas, umas vez

gue os diametros das particulas estédo entre 38 e 258 nm como é observado na Tabela 21.

Tabela 21: Diametros médios das particulas dos latices bipopulares sintetizados.

Diametro médio (nm)

Latex

Polulagéo Populacéo
pequena grande
Particulas
pequenas PISA9 38
Particulas
grandes B18 expl 242
B18 expl-R1 48 242
Latex com B18 expl-R2 49 a1
duas
populacdes B18 exp1-R3 47 258
B18 expl-R5 46 247

No entanto, na préatica, ndo foi possivel determinar a distribuicdo de tamanho das
particulas pelos resultados obtidos. O equipamento nao foi capaz de detectar e diferenciar as
duas populagdes, por esse motivo, ndo foi possivel determinar as fracbes de cada populacgéo.

Na Figura 68 sdo apresentados os resultados de viscosidade dos latices sintetizados,
onde percebe-se a variagdo da viscosidade de acordo com a adi¢cdo da segunda populagéo de
particulas. Entretanto, como o teor de sélidos ndo € o mesmo para todos os latices ndo se

pode fazer uma andlise direta entre a composicao e a viscosidade destes materiais.
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Figura 68: Resultados das andlises de viscosidade dos latices com duas populagdes de particulas.
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Porém, ao analisar apenas os latices que apresentam o mesmo teor de sélido, como é
0 caso dos resultados apresentados na Figura 69, em que todos os latices possuem 60% de
teor de solidos, é possivel observar que a adicdo da segunda populacgéo reduz a viscosidade
do latex.

O latex Bl6exp2 — sintetizado no Capitulo V — formado por uma populagdo de
particulas monodispersas com diametro médio de 266 nm possui viscosidade de
aproximadamente 0,35 Pa.s, ja os latices B18expl-R1 e B18exp2-R5 sao formados por duas
populagbes de particulas, uma populacdo com diametro médio préximo de 240 nm e outa
populacdo com o didmetro médio préximo de 40 nm, e ambos apresentam um valor de
viscosidade mais baixo, igual a 0,27 Pa.s.
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Figura 69: Resultados das analises de viscosidade dos latices contendo 60% de teor de sélido mostrando
que a viscosidade dos latices contendo duas populag8es de particulas com tamanhos diferentes € menor
que a viscosidade do latex monodisperso de mesmo teor de sdlido.

Com o objetivo de obter latex com teor de sélido acima de 60% foram preparados os
experimentos B18exp3-R1 e B18exp3-R3. O procedimento foi o mesmo utilizado nos
experimentos anteriores, porém, o reator foi alimentado inicialmente com o latex contendo 60%
de teor de sdlido, o latex B18exp3 que foi preparado no capitulo IV. No entanto, 0 meio
desestabilizou formando coagulos dentro do reator que impediram a continuidade da reacgéo.

No preparo dos experimentos, foi observado que mesmo fora do meio reacional, ao
misturar a solucdo de APS e o latex das particulas pequenas — preparadas por PISA — o latex
coagulava.

As particulas pequenas foram preparadas sem a adi¢do de tensioativos (Capitulo V),
por esse motivo, a estabilizacdo do latex ocorre por acdo das cadeias anfifilicas formada na
polimerizacdo RAFT em bloco do &cido metacrilico e do estireno. O pH dos latices e do meio
de reacao foi medido com o auxilio de um pHmetro e foi observado um pH acido igual a 2,2.

Neste pH, as cadeias de poli(acido metacrilico) estdo protonadas e enoveladas
reduzindo a sua capacidade de estabilizacdo das particulas. Ao adicionar o iniciador persulfato
de amoénio, que € um sal, a for¢ca ibnica do meio aumenta gerando um defeito de estabilizagao
e induzindo a coagulacdo das particulas.
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Dessa forma, como estratégia para aumentar a estabilidade os latices, os latices foram
neutralizados por meio da adicdo de uma solugdo de hidréxido de sddio. Ao neutralizar o0 meio
as cadeias de poli(Acido metacrilico) desprotonam e assumem uma conformacgdo estendida
melhorando a estabilidade do latex.

Assim, foi preparado o experimento B19exp2-R1 utilizando como carga inicial o latex
B19exp2 com teor de sdlido de 55%, cujo pH foi ajustado de 2,2 para 7,7 adicionando uma
solucéo 1N de hidréxido de sodio. O pH do latex contendo as particulas pequenas também foi
ajustado de 4,8 para 7,7.

Ao final da reacéo, foi obtido um latex com 57% de teor de sélido, por isso, um segunda
pré-emulsdo foi preparada e adicionada, a fim de elevar o teor de sélido, que ficou em 58%
apos a adicdo. Nao foi um acréscimo significativo e, por isso, a metodologia foi revista.

Reavaliando as composic¢des das pré-emuls@es preparadas percebeu-se que da forma
gue estas foram formuladas o teor de soélido ndo poderia ser maior que 58% e, por esse motivo,
precisavam ser corrigidas.

O experimento B18 exp3-R3 foi preparado a partir do latex B18 exp3 que foi preparado
com um teor de sélidos de 60%. O procedimento de neutralizacdo dos latices foi 0 mesmo
adotado no experimento anterior e ao final da adicdo da pré-emulséo foi obtido um latex com

teor de solido de 63%.

VII. 4 — Concluséo
Latices com duas populagBes de particulas foram sintetizados via polimerizacdo em

emulsdo em processo de semi-batelada, onde o reator contento o latex de particulas grandes
foi alimentado com uma pre-emulsdo contendo as particulas pequenas obtidas via
polimerizacéo RAFT.

Para um mesmo teor de sélido, a viscosidade do latex monomodal é maior que a dos
latices bimodais, dessa forma, a distribuicdo de tamanho das particulas influencia a
viscosidade do latex.

A forca ibnica do meio reacional influencia a estabilidade do latex e pode induzir a
coagulacdo das particulas, principalmente se o latex for obtido sem adicdo de tensioativos.

A estabilidade do latex obtido a partir do acido metacrilico depende do pH do meio e é
favorecida pelo aumento do pH.

A partir de 60%vol o principal desafio para aumentar o teor de sélido é manter o latex
estavel, sem a formacéo de coagulos.

Foi possivel sintetizar um latex bimodal com teor de sdélidos de 63%vol a partir de um
latex de particulas grandes com teor de sélido de 60%vol e um latex de particulas pequenas
com teor de solido de 20%vol ajustando o pH dos latex para 7,7, valor acima do pKa do &cido

metacrilico.
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Conclusdo

CONSIDERACOES FINAIS

No Capitulo Ill foram avaliadas as atividades fungicidas dos OEs de C. officinalis e R.
officinalis para espécies do fungo Candida e os resultados mostraram que estes fungos séo
mais sensiveis ao OE de R. officinalis do que ao OE de C. officinalis, sendo que as CIMs do
OE de R. officinalis ficaram entre 2,25 mg.mL'1 e 4,50 mg.mL'l dependendo do fungo testado.
Por esse motivo o OE de R. officinalis apresentou maior potencial para inibir a proliferacao de
fungos em formulagdes de tintas e esmaltes.

O estudo de encapsulamento dos OEs apresentado no Capitulo IV revela que o
encapsulamento do OE de C. officinalis utilizando um iniciador radicalar ndo é a metodologia
mais adequada, pois o OE oxida perdendo a sua atividade antioxidante, a principal atividade de
interesse da industria de cosmético que utiliza este OE na formulagdo de cremes. Porém, o
encapsulamento do OE de R. officinalis via polimerizacdo em suspensédo apresentou eficiéncia
acima de 80% e os testes com fungos da espécie Candida revelam que o material encapsulado
apresenta atividade fungicida.

Apesar da possibilidade de controlar o tamanho de particula por meio da velocidade de
agitacao e concentracdo de PVA, como discutido na revisdo bibliografica apresentada no
Capitulo 1, o processo de polimerizacdo mais indicado para a producdo de materiais de
cobertura a base de &gua, como tintas, é o processo de polimerizacdo em emulséo.

No Capitulo V foi estudado o processo de polimerizacdo em emulséo para a sintese de
latex com elevado teor de sélido. Ajustando as concentracdes de tensioativos aniénico e néo
ibnico e o processo em batelada e semi-batelada foi obtido latex com teor de sélido de 60%vol,
diametro médio préximo de 300 nm e viscosidade de 0,4 Pa.s a uma taxa de cisalhamento de
20s™.

Sintetizando latex monomodal ndo foi possivel aumentar o teor de sélido acima de
60%vol devido a formacgédo de coagulos que impediam a continuidade da rea¢éo. Baseando nos
trabalhos apresentados na revisdo bibliografica a sintese de latices bipopulares foi uma
alternativa para elevar o teor de sdlido do latex.

No Capitulo VI foram apresentados 0s experimentos para sintese da populacéo de
particulas pequenas. Via polimerizacdo RAFT, polimeros em blocos anfifilicos foram
sintetizados e divido o auto-ordenamento das cadeias poliméricas, nanoparticulas foram
obtidas sem a necessidade de adicionar tensioativos ao meio reacional.

A sintese dos latices com duas populagtes foi apresentada no Capitulo VII. A sintese
dos latices com duas populagBes é confirmada pelas imagens de microscopia que mostram
particulas com diametros diferentes. Foi observado que para o mesmo teor de sélido os latices
bipopulares apresentaram viscosidade menor que o latex monomodal. A variacdo da forga
ibnica do meio de reacdo devido a adicdo do iniciador levou a desestabilizacdo do latex de
particulas pequenas, com a formacdo de codgulos no reator que interrompiam a reacao.
Entretanto, o aumento do pH dos latices contribuiu para a estabilizagdo e possibilitou a

obtencéo de latex com duas populacdes com teor de sélido de 63%vol.
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Conclusdo

Como pesquectiva para trabalhos futuros pretende-se encapsular o OE de R. officinalis
via polimerizagdo RAFT, devido ao auto-ordenamento das cadeias poliméricas anfifilicas.
Dessa forma o OE seria encapsulado pela populagdo de particulas pequenas, a ser utilizada na
sintese do latex bipopular com elevado teor de soélidos.

Essa estratégia de encapsulamento dispensa o0 uso de agente se suspensdo, como 0
PVA, ou outros tensioativos, o iniciador utilizado ndo é o PBO e por se tratar de uma
polimerizacdo viva o estireno € totalmente consumido ao final da reacdo, fatores que
possibilitam a avaliacdo da atividade antifingica dos materiais encapsulados sem a

interferéncia destes compostos na analise.
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