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Resumo

A fotofuncionalizacdo de superficies poliméricas € um meétodo simples,
prético, de baixo custo e complexidade experimental que possibilita obter superficies
poliméricas com controle das propriedades superficiais dependendo do tipo de
tratamento aplicado. As superficies obtidas sdo estaveis e livres de contaminantes
(residuos de reagentes ou solventes), o que € de grande importancia para
aplicacbes biotecnoldgicas. Neste trabalho, filmes de polissulfona (PSU),
polihidréxibutirato (PHB) e poliuretana (PU) foram caracterizados e funcionalizados
com radiacdo UV em presenca de uma atmosfera reativa (O,) para melhorar a sua
molhabilidade, adesédo e crescimento celular. As superficies obtidas foram
caracterizadas e submetidas a testes para avaliagdo para a aplicabilidade do
método de fotofuncionalizacdo em dois focos diferenciados da biotecnologia:
engenharia de tecidos e biodegradacdo de materiais poliméricos. Resultados das
técnicas de analise de superficies mostraram a conversao eficaz das superficies de
polimeros hidrofébicos para hidrofilicos com enxerto de novos grupos funcionais
oxidados durante os tratamentos fotoquimicos. Alguns dos filmes tratados
mostraram um maior numero de células tronco mezenquimais aderidas em
comparacao com os filmes néo tratados e este nimero é comparavel com o nimero
de células aderidas no grupo de controle. Os resultados demonstraram que a
resposta de células ndo depende apenas da hidrofilicidade, mas também das
alteracdes na quimica da superficie, que ocorrem como resultado do tratamento
com radiacdo UV na presenca de oxigénio. Melhor adesédo e crescimento celular
nos substratos poliméricos modificados pela presente  metodologia
fotofuncionalizacdo confirmam a biocompatibilidade das superficies tratadas. O
mesmo método de funcionalizacéo da superficie foi usada como passo inicial para
atingir a degradacdo controlada de PHB, PSU e PU filmes por fungo
entomopatogénico. As superficies tratadas foram investigados por meio de técnicas
de analise de superficie (WCA, FTIR-ATR, XPS, NEXAFS, GPC, Microscopia
Optica, MEV, Gravimetria e Tof-SIMS). Apés os tratamentos, foram detectados
novos grupos oxigenados em novos ambientes quimicos sobre a superficie de
polimeros. A atmosfera oxidante ndo permitiu a formacdo de ligacdes C=C,
indicando que reacfes de fotodegradacdo sao suprimidas durante/pelos
tratamentos, resultando em enxerto de oxigénio nas cadeias de polimeros. Quanto
maior a hidrofilicidade e a concentracdo de grupos funcionais oxigenados na
superficie dos filmes tratadas melhor a biodegradacéo dos filmes. Observou-se um
claro aumento no crescimento deste fungo quando grupos oxigenados foram
enxertados na maior parte das superficies de polimeros. Esta metodologia simples
pode ser utilizada para melhorar e controlar a taxa de degradagéo de polimeros em
aplicacdes que requerem uma taxa de degradacao controlavel, ou, no manejo de
residuos de materiais poliméricos.
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Abstract

The photofunctionalization of polymer surfaces is a simple, practical, low cost
and experimental complexity, and enables to obtain polymer surfaces with controlled
chemical selectivity and surface properties depending on the type the treatment
applied. The surfaces obtained are stable and free from contaminants (residues of
reactants or solvents), very important characteristic for material applied in
biotechnological applications. The surface of Polihidroxibutirate (PHB), Polysulfone
(PSU) and Polyurethane (PU) films were treated with ultraviolet radiation (UV) in the
presence of oxygen to improve their wettability, adhesion and cell spreading
properties. Surface analysis results illustrated the effective conversion of the
polymers surfaces from hydrophobic to hydrophilic with grafting of new oxidized
functional groups during the photochemical treatments. Some of treated films
showed a larger number of adhered mezenquimal stem cells compared to the
untreated films and that number of adhered cells was comparable to the number of
adhered cells in the control group. The results showed that the cell response does
not only depend on the hydrophilicity but on the chemical surface alterations which
occur as a result of UV-assisted treatment in the presence of oxygen. Better cell
adhesion, spreading and growing on the polymers substrates modified by the
present fottofunctionalization methodology confirmed the biocompatibility of the
treated surfaces. The same method of surface functionalization was used as initial
step to achieve controlled degradation of PHB, PSU and PU films by
entomopathogenic fungi. Treated surfaces were investigated by surface analysis
techniques (WCA, FTIR-ATR, XPS, NEXAFS, GPC, Optical Microscopy, SEM,
Gravimetry, and Tof-SIMS). After the UV-assisted treatments, new carbonyl groups
in new chemical environments were detected on the polymers surface. The oxidizing
atmosphere did not allow the formation of C=C bonds, indicating photodegradation
reactions are suppressed during or by the treatments, resulting on oxygen grafting in
the polymers chains. The higher hydrophilicity and concentration of oxygenated
functional groups at the surface of the treated films possibly improved the
biodegradation of the films. It was observed a clear increase in the growth of this
fungus when oxygenated groups were grafted on the most part of polymers surfaces.
This simple methodology can be used to improve and control the degradation rate of
polymers films in applications that require a controllable degradation rate, or on
waste manegement of polymeric materials.
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1. Introducéo

Tanto em aplicacdes nas ciéncias dos materiais, quanto em qualquer processo
ou fenbmeno, seja natural ou artificial, a superficie de um material é o primeiro plano
de contato, qualquer que seja a vizinhanca. As caracteristicas superficiais dos
diversos materiais tem um efeito muito importante no dia a dia e o uso final
depende, fundamentalmente, de propriedades relativas a superficie, como: adeséo,
atrito, brilho, permeabilidade, molhabilidade, etc. A natureza mostra extensivos
exemplos sobre a importdncia de caracteristicas superficiais que evoluiram até
produzir superficies com propriedades autolimpantes, autoadesivas, reducdo do
atrito, etc. Em produtos industriais ha também um grande impacto das propriedades
superficiais no produto final obtido, bastando somente mencionar o Teflon® como
um de tantos exemplos. A grande parte de interacdo entre organismos vivos com
gualquer outro corpo da-se em primeira instancia pela superficie. Tdo grande é a
importancia das propriedades superficiais, quanto o empenho dos pesquisadores
em controlar e projetar superficies com propriedades especificas as suas
necessidades, tanto com materiais sintéticos como naturais.

Tornar uma superficie funcional é adapta-la a um dado uso ou processo, de
modo a maximizar as propriedades ou resultados requeridos do mesmo. Este
preceito é largamente empregado nas industrias de revestimentos, anticorrosivos, e
em muitos processos e instalagdes industriais, onde se procura evitar o contato de
determinado composto ou material com as instalagdes e maquinarios para que um
ou outro ndo se contamine ou degrade. A modificacao superficial polimérica segue o
mesmo preceito ao tentar adequar superficies, tanto quimica quanto
morfologicamente, (hidrofébicas, hidrofilicas, rugosas ou ndo, aderentes ou n&o)
para aplicagbes que terdo propriedades superficiais muitas vezes distintas e Unicas
para cada processo, sem que as propriedades quimicas e fisicas originais do
polimero sejam alteradas.

Nos ultimos anos técnicas de modificacdo de superficies tem recebido grande
atencdo, como estudos utilizando implantacéo idnica®, plasma??, enxertia quimica®,
radiacdo UV>®, VUV’, etc. O substancial avanco no conhecimento de processos e
de técnicas fotoquimicas, nas ultimas décadas, permite enxergar o potencial
associado ao uso da luz para transformar de forma controlada uma superficie. O
objetivo maximo das modificacdes fotoquimicas de superficies é utilizar o foton

como Unico reagente.? Esse paradigma de modificacdo superficial fotoquimico esta
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baseado principalmente no rapido crescimento e compreensao dos fendmenos de
manipulacdo a nivel molecular das superficies de diversos materiais acoplado a
extensa base de conhecimento fotoquimico acumulado.

As propriedades que se deseja alcancar, em uma modificacdo superficial, podem
ser dificultadas pela caracteristica ou influéncia do método de escolha de
modificacdo. Mesmo passivel de alcancar o resultado requerido, a nova superficie
pode deteriorar-se durante o processo de modificacdo, seja por degradacdo quimica
ou térmica, ou entdo, como um efeito colateral, outras propriedades podem ser
modificadas, como a morfologia, ou propriedades térmicas e mecanicas.® Contraria
a tecnologia de plasma ou descarga em corona, as tecnologias baseadas na
fotofuncionalizacdo além de alcancar uma modificacdo seletiva néo alteram
efetivamente a morfologia do material e fornecem superficies com boa
estabilidade.’®** A base do processo é a interacdo do féton com a superficie do
material e o grupo quimico que pretende-se enxertar. A energia € absorvida do féton
pelas moléculas que se elevardo a um estado excitado de energia dando inicio a
reacdo. A eficiéncia do processo depende da estrutura quimica dos materiais
envolvidos e da energia e intensidade do féton.®

Essa combinagcédo abre novas e promissoras possibilidades de funcionalizacéo
superficial com radiacdo eletromagnética poli ou monocromatica com controle da
quantidade e tipo de grupos funcionais enxertados na superficie do material.*****® O
uso de radiacdo UV em combinacdo com uma atmosfera gasosa reativa, adiciona
vantagens como baixa complexidade e custo experimental, comparado aos
tratamentos de tecnologia do plasma, e, auséncia do uso de foto-iniciadores que
geralmente elevam os custos de producéo. A interface de modificacdo (sélido/gas) é
outro atrativo da técnica, pois uma vez que ndo envolve solventes ou compostos
liquidos que poderiam contaminar a superficie (fendmeno da plastificacdo).***® O
resultado final € uma modificacdo com controle da quimica superficial, sem
alteracdo morfologica e livre de etapas adicionais de purificacdo o que torna este
processo atrativo em varias aplicacfes biotecnolégicas que necessitam do controle

da quimica de superficie dos matérias utilizados.
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2. Referencial Bibliografico

Fotofuncionalizagcdo de materiais poliméricos

Uma opcéao interessante para funcionalizar a superficie de um material € o
tratamento com radiacdo eletromagnética. O mecanismo de acdo da técnica baseia-
se na excitacdo eletrénica das moléculas, induzindo o rompimento das liga¢des,
podendo gerar radicais que, na presenc¢a de outro composto ou monémero, podem
formar ligacbes covalentes, enxertando-se assim novos grupos funcionais nas
moléculas.® Os processos de fotofuncionalizagdo em atmosfera reativa ocorrem na
interface polimero/reagente, porém, 0 uso de reagentes no estado gasoso e sem o
uso de fotossensibilizadores evita problemas de plastificacdo e contaminagcdo de
superficie.’>*" Para tanto, é de fundamental importancia que os polimeros e

reagentes selecionados atendam a um dos seguintes requisitos:

e O polimero deve conter em sua estrutura pelo menos um grupo fotorreativo,
ou seja, um sitio na molécula (&tomo, ligacdo, elétron) que ao absorver um
féton de radiacdo ative-se (excitacdo, rearranjo, ejecdo de elétrons,
rompimento de ligacdo) promovendo um estado metaestavel (radical ou ion)
gue posteriormente em contato com o reagente na atmosfera, forme a ligagéao
quimica;

e Caso o polimero ndo possua nenhum grupo fotorreativo, a espécie a ser
enxertada deve conté-lo.

e Caso nenhum dos dois (polimero ou espécie a ser enxertada) possuam
grupos fotorreativos, pode-se fazer uso de compostos fotossensibilizadores
ou foto-iniciadores.

A disponibilidade de diferentes fontes de radiacdo e o controle do fluxo de
energia das irradiacdes possibilita o ajuste de parametros reacionais como a
velocidade de iniciacdo e propagacdo e a extensdo das modificagbes. Todo o
processo da-se a temperatura ambiente e dispensa-se quase que totalmente o uso
de catalisadores, solventes poluentes ou com elevado grau de toxicidade. Pode-se
ressaltar também como vantagens a elevada eficiéncia reacional, o elevado grau de
pureza e homogeneidade do produto final e, é claro, a simplicidade experimental,
com consideravel economia de energia e recursos.’ A principal desvantagem é o
tempo de irradiacdo que é relativamente grande (ordem de minutos a horas
dependendo da poténcia da fonte) em relagdo a técnicas que utilizam os

tratamentos com plasma.>#%°
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As vantagens apresentadas pelo tratamento com radiacdo UV fizeram com
gue alguns grupos de pesquisa iniciassem a utilizacdo de radiacdo UV para
controlar a formacéo de espécies radicais na superficie do material e transformar a
quimica superficial de maneira desejada. Alguns estudos utilizando radiacéo laser®®
3 lampadas de alta poténcia® ou uma combinacdo de radiacdo UV com oxidac&o
com 0z6nio*?", utilizacdo de radiacdo UV para produzir superficies com
molhabilidade adaptavel ao comprimento de onda aplicado®, melhoria da adesao
entre polimeros utilizando a irradiacdo UV*°, sintese de nanoparticulas de prata em
superficies poliméricas com propriedades bactericidas®® mostram as importantes
modificacdes produzidas pela radiacdo e a incorporacdo de diferentes grupos
funcionais na superficie. Sem sombra de davida, a enxertia induzida por radiacédo
UV é uma oO&tima ferramenta para a modificacdo superficial polimérica,
especialmente quando se deseja alterar propriedades de superficies.**** Tais
propriedades como molhabilidade, biocompatibilidade, adesividade estéo
intrinsecamente correlacionadas com o tipo de grupamento quimico enxertado na
superficie. 43

A imobilizacdo de proteinas requer tanto superficies hidrofébicas quanto
hidrofilicas, mas a presenca de grupos nitrogenados revela-se imprescindivel para a
facilitacdo da formacdo de ligacdo peptidica.****>®> Nahar et al. prepararam uma
membrana de celulose foto reativa através da reacdo de 1-fluoro-2-nitro-4-
azidobenzeno, um foto-iniciador com os grupos hidroxila das moléculas celulésica
da membrana. A membrana obtida foi exposta a tratamentos com UV em presenca
de diferentes solucdes contendo diferentes tipos de carboidratos.®® A irradiacéo
induziu a uma ligacdo covalente sem a modificacdo estrutural dos carboidratos
comprovados por testes de imobilizacdo de proteinas seletivas aquelas substancias.

A maior parte dos trabalhos envolvendo a exposi¢cdo de materiais poliméricos
a radiacéo UV tem como objetivo o estudo da fotodegradacdo deste materiais®” "°. O
efeito da radiacdo UV, em particular da regido do UV proximo (290-400 nm) ja é
bem conhecida pela comunidade cientifica. Cabe ressaltar aqui, para o melhor
entendimento, alguns aspectos mecanisticos da interacdo da radiacdo com

materiais poliméricos.”

O processo de absorcdo de foton de radiacdo UV e as reacdes
desencadeados por este, podem ser resumidas em trés etapas: iniciagéo,

propagacao e terminacdo. Independente do tipo de reacdo fotoquimica, estas trés
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etapas estdo sempre envolvidas. A Figura 1 traz um esquema resumido destas trés
etapas.

Iniciacdo
AVaVVAl =3V, V, Vo Qs hv —_— VRN
Propagacao
—_— AVaVa Vol >3V Vot
EARALAR — vWwWwR Rvvn
—_— wvWwU R Ruvvin
AVaVaVal >RVaVaVat + X —_— VWU RX Rvywvwn
Terminacdo
AVaVaVal >3VaVaVal + X —_— VWU RX Rvywvin
. X
AVAVAVAL SRVAVAVAY + X —_— AVAVAVAL S V,AVAVLN
. X
AVAVAVAISRVAVAVAN + 2X —_— v RX Rvwvin
. X
vwwR Rvyvnn + X —» VW R—RvvWn
X
S— . wvWwWR ovvvv + Ry
X
wvWwwrR O Rvvwne + X — VWV R + Ry
—» LU UrRXRYVN

Figura 1. Esquema de reacdes desencadeadas pela absorcdo de um féton de
radiacdo UV por um cromoforo em uma cadeia polimérica.

A iniciacdo de forma resumida na Figura 1 pode acontecer em diferentes
maneiras: direta absor¢cdo de um foton levando o grupo a um estado excitado de

maior energia; rompimento de ligagbes da cadeia polimérica pela absor¢cdo de um
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foton; e clivagem por um fotossensibilizador (neste caso a formacdo do radical €
por forma indireta, onde um composto fotossensivel abstrai um atomo de hidrogénio

da molécula polimérica, ou transfere um energia a mesma originando um radical).

Um vez formado o radical pode inciar-se a etapa de propagacao. Nesta etapa
podem ocorrer varios processos, nos quais as principais reacdes fotoquimicas se
desenrolam. Como se pode observar na Figura 1, a propria molécula polimérica
pode sofrer um rearranjo de modo a atingir um nivel de menor energia. Neste
processo de propagacao, outras ligagcdes podem ser quebradas, podendo ocorrer
nova abstracdo de atomos de hidrogénio e a formacdo de um radical livre, que
promovera a clivagem de outras partes da molécula polimérica. Em presenca de um
outra espécie (representada pelo X na Figura 1) podera acontecer a incorporacao
desta espécie na cadeia polimérica, bem como novos rearranjos, onde novos

radicais serdo formados.

A terminacdo pode acontecer pela reacdo do radical formado com outros
atomos da cadeia polimérica (abstracdo de hidrogénio, cross-linking), com
compostos presentes que nao fazem parte da cadeia polimérica, ou rearranjo onde
o radical pode combinar-se com outro radical, ou outra espécie, e ser eliminado da
cadeia polimérica, geralmente como espécie gasosa. Os produtos finais da
terminacdo vao depender da estrutura quimica do polimero, do tempo de irradiacao,

e do comprimento de onda utilizado, na vizinhanca da superficie (liqguida ou gasosa).

Dependendo da estrutura quimica do polimero € possivel prever algumas
etapas do processo. Para fins préaticos serdo abordados as possiveis reacdes
fotoquimicas que podem ocorrer com o0s polimeros que foram utilizados neste

trabalho.

Dentre os polimeros biodegradaveis, destaca-se o polihidroxibutirato (PHB),
gue é um polimero natural do tipo poliéster obtido por meio de bactéria que,
hiperalimentada com acglcar ou com outra fonte de carbono, armazena energia na
forma de poliester. O PHB pode ser processado como um termoplastico
convencional por diversas técnicas para ser utilizado nas mais diversas aplicacoes,
como embalagens, recipientes e materiais descartaveis, com propriedades
mecanicas similares as dos plasticos convencionais. O PHB também & estavel sob
circunstancias de armazenamento ambientais e durante o seu uso, podendo durar

mais de quatro anos em prateleiras e armarios.
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A polissulfona (PSU) pertence a classe dos polimeros termoplasticos e é
formada por dois mondmeros: difenilsulfona e bisfenol-A. E altamente resistente
aos 4cidos minerais, alcalis e eletrdlitos, em pH variando de 2 a 13, e em muitos
solventes ndo-polares. E resistente a agentes oxidantes, tem alta resisténcia a
compactacao, sendo muito utilizada em meios que necessite altas pressodes, tem a
mais alta temperatura de trabalho de todos os termoplasticos. Sua resisténcia a
altas temperaturas, da-lhe um papel de um retardante de chama , sem comprometer
a sua estrutura. Sua alta estabilidade a hidrélise permite o uso em aplicacdes
meédicas que exigem autoclave e esterilizacdo a vapor. Usada na fabricacdo de
membranas para aplicacdes em hemodialises, recuperacdo de aguas residuarias,
processamento de alimentos e bebidas, separacdo de gases. Ainda como resina é
utiizada na fabricagcdo de pecas e equipamento elétricos, médico-hospitalares,
domésticos e na industria automobilistica e eletrénica. As modificagcdes quimicas
feitas na PSU tém como objetivo principal aumentar sua afinidade com a agua,
melhorando assim as suas propriedades como suporte de membranas de

purificacdo da dgua e aplicacdes biotecnoldgicas.

o} I I o}
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A Poliuretana (PU) é um polimero que compreende uma cadeia de unidades
organicas unidas por ligacdes uretanicas. E amplamente usado em espumas rigidas
e flexiveis, em elastdbmeros durdveis e em adesivos de alto desempenho, em
selantes, em fibras, vedacfes, preservativos, carpetes, pecas de plastico rigido e
tintas. A poliuretana pode ter uma variedade de densidades e de durezas, que
mudam de acordo com o tipo de monémero usado e de acordo com a adi¢do, ou
ndo, de aditivos que podem melhorar a resisténcia a combustdo, a estabilidade
guimica, entre outras propriedades. Embora as propriedades da poliuretana possam

ser determinadas principalmente pela escolha do poliol (segmento flexivel), o
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diisocianato (segmento rigido) também exerce algumas influéncias nas suas

propriedades mecanicas.

L”H)LAOJ\”HJ\O/\/\/O

PU n

Como citado antes, os polimeros envolvidos neste trabalho s@o poliéteres, e
com excecdao do PHB, que €& um poliéster. Tanto em poliéteres quanto em
poliésteres, o croméforo da cadeia polimérica € o sitio carbonilico, e € através dele
gque as reacgbes fotoquimicas serdo desencadeadas. As principais reacdes
fotoquimicas envolvendo este tipo de grupo fotoreativo sédo as reacées Norrish Tipo
| e Norrish Tipo Il e a abstracdo de hidrogénio. A Figura 2 mostra o0 mecanismo de

iniciacao destas reac¢des fotoquimicas.
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Figura 2. Mecanismo de inciacdo das principais reacdes fotoquimicas envolvendo
composto com cromoforo carbonilico.

Na reacdo Norrish Tipo |, ha a formacdo de um radical pela clivagem da
ligacdo adjacente a carbonila podendo gerar dois radicais. Na reacéo Norrish Tipo II,
ha a clivagem da ligagédo B-carbonila, normalmente acompanhada da formacgéo de
uma ligacdo C=C no carbono nédo carbonilico onde ocorreu a clivagem. Na reagéo
do tipo abstracdo de hidrogénio, a excitacdo da carbonila pela absorcao do féton de

radiacdo UV leva a abstracdo de um atomo de hidrogénio em posicédo Y-carbonila,
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ou entdo podendo haver também, no caso dos polimeros a abstracdo de hidrogénio
inter molecular. No caso de um poliéster, estas rea¢des acontecem da mesma
maneira, porém a ligacdo rompida € a O-C na cadeia polimérica. Na PSU o
cromoforo da cadeia polimérica passivel de funcionalizacdo sdo as ligacdes C=C
dos anéis aromaticos. Este sitio de funcionalizacdo é passivel de formacdo de
radical por exitacdo de elétrons para um nivel energético maior e também a

abstracdo de hidrogénio do anel aromatico.’

Biomateriais e biocompatibilidade

Em 2012 o mercado global de biomateriais atingiu 44 bilhdes de dolares, sendo
estimado para 2017, 89 bilhdes de délares.”*”® Os desafios para os préximos anos
e as ideias inovadoras levam a um constante desenvolvimento de produtos que
abrangem desde a area de pesquisa basica até o produto final entregue ao
consumidor. Embora haja muitas diferentes aplicacdes e usos para polimeros na
area de biomateriais, atualmente a engenharia de tecidos merece grande
destaque.” Sendo uma das &reas em que o material utilizado requer grande
controle de propriedades fisico-quimicas, ha um grande esforco da comunidade
ciéntifica no estudo do aumento de biocompatibilidade de polimeros.

Um biomaterial pode ser definido como um material que pretende interagir com
sistemas bioldgicos para tratar, avaliar, reparar, substituir qualquer 6rgdo, funcéo ou
tecido de um corpo. Segundo Nair et. al, um biomaterial deve ter as seguintes
caracteristicas’”:

¢ O material ndo pode provocar ou sustentar nenhuma resposta inflamatoria ou
téxica quando implantado no corpo;

e O material deve ter a capacidade de abrigar vida;

e O tempo de degradacdo do material deve ser compativel com o tempo
necessario ao processo de regeneracao;

e O material deve conter apropriadas propriedades mecanicas para a
determinada aplicacdo e a variacdo destas propriedades mecanicas com a
degradacédo deve ser compativel com as necessidades do processo de
regeneracao;

e Os produtos de degradacdo ndo devem ser tOxicos, ou seja, devem ser

propicios a serem metabolizados pelo corpo;
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e O material deve ser apropriadamente permeavel e possuir boa

processabilidade para aplicacédo requerida.

Nas ultimas duas décadas do século XX, houve uma mudanc¢a no paradigma de
polimeros estdveis para polimeros biodegradaveis, ou seja, proteses bioestaveis
estdo sendo substituidas por préteses biodegradaveis, que sdo consumidas
conforme o corpo se repara.”” O grande desafio de aumentar cada vez mais a
biocompatibilidade destes materiais parte de um problema antigo, desde que as
primeiras proteses foram utilizadas para substituir ou reparar tecidos danificados: a
reacao inflamatoria. A superficie do material € o primeiro ponto de contato com o
corpo, se o0 corpo reconhecé-la como um elemento estranho, havera uma forte
reacdo do organismo, desencadeando um processo inflamatorio e levando a sérias
complicacdes.”® O tipo de interacdo entre uma superficie e 0 meio que mantém a
interface entre os tecidos vivos, depende de elementos-chaves no meio biol6gico:
proteinas. Uma vez que a conformacdo e a quantidade de proteinas adsorvidas
regulam a resposta celular frente a uma dada superficie, entender esta relacdo é
crucial para o desenvolvimento de novos materiais (Figura 3).>* Do mesmo modo,
com relacdo a hemocompatibilidade, quando sangue € aplicado a qualquer material
extracorpéreo ha a imediata absorcao de proteinas séricas (ou do soro). Isto leva a
adeséo de plaquetas e a coagulacdo sanguinea causando a trombose. Como as
proteinas séricas tem uma maior afinidade com superficies hidrofébicas, varias
estratégias que buscam a hemocompatibilidade como o recobrimento de superficies

ou a manipulacdo da sua molhabilidade sdo as mais utilizadas.’’
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Figura 3. Reacéo do corpo ao reconhecer um biomaterial como corpo estranho. 1.
O cirurgido implanta o biomaterial. 2. Uma monocamada de proteinas se adsorve na
superficie. 3. As células interagem com a camada proteica. 4. Células nao
reconhecem a conformacao proteica e comegcam a secretar agentes sinalizadores. 5
e 6. Comeca a sintese de colageno formando uma cépsula acelular em volta do

biomaterial.”®

Uma vez conhecida a importadncia da superficie para o problema, varias
estratégias tem sido sugeridas. Superficies poliméricas com propriedades anti-
inflamatérias’®, também com imobilizacdo de compostos bioativos?, ou incorporacao
dos mesmos na matriz polimérica tem conseguido alcancar resultados significativos.
Uma grande tendéncia € o uso de componentes da membrana extracelular para
recobrimentos de superficies®®, ou materiais inspirados na membrana extracelular
em uma tentativa de mimetizar os compostos ja4 encontrados no organismo®®?,
porém mesmo respondendo bem ao crescimento celular estes materiais tem certa
dificuldade em suprir as necessidades requeridas nas aplicacbes especialmente
guanto as propriedades mecanicas e facilidade de processamento.

O uso de polimeros naturais®®®®

também é uma alternativa que emergiu nos
ultimos anos, seguindo a ideia de mimetizar moléculas que ndo seriam

reconhecidas pelo corpo como um material estranho, aliado a possibilidade de
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metabolizacdo do mesmo pelo corpo com o tempo.?? Dentre os polimeros naturais,
os polihidroxialcanoatos (PHA) tem mostrado in vitro uma 6tima biocompatibilidade
com diferentes tipos de células, aliados a facilidade de processamento e
propriedades mecanicas necessarias para aplicacbes onde os implantes necessitam
de determinada resisténcia. Estudos como a inser¢cdo de grupos oxigenados na
cadeia polimérica a partir de copolimeros com o intuito de modificar as propriedades
superficiais como molhabilidade e carga de superficie também tem encontrado
resultados satisfatérios.®” Os PHA’s estdo sendo utilizados para melhorar a
biocompatibilidade em engenharia de tecidos, recobrimento de préteses vasculares,
especialmente pela sua degradabilidade no corpo, pois sao facilmente suscetiveis a
degradacdo por via hidrolitica.””® Dentre os PHA's, o PHB mostra grande
versatilidade para aplicagdo biomédica.®® Blendas de PHB para reparacdo de
células cartilaginosas conseguiram bons resultados frente outros polimeros
naturais.”® Modificacdo por plasma do PHB levou a um maior crescimento celular,
principalmente pela modificacdo morfoldgica.”> O uso de PHB, para mimetizar a
membrana extracelular através de nanofibras, também tem sido realizado

mostrando uma melhor biocompatibilidade .%?

Neste tipo de polimero a
molhabilidade parece ter um importante papel, Chen et al. mostraram que
superficies mais hidrofébicas de PHB podem induzir ao efeito contrario, levando a
inibicdo do crescimento, podendo mesmo vir a ser usado como agente preventor de
formacao de tecidos.*

Pode-se citar outro grande candidato ja bem conhecido na area médica: a PSU.
Membranas de PSU sao largamente utilizadas em membranas de didlise e
hemodidlise, devido a uma satisfatoria biocompatibilidade. Alguns estudos
mostraram que a superficie destas membranas sdo sensiveis ao método de
esterilizagdo que pode inclusive influenciar negativamente na biocompatibilidade.*
Uso da PSU na entrega controlada de drogas também conseguiu recentes
avancos®™. Porém, a estratégia de mimetizar a membrana extracelular através
membranas de PSU recobertas pela técnica layer-by-layer com quitosana, sulfato
condroitina, acido hialurénico e polissacarideos ndo levaram a um acréscimo na
biocompatibilidade, inclusive levando ao aumento de expressdo de Colageno Tipo
1, que alterara o ambiente de interacéo celular.?®

A modificagdo da superficie da PSU com plasma de O, e dopamina melhorou a
biocompatibilidade das membranas.’” PSU enxertada com polivinilpirrolidona (PVP),

conseguiu uma o6tima interacdo celular principalmente nas superficies com menor
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concentragdo de PVP, onde diferencas na rugosidade da superficie durante
condicdes Umidas mostram diferentes efeitos na resposta bioldgica.”® loan et al.
estudaram a modificacdo da superficie de PSU com o enxerto de grupos
nitrogenados, encontrando uma adesao maior de glébulos vermelhos, respondendo
positivamente & variacdo da molhabilidade da superficie.*’

Blendas de PSU e fosfolipidios foram preparadas onde a parte fosfolipidica era a
componente principal na superficie dos filmes suprimindo-se a adesao de plaquetas
e proteinas na superficie comparadas a PSU sem tratamento.®® Redes e blendas de
quitina e polissulfona foram estudadas, porém com baixa ades&o.'® Mesmo sendo
utilizado em hemodidlise com grande éxito, este tipo de membrana ndo se mostra
compativel com o tecido renal quando se pensa em engenharia de tecidos,'® ou
seja, hd uma necessidade de melhoria das propriedades deste polimero para seu
uso na engenharia de tecidos.

Com quase 50 anos de aplicacdo na area biomédica, a PU ainda é um dos
polimeros mais utilizados e pesquisados para aplicacdes biotecnolégicas, sua
moderada biocompatibilidade e propriedades quimicas e mecéanicas ainda sdo um
grande atrativo na utilizagdo em engenharia de tecidos.*®* Do mesmo modo que nos
exemplos citados acima, estudos mostraram que a superficie do polimero, uma vez
modificada, altera a resposta biologica. A resposta nem sempre mostra-se positiva,
como o exemplo de PU recobertas com prata que ao serem implantadas in vivo,
apesar de evitar o crescimento de bactérias e fungos, disparavam reacfes
inflamatérias.’® A morfologia de membranas de PU também foi avaliada tendo
como parametro de analise o seu angulo de contato em &gua, mostrando que
amostras mais porosas e hidrofilicas possuem uma maior biocompatibilidade com
as espécies testadas.'® Aplicacdes como a regeneracdo 6ssea necessitam de um
polimero moldavel que possa ser customizado as necessidades do hospedeiro do
implante e ainda com boas propriedades mecanicas. A obtencdo de PU modificada,
gue somasse as suas propriedades térmicas e mecanicas a possibilidade de
degradacdo corpGrea sem que seus subprodutos sejam téxicos ao organismo seria
de grande interesse.'®®

Nos trés exemplos de materiais citados (PHB, PSU e PU) nota-se que ha
relevante potencial de suas aplicacdes na engenharia de tecidos, porém um étimo
desempenho ainda necessita ser alcancado em termos de bicompatibilidade/
processabilidade. A manufatura de andaimes ou scaffolds destes materiais ainda

requerem que suas propriedades superficiais atendam de modo controlado e
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especifico as necessidades de cada tipo de tecido a ser cultivado ou reparado.
Especificidade, simplicidade de um baixo custo de producdo sdo caracteristicas
sempre buscadas pela industria, em qualquer setor. A versatilidade e seletividade
do método de UV assistida nos leva a crer que as superficies alcancadas por este
método sdo as mais adequadas para a aplicacdo em uma area tdo sensivel como a
area de biomateriais.

A interacéo entre um tecido celular e a superficie de um implante é um processo
dindmico. Moléculas de agua e ions dissolvidos na agua sao os primeiros elementos
gue circundam a superficie de um biomaterial durante os primeiros segundos de
contato inicial.*>. A molhabilidade da superficie tem um papel importante na
propriedade de adesdo das moléculas da membrana extracelular. A adesédo dessas
moléculas é responsavel pela proliferacédo e diferenciacéo das células semeadas.'*®
198 Também foi observado que a adesdo celular é determinada pela adsorcéo e
disposicéo de proteinas extracelulares.’® Também um fato conhecido que a adeséo
celular esta ligada com o tipo de proteina adsorvida na superficie do implante, e
também, que dependera do tipo de interacdo entre a proteina e a superficie do

10 ‘materiais hidrofébicos tem uma

implante.®” Como foi observado em outro estudo
alta afinidade com uma vasta variedade de proteinas e rapidamente, apds o
primeiro contato de um biomaterial com material biolégico, as superficies desses
biomateriais sdo cobertas com uma camada de proteinas do plasma,
predominantemente albumina, fibrinogénio, 1gG, fibronectina, etc. Essas proteinas
aderem fortemente a superficie, o que ocasiona mudancas na sua estrutura
tridimensional.

As mudancas conformacionais dessas proteinas adsorvidas sao
comumentemente responsaveis pelo disparo de reacdes adversas do organismo,
como processos inflamatérios e coagulagdo, onde o organismo reconhece o
implante como corpo estranho (Figura 4). Também é sabido que, proteinas em geral
tendem a se ligar menos em superficies hidrofilicas do que em superficies
hidrofébicas e, geralmente, essa adesao proteica ndo modifica significativamente a
estrutura conformacional da proteina.*® Seguindo estes preceitos, pode-se dizer
gue, quando a célula atingi a superficie, a caracteristica da camada proteica
formada ditard a resposta celular, sendo que a caracteristica da superficie do

biomaterial influenciara as caracteristicas da camada de proteinas adsorvidas .
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Figura 4. llustracdo simplificada da interacdo de uma superficie com material
biologico. a) A proteina soluvel em uma camada aquosa entre o biomaterial e a
superficie polimérica expde os dominios de forma correta, as células reconhecem
como superficie adequada. b) A proteina ndo exibe a orientacdo conformacional
adequada com a superficie e, consequentemente, os dominios ndo estdo expostos
na conformacdo certa, as células reconhecem como corpo estranho e dispara a
reacao inflamatoria.

A adsorcdo proteica em um superficie em meios fisiolégicos envolve dois
estagios. Primeiro, as proteinas sdo diretamente adsorvidas na superficie do
material através de varios tipos de interacdo entre a proteina e a superficie, que é
regulada pela quimica da superficie. Isto ocorre em condi¢des aquosas e havera a
formacdo de uma Unica camada de proteinas adsorvidas. Em segundo, proteinas
ainda dissolvidas no meio aguoso interagem com a monocamada pré-adsorvida que
adequou a sua conformacdo conforme as caracteristicas da superficie do
material.***

A cultura de células nestes materiais implantados € um dos fatores que melhor
avalia seu carater de biocompatibilidade e as técnicas de viabilidade e adesao
celular*™® oferecem dados qualitativos e quantitativos com relacdo a possivel
resposta do corpo frente a estes materiais. Entre a vasta gama de tipos de tecidos e
células que podem ser utilizados nos ensaios de adeséao e viabilidade celular, uma
grande aposta sdo as células-tronco mesenquimais (MSC). Diferentes de outros
tipos de células-tronco, as MSC estdo presentes em praticamente todos os tecidos
do corpo. Este tipo de célula-tronco adulta € capaz de automultiplicar-se, diferenciar-
se em diversos tipos de tecidos celulares e induzir a regeneracdo de células do
tecido danificado pela expressdo de fatores de indugéo e crescimento.'*® Estas
células mostram-se muito vantajosas para 0 uso em engenharia de tecidos pela
capacidade de amenizar repostas inflamatorias do organismo frente a um implante
ou procedimento operatorio promovendo uma cicatrizagcdo mais eficiente dos tecidos

danificados.**

31



Considerando o0s aspectos abordados anteriormente e a eminéncia de
desenvolvimento de materiais cuja a quimica de superficie possa ser controlada de
maneira eficiente e, a experiéncia prévia do grupo no estudo de modificacdo de
superficies de materiais poliméricos utilizando radiacéo

E|etr0magnética, 10,11,15,17,18,115-117

acredita-se que o0 uso desta técnica
possossibilitara a aplicacdo dos materiais obtidos na engenharia de tecidos. Sendo
assim pretende-se investigar a influéncia da fotofuncionalizacdo de polimeros

induzida por radiacdo UV em presenca de atmosfera reativa.

Biodegradabilidade

Todo este potencial de controle de processos e adequacgdo de produtos para
uma aplicacdo especifica nos leva ainda a pensar em um problema antigo, do
mesmo modo crescente e atual: a degradacdo de produtos poliméricos. O uso de
polimeros, em substituicdo a qualquer outro material nos mais diversos setores da
sociedade, € crescente e exponencial. Sua versatilidade de processamento e
propriedades fisico-quimicas conferem grande durabilidade. Infelizmente, sem o
correto manejo e descarte de residuos, a durabilidade somente agrava o problema.
A producdo mundial de polimeros em 2011 foi de 235 milh8es de toneladas (Figura
5) sendo que deste percentual aproximadamente 12 milhfes de toneladas sdo
produzidas na América Latina, com um crescimento que vém se mantendo em torno

de 9% ao ano, desde 1950.*®
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Figura 5. Producdo mundial de polimeros em 2011.
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Frente a este problema crescente, a comunidade cientifica volta-se aos
polimeros naturais, polimeros que sdo produzidos ou encontrados na natureza e
tenta-se adequar as especificidades destes materiais aos usos que se destinam.
Estes polimeros possuem um tempo de degradacdo mais reduzido em comparacao
aos polimeros sintetizados a partir do petréleo. Porém, mesmo com um menor
tempo de degradacao, o equilibrio entre o que é produzido e o que é degradado em
um mesmo espaco de tempo continua extremamente desajustada. No Brasil ndo ha
uma politica efetiva de reciclagem dos polimeros. Os dados de 2011 mostram que a
reciclagem mecanica dos materiais plasticos pos-consumo atingiu a marca média de
21% do total produzido, sendo que a capacidade seria de 37%, levando-se em
conta toda a infraestrutura de coleta seletiva e usinas de reciclagem espalhadas

pelo pais.**®

Com relacao ao descarte dos materiais poliméricos, trés caminhos podem ser
tracados para conter o problema: 1. Reciclagem efetiva e abrangente; 2.
Desenvolvimento de polimeros “verdes”. 3. Repensarmos totalmente o processo de

descarte e degradacéo de residuos poliméricos.

E necessario encontrar alternativas ao velho modo de manejo de residuos, o
aterro sanitario. Alternativas que abranjam a maior variedade de materiais
poliméricos disponiveis, de modo que acelere a degradacdo em mesmo ritmo que a
producdo de novos materiais e talvez também agregue valor econémico ao que é
desperdicado. Muitos esforcos tem sido empregados para resolver o problema da
acumulacao de polimeros, principalmente em encontrar métodos que sejam rapidos,
de baixo custo e eficiente para solucionar o problema da disposicdo destes
materiais ao redor do globo. Resumidamente as estratégias pesquisadas para tentar

encontrar solugdes*?® compativeis para a realidade podem ser sumarizadas em:

e Substituicdo de polimeros sintéticos por polimeros de origem natural e
biodegradaveis;

e Blendas de polimeros sintéticos ndo biodegradaveis com polimeros
sintéticos biodegradaveis;

e Pré-tratamento de polimeros que incluem via térmica, eletromagnética (UV,
micro-ondas, radiacédo de alta energia) ou quimica;

e Cultivo de microrganismos que sao mais eficientes na degradacao
polimérica;

e Incorporagdo do microrganismo na propria formulacdo do polimero.
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A degradacédo polimérica pode ser considerada como o resultado de mudancas
de propriedades resultante de reacées quimicas, fisicas e biolégicas.*** Pode-se
classificar a degradacdo polimérica dependendo da natureza das reacdes dos

agentes causadores, Singh e Sharma’ detalham esta classificacdo em:

e Degradacdo Foto-oxidativa: é o processo de decomposi¢cdo do material pela
acao da luz, e, em geral, € considerada a primeira fonte de degradacao de
materiais poliméricos quando descartados no meio ambiente. Normalmente,
comprimentos de onda da regido do UV proximo (290-400 nm) sdo capazes
de induzir a clivagem de ligagbes. Os segmentos flexiveis das
macromoleculas (normalmente amorfas) oxidam-se e tornam-se
potencialmente passiveis de hidrélise;

e Degradacdo Térmica: embora similar do ponto de vista de mecanismo de
oxidacdo, a degradacao térmica ocorre pela despolimerizacdo da cadeia
polimérica, e este processo geralmente comeca pelos grupos terminais das
cadeias iniciando ciclos de auto-oxidacgao, iniciados por calor ou até mesmo
por radiacdo eletromagnética. Uma vez iniciada, havera reacfes radicalares
em cascata levando a formacdo de diferentes produtos dependendo da
estrutura quimica do material. Normalmente € acompanhada pela evolucao
gasosa;

e Degradacdo Mecanoquimica: envolve a degradacé@o de polimeros sob stress
mecanico e/ou forte irradiacdo por ultrassom. Quando excessivo estresse é
aplicado ao material, a cadeia polimérica quebra e produz um par de radicais
gue dardo inicio a reacbes subsequentes. Na presenca de oxigénio, a
primeira quebra resulta na formacéao de radicais peroxidos;

e Degradacdo Catalitica: consiste no reaproveitamento de materiais
poliméricos pela transformacao catalitica em insumos. As poliolefinas sdo o
principal alvo desta degradacdo. Nomalmente envolve a submissdo do
material a pirdlise, com uso de catalizadores como o Pt-Co, Pt-Mo, zedlitas,
metais de transicéo, e hidratos de zirconio.

e Biodegradacdo: processo que envolve a transformacdo bioquimica dos
matérias poliméricos por microrganismos em compostos mineralizados.
Ambos processos hidroliticos e enzimaticos podem contribuir para a

degradacdo em diferentes estagios. A biodegradacao inclui todos os tipos de
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degradacdo que ocorrem in vivo por reacdes metabodlicas ou ndo. A

biodegradacdo € o estagio final de degradacdo do material polimérico no

meio ambiente, e o0 tempo que leva para completar dependera das condi¢cdes

ambientais em que o material e 0 microrganismo estdo inseridos, das

caracteristicas do microorganismos e da estrutura do polimero.

De acordo com a norrma D-5488-54d da ASTM (American Society for Testing

and Materials)'?, biodegradacéo é o termo definido para um processo que é capaz

de decompor materiais em CO,, CH4, H,0O, compostos inorganicos ou biomassa,

onde o mecanismo predominante é a acdo enzimética dos microrganismos. Sao

conhecidos cinco estagios (Figura 6) diferentes envolvidos no processo de

biodegradacao polimérica, descritos a seguir:

1.

Solubilizacdo. E quando a hidratacdo do material polimérico ocorre e,
nesse processo, a hidrofilicidade € uma caracteristica importante. A
hidratacdo auxilia na hidrolise enziméatica-catalitica, além de desestabilizar
as estruturas secundarias e terciarias das cadeias poliméricas;

lonizacdo. A protonacdo ou perda de Hidrogénio de um grupo ligado a
cadeia polimérica. Pode ser induzida pela variacdo de pH do meio, ou
pela acéo de radiacdo eletromagnética.

Hidrélise. Normalmente polimeros que contém ou foram capazes de gerar
grupos éster ou anidridos nas outras etapas sdo passiveis de hidrélise.
Essa etapa tem grande importancia, pois gera produtos de baixo peso
molecular. Os poliésteres sdo considerados polimeros biodegradaveis
pela sua facilidade de sofrer hidrolise. A hidrolise € uma etapa néo
enzimatica e ocorre de forma randémica na cadeia polimérica.

Hidrélise enzimatica-catalizada. Neste momento ocorrem reacdes
especificas com os produtos de menor peso molecular formados na etapa
anterior. Uma série de reacdes ocorrem e, normalmente, em meio
aquoso. Reacdes de oxidacdo e reducao, novas hidrélises, esterificacao,
e sintese, podem ocorrer formando novos produtos para serem
assimilados pela célula do microrganismo. Nesta etapa, 0 microrganismo
envolvido reconhece se o substrato pode ser uma possivel fonte de
carbono e a hidrofilicidade aqui € essecial.

Assimilagdo do microrganismo. Uma vez obtido os produtos requeridos o

microrganismo absorve-os para a continuidade de seu metabolismo.
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Nesta etapa ocorre a mineralizacdo com liberagdo de agua e gases para o

meio.

Figura 6. Os cinco estagios do processo de biodegradacao.

Neste sentido varios grupos de pesquisadores tem procurado aumentar a
biodegradabilidade de materiais poliméricos valendo-se de varias técnicas
experimentais. Por exemplo, em um estudo foi obtido melhoria da hidrofilicidade do
PHB por implantacdo de fons carboxilicos em altas energias de aceleracdo.'?®
Modificagdo quimica de superficies de PHB também melhoraram sua

124 tratamentos com 0z6nio foram extensivamente estudados com

degradabilidade
PHB e a sua influéncia na degradabilidade.®® Darby et. al, na década de 60,
estudaram mais de 100 tipos de poliuretanas e chegaram a conclusdo que
poliésteres de poliuretana sdo mais suscetiveis ao ataque flingico que poli-éteres de
poliuretana.’® Amostras injetadas de PHB foram expostas a biodegradacédo em
ensaio de solo simulado obtendo resultados que sugerem uma degradacédo camada-
por-camada satisfatéria em trés meses.*?® Amostras de PHB, PHBV e PCL foram
submetidas ao cultivo em reator microbiolégico obtendo degradacdo satisfatoria

ap6s 30, 122 e 200 dias, respectivamente.’®” A biodegradacdo de polietileno,
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avaliada por compostagem controlada, foi estimulada apos a irradiacdo de baixa
dose de radiacdo UV durante 25 dias.'®® Copolimeros de lignina e poliestireno
mostram ser mais suscetiveis a degradacéo que o préprio poliestireno.*?® Filmes de
poliésteres aromaticos e alifaticos foram submetidos a degradacdo em solo, com
simulacdo da acao solar, avaliados durante 40 semanas, e, apds a oitava semana,
houve uma degradacao significativa, avaliada pelas suas propriedades mecanicas.*
Alguns dos chamados polimeros verdes podem mostrar, durante o processo de
biodegradacdo, uma reducdo aparente em massa e volume, porém, em analise
mais profunda mostra que a ac¢ao da luz, atmosfera e solo pode conduzir a
subprodutos que resistem no solo por muito mais tempo ou levam a uma
contaminacao pior do que somente o polimero como o caso do polietileno oxi-
biodegradavel.**°

O tipo de técnica utilizada para avaliacdo da biodegradacdo é muito importante,
dependendo do tipo de avaliagdo que se deseja. A degradagcdo em solo é uma das
técnicas mais utilizadas™* e faz parte dos métodos recomendados para os testes de
biodegradabilidade.**? Biodegradacdo em solo e consércio de microrganismos é
uma interessante alternativa que reflete o tipo de manejo de residuos mais adotado
historicamente, ou seja o aterro controlado.’®® Porém, o sucesso da técnica vai
depender de outras variaveis que interferem na biodiversidade empregada, como
tipo de solo, umidade, compostos, tipo de lama e quantidade de &cidos hdamicos,

etc. 36,134,135

Shimao**®

traz uma importante revisdo sobre diversas classes de polimeros
sintéticos e naturais, e baseado em outros estudos, mostra que a principal rota de
degradacdo dos polimeros €, em primeiro momento, a hidrélise, levando a reacdes
subsequentes de quebra de cadeia e formando produtos de baixo peso molecular
gue serdo assimilados por microrganismos. Shah et al. também trazem uma

excelente revisiao®®’

sobre degradacéo biolégica de polimeros. De maneira geral, a
acdo de qualquer microrganismo sobre uma superficie segue um mesmo caminho:
1. O microrganismo reconhece que o substrato (polimero) ao qual esta a disposicao,
pode ser uma fonte de carbono; 2. H4 a secre¢do de enzimas extracelulares; 3. As
enzimas secretadas irdo atacar o substrato e promover de quebra do polimero em
produtos de baixo peso molecular; 4. Estes produtos de hidrélise serdo absorvidos
pelo microrganismo que excretard novos compostos e também compostos

mineralizados (CO,, CH4, H,0, etc.). Consequentemente, esse processo promove a
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erosdo da superficie e, conforme a caracteristica do polimero, o processo
continuara até o completo desaparecimento.’

Embora no ambiente, a biodegradacdo seja desempenhada tanto por fungos
guanto por bactérias, a selecdo de linhagem de certos organismos e, mesmo, a
modificacdo genética destes pode ser considerada como uma das alternativas mais
interessantes. Fungos, em especial, podem produzir diferentes tipos de enzimas
que podem atacar uma grande variedade de polimeros.**® Metarhizium anisopliae é
um fungo filamentoso entomopatogénico encontrado em varios ambientes naturais e
pode ser um potencial microrganismo degradador de polimeros, secreta uma
diversa gama de enzimas lipoliticas e hidroliticas (proteases, lipases, esterases e
chitinases) e, também, produz metabélitos como &cido citrico e oxalico®® que podem
auxiliar no processo degradativo. Durante o processo de infeccdo, M. anisopliae
utiliza essas enzimas para atravessar a cuticula do hospedeiro (artropodes em
geral), 0s quais possuem uma carapaca de quitina altamente complexa, resistente e
hidrofébica.’>**° Esta microrganismo também possui uma grande plasticidade
podendo infectar mais de 300 espécies de insetos e crescer nas mais variadas
condicées de cultivo.*°

Entre outras vantagens na utilizagdo deste microrganismo, para a degradacéao
de polimeros estd na producdo de uma estrutura chamada apressério. Como pode
ser visto na Figura 7, essa estrutura € uma diferenciacdo que ocorre na extremidade
da hifa influenciada por baixos niveis de complexos nitrogenados e por condi¢ées
topogréficas, a qual exerce uma pressdo mecanica sobre a superficie, sendo
responsavel também por secrecdo enzimatica. Tado variada e interessante € sua

expressdo enzimatica, que é frequentemente explorada na inddstria catalitica. 3%

Figura 7. Imagem de microscopia eletrénica de varredura do esporo do Metharizium
anisopliae em desenvolvimento. As letras CO indicam o esporo, AP indica o

apressorio. A ligacao entre estas duas estruturas chama-se hifa.4?
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Embora vérias alternativas de polimeros biodegradaveis e biopolimeros
tenham surgido nos Ultimos anos, algumas barreiras tem imposto limitacbes para
sua adocdo na industria em geral. Um dos principais problemas sdo o0s custos
envolvidos. A maioria dos polimeros de origem natural, ou blendas de polimeros
naturais e polimeros sintéticos ainda possuem custo de producéo elevados, quando
comparados com polimeros derivados do petréleo, tornando-0s menos competitivos.
Ainda ha uma disposicdo comercial muito limitada de mondémeros, o que elevam
ainda mais os custos de producdo e as opcdes de aplicabilidade. Outros fatores,
como processabilidade, limitagdo de desempenho, custos e ndo controle do tempo
em que o material comecara a degradar, sdo obstaculos a serem ultrapassados.
Polimeros de origem natural como celulose e amido ndo sdo passiveis de
reciclagem mecanica e possuem baixo valor calorifico para a incineracéo, restando
como forma de descarte o costumeiro aterro sanitario.

Uma grande variedade de polimeros absorve radiacdo UV solar o que leva a
reacdes fotoliticas, foto-oxidativas e termo-oxidativas, resultando na degradacao
destes materiais quando expostos no meio ambiente.***** Ha um grande esforco
na sintese de novos polimeros para que tornem-se passiveis de biodegradacao
guando descartados. Uma alternativa bastante estudada nas ultimas décadas é o
uso de aditivos, que sdo sensiveis a radiacdo solar.'*> Porém a vasta maioria das
aplicacdes em que os polimeros sao utilizados, necessita de estabilidade frente as
interpéries que o material possa ser submetido. Frente a este paradoxo entre
viabilizar maior estabilidade ou tornar o polimero facilmente degradavel, a questao

ambiental sai prejudicada.*147:148

Considerando todos os aspectos descritos anteriormente, acredita-se que ao
modificar uma superficie polimérica seletivamente, ou seja, aumentar a
concentracdo de grupos que potencialmente serdo sujeitos a hidrélise e
empregando um microrganismo de conhecidas caracteristicas de acao degradadora
na natureza, seria possivel ndo somente acelerar, mas também controlar a
velocidade de degradacéo de polimeros naturais e sintéticos, como uma alternativa

metodolégica simples e eficaz de manejo de residuos poliméricos.

Este trabalho procura através de um olhar multidisciplinar, a avaliagcdo da
aplicacdo da metodologia de modificacdo superficial por UV-assistida em filmes

poliméricos, em dois campos potenciais da biotecnologia: materiais para engenharia
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de tecidos, tendo como fator de avaliagdo a adesao e crescimento celular in vitro; o
manejo de residuos poliméricos, tendo como fator de avaliacdo o controle e inducao

de biodegradabilidade.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Estudar a influéncia da modificacéo superficial polimérica induzida por radiacédo
UV em presenca de O, na interface de biodegradacdo fungica e avaliar se o
tratamento aplicado aos materiais pode ser utilizado na producdo de biomateriais

para engenharia de tecidos.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliacdo da influéncia da modificacdo superficial polimérica em
condi¢Bes de biodegradacéo fungica in vitro utilizando duas linhagens
diferentes de Metarhizium anisopliae;

e Avaliagdo da biocompatibilidade dos polimeros modificados
superficialmente através de ensaios de adesao e viabilidade celular com

células-tronco mesenquimais.

4. Parte Experimental

4.1 PreparacgOes dos Filmes

Todos os materiais utilizados foram lavados com uma sequéncia de trés
solventes, em ordem crescente de suas polaridades, a fim de remover qualquer
contaminacdo organica. Os solventes utilizados foram heptano Synth (99,0%),
cloroférmio Fmaia (99,8%) e alcool isopropilico Synth (99,5%). Foram utilizados trés
polimeros neste trabalho: PU Ellastolan® (BASF®, PU 1185A10) PHB (Sigma
Aldrich, UK) e PSU (Sigma Aldrich, USA). Oxigénio 99,99% (Air Liquide Brazil Ltda.)
foi utilizado como recebido.

Devido a variedade de técnicas de analise de superficie utilizadas e as
especificidade de amostra que cada técnica exige, apds varios testes preliminares

decidiu-se preparar amostras por duas técnicas diferentes: Filmes de
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aproximadamente 60 micrOmetros de espessura foram preparados por evaporacao
simples (casting) em placa de Petri conforme as especificacbes da Tabela 1. Filmes
com espessuras médias entre um e dois micrometros foram preparadas pela técnica
de spin-coating sobre substrato de vidro conforme as especificagcdes da Tabela 2.
ApOs o preparo, todos os filmes foram armazenados em envelopes de aluminio e

mantidos em dessecador até o momento da modificagdo superficial.

Tabela 1. Concentracdes e especificagcdes dos filmes preparados por evaporacao
em placa de Petri (10 cm)

Polimero Solvente Massa de amostra(g) Volume solucéo
PHB Cloroférmio 0,25 50 mL
PSU Cloroférmio 0,830 25 mL
PU Tetrahidrofurano 0,400 50 mL

Tabela 2. Concentragcfes e especificacdes dos filmes preparados por spin-coating
em discos de vidro (1,5 cm).

Polimero Solvente Concentragéo Gotas (0,1mL)
PHB Cloroférmio 3x10"" mol L™ 10
PSU Cloroférmio 5x10™ mol L™ 5
PU Tetrahidrofuran 1x10™* mol L™ 5

4.2 Fotofuncionaliza¢des superficiais

As fotofuncionalizagdes superficiais seguem a metodologia estabelecida por
Kessler (2010)*8, porém, em reator modificado devido & necessidade de amostras
em quantidades estatisticas. O sistema fotoquimico consiste em: uma fonte de
radiacdo UV de média pressao (400 W), com linhas de radiacdo de interesse em
254, 265, 280, 302, 313 e 365 nm; entrada de gas com fluxo regulavel; um disco de
amostra giratorio com controle de atmosfera, com capacidade de 32 amostras por
vez. Um fluxo constante de 5 cm®.s™ de O, foi utilizado durante a irradiacdo, com
prévia purga. Finalmente, apoés as fotélises, as amostras foram lavadas com 500 mL

de agua deionizada e acondicionadas ao dessecador em envelopes de aluminio.

4.2.1 Caracterizacao dos filmes
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Angulo de Contato em Agua (WCA — Water Contact Angle): Através desta
técnica é possivel determinar o grau de molhabilidade de uma superficie,
caracterizando-a como hidrofébica ou hidrofilica. O WCA de amostras néo tratadas
e tratadas de todos os polimeros estudados foram medidos a temperatura ambiente
24 horas apoés os tratamentos usando o método da gota séssil. Uma gota (4-6 pl) de
agua deionizada foi gentiimente depositada nas amostras usando uma
microsseringa e a sua imagem foi fotografada. A gota foi observada diretamente
com um microscopio digital. Os valores de WCA reportados sdo médias de trés
medidas, realizadas em diferentes areas de cada superficie. Os valores de WCA
foram calculados utilizando o software Surftens v. 3.0.

Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transformada de Fourier —
Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR - Fourier Transformed Infra Red
Spectroscopy — Attenued Tottal Reflectance): Esta técnia permite a identificacdo
de funcionalidades organicas presentes em uma superficie. As analises de FTIR-
ATR foram realizadas utilizando um aparelho modelo Alpha-P (Bruker) com um
prisma de diamante, a 45 graus e uma resolucdo espectral de 4 cm™ e 24

varreduras para cada amostra.

Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC - Gel Permeation
Chromatography): Este tipo de cromatografia € muito usado para determinacdo de
caracteristicas estruturais das cadeias poliméricas como a massa molecular média,
o numero médio de mondmeros, etc. A avaliacdo da massa molecular média (Mw),
e o indice de polidispersividade (PDI) foi realizada por cromatografia de permeacao
em gel com um cromatégrafo da Central Analitica da UFRGS, modelo Viscotek VE
2001 com detector triplo (indice de Refrag&o, Viscosimétrico e por Espalhamento de
Luz) Viscotek TDA 302, e uso como eluente solvente organico THF ou CHCIl; a um
fluxo de 1 mL.min"* e colunas de PS/DVB a 45 °C.

Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios-X (XPS - X-Ray Photoelectron
Spectroscopy): As analises de XPS determinam qualitativamente e
guantitativamente a quimica superficial sendo possivel a caracterizacdo dos
elementos quimicos presentes e as ligagbes quimicas de cada elemento. Os
espectros de XPS foram obtidos principalmente no Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS), em Campinas. Utilizando as instalagbes da linha de luz SGM

(Spherical Grating Monochromator - 250-1000 eV). Foi utilizado um analisador
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hemisférico Perkin Elmer 10-360. Os espectros foram obtidos com um passo de
energia de 58.6 eV (Ee: 700 eV) para as analises de varreduras iniciais e 23.5 eV de
energia de passo (Ee 380 eV) para os espectros de alta resolucdo de cada
elemento. Alguns dados foram obtidos no Laboratorio de Superficies e Interfaces
Solidas (LASIS-UFRGS), utilizando um aparelho de XPS equipado com um
analisador hemisférico de sete channeltrons (Omicron N.T. Gmbh, Germany). A
fonte de excitacdo foi a radiacdo Ka - Al (1486.6 eV). Os passos de energia
utilizados foram de 50 eV e 10 eV, respectivamente para as varreduras iniciais e 0s
espectros de cada elemento. A posicao do sinal correspondendo a ligagdo C-C do
Cls foi utilizada como energia de calibragdo (285 eV). Os espectros obtidos foram
ajustados apds a subtracdo da linha de base (Shirley) utilizando a construcdo de

curvas Gaussianas-Lorenzianas obtidas pelo software Casa XPS.

Espectroscopia de Absorcdo de Raios-X de Estrutura Fina da Pré-Borda
(NEXAFS — Near Edge X-Ray Absortion Fine Spectroscopy): Esta andlise
fornece informagBes complementares a técnica de XPS e possui uma grande
resolucdo para diferenciacéo das ligac6es quimicas e o0 meio ao qual se encontram.
As andlises de NEXAFS foram realizadas no LNLS, utilizando as instalacdes da
linha de luz SGM (Spherical Grating Monochromator - 250-1000 eV), onde possuiu
uma resolugao espectral (E/AE) em torno de 2000, utilizando um monocromador na
fonte de fotons. Todas as analises foram realizadas em camara de ultra alto vacuo,
com uma pressdo ndo superior a 107 Pa. As amostras foram posicionadas
diretamente ao manipulador usando uma fita condutora de dupla face. O feixe de
radiacdo foi desfocado para obter um diametro final de 5 mm. Nao houve
carregamento significativo das amostras durante os experimentos. Os espectros
NEXAFS foram obtidos pelo rendimento total de elétrons (TEY — corrente de
elétrons gerada na amostra) simultaneamente com o monitor do fluxo de fétons
(grade de Au).*"**° Os dados obtidos foram normalizados para corrigir as flutuacées
da intensidade do feixe. O ajuste dos espectros NEXAFS foram obtidos utilizando o
software BGAUSS (BGAUSS Version 3.05)**° seguindo o procedimento descrito

detalhadamente por Weibel et al.*’

Espectrometria de Massas de lons Secundéarios por Tempo-de-Voo (TOF-
SIMS): A técnica permite a informacdo quimica quantativa e qualitativa de
superficies bem como é capaz de fornecer juntamente a informacdo quimica-

espacial das superficies estudadas. A Espectrometria de massas de ions
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secundarios por tempo-de-voo (Time-of-flight Secondary lons Mass Spectrometry) é
uma técnica de espectrometria de massas que utiliza um feixe de ions primarios
para gerar fragmentos ionizados na superficie de uma amostra sélida, para entéao
analisar estes fragmentos pela sua relacdo massa-carga (m/z). Todas as analises
foram feitas utilizando um sistema descrito como "BIOTOF" Braun, Blenkinsopp et
al.’® O sistema é equipado com um canh&o de fons primarios de Cg". Todos os
espectros das amostras foram adquiridas tanto no modo positivo quanto no modo
negativo, utilizando como energia de feixe primario de 20 keV, e mantendo-se uma
corrente na amostra de 60 pA. Para evitar o carregamento da superficie das
amostras, foi utilizado um canhé&o de elétrons de 15eV de energia no modo pulsado
mantendo-se uma corrente em torno de 2nA. Em todos os casos, a dose de ions
primarios foi mantido abaixo de 1x10% jons /cm? e a dose de elétrons foi em um
nivel abaixo de qualquer dano significativo. As andlises de Tof-SIMS foram parte do
projeto de doutorado sanduiche (CAPES/PDSE) intitulado “Espectrometria de
massas por ions secundarios por tempo-de-voo”, desenvolvido durante o periodo de
marco de 2012 a marco de 2013, no Surface Research Analysis Centre —
Manchester Institute of Biotechnology, University of Manchester — Inglaterra. Sob a
orientacdo do Prof. Nicholas Paul Lockyer e Prof. John C. Vickerman. Do total de
analises efetuadas, foram obtidos um grande volume de dados (mais de 2000
espectros de massas). O principal objetivo do projeto era o ganho de experiéncia

para transferéncia de tecnologia, para o Laboratério de Fotoquimica e Superficies.

4.3 Ensaios de Adesao e Viabilidade Celular

Todos os testes biolégicos desta secdo foram resultado da colaboracdo para o
uso de estrutura e pessoal do Laboratério de Hematologia e Células Tronco,
localizado na Faculdade de Farmacia da UFRGS. Os protocolos ja estdo
estabelecidos pelo grupo.*?

4.3.1 Caracterizacao e isolamento das células tronco mesenquimais

O protocolo de Bernardi et.al foi utilizado para isolar a polpa dentaria.>® A
extracdo de dentes deciduos foi realizada na Faculdade de Odontologia da UFRGS

com a assinatura do termo de consentimento pelos responsaveis dos pacientes, de
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acordo com a aprovacdo do Comité de ética da UFRGS registrado sobre o n°
296/08.

ApoGs a extracdo, todos os dentes foram imersos em 1 mL de meio de cultura
DMEM (Sigma Aldrich), 10% de soro fetal bovino (Gibco), 100 mg/mL de penicilina,
100 mg/ml de estreptomicina (Gibco) e 0,45 mg/mL de gentamicina (Gibco) em
temperatura ambiente para o transporte para o laboratério. A polpa foi entdo
separada do tecido dental em condicdes estéreis, picada e incubada a 37°C durante
60 min, tamponada com 0,2% de colagenase tipo | (Gibco). A suspensao celular
resultante foi semeada em placa de 12 pog¢os. O meio de cultura foi trocado apés 24
horas e depois disto, a cada 3 dias. Quando a cultura alcangou 90% de confluéncia,
foi realizada a passagem usando Tripsina-EDTA 0,5% (Sigma-Aldrich)

As células foram mantidas em cultura até a quinta passagem e também apos
os experimentos serem realizados. Neste momento, a caracteriza¢do das células foi
realizada pela diferenciacdo de adipdcitos, condrocitos, ostedcitos por
imunofenotipagem. As células obtidas foram imunofenotipadas com os anticorpos
CD14, CD29, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD184, HLA-DR (PharMingen-BD
Biosciences), e STRO-1 (Santacruz) e marcadas com FITC ou PE (corantes
fluorescentes). Apenas ceélulas vivas foram analisadas enquanto as células mortas
(positivas para 7AAD(7-amino actinomicina D, Initrogen) foram excluidas). A
aquisicdo das leituras foi realizada com um citdmetro de fluxo, modelo FACSAria

(BD Biosciences).

4.3.2 Ensaio de adesao celular

Aproximadamente 45000 células foram semeadas em cada filme e
comparadas com o grupo controle. O grupo controle foram as células cultivadas
diretamente na superficie de placa de cultura, o que se conhece como o melhor
pardmetro para o cultivo de células. Trés diferentes culturas de células-tronco
mesenquimais foram usadas e todos os experimentos foram feitos em triplicata.
Apos seis horas de cultivo as células foram coradas com o marcador de ndcleo
celular 4',6-diamidino-2-phenilindol (DAPI). Apés, as amostras foram observadas em
microscopio oOptico e fotografadas em nove pontos randémicos em uma area de
97,2x10° cm? e entdo a média de células por matriz foi calculada. O resultado foi

expresso com numero médio de células por grupo.
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4.3.3 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio colorimétrico MTT é baseado na habilidade de células vivas em
reduzir o brometo de 3 - [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difeniltetrazdlio (MTT) pela acao
da succinato desidrogenase mitocondrial em células vivas e ativas. As medidas
foram feitas em triplicata no primeiro, segundo e sétimo dia de cultivo das células
nos filmes. Trés diferentes culturas (linhagens) de células tronco foram utilizadas,
um total de 45000 células foram semeadas nas superficies dos filmes e apos
determinado tempo as células foram incubadas com 0,25 microgramas/mL de
solucdo de MTT em tampdo CMF por duas horas. Dimetilsulfoxido (DMSO) foi
utilizado para dissolver os cristais formados e entdo a concentracdo dos mesmos foi
determinada por espectrofotdmetro modelo Wallac EnVision (Perkin Elmer) em dois
comprimentos de onda: 560 nm e 630 nm. Os resultados foram calculados com a
diferencga entre as leituras em 560 nm e 630 nm, e expressas como o valor médio da

triplicata por grupo.

4.3.4 Analise Estatistica

Os resultados dos ensaios de adeséo e de viabilidade celular foram expressos
como médias e seus desvios padrdes. As andlises de adeséo foram verificadas pelo
teste estatistico ANOVA (one way) e pela verificagdo Tukey. As analises de
viabilidade celular foram verificadas por grupos (Hotelling) com uma verificagao
post-hoc de Tukey . O nivel de confianca estabelecido foi de 95%. Estes resultados

foram gerados por SPSS verséo 16.0.

4.4 Testes de Biodegradacédo

Todos os testes de biodegradacdo desta secdo foram resultado da
colaboracdo para o uso de estrutura e pessoal do Laboratério de Fungos de
Importéancia Médica e Biotecnoldgica, do Departamento de Biologia Molecular,

localizado no Centro de Biotecnologia da UFRGS.

4.4.1 Linhagens utilizadas e manutencéao
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Duas linhagens do fungo filamentoso Metarhizium anisopliae foram
selecionadas: CG97 e E6. A linhagem E6 foi isolada de Deios flavopicta
(Homoptera:Cercopidea), oriunda do Espirito Santo, ja a linhagem CG97 foi isolada
de Coleopteros, oriunda de Brasilia. Para manuntencdo destas linhagens foi
utilizado Meio Cove Completo (MCC) (glicose 1%; nitrato de sodio 0,6%; peptona
0,2%; extrato de levedura 0,05%; triptona 0,15% e agar 1,5%). Apds esterilizacao
em autoclave foram adicionados 2% de solucdo salina (KCl 2,6%; MgSQO,.7H,0
2,6%; KH,PO,4 7,6% (m/v)) e 0,04% de solucdo de elementos tracos (Na.B,O7
0,004%; CuSO4 0,04%; FeSO, 0,001%; MgSO, 0,08% e ZnSO, 0,08% (m/v)),
previamente preparadas e esterilizadas em autoclave. As culturas foram incubadas

em estufa a 28°C por sete dias e armazenadas a 4°C.

4.4.2 Suspensao de esporos de M. anisopliae

A suspenséao de esporos das duas linhagens (E6 e CG97) foram repicadas em
placas de Petri contendo um meio de minimos nutrientes (MCM), a partir de
colénias estoque do fungo, por aproximadamente sete dias a 28°C. Apds a
incubacdo de sete dias, os esporos foram ressuspensos em solucdo estéril de
Tween 80 0,01%, com auxilio de uma alca de Drigalski. A suspensédo foi entédo
centrifugada por 5 min a 7000 rpm, lavada com agua destilada estéril centrifugada
novamente. Em seguida os esporos foram ressuspendidos em agua estéril em
aproximadamente 5 mL. ApGs a ressuspensdo os esporos foram contados em

camara de Neubauer.

4.4.3 Condic¢des de cultivo para testes de degradacéo de polimeros

Os testes foram realizados em placas de Petri de vidro, previamente
esterilizadas em autoclave, contendo meio MCM, ou agua-agar (H20) (agar 1,5%
(m/v)), apés esterilizagdo dos meios em autoclave foram adicionadas solugdo de

sais e solucao de elementos tracos.

Os polimeros a serem testados foram previamente pesados e esterilizados
com etanol 70%. Apds a secagem, essas amostras foram depositadas sobre o meio
de cultura, com a adigéo de solugéo contendo 10’ esporos. Nas amostras controles

nao houve adicdo desta solugdo. Os sistemas assim montados foram incubados a
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28°C por 10 e 20 dias quando continha PHB e, por 30 e 60 dias quando continham
PU e PSU.

4.4.4 Remocgao dos microrganismos

Apoés os periodos de incubacdo as amostras foram retiradas dos cultivos e
lavados com Etanol 70%, ap0s secos a temperatura ambiente, as amostras foram

levadas a ultrassom com 50 mL de agua deionizada para cada amostra.

4.4.5 Caracterizacdo pos-degradacao

Gravimetria: A gravimetria consiste na analise da perda da massa ocasionada,
nesta situacdo, pela acdo do microrganismo sobre o polimero. As amostras foram
pesadas em Balanca FQ112 (RADWAG220/C/2 - peso minimo 10mg com erro de
1mg) antes e apds a incubacdo com fungo. Apds a incubacdo as amostras foram
lavadas, secas e pesadas até que houvesse estabilidade no peso na terceira casa
decimal da balangca. A porcentagem de reducdo foi alcancada tomando-se a
diferenca entre a massa inicial das amostras ndo degradadas e a massa final,

dividindo-se este resultado pela massa inicial.

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier — Refletancia
Total Atenuada (FTIR-ATR): mesmo citado no item 4.2.1

Cromatografia de Permeacédo em Gel: mesmo citado no item 4.2.1

Microscopia Optica: As analises foram realizadas com uma magnificacdo de 40

vezes em microscépio optico Zeiss — modelo Axioskop 4o.

Microscopia Eletrénica de Varredura: As analises foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletronica da UFRGS. Amostras metalizadas com ouro foram
analisadas com microscépio eletrénico de varredura JEOL — modelo JSM 6060, com

feixe de 8-10 kV e magnificagcbes variadas entre 500 e 10000 vezes.

Espectrometria de Massas de lons Secundéarios por Tempo-de-Voo: mesmo

citado no item 4.2.1
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5. Resultados e Discussodes

5.1 Caracterizacdo quimica das superficies modificadas

Os valores de WCA citados na Tabela 3 mostram que as irradiacdes levaram a
reducdo dos angulos de contato dos trés tipos de polimeros. PHB e PSU obtiveram
uma reducao mais drastica sendo que apdés 180 min de tratamento suas superficies
sdo consideradas praticamente superhidrofilicas. J& para a PU houve uma reducéo
menos acentuada obtendo-se para 120 min de tratamento um valor de WCA de 31

graus.

Tabela 3. Valores de WCA para amostras nao tratadas e tratadas nos tempos de
irradiacéo indicados.

Tempo de Nome da WCA (°) Desvio (1)
Tratamento (min) amostra médio

0 PHB 72 0,6
60 PHBG60 40 0,1
180 PHB180 12 0,1
0 PU 92 0,5
30 PU30 43 1,2
120 PU120 31 0,5
0 PSU 80 0,1
30 PSU30 32 2,0
120 PSU120 <10 1,3

As analises de FTIR-ATR vem a confirmar o que foi observado nas andlises de
WCA. As Figuras 7, 8 e 9 mostram os espectros de FTIR-ATR dos polimeros sem
tratamento e polimeros tratados nos tempos de irradiacéo indicados. A insercdo de
grupos oxigenados nos trés polimeros é bem clara. Na Figura 7, pode-se notar que
para 60 min de irradiacdo ndo ha uma modificacdo evidente no espectro. Para a
amostra de PHB 180 ha uma modificagdo mais evidente, como do pico com valor
minimo de transmitancia em 1718 cm™ correspondente ao estiramento do grupo
C=0, ao acréscimo de sinal em um ombro deste mesmo em 1680 cm™, também
correspondente a outro estiramento de grupo C=0."** Ha também uma forte
modificacdo de outros sinais, principalmente correspondentes aos grupos éster
localizados em 1450 cm™ e 1041 cm™.'* Este aumento de bandas e picos

localizados em frequéncia de estiramentos de grupos oxigenados e a reducdo de

50



WCA mostram a inser¢cdo de novos grupos oxigenados na superficie das amostras
de PHB, conferindo o carater hidrofilico
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Figura 7. Espectros de FTIR-ATR das amostras de PHB néo tratadas (ST) e
tratadas com O, em presenca de UV durante 60 e 180 min. Setas indicam mudanca
de intensidade ou modificacdo na banda.

A Figura 8 mostra os espectros de FTIR-ATR das amostras de PSU néo
tratadas e tratadas com O, em presenca de radiagdo UV durante 30 e 120 min.
Nestes podemos observar claramente que quanto maior o tempo de tratamento,
maior é a funcionalizacdo da superficie de PSU. Nos tratamentos de PSU 30 e PSU
120 h& o surgimento da banda localizada em 3600-3100 cm™, caracteristica de
estiramento de grupos OH, e também o acréscimo de uma banda entre 1720 e 1680
cm™ caracteristicos de estiramento de grupos C=0. ** H& também modificacéo de
sinais em 967, 947, 920, 795, 756 e 713 cm™ que normalmente indicam tipica

substituicdo no anel aromatico.
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Figura 8. Espectros de FTIR-ATR das amostras de PSU né&o tratadas (ST) e

tratadas com O, em presenca de UV durante 30 e 120 min. Setas indicam mudanca
de intensidade ou modificacdo na banda.

Do mesmo modo ha evidéncia da funcionalizacdo das superficies de filmes
de PU tradados com radiacdo UV em presenca de O,, indicados na Figura 9. Os
espectros de FTIR-ATR mostram o mesmo comportamento anterior de insergcéo de

grupos oxigenados na superficie do polimero. Levando a superficie a adquirir um
carater hidrofilico apos os tratamentos.
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Figura 9. Espectros de FTIR-ATR das amostras de PU (ST) néo tratadas e tratadas

com O, em presenca de UV durante 30 e 120 min. Setas indicam mudanca de
intensidade ou modificacdo na banda.
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As analises de XPS trazem uma melhor compreensdo do tipo de
grupamentos oxigenados que foram enxertados nas superficies dos filmes. A
composicdo elementar da superficie de cada amostra esta detalhada na Tabela 4,

extraidos dos espectros survey que podem ser visualizados nas publicacdes.
10,11,16,18,155

Pode-se notar a partir dos dados da Tabela 4 que quanto maior € o tempo de
tratamento, maior é a percentagem do sinal de O 1s. Do mesmo modo h& o
decréscimo do sinal de C 1s, e os sinais de Si 2p, S2p e N 1s ndo sofrem muita
alteracao, possivelmente indicando o sitio de acdo dos tratamentos néo afeta estes

grupos na molécula do polimero.

Pode-se observar comportamentos bem distintos para cada polimero
observando a mudanca nas porcentagens dos componentes do sinal de C 1s
indicados na Tabela 5 (Os espectros constam nas publicaces'®*1%181%%)  Og
dados referentes ao PHB na amostra sem tratamento ha a presenca de 60% de
sinal correspondente as ligacdes C-C, 21% de ligacbes C-O e 19% de ligacdes
C=0. Logo apés o tratamento de 60 min h4 uma rapida conversdo das ligacbes
C=0 em um novo grupo CO. As ligagdes C-C aumentam e as ligacdes C-O sofrem
um pequeno decréscimo. A partir da estrutura da molécula de PHB e o
comportamento conhecido na literatura de polimeros para irradiacdo UV de baixa
dose pode-se sugerir que ha a formagcdo de cruzamento de cadeias por uma
excitacdo do grupo C=0O, havendo o surgimento de grupos CO diferenciados em
termos de eletronegatividade e deslocamento quimico dos grupos oxigenados ja
presentes no polimero. Para 180 min de tratamento esta tendéncia continua, porém
com um decréscimo da contribuicdo de ligacdes C-C. A resolucédo do aparelho nao
nos permite no caso do PHB diferenciar no ajuste do espectro as ligagbes C-C e
C=C, porém baseado nos dados de FTIR-ATR acredita-se que a formacdo de

ligacbes duplas ndo estaria acontecendo, porém esta duvida € esclarecida nos
dados de NEXAFS e Tof-SIMS gque seréo discutidos adiante.
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Tabela 4. Composicao elementar em percentagem das amostras néo tratadas de
PHB, PSU e PU e tratadas na presenca de radiacdo UV em presenca de O».

Composigéo elementar (%)

Amostra
Si2zp S2p Cil1ls N1s Ols
PHB 3,4 - 69,3 - 27,3
PHB60 4,0 - 64,5 - 315
PHB180 9,6 - 54,6 - 35,7
PSU - 3,3 85,8 - 10,9
PSU30 - 2,2 84,8 - 12,9
PSU60 - 2,8 77,5 - 19,7
PSU120 - 3,6 75,6 - 20,8
PU - - 88 2 10
PU15 - - 85 2 13
PUG0 - - 82 3 15
PU120 - - 76 3 20

O célculo da secéo de choque foi considerado para correta proporgéo dos elementos.
Os valores foram corrigidos por tabelas de valores R.S.F.

Ainda segundo os dados da Tabela 5, pode-se observar um comportamento de
funcionalizacdo diferenciado para PSU. H4 uma efetiva conversdo de grupos de
ligacbes C=C em ligacdes oxigenadas, sendo que ha uma superficie composta
predominantemente por grupos C-O para a amostra de PSU 30 e para PSU 120
guase ndo ha presenca de ligacdes C=C e ha um balanco diferenciado na
composicdo da superficie entre a amostra de PSU 30 e PSU 120. Para PSU 30,
conforme mostrado o somatorio de ligacdes oxigenadas mostra a presenca de 43%
de contribuicdes de sinal vindas de ligacdes com grupos oxigenados, sendo eles em
maioria C-O e C=0. Na amostra de PSU 120 ha uma presenca menor de grupos
C=0 e C-O, refletido também no somatério de grupos oxigenados, de 27%, e na
maior presenca de ligagdes C-C. Estas diferencas estdo basicamente ligadas ao
sitio de funcionalizacdo da PSU, que serdo discutidas ap6s a apresentacdo de
dados de NEXAFS e Tof-SIMS.
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Tabela 5. Grupos funcionais e suas relativas intensidades a partir do ajuste do sinal
de C 1s para amostras nao tratadas de PHB, PSU e PU e tratadas com radiagao UV
em presenca de O,.

Grupos funcionais (%) — C 1s

Amostra c=—C c-C C-N C-S c-0 C=0 (e{0]0) >CO,
PHB ) 60** - - 21 19 - 40
PHB60 - 62+ - - 18 11 9 38
PHB180 - 59+ - - 20 11 10* 41
PSU 15 54 - 13 18 - - 18
PSU30 20 28 - 9 27 11 5 43
PSU60 12 41 - 9 17 5 16 38
PSU120 1 61 - 11 17 5 5 27
PU 19 37 20 - 18 5 1 24
PU15 20 39 20 - 12 4 5 21
PU60 21 34 21 - 13 6 5 24
PU120 76** - 16 5 3 24

* Corresponde néo especificamente a grupos COO mas uma espécie diferente de grupo CO, com carater
eletronegativo diferenciado dos demais grupos CO do PHB.

** Corresponde as amostras que foram analisadas no LASIS — UFRGS.

>COx Corresponde a soma dos grupos oxigenados que comp@e o sinal da C 1s.

Contraria a PSU, onde o sitio de funcionalizacdo é o anel aromatico, a PU
exibe um comportamento diferenciado. Segundo os dados do ajuste de sinal do C
1s, as ligagbes C=C parecem nédo sofrer muita alteracdo durante os tratamentos,
assim como o somatério da ligacBes oxigenadas. Para a amostra PU tratadas ha
uma clara conversdo de ligagdes C-O em COO, juntamente com a diminuicdo de
C=0 e ap6s 120 min de tratamento ha uma recuperacdo do sinal de C-O e C=0,
porém com retencéo de grupos COO. Este comportamento provavelmente se deve
a caracteristica da molécula de PU. A funcionalizacdo se da no seguimento flexivel

do poliéter de PU.

(Lu H)L/\Oiumj\o/\/\/"

! Segmento Rigido ! | Segmento Flexivel |

Uma rapida abstracao de hidrogénio por foto reacédo Norrish tipo Il poderia levar
a formacéao de radical no carbono adjacente ao grupo carbonila. Consequentemente
em presenca de O, o radical formado poderia sofrer neutralizagdo levando a
formacédo de grupos OH e COO, e/ou reticulacdo (cross-linking) por diferentes
arranjos na cadeia polimérica. Porém, estas possibilidade serdo melhor exploradas

apos a discussédo dos dados de Tof-SIMS.
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NEXAFS é a técnica mais precisa para determinar mudan¢as no ambiente
guimico de superficies, em parte devidamente ao uso da radia¢cdo sincrotron como
fonte de excitacdo, e esta possuir grande seletividade e resolucdo.*****’ Na Figura
10 (com detalhamento na Tabela 6) os espectros NEXAFS Cls para amostras de
PHB nao tratadas e tratadas com radiacdo UV em presenca de O, mostram que
apos os tratamentos ha um deslocamento a um valor de energia de féton a valores
de menor energia. Sabendo-se que a resolucdo da linha de luz utilizada para as
medicoes (SGM) é ~0,14 eV, o deslocamento observado foi de -0.5 eV. Este
deslocamento foi igual para todas as amostras tratadas, mostrando que o
tratamento altera a superficie de modo que um novo ambiente quimico esta
presente, diferente das amostras tratadas. Este resultado pode ser explicado pela
presenca de um ambiente quimico ao redor do sitio de excitacdo (C 1s(C=0)
—1*C=0) que possui uma eletronegatividade menor comparado com PHB sem
tratamento.™’

A contribuicdo relativa de cada pico foi calculada pelos integracdo das curvas
feitas nos ajustes dos espectro NEXAFS (Tabela 6). Esta contribuicdo relativa toma
como referéncia a area da primeira transicdo (C 1s—T*c-0) em cada um dos
espectros. Para a amostra de PHB sem tratamento os principais componentes
correspondem as seguintes transi¢oes: C 1s—Tr*c=o, C 1s—0*cy, C 1s—>0*cc e C
1s—0*c.0. Apos 30 min de fotdlises, ha um decréscimo na transigdo C 1s—T*c-o €
um acréscimo a transicdo C 1s—0*co indicando que h& mais grupos éster na
superficie do PHB comparado com os filmes de PHB sem tratamento. Também
pode ser observado uma sobreposicéo do sinal em 288.9 eV talvez correspondendo
as transigées C 1s— T*c-0 ou C 1s— o*c.y.1*®*%° Apéds 120 min de tratamento as
transicbes C 1s—T*co € C 1s— 0O*co dominam o espectro NEXAFS e a
intensidade das transi¢gdes C 1s—0*co € C 1s—0*c.c decrescem. Com 210 min de
tratamento o sinal de C 1s—0*c.0 aumenta novamente mostrando uma recuperacao

dos grupos éster.

Os espectros NEXAFS O 1s para amostras de PHB sem tratamento e
tratadas com radiagdo UV em presenca de O, por 30, 120 e 210 min mostrados na
Figura 11 e detalhados na Tabela 7 confirmam os mesmos grupos encontrados nos
espectros NEXAFS C 1s. Pode-se ressaltar aqui que apds 210 min de fotélises a
alta intensidade de todas as transi¢gfes sugerem que a superficie dos filmes tratados

€ dominada por grupos C=0 e C-O com uma concentracdo superior as amostras
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nao tratadas.

Um problema quanto ao uso de radiacdo UV € a possibilidade de foto
degradacgao durante o processo de funcionalizagcdo. Como o PHB possui um grupo
éster na sua cadeia, a direta absor¢cdo de radiacdo UV pode levar por reacdes
Norrish Tipo | e Norrish Tipo Il a descarboxilizacéo.®® Geralmente poliéster da classe
das policaprolactonas, estas reacfes sdo facilmente observadas em estudos de
degradagcdo. Uma reacdo Norrish Tipo | leva a formacédo de um radical por uma
quebra da cadeia polimérica e eliminacdo de CO, por descarboxilizagcdo da
carbonila, deixando para tras o rearranjo de ligagcbes C=C. Na reacdo Norrish Tipo
II, uma abstracdo de um atomo de hidrogénio inter ou intramolecular leva a quebra
da cadeia polimérica podendo ser acompanhada ou ndo por uma reacdo de
cruzamento de cadeias.*®

Os produtos finais destas reacfes baseados na estrutura do PHB, pode levar
a evidente formacdo de ligacbes C=C.>90%1%0 Ag gnalises de WCA e FTIR-ATR
mostraram que estas novas superficies hidrofilicas obtidas pelos tratamentos
incorporaram grupos oxigenados na cadeia polimérica. O grau de molhabilidade
pode ser controlado pelo tempo de tratamento Nas analises de FTIR-ATR a
modificacdo no grupo éster, assim com nas analises de XPS é evidente, e mesmo a
analise de NEXAFS nao mostra nenhuma indicac¢do da formacgéo de ligacdes C=C.
Isto indica que a reag&o Norrish Tipo Il € suprimida durante os tratamentos.
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Figura 10. Espectros NEXAFS C 1s para amostras de PHB sem tratamento e
tratadas com radicacédo UV em presenca de O, durante 30, 120 e 210 min.
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Tabela 6. Energias, assinaturas e area proporcional de cada pico para 0s espectro
de NEXAFS C 1s do PHB sem tratamento e tratado com radiacdo UV em presenca

de O,.
Tempo de Energia (eV) Assinatura Contribuicéo
Tratamento (orbital) Relativa

Sem tratamento 288.3 T c=0 1.0

289.3 O*cH 0.8

293.1 O*cc 0.8

296.5 O*C-O 0.7

30 min 287.8 T ¢c=0 1.0

288.9 m *c:olo*c.H 0.5

289.6 O*c.H 0.5

296.5 0*c.o 0.9

120 min 287.8 T c=0 1.0

288.9 T C:O/G*C—H 1.0

292.7 O*cc 0.2

295.9 O*c.o 0.4

210 min 287.8 T ¢c=0 1.0

292.4 O*c.c 1.8

295.7 0*c.o 2.7

Tabela 7. Energias, assinaturas e area proporcional de cada pico para os espectro
de NEXAFS O 1s do PHB sem tratamento e tratado com radiacdo UV em presenca

de O.,.
Tempo de Energia Assinatura Contribuicéo
Tratamento (eV) (orbital) Relativa
Sem 531.5 T*c=0 1.0
tratamento 534.1 O*c.o <0.1
536.6 O*co <0.1

539.9 O*co 15

546.5 O0*c=0 0.8

30 min 531.5 .IT*C:O 1.0
535.5 O*C-O <0.1

539.7 O*C-O 54

544.8 0*C=O 0.8

120 min 531.5 T*c=0 1.0
536.6 O*co <0.1

539.7 O*co 1.2

545.4 0*c=0 1.6

210 min 531.5 T*c=0 1.0

539.6 O*C-O 0.8

543.1 0%*co 2.1
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Figura 11. Espectros NEXAFS O 1s para amostras de PHB sem tratamento e
tratadas com radicacdo UV em presenca de O, durante 30, 120 e 210 min.
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A Figura 12 mostra um esquema simples para tentar entender os resultados
dos tratamentos fotoquimicos. Apds a absor¢éo do foton, uma reacdo Norrish Tipo |
leva a quebra ligacdo da cadeia adjacente ao grupo éster formando dois radicais,
R'1 e R». A reacdo Norrish Tipo | pode ocorrer em ambos os lados do grupo éster.
Porém foi observado em filmes de PMMA, que possui estrutura similar ao PHB, que
a clivagem é favoravel ao lado esquerdo quando se usa uma dose média de
radiacdo UV com um laser de excimeros de 248 nm.*®° Independente do lado que

ocorra a clivagem, o mecanismo sugerido por Sadi et al.?®

mostra que os produtos
de degradacao serdo os mesmos. Continuando na reagcdo mostrada na Figura 12,
uma abstracao intermolecular de hidrogénio na presenca de O, leva ao produto (i).
O novo grupo carbonilico ligado com dois carbonos ndo oxigenados pode justificar
os deslocamento de energia nas transicdes C 1s—Tr*c=o nas analises de NEXAFS e
também ao novo grupo que foi adicionado ao ajuste do espectro das analises de
XPS. A abstracdo de hidrogénio intermolecular pode ser favorecida pela alta
cristalinidade do PHB considerando a proximidade das cadeias. '°* Apés esta
abstracdo, ha a formacdo de um novo radical e a continuidade de abstracdes de
hidrogénios.

Norrish I

° e " RHInter — nitiation
\g/\/\H/\/]/—> \/\r/ Hc/\ — by R

C
| I | L

CHy o CH3 CHs o CHs

R) (R)
O, 1 RH Intra
o g OH o 22
\g/ \C/ \c/ \c
LT T

(i)

Initiation by R”

Py%k/%(%%kyTWm\ka

CHs Ha o CHs
RH Intra (ii)

OH OH
-

o7y,
_/%o\l/c\c/\,/\*e /%\|/\ﬁ/\/ 4/

| | CH o CH
RH Inter CHsy o CH3 N °

OH B-scission

SR SN EN S Ay
2 ~
B N \|/ ~ /}/ o \’/ i \(
L0 T b8

CH. [¢]
3 CHs (iii) (iv)

Figura 12. Possiveis reacdes fotoquimicas envolvidas durante os tratamentos
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A presenca de O, é decisiva pois promove a neutralizacdo dos radicais
formados durante o processo pela oxidacéo. A sequéncia das reagbes mostradas na
Figura 12 leva aos produtos (i) e (R2) por uma nova abstracdo de hidrogénio
intermolecular. Os grupos peroxidos poderiam justificar o novo sinal de O 1s (534,0
eV) encontrados nas analises de XPS (dado ndo mostrado, mas presente na

publicacéo®®

) e também a grande intensidade e grupos éster observados nos
espectros NEXAFS de C 1s e O 1s para 30 e 210 min de tratamento. No caso de
uma abstracdo intramolecular de hidrogénio em presenca de O, havera a formacao
de grupos peroxido e apdés uma nova abstracdo, este novo intermediario podera
eliminar radical OH por uma neutralizacdo. Uma [-cisdo finalmente leva aos
produtos (iii) e (iv). Os produtos (i) e (iii) também podem originar o deslocamento
guimico observado nos espectros NEXAFS de Cls. O produto (i) possui um grupo
hidroxila ligado ao grupo carbonilico. O produto (iii) possui grupos metilicos ligados
ao grupo carbonila. Em ambos o0s casos o ambiente menos eletronegativo préximo
ao grupo carbonila é gerado pelo processo de modificacdo UV. Ainda pode se
considerar que o produto (iv) pode sofrer oxidacdo com a presenca de O,.

O ajuste de sinal dos espectros experimentais de NEXAFS das amostras de
PSU nao tratada e apds os tratamentos sdo apresentados na Figura 13, onde pode-
se observar as seguintes contribuicbes para o espectro NEXAFS de C 1s para a
PSU sem tratamento: a, C 1s — 1*c=c (285.2 eV); b, C 1s— 21*c=c (286.4 eV); ¢, C
1s— T*c_0 (286.7 eV); d, C 1s — 0*cc (290.2 eV); e, C 1s — O*c_0 (294.6 eV). Apds
os tratamento os espectros NEXAFS de Cls mostram um decréscimo no sinal
correspondente a transicdo C 1s — Tr*c=c € 0 aparecimento de um novo sinal em
288.5 eV. Note na Figura 14 que o aparecimento deste sinal € proporcional ao
tempo de tratamento e é originado de uma transicdo C 1s —Tr*c-o.>%16?

O que confirma os dados de XPS e FTIR-ATR. O desaparecimento de
ligacdes duplas no espectro NEXAFS C 1s das amostras tradadas de PSU e a
modificacdo nas bandas de substituicdo de anéis aromaticos nos espectros de
FTIR-ATR, combinado com a insercdo de carbonilas observadas por todas as
analises nos levam a crer que 0s novos grupos oxigenados estdo sendo enxertados
nos aneéis aromaticos da molécula de PSU, porém, € necessario a analise dos

espectros de Tof-SIMS.
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Figura 13. Espectros NEXAFS C 1s para amostras de PSU
tratadas com radiacdo UV em presenca de O, durante 30 min. Onde: a) C 1s —
T c=c (285.2 eV); b) C 1s— 21*c=c (286.4 eV); ¢c) C 1s— T*c_o (286.7 eV); d) C 1s
— O*c_c (290.2 eV); e) C 1s — 0*c0 (294.6 eV); f) C 1s — Tr*c=c (285.2 eV); e g) C
18 — Tr*c=0 (2882 eV) .
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Figura 14. Espectros NEXAFS C 1s para amostras de PSU sem tratamento e

tratadas com radiacdo UV em presenca de O, durante 30 e 120 min.
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Os espectros Tof-SIMS de PHB ST mostraram fragmentacgéo tipica para este

tipo do polimero ja visto na literatura %1%

tanto para ions positivos (Figura 15)
guanto para ions negativos (Figura 16). Os principais fragmentos expressos em
valores de m/z mostrados no espectro de ions positivos da Figura 17 podem ser

relacionados com os fragmentos da Figura 15 de forma satisfatéria.

Da mesma forma os fragmentos de ions negativos majoritarios sdo encontrados
na literatura'® e estdo citados na Figura 16. Comparando-os aos valores
encontrados na espectro Tof-SIMS (Figura 18) pode-se dizer que a fragmentacéao
ocorre do mesmo modo que encontrado por Davies et al. Ainda analisando o
espectro de baixas massas (Figura 18) pode-se citar os fragmentos 12, 13, 16, 17,
24, 41, 43 e 45 m/z que podem ser atribuidos respectivamente aos ions : C°, CH’, O
, OH", C,,C,H", C,HO', C3H30™ e CHO,'. Mesmo com a ressalva que a fragmentacéo
no intervalo 0 a 100 m/z normalmente ndo é muito considerada, devido a
possibilidade do que se chama de ruido quimico (reacdes secundarias entre
fragmentos, “residuo de fundo” do vacuo, etc.) ainda algumas observagbes deste

intervalo se mostram pertinentes.
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Possiveis estruturas para fragmentacgao positiva do Polihidréxibutirato ( PHB ST)

CHs o) CHs o] CHs o] CHs o]
MMOMOMO)\)J\OM
| CHg 0 CHjg o) CHy ©®OH |
UJ\OMOMOH

259 m/z

I I
CH,4 0 CH,4 0 CH, (’)H(B
UJ\OMOJ\)
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| | |
CHs ) cH, @ |OH CHs o) CHy, @ oH
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| | | 1
CH; o] CH3 CH; @ OH
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Figura 15. Fragmentos de ions positivos de filmes de PHB.
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Possiveis estruturas para fragmentagdo negativa do Polihidroxibutirato ( PHB ST)
CHs o) CHs 0 CHs o} CHa 0
MOMOMOJ\/U\OM
| | 1 |
| [ |
U U § O § [
)
o ° g UJ\OJ\)\O ]
189 m/z 173 m/z
| || I
CH, o)
M CHs 0 CHs 0
o
HO o UJ\ )\)J\ ©
101 m/z ° °
171 m/z
| | | | | |
| 1 I L |
/TH;/H\ [ O § O
oo oH @UKOH UJ\O Q
103 m/z 87 m/z 85 m/z

Figura 16. Fragmentos de ions negativos de filmes de PHB.
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Figura 17. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PHB ST.
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Figura 18. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PHB ST.

Apés os tratamentos a fragmentacdo exibida revela uma discreta diferenca,
entre 0os espectros positivos das amostras ndo tratadas com as amostras tratadas
por 60 min e por 180 min (Figuras 19 e 21). Os valores de 110, 127, 131, 137, 173 e
217 m/z sofrem alteragbes em suas intensidade. Estes intervalos de m/z
correspondem ao intervalo de fragmentacdo de duas a trés unidades monoméricas
no modo de clivagem em multiplas cadeias, ou seja ndo ha uma quebra homogénea
em cada mondémero ou dimero, e sim em partes que somam um mondmero mais
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metade de um dimero. Sabe-se pelo mecanismo proposto por Davies et a que

neste polimero o principal sitio de fragmentacdo é a carbonila. O sitio de
funcionalizacdo e interacdo da radiacdo UV, como mostrados nas técnicas de
analise de superficie anteriores é a carbonila, sendo que qualquer modificacdo
neste sitio apresentara mudanca na caracteristica de fragmentacao da molécula. O
gue pode ser visto nos espectros apresentados. Um fragmento interessante que
aparece somente nos espetros de PHB 60 e PHB 180 é o fragmento positivo 191
m/z. Assumindo como principal produto obtido pelas fotélises € o produto (i) do
esquema proposto exibido na Figura 12, o fragmento 191 m/z seria coerente. Como
a modificacao superficial proposta se baseia na insercédo de grupos eletronegativos
na superficie, uma maior modificacdo nos espectros negativos de massa ja era

prevista. Comparando-se os espectros de massas de ions negativos (Figuras 18, 20
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e 22), das amostras sem tratamento com 0s espectros de massas das amostras
tratadas durante 60 e 180 min pode-se notar algumas diferencas.

Primeiramente, no mecanismo sugerido € assumida uma formacéo de grupos
OH devido aos rearranjos da cadeia polimérica e a insercdo de mais oxigénio
neutralizando os radicais formados pela excitagdo da radiagdo UV. O fragmento 17
m/z mostra que a presenca de uma concentracdo de grupos oxigenados na
superficie dos filmes tratados é maior que nos filmes nao tratados, tanto em 180 min
guanto com 60 min de tratamento. Porém, os maiores indicadores de mudanca de
ambiente quimico na superficie estdo também em intervalos de massas de maiores
valores como os fragmentos de m/z: 103, 144, 166, 181. O fragmento 144 m/z ja
estava presente na fragmentacéao do espectro negativo do PHB ST, e corresponde a
fragmentacao de clivagem de mudltiplas cadeias, onde o sitio de clivagem néo é o
mesmo para cada parte da molécula. Como visto anteriormente nos espectros
positivos, esta fragmentacdo também é factivel de ser favorecida se houvesse a
formacdo do produto (i) mostrado na Figura 12. Embora ndo mostrado nos
espectros de PHB 60 e PHB 180, o fragmento 103 m/z possui uma intensidade
muito maior em relagdo aos outros fragmentos no mesmo intervalo de massa, e do
mesmo modo que citado antes, faz parte dos possiveis fragmentos que seriam
favorecidos com a funcionalizacdo sugerida. Assim como 181 m/z.

Como salientado anteriormente estes grupos de fragmentos quando presentes
ou modificados indicam uma reestruturagdo molecular na cadeia polimérica,
também atribuida a modificacdo no tipo de carbonila ao longo da cadeia, pois com a
guebra de ligacdo em pontos aleatérios, a fragmentacdo de multiplas cadeias seria
favorecida. Ainda sustentando a insercdo de grupos oxigenados na superficie dos
filmes, h4 o aparecimento de fragmentos antes ausentes no espectro Tof-SIMS
negativo do polimero sem tratamento como os fragmentos em valores de m/z de :
210, 251, 308, 322, 336. Com excecdo de 210 m/z, os outros fragmentos sédo a
soma de fragmentos encontrados no PHB ST com atomos de oxigénio enxertados
ao longo da cadeia: 251 m/z (~220 m/z + 2 O), 308 m/z (291 m/z + OH), 322 m/z
(291 m/z + OH + O) e 336 m/z(~291 + 3 O).

Os espectros Tof-SIMS das amostras de PHB nédo tratadas e tradadas
confirmam os resultados encontrados com as demais técnicas de caracterizacao
onde h4 a enxertia de oxigénio ao longo da cadeia polimérica do PHB gerando

novos grupos oxigenados e um ambiente quimico de superficie totalmente diferente
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do restante da matriz polimérica e que confirma os

fotoquimica demostrados na Figura 13.
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Figura 19. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PHB 60.
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Figura 21. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PHB 180.
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Figura 22. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PHB 180.

Apesar da literatura ndo conter muitas analises de Tof-SIMS envolvendo
PSU, foi possivel comparar os espectros experimentais de PSU sem tratamento
com alguns espectros de filmes PSU obtidos por outras técnicas'®**®’. Foi

encontrada uma boa correlacdo entre os fragmentos obtidos para PSU ST com os
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fragmentos encontrados neste trabalho. A Figura 23 traz os principais fragmentos

para espectros Tof-SIMS positivos previstos para filmes de PSU.

Possiveis estruturas para fragmentacgao positiva da Polissulfona ( PSU ST)
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Figura 23. Principais fragmentos para espectros Tof-SIMS positivos previstos para

filmes de PSU.
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O espectro Tof-SIMS positivo para PSU ST (Figura 24) possui a maioria de
seus fragmentos em acordo com 0 que € proposto acima com algumas diferencas
gue nao prejudicam a analise dos mesmos, pois decorrem de pequenas diferencas
na fragmentacdo e reacdes posteriores entre os ions gerados durante o caminho
percorrido entre a superficie da amostras e o detector (mais de 2 metros). N&o
houve presencga de fragmentos significativos em intervalos acima de 400 m/z. O
espectro Tof-SIMS negativo para PSU ST (Figura 25) possui a maioria de seus
fragmentos em acordo com os fragmentos propostos com base na literatura (Figura
26).
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Figura 24. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PSU ST.
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Figura 25. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PSU ST.
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Possiveis estruturas para fragmentagdo negativa da Polissulfona ( PSU ST)

o)
Il
S
442 m/z Il o
Hs (0]
I I
| o® |
O
O
[
ﬁ CH,
284m/z G, 5 354 m/z (I:Hs
I | | I
| o) | | (0] |
CH, Oe
Il
|s| CH,
H. 266 m/z
CHa 0o 326 m/z
I | | |
lo [ o |
0 0 S
(e}
CHj; |
S
|
CH3| 223 m/z | 0 312 m/z |
o |
J@f Q JOR®
H
~ ]
o 256 m/z |c|; o 294 m/z
I I I I
I | | 0 |
S,
O\S
| 138 m/z 166 m/z
o) CH, 183 m/z
o
© II o © ||
HS—O HO—S—O
I
(e}
121 m/z 113 m/z 108m/z  6am/z  79m 81 m/z 97 m/z

Figura 26. Principais fragmentos para espectros Tof-SIMS negativos previstos para
filmes de PSU.
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A avaliacdo dos espectros de massa dos polimeros tratados se da em
comparagdo aos espectros sem tratamento. Pode-se observar nos espectros Tof-
SIMS positivos para as amostras de PSU 30 e PSU 120 (Figuras 27 e 29) que ha
um aumento nos fragmentos correspondentes a 18, 19, 57 e 85 m/z. Estes
fragmentos podem ser identificados respectivamente como H,O, H3O, C3Hs0 e
C4HsO,. Enquanto os fragmentos em 77 e 91 m/z, identificados como os fragmentos
do anel aromatico e tropilio, sofrem decréscimo. Ainda nas Figuras 27 e 29 pode-se
observar que o fragmento em 115 m/z decresce em relagdo ao PSU ST e os
fragmentos 101, 128 133 e 191 m/z sofrem acréscimo dependente do tempo de
tratamento, ou seja, quanto maior o tempo de tratamento maior € a modificacao.
Como pode ser visto nos fragmentos ilustrados na Figura 23, o fragmento 115 m/z
se refere ao anel aromatico ligado a dois carbonos alifaticos. O ion 101 m/z pode
ser do fragmento C4HsO3. As fragmentacdes 128, 131, e 133 podem surgir das
combinacdes dos ions 115 e 122 m/z mais um atomo de oxigénio.
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Figura 27. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PSU 30.
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Figura 28. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PSU 30.

Nos intervalos maiores que 200 m/z da Figura 27 pode-se dizer que o
espectro mostra que as fragmentagBes presentes no PSU ST deste mesmo
intervalo estdo praticamente ausentes, restando apenas em menor intensidade o
fragmento 215 m/z. Demais fragmentacBes sdo praticamente inexistentes. Para a
amostra tratada por 120 min, a intervalos de massa maiores de 200 m/z, ha a
presenca dos fragmentos 249 e 247 m/z . Valendo-se dos fragmentos mostrados na
Figura 16 pode-se atribuir, assumindo a insercdo de grupos oxigenados nos anéis
aromaticos que o ion 249 m/z pode ser o resultado de 216 + 2 oxigénios, enquanto
247 m/z, assumindo-se um rearranjo do fragmento 259 m/z da Figura 16, porém
sem a cadeia de carbonos terminais, resultando em uma massa 232 m/z, se a essa
massa adicionamos 2 oxigénios, temos o fragmento 267 m/z encontrado ap6s 0s
tratamentos. Esta hipétese ainda se confirma nos fragmentos 325, 341 e 356 m/z.
Tomando como partida o fragmento 308 m/z da PSU sem tratamento, ao
adicionarmos um oxigénio a molécula obtemos 325m/z, ao adicionarmos dois
oxigénios, obtemos 341 m/z e ao adicionarmos trés oxigénios o fragmento 356 m/z

também é valido.

Para os espectros de Tof-SIMS negativos das amostras de PSU 30 e PSU
180 (Figuras 28 e 30), pode-se se confirmar algumas hipéteses levantadas nas

analises dos espectros Tof-SIMS positivos. Para PSU 30 (Figura 29) podemos
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ressaltar a quase auséncia da fragmentacéo 79 m/z, e a dominancia dos fragmentos
41 (C,0OH), 73 (CgH, C,H5COO ou C4H0), 84 (C4Hs0,) e 97m/z (HSO,). Ainda na
Figura 29 podemos observar que apds os tratamentos os fragmentos do ions 108 e
120 m/z decrescem em intensidade enquanto os fragmentos 100, 132, 147 e 162
m/z crescem em intensidade. Os demais ions presentes no espectro negativo da
PSU ST (Figura 25), ndo estdo presentes, revelando uma superficie totalmente
diferenciada. Em fragmentacdes em intervalo de massas maiores que 200 m/z, se
repete a mesma tendéncia vista anteriormente nos espectros positivos de PSU 30,
onde ha um grande decréscimo na fragmentacdo, onde podemos observar na
Figura 29 a presenca do ions 221, 236, 254 e 295 m/z que podem ser visualizados
na Figura 25. Observa-se a mesma tendéncia para as amostras de PSU 120 (Figura
30), onde que, do mesmo modo que para PSU 30, a insercdo de grupos oxigenados
nos anéis aromaticos muda completamente a fragmentagcédo, deixando de haver

fragmentos de grande massa (>200 m/z).

As andlises de Tof-SIMS confirmam juntamente com as demais andlises
superficiais a insercdo de grupos oxigenados na superficie do PSU ap6s os
tratamento com radiacdo UV em presenca de O,. O decréscimo de evidéncias de
ligacdes duplas e também a presenca de fragmentos aromaticos nos espetros Tof-
SIMS sugerem que ha uma insercdo de atomos de oxigénio no anel aromatico,
tornando a cadeia polimérica mais suscetivel a fragmentacdo. Para PSU 30, haveria
uma tendéncia de formacdo de grupos C=0 e OH pela enxertia de atomos de
oxigénio diretamente no anel aromatico. Esta reagcdo com a molécula de O, poderia
resultar em uma insercdo de radical peroxido, que apds um rearranjo molecular,
como um mecanismo Photo-Fries, por exemplo, levaria a insercdo de um segundo
atomo no anel aromatico. No caso do PSU 120 os rearranjos subsequentes desta
insercao e a continua irradiacdo pode levar a abertura do anel em alguns pontos da
molécula, conferindo os grupos encontrados nas analises de XPS uma menor
guantidade de grupos C=0, porém mantendo-se quantidades de grupos C-OH e
COQO. Esta abertura de anel revela-se na quase inexisténcia dos sinais de C=C nos
espectros de XPS e NEXAFS e na fragmentacao observadas nos espectros de Tof-
SIMS.
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Figura 29. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PSU 120.
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Figura 30. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PSU 120.

A Figura 31 mostra o espectro de ions positivos da PU sem tratamento.

Podemos identificar entre os fragmentos encontrados, varios ja descritos na

literatura.*®®*™* A cadeia polimérica da PU pode ser separada em dois segmentos:

rigido e flexivel. O segmento rigido é composto pelo diisocianato de difenilmetano.
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O segmento flexivel € composto 1,4 butano-diol. As possiveis fragmentagfes de
ambos segmentos estéo representadas na Figura 32 para ions positivos da PU ST.
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Figura 31. Espectro Tof-SIMS positivo PU ST

Apos as irradiacdes ha uma visivel mudanca no espectro de ions positivos da
PU. Comparando os espectros tof-sims de ions positivos das amostras PU30 e
PU120 (Figuras 33 e 35) com da amostra de PU ST (Figura 31) podemos notar
varias mudancas na fragmentacao, que indicam a funcionalizacéo da superficie dos
polimeros por acdo da radiacdo UV em presenca de O,. No espectro de ions

positivos da PU30, ha o acréscimo do fragmentos 55 m/z e 63 m/z.
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Possiveis estruturas para fragmentagao positiva da Poliuretana ( PU ST)
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Figura 32. Possiveis estruturas da fragmentacao de ions positivos no espectro Tof-
SIMS da PU ST.
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Figura 33. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra PU 30.

Surge um novo fragmento com os tratamentos em 87 m/z. Este fragmento
pode ser formado pela insercdo de um atomo de oxigénio no segmento flexivel da
molécula de PU, possibilidade esta que foi discutida anteriormente.

® /\/\
o O/ﬁ‘/\
®oH

72 m/z 87 m/z

Pode-se ressaltar ainda um decréscimo no fragmento 106 m/z. que faz parte
dos segmentos rigidos da cadeia de PU. O fragmento 119 m/z tem um acréscimo de
intensidade e também pode indicar a incorporacéo de oxigénio no segmento flexivel
da molécula, especialmente se considerarmos o fragmento 103 m/z que se origina
do mesmo segmento e adicionarmos um atomo de oxigénio obtemos o fragmento
119 m/z.

©)
OH OH
® OH
103 m/z 119 m/z
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A ideia ainda pode se sustentar modificagdo de outros fragmentos no
espectro. O fragmento 133 m/z, que sofre um decréscimo de intensidade, e notamos
gue surge um novo fragmento em 146 m/z. Novamente o rearranjo com um atomo

de oxigénio resolve a estrutura.

OI@ ') 0O
®
)J\ /\/\/OH h )j\ )j\/\/OH
H,N o) T ™ HN o) 7
0, 2
133 m/z 146 m/z

Do mesmo modo o fragmentol75 m/z, ndo presente no espectro positivo da
PU ST e presente no espectro positivo da PU 30 , também confirma os fragmentos

anteriores, no esquema abaixo, tomando como base o fragmento 161 m/z obtemos:

OH

OH 0
)\ /\/\/O hv
HN 0 — = o
| 0, HN o w
OH
161 m/z ® 175 m/z o

Ainda podemos observar que um insercdo de um atomo de oxigénio na
estrutura flexivel da molécula de PU afetaria a intensidade de fragmentacfes
maiores, relacionadas com este segmento. Isto € observado para as fragmentacoes,

325 e 310 m/z que reduzem de intensidade para PU 30.

A auséncia de mudanca na fragmentacéo indica também que determinadas
partes da molécula ndo se modificam. Confirmando dados de analise de XPS, onde
verificamos que as ligacbes C=C e C-N nao sofrem grandes alteracbes e as
mudancas de molhabilidade séo recorrentes a insercdo de oxigénio na superficie da
PU. Os fragmentos 152, 165 e 189 m/z, ndo se modificam em intensidade. Como
pode ser observado na Figura 32, estes fragmentos correspondem a fragmentos de
estrutura rigida da molécula de PU, que contém anéis aromaticos. Embora nos
inicios dos estudos esperava-se que, assim com a PSU, as ligacdes aromaticas
poderiam ser modificadas pelo processo, porém a ndo modificagdo destes
fragmentos, juntamente com as demais analises anteriores confirmam que para o
tempo de tratamento de 30 min em presenca de radiacdo UV e O, a PU

basicamente sofre atague em seu segmento flexivel, ou seja, as cadeias alifaticas.
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Mesmo assim, apesar de ndao haver modificacdo nas ligagdes duplas dos
anéis aromaticos da PU, a acdo da radiacdo UV pode induzir modificacdes
conformacionais que podem resultar em diferencas na fragmentacdo da superficie
do polimero. Podemos observar no espectro da Figura 33 que ha uma reducédo de
intensidade nos fragmentos 219 m/z, e 259 m/z, estes fragmentos sao fragmentos
filhos da primeira quebra da molécula de PU em 295 m/z. S&o formados pelo grupo

di-isocianato do segmento rigido do PU. E conhecido na literatura*">*"®

que este
grupo e, em especial as poliuretanas, sob acédo de radiacdo Visivel ou UV, podem
sofrer o rearranjo Foto-Fries, que desloca o carbono do grupo cianeto em uma
posicdo meta a sua posicdo original sem que haja quebra da cadeia polimérica,

como pode se observar na Figura 34.
L
H)ko/fuw

hv

(o]

SACHE
NH

2

Figura 34. Representacao simplificada do rearranjo Photo-Fries no segmento rigido
da PU.

Este rearranjo acontece na PU, neste caso, possibilitaria uma nova janela de
funcionalizacdo na molécula. Como demonstrado no esquema abaixo, apés sofrer o
rearranjo Photo-Fries, esta nova carbonila ligada diretamente ao anel aromatico,
poderia sob irradiacdo UV extrair um H em posicéo Y-carbonila no anel aromatico. A
extracdo levaria a formacdo de um radical que sob atmosfera de O,, promoveria
uma nova insercao de oxigénio a molécula. Sendo assim, o fragmento 286 m/z que
corresponde a uma fragmentacdo onde um possivel rearranjo Photo-Fries, presente
no espectro, também poderia originar com um acréscimo de um atomo de oxigénio
o fragmento 301 m/z, presente apenas no espectro de ions positivos da PU30.

Ainda o rearranjo Photo-Fries implica em uma reducao nas fragmentacées menores
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como 259, 219 e 120 m/z, o que é observado comparando 0s espectros positivos de
PU ST e PU 30 (Figuras 31 e 33).

1) o) Photo-Fries o
N N N NH,
H H

282 m/z 282 m/z

Ozj hv
®
OH  oH
2

OH
k” NH

301 m/z

Com o aumento do tempo de irradiagdo em presenca de O,, € esperado que
em algum ponto, possa ocorrer a quebra da cadeia polimérica. O espectro de ions
positivos da amostra de PU 120, mostrado na Figura 35, revela uma grande

modificacao na superficie da PU, especialmente no que diz a sua fragmentacao.

A primeira vista, 0 mesmo comportamento observado para os espectro de PU
30 é verificado, como o aumento de intensidade das fragmentacdes 55, 63 e 72 m/z,

além do surgimento da fragmentacéo 87 m/z.
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Figura 35. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PU 120.
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Do mesmo modo, os fragmentos localizados entre o intervalo de massas de
100 a 130 m/z, mantém-se os mesmos. O fragmento 146 m/z que como antes
discutido, demostra a funcionalizacdo do segmento flexivel da molécula e aparece
como uma importante componente do espectro, porém, a partir disto, comecam
significativas diferencas. Podemos notar um decréscimo nas fragmentacdes 152,
165, 175, 178 e 189 m/z. Ainda as fragmentacdes do intervalo de massas acima de
200 m/z sofrem grande reducéo restando apenas os fragmentos 278 e 325 m/z e
ainda em pequena intensidade. Esta grande reducao de fragmentacao em intervalos
maiores, como observado antes para o PHB pode significas a quebra da cadeia
polimérica (possivelmente com cross-linking das cadeias poliméricas), a continua
irradiacdo em presenca de oxigénio leva a uma saturacdo dos sitios disponiveis
para a funcionalizacdo da molécula, consequentemente o préximo passo € a quebra
da cadeia polimérica, de modo a minimizar a energia absorvida. Isto é refletido
diretamente na fragmentacdo de massas, ja que a quebra ocorre randomicamente
na cadeia, os fragmentos menores ainda aparecerdo no espectro, porém o0s
fragmentos de maior massa, acabam diminuindo de intensidade. Cabe ressaltar
ainda que a introducdo de oxigénio na cadeia polimérica acarreta no acréscimo de
pontos de quebra no momento da fragmentacdo na andlise de massas, ou seja a
auséncia de fragmentos maiores na superficie da PU 120, ndo necessariamente
aponta para fotodegradacdo, mas para uma maior concentracdo de grupos oxidados

na superficie, como apontam as demais andlises de superficie.
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Figura 36. Espectro Tof-SIMS de ions negativos da amostra de PU ST

Possiveis estruturas para fragmentagao negativa da Poliuretana ( PU ST)
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Figura 38. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PU 30.

Quando se analisa polimeros que possuem muitos grupos eletronegativos em
sua estrutura, a andlise dos ions negativos se faz necessaria, pois ha a preservacao
da informacé&o estrutural de fragmentos que possuem carga negativa. A Figura 36
mostra o0 espectro de ions negativos da amostra de PU ST. Embora haja muita
informacdo neste espectro, a maioria dos trabalhos da literatura ndo apresenta o
espectro negativo. A Figura 36 traz possiveis estruturas de fragmentos negativos

168,169,171,174

para PU ST, que foram encontradas na literatura, ainda assim alguns

fragmentos séo sugeridos com base nas leis de fragmentacao de massas.

Novamente realizando a analise comparando dos espectros da PU ST
(Figura 36) com espectros da PU 30 (Figura 38). Podemos observar que ha um
aparente aumento na intensidade dos fragmentos 49, 60 e 73 m/z. Pode-se
destacar neste intervalo de massa ainda os fragmentos 78 m/z e 90 m/z. Estes
fragmentos ndo estdo presentes na PU ST, e observando as estruturas abaixo,

mostram o fragmento 90 m/z provém da inser¢ao de oxigénio na cadeia polimérica.

©
N (0]
e
HN o~ on
78 m/z 90 m/z
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Do mesmo modo do que foi observado nos espectros positivos, 0s
fragmentos correspondentes aos segmentos aromaticos da molécula de PU nao
sofreram mudanca, tais como os fragmentos 108, 120, 133, 165, 168, 159 e 189

m/z.

Porém os fragmentos 163, 175 e 183 m/z, deixam de aparecer no espectro
da Figura 38. Considerando as possiveis fragmentacdes de ions negativos da
Figura 37, podemos ressaltar que estes fragmentos séo derivados da fragmentacao
221m/z, que também desaparece do espectro de ions negativo da PU 30. Isto

também poderia justificar um rearranjo Photo-Fries, como discutido anteriormente.

A maior modificacdo no espectro de ions negativos da PU 30 fica por conta
do intervalo de massa acima de 200 m/z. O fragmento 206 m/z decresce em
intensidade enquanto o fragmento 210 m/z aumenta, frente a este comportamento
pode-se e ao que foi observado nos espectros positivos pode se sugerir as

segu intes estruturas:

©
OH or T
©\ )\ i AN )\ )\/\
.
R o TN O N ©

195 m/z 210 m/z

O fragmento 253 m/z que surge no espectro pode ser derivado também de
um rearranjo Photo-Fries, o que também explica o decréscimo do fragmento 206

m/z.

o o Photo-Fries o

”\ M —> 0 )k/
N N HN N
H H H

253 m/z

O fragmento 362 m/z também ausente no espectro de ions negativos da PU
ST reforca a idéia de inser¢cdo de oxigénio no segmento flexivel da molécula e o

decréscimo do fragmento 341 m/z sugere a seguinte reagao:
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Comparando os resultados dos espectros Tof-SIMS positivos e negativos
para a PU 30, pode-se assumir que as estruturas de anéis aroméaticos séo afetadas
apenas pelo rearranjo Photo-Fries, e que possa haver uma eventual insercdo de um
atomo de oxigénio no anel aromatico. Porém, esta inser¢cdo ndo ocasiona a ruptura
do anel, ou mesmo a reducao de ligagdes duplas como foi observado para o0s
resultados de XPS e FTIR. Ainda, com base nos fragmentos encontrados, pode-se
dizer que para 30 min de irradiacdo UV em presenca de O,, a PU a principal reacdo
fotoquimica € a Norrish Tipo Il com abstracdo de H em posicédo Y-carbonila, ndo

levando a quebra da cadeia pela presenca atmosfera reativa.

A Figura 39 traz o espectro de ions negativos da PU 120 mostra a
fragmentacao caracteristica da PU ST sobreposta com fragmentos observados para
amostra de PU 30. Embora os fragmentos observados possam ser justificados do
mesmo modo que para PU 30, pode-se observar uma menor intensidade dos
fragmentos nos intervalo de massa superior a 200 m/z. O mesmo comportamento
gue para os ions positivos, o que reforca a ideia ja discutida, onde em um tempo
mais longo de irradiacdo a cadeia polimérica comeca a sofrer clivagem, dando lugar

a reacdes Norrish Tipo II.
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Figura 39. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PU 120.

Em resumo a cadeia polimérica para PU30 conta com a insercdo de atomos de
oxigénio no segmento flexivel da molécula e rearranjo Photo-Fries tornando o grupo
nitrogenada mais disponivel na cedeia polimérica. As superficies de PU120 além
dos mesmo processos visto em PU30 provavelmente sofrem quebra da cadeia
polimérica em posi¢cdes randdémicas na superficie, conferindo uma mair inser¢éo de
oxigénio nos radicais formados pela quebra. Mesmo assim para PU 120 o segmento

rigido da molécula tende a se manter, confirmando os dados de XPS.

5.2 Adesao e Viabilidade Celular

Nos ensaios de adesdo, as células tronco mesenquimais foram semeadas nas
superficies poliméricas e, ap6s um periodo de seis horas, seus nudcleos foram
marcados (Figura 40) e contados. Os valores médios observados para todas as
amostras estdo presentes na Figura 41, onde as letras indicam amostras
pertencentes a0 mesmo grupo estatistico, ou seja, que ndo ha diferenca estatistica

(p>0.6) entre grupos de mesma letra.
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Figura 40. Exemplo de uma imagem das amostras avaliadas com ndcleos de
células tronco mesenquimais marcados com DAPI em uma area de 97.2x10° cm?.

Quando comparamos o numero de células aderidas no grupo controle com todos
0S outros grupos, as amostras PSU 30 (p=0,947), PSU120 (p=0,189) e PU 120
(p=1,0) ndo mostraram diferenca estatistica do grupo controle, ou seja, estas
superficies possuem um adesao tdo boa quanto o grupo controle. O que pode se
observar quando se compara cada polimero néo tratado com as amostras tratadas €
gue os tratamentos aumentaram significantemente a adesdo de células as
superficies de todos os polimeros. Para PSU, que sem tratamento ja apresenta uma
boa adeséo celular, houve um aumento da adesdo com os tratamentos, embora néo
haja diferenca estatistica entre a amostra nao tratada e a amostras tratado por 120
min. Para os demais polimeros, PU e PHB h& um impressionante aumento na

adesdo celular apés os tratamentos.

Em relacdo aos testes de viabilidade celular, as células foram deixadas em
contato com as superficies poliméricas durante um, quatro e sete dias. Ao final de
cada um desses periodos, 0 ensaio MTT forneceu o nimero de células vivas nas
superficies das amostras. Os resultados expressos em absorbancia sao
relacionados com o numero de células viaveis: quanto maior a absorbancia, maior é
0 numero de células viaveis. Nas figuras esse resultado esta expresso em % de
absorbancia do controle. As Figuras 42, 43 e 44, mostram 0s ensaios de MTT

corridos em 7 dias para cada linhagem de células utilizadas.
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Figura 41. Gréafico do numero médio de células aderidas apds 6 horas de cultivo. As
letras indicam amostras pertencentes ao mesmo grupo estatistico, ou seja que nao
ha diferenca estatistica entre grupos de mesma letra.
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Figura 42. Resultados do ensaios de viabilidade celular pelo método MTT durante
um, quatro e sete dias para linhagem de células tronco mezenquimais da linhagem
1310.
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Figura 43. Resultados do ensaios de viabilidade celular pelo método MTT durante

um, quatro e sete dias para linhagem de células tronco mezenquimais da linhagem
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Figura 44. Resultados do ensaios de viabilidade celular pelo método MTT durante
um, quatro e sete dias para linhagem de células tronco mezenquimais da linhagem
0311.

Em uma andlise generalizada das Figuras 42, 43 e 44 pode-se dizer que embora
haja alguns comportamento diferenciados, em geral os tratamentos indicaram uma
melhora na viabilidade celular com algumas amostras chegando a valores
superiores ao controle, o que significa um crescimento superior ao padrdo utilizado

neste tipo de teste que indica a biocompatibilidade. A Figura 45 traz as médias dos
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resultados obtidos nos experimentos MTT.
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Figura 45. Média dos resultados do ensaios de viabilidade celular pelo método MTT
durante um, quatro e sete dias para todas as linhagens de células tronco
mezenquimais.

A partir dos testes estatisticos realizados com os dados da Figura 45 néo

pode-se observar que, em termos de viabilidade celular, ha diferenca estatistica
(p<0.001) com a evolucdo temporal do teste, ou seja considerando os sete dias de
cultivo, as células proliferaram e aumentaram em ndmero com o passar do tempo
para todos os grupos. Isto que dizer que, em todos os tratamentos, ndo hé inibicdo
de crescimento celular.

Quando observamos cada grupo separadamente podemos notar alguns pontos
gue merecem ser destacados. Para o grupo de PHB, ha uma diferenca estatistica
entre as amostras nao tratadas e as amostras tratadas por 60 e 180 min e esta
diferenca se mantém apds sete dias de cultivo. Para o grupo da PSU, até quatro
dias de crescimento ndo héa diferenca estatistica entre as amostras tratadas e nao
tratadas, porém apos sete dias, ha diferenca estatistica entre a amostra de PSU 120
e as amostras PSU 30 e PSU ST. No caminho contrario da PSU, as amostras de
PU mostraram que apoés sete dias de cultivo as amostras tratadas (PU 30 e PU 120)
possuem diferenca estatistica e ainda possuem uma melhor viabilidade celular em
relagdo a PU sem tratamento.

A partir destes resultados pode-se dizer que os tratamentos aplicados nas
amostras tem grande influéncia na adeséao celular, onde, em todas as amostras
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avaliadas, os filmes que foram tratados com radiacdo UV em presenca de O,
mostraram um grande numero de células aderidas em comparacdo com O0sS
polimeros sem tratamento.

Em geral, funcionalidades hidrofilicas fornecem uma interface de baixa
energia livre, resultando em uma reducdo na adsorcdo das proteinas plasmaticas,
que permite a adesdo celular, com a deposicdo de proteinas da membrana
extracelular, como colageno, fibronectina, laminina, e outras que interagem com o

biomaterial***"’,

Nesse sentido, as superficies hidrofilicas podem aumentar a
adesdo da célula e, consequentemente, as superficies mais hidrofilicas mostraram-
se mais propicias a adeséao celular.

Considerando os testes de viabilidade celular nota-se que houve diferencas e o
WCA das amostras ndo foi suficiente para atribuir linearidade ao crescimento
celular. Embora haja melhoria na adesdo, alguns filmes mostraram que uma
superficie mais hidrofilica ndo necessariamente pode ser atribuida a uma superficie
mais adequada as células. Resultados similares foram encontrados por Jacobs et
al.’® Em seu trabalho, uma diferenca inicial em termos de adeséo foi observada,
mas apos sete dias de andlise ndo havia mais diferenciacdo no crescimento celular.

O diferente comportamento observado para cada polimero e seus tratamentos
reflete-se na diversidade de superficies obtidas com os tratamentos. Dependendo
da quimica superficial obtida no final do processo, a resposta de crescimento celular
podera ser atrelada a essa superficie. Por exemplo, uma diferenca basica entre os
tratamentos da PSU e da PU é a presenca de grupos nitrogenados, que, mesmo
ap6s os tratamentos permaneceram na superficie de PU, e como foi explorado
anteriormente, o rearranjo Photo-Fries e o rompimento da cadeia polimérica
poderiam tornar o grupo NH; mais exposto, ou seja, fora da cadeia polimérica. Esta
mudanca na conformacao torna o grupo NH, mais disponivel para interacdo. Alguns

estudos!’&18°

apontam que células proliferam melhor em substratos que contém
grupos N-H em suas estruturas. Outros autores™ ainda sugerem que uma
moderada molhabilidade mostra-se mais efetiva no aumento da biocompatibilidade
do que superficies muito hidrofilicas.

Como discutido anteriormente, enquanto a PU possui um sitio de modificacdo na
secdo poliéter de sua estrutura e a sua modificagdo poderia levar a formagéo de
grupos COO no segmento flexivel da PU sem que os anéis aromaticos fosse
afetados, no caso da PSU os anéis aromaticos sdo diretamente afetados, com a

formacédo de maior ou menor quantidade grupos C=0 e COO em virtude do tempo
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de tratamento. Do mesmo modo, o PHB ndo possui qualquer grupo aromatico em
sua estrutura e ja é considerado um poliéster biocompativel. Os resultados de
crescimento celular mostram um grande acréscimo as amostras tratadas, na qual é
evidente uma melhora no crescimento celular (Figura 45). No PHB as analises de
superficie mostraram que ha a formagdo de novos tipos de grupos COO que se
tornariam mais disponiveis a interacao proteica ja que esses grupos nao estariam
na cadeia carboénica principal, ou seja, apds a clivagem da ligacdo éster haveria a
neutralizacdo dos radicais formando grupos carboxilicos e mesmo, grupos éster por
cruzamento de cadeias. Estes grupos mostram-se melhores para a interagdo da
superficie com o meio biolégico.

Nesse contexto, o efeito da funcionalidade superficial sobre a adsorcdo de
proteinas foi extensivamente estudado nos recentes anos. Alguns desses trabalhos
mostraram que a adsorcdo de agua em superficies modificadas com radicais
hidroxilas é suficiente para competir com a adsorcdo de fibrinogénio.>*>>8:182 g
fibrinogénio € capaz de interagir hidrofobicamente com superficies funcionalizadas
com grupos metilicos concordando com estudos prévios sobre a forte adsorcao de
fibrinogénio a superficies hidrofébicas.’'® Ainda no mesmo estudo, pequenas
mudancas na densidade de grupos amina na superficie influenciavam fortemente na
adsorcao de fibrinogénio.

Superficies com grupos COOH possuem carga negativa na superficie do material.
Normalmente contribuindo para o aumento da adesdo e a biocompatibilidade.
Porém, esse fendmeno é dependente da concentracdo de COOH na superficie.**°
Superficies que possuem uma quantidade consideravel de grupos COOH mostram-
se inibidoras de crescimento celular. Mesmo quase ndo havendo fibrinogénio nos
testes realizados, varias outras proteinas plasméaticas estdo presentes e podem
exibir 0 mesmo comportamento e influenciar da mesma maneira.*®®* Nos resultados
apresentados aqui, pode-se observar que, para amostras que possuem maiores
guantidades de grupos COOH (PSU120), em média, hd uma menor proliferacédo
celular.

Grupos hidroxila normalmente conferem uma superficie hidrofilica e neutra, o que
sugere que havera uma baixa afinidade de proteinas a este tipo de superficie,
porém conferindo uma alta biocompatibilidade.*'® As analises superficiais mostraram
gue ha a presenca de grupos hidroxilados nos polimeros tratados, especialmente
nos filmes tratados de PU, enquanto nos polimeros sem tratamento ndo ha a

presenca desse grupo. Nos polimeros com tempos mais longos de tratamento ha
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uma maior presenca de grupos OH, porém pode-se assumir aqui, que nestes casos
como o da PSU 120 h& a presenca de outros grupos na superficie que néo
necessariamente inibiriam o crescimento celular, mas poderiam interagir de forma
diferenciada com as proteinas plasmaticas levando a um crescimento menos
expressivo.

Os tratamentos envolvendo a radiagdo UV em presengca de O, podem ser
utilizados como um método rapido, simples, efetivo e de baixo custo para incorporar
e adequar novas funcionalidades a superficies de diferentes polimeros, aumentando
sua adesdo e em geral a proliferacdo celular de células tronco mezenquimais
humanas. E evidente a influéncia dos tratamentos na ades&o e viabilidade celular.
As amostras tratadas mostraram um grande numero de células aderidas
comparadas com filmes néo tratados. Adicionalmente, o nimero de células aderidas
nesse caso sdo estatisticamente comparaveis ao numero de células aderidas no
grupo controle.

Os dados obtidos mostraram que a funcionalizacdo da superficie polimérica
resulta em diferentes comportamentos das células apos sete dias de anélise, porém,
essas diferencas resultam do crescimento e ndo da morte celular. Os resultados
mostram que a célula ndo possui uma dependéncia forte com o WCA da superficie,
mas sim com as alteragdes da composi¢ao quimica da mesma que ocorrem apos 0s
tratamentos. Confirma-se também a que grupos que induzem a resultados melhores
em termos de crescimento celular como: C=0, OH, -C-O-C e NH,. A presenca e
maior concentracdo destes grupos nas amostras tratadas de PHB e PU mostrou os
melhores resultados de viabilidade celular. Superficies com concentraces mais
elevadas de grupos —COOH acabam nao elevando a viabilidade celular, assim
como também a presenca de grupos —CH3 e C=C e C-C, como visto ha amostra de
PSU 120. A melhor adeséo, proliferacdo e crescimento celular nos filmes
poliméricos modificados indicam para a biocompatibilidade das superficies obtidas,
e revelam que o método de funcionalizacdo € indicado para a obtencdo de
biomateriais com grande potencial de aplicacdo biomateriais para a engenharia de
tecidos.
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5.3 Biodegradabilidade

Segundo Shah et al. mudancas visuais nas superficies como rugosidades,
buracos, fissuras, fragmentacdo ou formacdo de biofiime ndo provam a
biodegradacao do ponto de vista metabdlico, mas sdo o primeiro sinal de ataque de
microrganismo.**” As microscopias 6pticas foram realizadas nas amostras antes da
lavagem, de modo a ter uma ideia do crescimento e desenvolvimento do fungo,
enquanto as microscopias eletronicas de varredura foram realizadas apés as
lavagens das amostras descritas no item 3.4.4. Duas imagens representativas das
amostras controle do PHB sdo mostradas na Figura 46. Nao ha alteracdo na

superficie das amostras de todos os controles.

18ky X5, oo Shm

Figura 46. Imagens da amostra controle do PHB ST. A) Microscopia 6ptica (MO) —
X40. B) Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) — X5.000. ApGs o tempo de
incubacéo de 10 dias.

A Figura 47 traz imagens de MO do crescimento do fungo sobre as amostras
de PHB. Pode-se observar que para as amostras PHB ST cultivadas por 10 dias
(Figura 47-A) e 20 dias (Figura 47-B) ha uma boa proliferacdo do fungo juntamente
com o desenvolvimento de hifas. Porém, pode-se notar também que quanto maior é
o tempo de tratamento, maior é o crescimento aparente do fungo sobre a superficie
das amostras, como pode-se observar para as amostras de PHB 60 cultivadas por
10 dias (Figura 47-C) e 20 dias (Figura 47-D), e para amostras de PHB 180
cultivadas por 10 dias (Figura 47-E) e 20 dias (Figura 47-F). E possivel ja observar
nestas imagens que a superficie do filme ndo € uniforme e varias areas exibem
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buracos onde pode-se observar a homogeneidade da superficie do disco de vidro
ao qual o polimero esta suportado.

A superficie do PHB possui uma rugosidade caracteristica pela presenca de
diversos granulos. A Figura 48 mostra as imagens de MEV das superficies das
amostras de PHB ap0s o cultivo para o PHB sem tratamento e PHB tratado durante
60 e 180 min. Pode-se observar em todas a imagens alguns sinais de ac¢ao do fungo
como fissuras (Figura 48-A), rasgos (Figura 48-B), buracos (Figura 48-E), pedacos
de filme (Figura 48-C), suavizacdo da superficies (Figura 48-D) areas de granulacdo
mais densa, como visto na Figura 48-E. Estes granulos correspondem a areas de
cristalinidade elevada, pois o microrganismo tende a consumir primeiramente a
parte amorfa do polimero e sé entdo comeca a degradar a parte mais cristalina.
Pode-se notar também nas imagens que apés 20 dias de cultivo tanto para PHB 60
(Figura 48-D) quanto para PHB 180 (Figura 48-F) a superficie da amostra esta
completamente homogénea, ja que ndo restou filme do polimero. Esta superficie
corresponde a superficie uniforme dos discos de vidro ao qual o polimero estava

suportado.
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Figura 47. Imagens de MO do crescimento do fungo sobre amostras de PHB. A)
PHB ST ap6s 10 dias de incubacao; B) PHB ST apés 20 dias de incubacédo . C)
PHB 60 ap6s 10 dias de incubacéo; D) PHB 60 ap6s 20 dias de incubacéo; E) PHB
180 apds 10 dias de incubacao; e F) PHB 180 apds 20 dias de incubacao.

100



1BkU | X1,808 {1B8mm
202

18kV XS, a@a 18kU X1, 868 185m

18kU XS, ABE S sm 18kU  X15, 860 10

Figura 48. Imagens de MEV das superficies das amostras de PHB ap6s o cultivo do
fungo. A) PHB ST apés 10 dias de incubacdo; B) PHB ST apds 20 dias de
incubacdo . C) PHB 60 ap6s 10 dias de incubacéo; D) PHB 60 apés 20 dias de
incubacao; E) PHB 180 apos 10 dias de incubacéo; e F) PHB 180 apds 20 dias de
incubacéo.
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Polissulfona

A Figura 49 traz imagens de MO e MEYV para filmes controle de PSU incubados
por 30 dias. Pode-se observar que em ambas as imagens (A e B) ndo ha qualquer
marca, granulacdo ou buraco que possa indicar interferéncia dos meios e
parametros de cultivo na superficie dos filmes.

As amostras sem tratamento de PSU (Figura 50-A e B) mostram um
crescimento moderado de hifas em comparacdo as amostras tratadas. Ja as
amostras tratadas observa-se um leve aumento no crescimento de hifas para PSU
30 (Figura 50-C e D) e PSU120 (Figura 50-E e F). Este acréscimo no crescimento se
deve a insercdo de grupos oxigenados na superficie do polimero.

Considerando as imagens de MEV da Figura 51, para PSU ST (Figura 51-A e
B) os esporos ndo parecem ter um desenvolvimento razoavel, e a formacdo de
marcas na superficie dos filmes de PSU néo é muito evidente. A PSU é um polimero
amorfo de superficie bem homogénea e mudancas nesta foram melhores
observadas para PSU 30 cultivada por 60 dias (Figura 51-D) e PSU 120 cultivada
por 60 dias (Figura 51-F) onde se pode notar além da formacdo de marcas mais
escuras na imagem que lembram a disposi¢éo das hifas na superficie, também h& a
formacao de buracos, crateras e granulacdes que sao provenientes da atividade do

microrganismo na superficie do polimero indicando um processo degradativo.

18kU

Figura 49. Imagens da amostra controle do PSU ST. A) Microscopia Optica — X40.
B) Microscopia Eletronica de Varredura — X5.000. Durante o tempo de incubacéo de
30 dias.
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Figura 50. Imagens de MO do crescimento do fungo sobre amostras de PSU. A)
PSU ST ap6s 30 dias de incubacao; B) PSU ST ap6s 60 dias de incubacao . C)
PSU 30 ap6s 30 dias de incubacéo; D) PSU 30 apdés 60 dias de incubacao; E) PSU
120 apds 30 dias de incubacao; e F) PSU 120 apds 60 dias de incubacéo.
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Figura 51. Imagens de MEV das superficies das amostras de PSU ap6s o cultivo do
fungo. A) PSU ST apés 30 dias de incubacédo; B) PSU ST ap6s 60 dias de
incubacdo . C) PSU 30 ap6s 30 dias de incubacado; D) PSU 30 ap6s 60 dias de
incubacéo; E) PSU 120 apos 30 dias de incubacéo; e F) PSU 120 apdés 60 dias de
incubacéo.
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Poliuretana

A Figura 52 traz imagens de MO e MEV para filmes controle de PU incubados
por 30 dias. Assim como nos demais polimeros pode-se observar que em ambas as
imagens (A e B) ndo ha qualquer marca, granulacédo ou buraco que possa indicar
interferéncia dos meios e parametros de cultivo na superficie dos filmes das

amostras controle.

A

Figura 52. Imagens da amostra controle do PU ST. A) Microscopia Optica — X40. B)
Microscopia Eletrénica de Varredura — X5.000. Durante o tempo de incubacédo de 30
dias.

Por ser um polimero cristalino, ndo suscetivel a degradacao ja era esperado
gue ndo houvesse uma resposta positiva quanto a germinacao dos esporos sobre o
polimero sem tratamento superficial (Figura 53-A e B), porém, mesmo nesta
condicdo, é possivel observar uma pequena formacédo de hifas. Quando os testes
foram realizados com os polimeros tratados por 30 min (Figura 53-C e D) e 120 min
(Figura 53-E e F) esperava-se a formacdo de hifas, pois PUs que tem mais
grupamentos hidrofilicos sdo propensas a serem menos cristalinas, sendo assim
mais acessiveis para a biodegradacdo. Porém, isto ndo foi observado, exceto no

cultivo PU 30, em que h& uma leve diferenca na formacdes de hifas.
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Figura 53. Imagens de MO do crescimento do fungo sobre amostras de PU. A) PU
ST apos 30 dias de incubacédo; B) PU ST apos 60 dias de incubacdo . C) PU 30
apos 30 dias de incubacao; D) PU 30 apos 60 dias de incubacao; E) PU 120 apos
30 dias de incubacéo; e F) PU 120 ap06s 60 dias de incubacéo.
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Figura 54. Imagens de MEV das superficies das amostras de PU apds o cultivo do
fungo. A) PU ST apéds 30 dias de incubacédo; B) PU ST apds 60 dias de incubacéo .
C) PU 30 ap6s 30 dias de incubacao; D) PU 30 apés 60 dias de incubacao; E) PU
120 apos 30 dias de incubacéo; e F) PU 120 apds 60 dias de incubacao.

As imagens de MEV (Figura 54), em geral, ndo apresentam condi¢cdes que
indique a atividade do fungo. Apesar de nao terem sido observadas formacdes de
micélio sobre a superficie de PU, mesmo quando tratada, foi possivel observar a
formagao de “buracos” (Figura 54 e 55), os quais possuem estrutura semelhante a
dos esporos. Isto poderia ser efeito apenas da presenca deste microrganismo nesta

superficie, uma vez que materiais metalicos ou ndo metalicos em ambientes
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aquosos, sob condicbes de umidade sdo suscetiveis a incrustacao biolégica ou
biodeterioriracdo.'®* Este comportamento ndo foi observado nos demais polimeros
(PHB e PSU), embora Hori et al. tenham relatado varios tracos, cavidades e sulcos
na superficie de filmes plasticos a base de amido, que demonstram que a
degradacéao foi efeito combinado de uma colonizagdo microbiana, incluindo fungos,
na superficie do filme.*®

f o B

Figura 55. Microscopia Eletrénica de Varredura de PU. A) MEV — X500. B) Regiao
ampliada de A. MEV — X2.000.
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A andlise gravimétrica € uma das analises mais utilizadas para a avaliagdo da
degradacdo das amostras poliméricas em qualquer tipo de ensaio. Embora hajam
muitas interferéncias neste tipo de analise, especialmente em se tratando do uso de
material bioldgico, ainda € possivel através dela observar tendéncias que indicam
algum comportamento diferenciado do microrganismo em relagdo ao substrato

disponivel como fonte de carbono.
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Figura 56. Dados de perda de massa das amostras de PHB controles (indicados
pela letra C) e degradadas durante 10 dias com as linhagens em H20 e MCM. O
tempo de tratamento esta indicado no nome da amostra, sendo PHB para polimeros
nao tratados, PHB60 para polimeros tratados com radiacdo UV em presenca de O,
por 60 min e PHB 180 para amostras tratadas por 180 min.

Embora fosse esperado encontrar perda de massa resultante do processo de
degradacéo, em algumas amostras houve ganho de massa. Nos controles pode-se
atribuir este ganho de massa a absorcéo de agua e partes do meio de cultura, que
pode ser relacionada com o aumento de hidrofilicidade das amostras. Nas Figuras
56 a 61, nota-se que o0 aumento de massa nas amostras controle € sempre maior

para as amostras tratadas. O aumento de massa nas amostras degradadas pode
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ser devido a grande adesdo deste microrganismo a superficie destes polimeros
sendo muitas vezes dificil sua remo¢do sem dano ao material. Ainda pode-se
afirmar como fonte de acréscimo de massa, a formacdo de metabdlitos excretados
pelo fungo, que dependendo de sua polaridade poderiam ser absorvidos para o
interior da matriz polimérica contribuindo para o acréscimo de massa observados
nos resultados. Em alguns casos como, por exemplo, PHB 180’ x CG97 incubado

por 10 e 20 dias (Figuras 56 e 57) observa-se um aumento de massa de 54% e 35%

respectlvamente.
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Figura 57. Dados de perda de massa das amostras de PHB controles (indicados
pela letra C) e degradadas durante 20 dias com as linhagens E6 e CG97, e, em
H20 E MCM. O tempo de tratamento esta indicado no nome da amostra, sendo
PHB para polimeros néo tratados, PHB60 para polimeros tratados com radiacdo UV
em presenca de O, por 60 min e PHB 180 para amostras tratadas por 180 min.

Alguns controles tiveram perda de massa, 0 que ndo era esperado, porém
pode ser atribuida a evaporacéo de residuos de solvente que estavam na matriz ou

liberacdo de gases pelo proprio polimero. De uma maneira geral PHB em seus trés
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tratamentos exibe uma perda de massa que varia entre 0,4% a 40% e um ganho de
massa que pode variar entre 37% e 55% para ambas as linhagens testadas.

A amostra de PHB 180 incubado por 10 dias com a linhagem E6 em H20
(Figura 56) exibe uma perda de massa de 26% e quando incubado por 20 dias
(Figura 57) essa taxa aumenta para 28%. Para as amostra de PHB incubados com a
linhagem CG97 ao contrario das amostras de PHB incubado com a linhagem ES6,
observa-se dois polimeros distintos com as maiores perdas de massa, no PHB 60’
incubado por 10 dias em MCM (Figura 56) houve uma perda de 20% de massa e
para a amostra de PHB ST incubado por 20 dias em H20 (Figura 57) houve uma
perda de massa de 37%.

Doi et al.’®® relatam que polimeros de PHB foram submetidos a degradacéo
hidrolitica por 58 dias a 55°C obtendo uma perda de massa entre 1 e 3%. Kim et
al.'®’ realizaram a degradac&o em diversos tipos de solo, a temperatura de 28°C em
25 dias e as taxas de perda de massa ficaram entre 5 e 68% dependendo o tipo de
solo utilizado. Apés o tempo de incubacdo foram identificados os fungos que
atuaram nesta degradacdo, havendo um total de 6, sendo a maioria do género
Penicillium. Neste trabalho foi utilizado apenas um fungo o obteve-se taxas de 37%
de perda, o que mostra uma eficiéncia maior se comparada ao trabalho de Kim et al.
uma vez que havia um total de 6 fungos agindo simultaneamente, e em solo a
degradacdo tende a ser maior pois existem varios componentes atuando além dos
microrganismos.

Ainda pode-se estender a comparacdo com alguns trabalhos que estudaram a
biodegradacao de polimeros naturais. Wu et. al obteve uma perda de massa de 68%
guando utilizou bactérias para degradar um compdsito de poli-acido-lactico (PLA) e
fibra de cbéco verde, ap6s 21 dias de incubacéo, porém quando utilizou somente o
polimero PLA a perda de massa ficou abaixo de 20%. '® Geweely et al. utilizaram A.
niger para degradar polimeros a base de amido e obteve um rendimento de 72%%,
assim como no exemplo citado anteriormente os polimeros com 6timas taxas de
degradacdo possuem componentes naturais em sua estrutura o que facilita a
adesao e degradacao de microrganismos. Neste trabalho, quando se utilizou o
polimero natural PHB obteve-se uma perda de massa entre 20 e 30%, concordando
com os dados obtidos por Wu et al., porém em um tempo reduzido de cultivo. As
amostras de PHB ST e PHB 180 mostraram uma maior perda de massa, 0 que mais

adiante se justificam apos as apresentagfes de dados de GPC.
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Figura 58. Dados de perda de massa das amostras de PSU controles (indicados
pela letra C) e degradadas durante 30 dias com a linhagem E6, em dois meios de
cultivo (H20 ou MCM). O tempo de tratamento esta indicado no home da amostra,
sendo PSU para polimeros néo tratados, PSU30 para polimeros tratados com
radiacdo UV em presenca de O, por 30 min e PSU120 para amostras tratadas por
120 min.
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Figura 59. Dados de perda de massa das amostras de PSU controles (indicados
pela letra C) e degradadas durante 60 dias com a linhagem E6, em dois meios de
cultivo (H20 ou MCM). O tempo de tratamento esta indicado no nome da amostra,
sendo PSU para polimeros ndo tratados, PSU30 para polimeros tratados com
radiacdo UV em presenca de O, por 30 min e PSU120 para amostras tratadas por
120 min.

Para as amostras de PSU (Figuras 58 e 59), ndo ha também uma linearidade
evidente e as perdas de massa foram relativamente pequenas comparadas ao PHB.
Mas pode-se notar que 0s tratamentos induzem um efeito significativo nos dados de
gravimetria. Onde had mudangas mais significativas em 30 e 60 dias de cultivo para

as amostras tratadas. Pode-se observar principalmente que para PSU 120 incubada
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em H20 com a linhagem E6 por 30 e 60 dias demonstraram as maiores perda de
massa 2,1% e 6,2% respectivamente.

N&do foram encontrados na literatura estudos sobre biodegradacdo de PSU.
Esse polimero € mais estudado quanto a degradacao térmica por ser muito utilizado
em materiais hospitalares que sdo submetidos a autoclave. Porém, vale ressaltar
que, observando-se a grande estabilidade térmica e quimica da PSU, uma reducédo
de 6% em massa para apenas dois meses de acdo fungica € um grande passo
tendo em mente que seu tempo de total degradacdo em aterro é desconhecido.
Além disso, pelas perdas relacionadas as amostras controle, pode-se especular que
a perda real de massa pela atividade fungica na PSU seja superior aos 6%, pois
como pode-se verificar nas imagens de MEV discutidas anteriormente ha muita
massa microbioldgica que as lavagens ndo conseguiram remover e esses vestigios
podem estar influenciando as medidas mascarando a real perda de massa.

PSU e PC possuem estrutura molecular semelhante, e PSU é utilizado como
material de substituicdo de PCs por ter um custo menos elevado. Artham e Doble
trataram PC com radiacdo UV por 30 dias, e em seguida submeteram este polimero
ao processo de biodegradacéo por fungos filamentosos, juntamente com o polimero
ndo tratado e outro polimero tratado termicamente a 100 C. Esse ensaio foi realizado
em meio de sal mineral, durante 12 meses, ao final deste periodo a perda de massa
detectada foi de 5,5% para o polimero tratado com UV.**® Novamente, foi obtida uma
taxa de perda de massa mais elevada para as amostras tratadas com radiacédo UV
em presenca de O,, e também o tempo de tratamento utilizado neste trabalho é bem
inferior ao tempo utilizado no trabalho acima citado.

Do mesmo modo que foi observado para a PSU os dados de perda de massa
das amostras PU (Figuras 59 e 60) mostram uma tendéncia que pode estimar o
comportamento do fungo na superficie. Pode-se verificar para as amostras controle
tanto da Figura 60 quanto da Figura 61 que, apos 30 dias, hd uma estabilizacdo do
peso das amostras, ou seja a fracdo de perda decorrente de saida de gases é
alcancada com 30 dias, sendo possivel observar que para os polimeros tratados ha
uma perda de massa por influéncia do modo de cultivo entre 0,5 e 3,0% enquanto a
PU néo tratada sofre um aumento de massa de aproximadamente 0,5%. Apds 0s
cultivos, as amostras de PU ST incubada em H20O durante por 30 e 60 dias com a
linhagem CG97 obtiveram uma perda de massa de 0,3% e 0,4% respectivamente.
Para as amostras tratadas apos o cultivos pode-se verificar uma similaridade na

mudanca da massa das amostras onde para PU ST e PU 120 ha uma maior perda
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ou ganho de massa do que para PU 30. Estas né&o linearidades de comportamento
juntamente com o que foi observado nas imagens de MEV (onde ndo ha um
crescimento efetivo do fungo) necessitam de um olhar mais apurado sobre a
superficie obtida com os tratamentos e como 0 microorganismo esta reagindo a esta
superficie. Esta discussdo se dard com os resultados de andlise de Tof-SIMS
adiante no texto.
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Figura 60. Dados de perda de massa das amostras de PU controles (indicados pela
letra C) e degradadas durante 30 dias com a linhagem CG97, em dois meios de
cultivo (H20 ou MCM). O tempo de tratamento estd indicado no nome da amostra,
sendo PU para polimeros nédo tratados, PU30 para polimeros tratados com radiacao

UV em presenca de O, por 30 min e PU120 para amostras tratadas por 120 min.
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Figura 61. Dados de perda de massa das amostras de PU controles (indicados pela
letra C) e degradadas durante 60 dias com a linhagem EG6, e dois meios de cultivo
(H20 ou MCM). O tempo de tratamento esta indicado no nome da amostra, sendo
PSU para polimeros nao tratados, PSU30 para polimeros tratados com radiagdo UV
em presenca de O, por 30 min e PSU120 para amostras tratadas por 120 min.

Como discutido anteriormente na introducdo deste trabalho poliésteres de

poliuretana sdo mais facilmente degradados enquanto poliéter-poliuretana €
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relativamente resistente ao ataque microbiano. Pelos dados observados nas analises
de caracterizagcdo das amostras anteriores a degradagao, estima-se que as amostras
tratadas com UV possuem maior quantidade de grupos éster do que as amostras sem
tratamento, porém os dados observados até aqui apds os ensaios de biodegradacéo
ainda ndo podem confirmar a inducdo de biodegradacdo nos polimeros sintéticos,
especialmente com relagdo aos dados de gravimetria que possuem varias
interferéncias.

O que se pode observar de maneira geral é que polimeros incubados em H20
demonstram uma perda de massa maior comparado aos incubados em MCM, exceto
para PHB 60’ X CG97. Isto deve estar relacionado a falta de nutrientes neste meio
fazendo com que o fungo utilize o polimero como uma fonte de carbono para o seu
desenvolvimento. Outra observacdo que pode ser feita € que polimeros com a
superficie tratada tendem a perder mais massa do que polimeros sem tratamento.
Confirmando a influéncia do tratamento na biodegradac&o dos polimeros.

As anadlises de FTIR-ATR foram realizadas com todas as amostras controle,
cultivadas e néo cultivadas. O que pode-se observar € que as mudancas
encontradas nos espectros sdo bem similares entre séries de polimeros e sao
relativamente independentes da linhagem do fungo e do meio de cultivo utilizados.
Como pode ser visualizado nas Figuras 62-70 os espectros foram todos
normalizados e pode-se notar que muitas vezes a reducdo ou acréscimo de
intensidade de bandas é dependente do tempo de cultivo.

Para as amostras de PHB ST, cultivadas por 10 e 20 dias (Figura 62), pode-se
destacar o surgimento de banda de OH (3600-3100 cm™) o qual pode indicar a
hidrélise do polimero e também a banda de C=C (1640 cm™) que surge apés a
quebra dos grupamentos carbonila (C=0), também por hidrélise. Ha ainda
alteracées em bandas de C-H (1180 e 1309 cm™), C-O (1130, 1055 e 1041 cm™).
gualquer dano em qualquer regido da molécula do polimero ocasiona alteracées
nestes grupamentos, pois uma vez que um atomo de oxigénio € extraido da cadeia
polimérica a vacancia deixada ird desencadear rearranjos moleculares que
modificardo a disposicdo dos grupos moleculares. A reducdo destes grupos e o
surgimento de grupos OH séo sinais fortes da degradacéo do polimero.

Surgem duas bandas 3300 e 1525 cm™, as quais sdo caracteristicas de
grupamentos NH, que se referem a aminas ou amidas e ndo a nitratos (presentes

191 quanto maior o produto de degradacdo mais

no meio de cultura), segundo
intensa sera a banda na regido de 3300 cm™. Embora existam bandas nessa faixa
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também para fungos, na regido 3300 cm™, o valor exato exibe um deslocamento do
numero de onda caracteristico dos grupamentos existentes no fungo, ja nas regiées
2849, 2917 e 3008 cm™*, que sdo caracteristicas de lipidios, que estdo presentes no
espectro do fungo. **2 %%, A banda na regido 1525 cm™, também néo se refere a
banda caracteristica do fungo, sendo produto de degradacdo. As bandas presentes

em fungos nesta regido sdo: 1567 cm™ e 1553 cm™ que refere-se a amidas de

proteinas e amidas Il respectivamente ! 13,
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Figura 62. Espectros de FTIR-ATR representativos PHB ST, e PHB ST degradados
por 10 e 20 dias.
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Figura 63. Espectros de FTIR-ATR representativos de PHB 60, e PHB 60
degradados por 10 e 20 dias.
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Figura 64. Espectros de FTIR-ATR representativos de PHB 180, e PHB 180
degradados por 10 e 20 dias.
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Para as amostras de PHB 60 e PHB 180 mostradas nas Figuras 62 e 63, as
mesmas alteracdes descritas para o PHB ST séo validas e ainda vale ressaltar que

as funcionalidades inseridas pelo tratamento também sofrem decréscimo de
intensidade, reforcando a degradacé&o do polimero.
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Figura 65. Espectros de FTIR-ATR representativos de PU ST, e PU ST degradados
por 30 e 60 dias.
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Figura 66. Espectros de FTIR-ATR representativos de PU 30, e PU 30 degradados
por 30 e 60 dias.
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Figura 67. Espectros de FTIR-ATR representativos de PU 120, e PU 120
degradados por 30 e 60 dias.

Os espectros de FTIR-ATR para amostras de PU sem tratamento e tratadas
sdo mostrados nas Figuras 65 a 67. Pode-se notar que as modificacdes nas bandas
seguem as mesmas tendéncias que nos outros polimeros sendo que ha um
processo de degradacdo, apresentando bandas de hidrélise e grupamentos
nitrogenados. Tendo em vista as andlises de MO e MEV discutidos anteriormente,
estes sinais de degradacao ndo eram esperados, pois, como observado, ndo houve
germinacdo dos esporos e nem crescimento significativo do fungo sobre a
superficie. Isto pode ser explicado pelo fato de que mesmo na forma de esporo
Metarhizium € capaz de secretar proteinas e estas podem estar interagindo com a
superficie do polimero e causando danos a estrutura da cadeia.

Duas adesinas MAD1 e MAD2 (proteinas responsaveis pela adesao do fungo)
sdo secretadas por M. robertssi no momento da adesdo em inseto e plantas. A
secrecdo destas proteinas é dependente do meio aonde este fungo ira se
desenvolver, podendo ser superexpressa ou ter uma reducao da sua expressdo.'%*

Apb6s a incubacao, observou que estas células estavam bem aderidas a superficie
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polimérica ndo sendo possiveis serem removidas da superficie. Esse experimento
concorda com os dados observados por microscopia neste trabalho e sugere-se que
0 mesmo esteja ocorrendo. Ao entrar em contato o esporo do fungo comeca a
secretar proteinas de adesédo e também proteinas que possam estar atuando na
degradacdo inicial do polimero, porém por algum motivo ainda ndo esclarecido o

crescimento do fungo possui um ritmo bem reduzido aos demais polimeros.
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Figura 68. Espectros de FTIR-ATR representativos de PSU ST, e PSU ST
degradados por 30 e 60 dias.
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Figura 69. Espectros de FTIR-ATR representativos de PSU ST, e PSU ST
degradados por 30 e 60 dias.
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Figura 70. Espectros de FTIR-ATR representativos de PSU ST, e PSU ST
degradados por 30 e 60 dias.

As Figuras 68 a 70 trazem os espectros de FTIR-ATR para as amostras de PSU

ST, PSU 30 e PSU 120 submetidas a degradacdo durante 30 e 60 dias. Novamente
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observa-se o0 surgimento da banda 3100-3600 cm™ (OH) que juntamente com a banda
1736 cm™*(C=0) indicam hidrélise deste polimero o que acaba ocasionando a
aparecimento da banda 1640 cm™ pela alteracéo estrutural da molécula. E observada
também presenca da banda 1145 cm™ que se refere grupamentos nitrogenados
provavelmente resultado de subprodutos de degradacéao.

O comportamento observado para PSU 30’ e 120’ (Figuras 69 e 70) segue o
padrdo observado para PSU ST. Porém nestes dois polimeros se tem um decréscimo
na regido 1720-1680 cm™ que apresenta uma diminuicdo, e esta mesma regido foi
descrita com reducéo também por Zahra et al. **® durante a degradacéo de polietileno
de baixa densidade, o autor afirma que essa diminuicdo se deve a utilizacdo do
grupamento carbonila como substrato pelo fungo.

As analises de FTIR-ATR mostram que ha sinais evidentes de degradacdo das
superficies poliméricas de todas as amostras estudas pela reducao de intensidade de
grupos oxigenados no espectros, surgimento de novas bandas, previamente ausentes
nos polimeros e ainda o acréscimos de bandas de OH que estdo relacionadas
diretamente com o0 mecanismo de hidrolise, principal meio de ataque de
microrganismos a amostras poliméricas. Os dados apresentam concordancia entre si e
ainda mostram que ha uma certa proporcionalidade de degradacdo dependente do
tempo de incubacdo sendo que para maiores tempos de incubacédo, as modificacbes
mostram-se mais evidentes. Ainda € possivel afirmar que 0s novos grupos inseridos no
polimero sdo consumidos apés a degradacgdo do fungo.

A Tabela 8 traz as andlises de GPC para as amostras nao tratadas e tratadas
de PHB, PU e PSU. As amostras sem tratamento mostraram-se similares com a
apresentada pela formulacdo de venda. Apds os tratamentos, as amostras de PHB
sofreram um aumento de massa molecular média (Mw) para 60 min de irradiacdo
em presenga de O, juntamente com o decréscimo do indice de polidispersividade
(PDI). Normalmente este tipo de mudanca indica a reticulacdo do polimero e esta de
acordo com as andlises de quimica de superficie anteriores. Por outro lado para
PHB 180 ha um grande decréscimo de Mw, juntamente com o acréscimo de PDI.
Este comportamento para este tipo de poliéster confirma a clivagem da cadeia, e
esta de acordo com as demais analises superficiais e ja foi observado também em

outros estudos na literatura.*®®
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Tabela 8. Massa molar média (Mw), numero médio de unidade de massa molar
(Mn) e o indice de polidispersividade (PDI) para amostras néo tratadas de PHB, PU
e PSU e apos os tratamentos com radiacdo UV em presenca de O,

Amostra Mw Mn PDI
(g.mol™) (g.mol™) (Mw/Mn)
PHB 141301 72158 1,95
PHB60 262955 149259 1,76
PHB180 37245 11372 3,27
PU 225172 72462 3,10
PU30 229062 94421 2,42
PU120 204434 72845 2,80
PSU 49838 18967 2,62
PSU30 43348 12180 3,55
PSU120 36051 13580 2,65

Do mesmo modo um comportamento similar pode ser visto para as amostras
de PU na Tabela 8. Para PU30 podemos ver que ha um leve acréscimo no Mw e
decréscimo para o PDI. Isto reflete um comportamente de reticulacdo. A insercao de
oxigénio na cadeia polimérica e a formacdo de radiais pode levar a formacéo de
ligacdes entre cadeias, elevando assim o Mw.™®*!” para PU120 observamos uma
reduacdo de Mw, untamente com a elevacdo do PDI em comparacdo ao PU30.
Como observado na caracterizacdo das superficies, estes dados mostram o que foi
observado para os dados de Tof-SIMS, onde estd ocorrendo a quebra da cadeia
polimérica, refletindo no decréscimo do Mw. Para a PSU o comportamento dos
dados de GPC diferenciam-se um pouco, sendo que logo com 30 min de tratamento
h& uma reducéo significativa de Mw, acompanhada de acréscimo de PDI acentuado.
E ap6s 120 min h& uma maior reducdo de Mw e a recuperacdo do PDI. Esta
comportamento esta relacionado provavelmente com o tipo de modificacdo, e como
visto anteriormente é diferenciado em termos de sitio de excitacédo e funcionalizacao

comparados ao PU e PHB.

A Tabela 9 traz os dados de GPC para os controles das amostras submetidas
a degradacao. Comparando os dados da Tabela 8 com os dados da Tabela 9 pode-
se notar grandes diferencas entre os dados. Embora as analises de quimica de
superficies néo indigue modificacdo significativa na quimica superficial dos

controles, os dados do GPC mostram que ha grandes modificacdes em termos de
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Mw e PDI. Para as amostras de PHB h& uma variacdo maior que os demais
polimeros e isso se reflete no tipo de modificacdo e na propria caracteristica de
cadeia do polimero. Com excecdo da amostra de PHB 60, que mostrou-se pouco
soluvel, todas as outras amostras obtiveram um aumento de Mw e mudancas
significativas no PDI. Este tipo de resultado para as amostras controle ja era
esperado devido as caracteristicas do cultivo. Por sua caracteristica de controle, €
fornecido a estas amostras as mesmas condi¢cdes de cultivo das amostras a serem
degradadas, porém sem a utilizacdo de fungo. Ou seja, para estas amostras €
fornecida temperatura constante (28°C) e umidade (provinda do meio de cultivo).
Sabe-se que para amostras poliméricas esta combinacéo de fatores pode facilmente
levar as mudancas observadas na Tabela 9 e sdo devidos a mecanismos de
reticulacdo que séo favorecidos pelas condicdes de temperatura e umidade.*?® Além
do mais ao enxertar novos grupos esté fornecendo energia ao sistema, que com o
passar do tempo tende a minimizar esta energia. O oferecimento de leve
aquecimento durante um periodo constante acelera este processo de minimizacao
de energia, que consiste em rotacdo da cadeia polimérica por movimento de
reptacdo e rearranjo de grupos quimicos que podem levar a reticulacdo e
consequentemente a elevagédo do Mw e modificacdo do PDI

Tabela 9. Massa molar média (Mw), nimero médio de unidade de massa molar
(Mn) e o indice de polidispersividade (PDI) para os controles das amostras néo
tratadas de PHB, PU e PSU e apdés os tratamentos, analisadas ap6s 10 e 20 dias de
cultivo para PHB e 30 e 60 dias de cultivo para PU e PSU.

Amostra 10 dias \ 30 dias 20 dias \ 60 dias
Mw Mn PDI Mw Mn PDI
(g.mol™) (g.mol™) (Mw/Mn) (g.mol™  (g.mol™)  (Mw/Mn)
PHB 263643 88563 2,97 200818 62046 3,23
PHB60* 3919 972 4,03 2118 687 3,08
PHB180 45172 11669 3,87 39330 15039 2,61
PU 183402 33581 5,46 - - -
PU30 234435 94636 2,47 - - -
PU120 224890 64809 3,47 225705 80625 2,79
PSU 54534 27135 2,00 58673 30400 1,93
PSU30 - - - 53037 26284 2,01
PSU120 57172 25540 2,23 61072 24306 2,51

* Amostra pouco soluvel

-- Amostra perdida por contaminacao
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A Tabela 10 apresenta os dados de GPC apds a degradacao fungica durante
o periodo de 10 e 20 dias para amostras de PHB e 30 e 60 dias para amostras e
PSU e PU nos meios de cultivo indicados na tabela. Vale ressaltar aqui que para
todas estas amostras houve, em geral, um alargamento de picos e a presenca de
picos em tempos de retencdo maiores, o que em geral indica a formagdo de
compostos de baixa massa molecular média, caracteristicos de amostras

degradadas.

Os dados expressos na Tabela 10 mostram as componentes majoritarias dos
espectros, sendo que muitas vezes, e em especial nas amostras de PHB, havia a
formacdo de ombros e picos adjacentes de intensidade significativa (dados néao
mostrados). A primeira vista, nos dados da Tabela 10, as amostras de PHB,
tratadas e nédo tratadas, mostram um expressiva reducdo de Mw como tendéncia
geral. Comparando os dados da Tabela 8 com os dados a Tabela 10, podemos
observar dados interessantes. Ha uma significativa reducdo de Mw para amostras
de PHB sem tratamento em 10 dias de cultivo para as duas linhagens e em ambos

meios de cultivo, porém apds 20 dias, ha uma menor reducéo da Mw.

Para as amostras de PHB tratadas, ha uma diferenciagédo entre as linhagens
utilizadas e os meios de cultivo. Na linhagem E6 ha uma maior reducdo de Mw
guando utilizado o meio MCM tanto para 10 dias quanto para 20 dias de cultivo.
Enquanto que para as amostras utilizando o meio H20 h& uma maior reducgédo de
Mw em 10 dias de cultivo. Para a linhagem CG97 esta preferéncia pelo PHB sem
tratamento € encontrada para 10 dias de cultivo, porém a 20 dias, ha um grande
acréscimo de Mw. Ainda nesta mesma linhagem, porém utilizando o meio de cultivo

MCM a reducao ndo é expressiva para ambos os periodos de cultivo.
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Tabela 10. Massa molar média (Mw), numero médio de unidade de massa molar
(Mn) e o indice de polidispersividade (PDI) para as amostras degradadas de PHB,
PU e PSU ndao tratadas e ap0s os tratamentos, analisadas apos 10 e 20 dias de
cultivo para PHB e 30 e 60 dias de cultivo para PU e PSU.
Amostra 10 dias \ 30 dias 20 dias \ 60 dias
Mw Mn PDI Mw Mn PDI

(g.mol™  (g.mol™) (Mw/Mn) (g.mol™  (g.mol™  (Mw/Mn)

Linhagem E6
PHB* 37872 17686 2,14 86596 24966 3,46
PHB60* 29007 4304 6,73 35593 15168 2,34
PHB180* 3453 968 3,56 49692 21512 2,30
PHB** 1925 721 2,66 3925 1066 3,68
PHB60** 28043 6776 4,13 1892 731 2,58
PHB180** 2457 836 2,93 2477 837 2,95
Linhagem CG97
PHB* 2720 804 3,38 291661 130315 2,23
PHB60* -- -- -- -- -- --
PHB180* 1515 657 2,30 37355 8524 4,38
PHB** 73626 30700 2,39 2602 853 3,05
PHB60** - - - - - -
PHB180** 39884 8964 4,44 52278 20296 2,57
Linhagem CG97
PU* 228354 89253 2,55 250018 96492 2,59
PU30* 352381 200471 1,75 252473 94630 2,66
PU120* 234640 88610 2,64 203539 56312 3,61
pU** 282448 105611 2,67 244749 96605 2,53
PU30** 245805 98210 2,50 227733 89913 2,53
PU120** 309260 129806 2,38 210353 79671 2,64
Linhagem E6
PSU* 51206 25636 1,99 52576 25911 2,02
PSU30* - - - 58103 25113 2,31
PSU120* 55274 26462 2,08 56169 24959 2,25
PSU** 50940 24504 2,07 58716 28639 2,05
PSU30** - - - 63531 32215 1,97
PSU120** 54194 26991 2,00 49130 20980 2,34

* Indica amostras cultivadas em H20
**Indica amostras cultivadas em Cove

-- Amostra perdida por contaminac¢ao ou ndo soltuvel (PHB 60).
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As amostras de PU e PSU para ambas os meios de cultivo ndo parecem
sofrer altera¢cbes significativas tanto para Mw quanto para PDI a ndo ser para as
amostra PSU120 e PU120. Estes dados refletem o que foi observado nas analises
de microscopias para PU, onde o crescimento ndo é significativo, e mesmo havendo
algumas hifas, o fungo néo consegue desenvolver-se da mesma forma que como no

PHB. Porém, ainda é necesséario considerar os dados de Tof-SIMS que serdo

apresentados a seguir.
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Tof-SIMS

Os dados apresentados nesta secao referem-se aos espectros Tof-SIMS das
amostras de PHB, PSU e PU apds a degradacao fungica durante o periodo de
incubacédo de 10 dias para as amostras de PHB e 30 dias para as amostras de PSU

e PU, respectivamente.

PHB X CG97

O espectro Tof-SIMS positivo de PHB ST apds a degradacdo (Figura 71)
mostrou diversas diferencas dos espectros das amostras ndo degradadas. Pode-se
dizer que ao comparar com o espectro Tof-SIMS antes da degradagcdo a
fragmentacao majoritaria foi drasticamente modificada.

Nas amostras antes da degradacéao, particularmente no intervalo de entre 10 e
100 m/z o pico majoritario era de 69 m/z, que corresponde ao monémero de PHB
menos um atomo de hidrogénio. J& nos espectros de mesmo intervalo de m/z
mostrado acima (Figura 71) podemos citar os fragmentos de 41 m/z, 55 m/z e ainda
ver a presenca de 70 m/z e 87 m/z. O fragmento de 55 m/z pode corresponder a
parte ndo oxigenada do mondmero de PHB, ou seja, basicamente a parte da
molécula que corresponde a estrutura de carbonos e hidrogénios C4H;. O fragmento
45 m/z pode ser atribuido como a fragmentacdo subsequente do ion 55 m/z e
corresponde a estrutura C3Hs. 70 m/z e 87m/z aparecem originalmente no polimero
sem tratamento, mas aqui aparecem em intensidade bem menor relativa aos
fragmentos 55m/z e 41 m/z. Isto pode ser resultado da degradacéao do fungo.

Ao assimilar a parte oxigenada da molécula por hidrélise, os fragmentos
remanescentes na molécula do polimero, irdo conter principalmente carbono e
hidrogénio, possivelmente fornecendo o tipo de fragmentacdo encontrada. Do
mesmo modo, em intervalos de m/z maiores o consumo de oxigénio da molécula de
polimero pode ser verificado pela diferenca na fragmentacdo do espectro de
massas. No intervalo de 100 a 200 m/z (Figura 71), para o polimero sem tratamento
antes da degradacdo, podem-se observar os fragmentos 173 m/z, 155 m/z e 127
m/z, que correspondem a fragmentos de dimeros do polimero que contém oxigénios
na sua estrutura, apos a degradacao estes fragmentos ndo s6 somem, como dao
lugar a uma maior intensidade de fragmentos aos valores de m/z em : 111, 113,

125, e 143 m/z. Esses fragmentos justamente correlacionam-se com 0s primeiros
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citados pela perda de um atomo de oxigénio e um atomo de carbono. As alteragdes
observadas, podem ser fonte da agcdo metabdlica do fungo. Essa mesma tendéncia
pode ser observada nos espectros de ions positivos das amostras pos-degradacao
de PHB 60 e PHB 180 (Figuras 73 e 75).

No espectro Tof-SIMS negativo da amostra PHB ST (Figura 72) pés-
degradacgao, houve uma grande diferenciagdo do espectro original. Primeiramente
houve uma grande reducédo do ion 41 e 40 m/z. Estes fragmentos podem ser
atribuidos aos grupos C,O" e C,OH’ respectivamente. O ion 85 m/z atribuido ao
mondmero do PHB, sofreu grande reducdo e pode-se notar a intensidade de ions
42, 50, 79 e 97 m/z. Estes ions ndo sdo representativos de nenhum fragmento do
PHB, mesmo ndo tratado e a literatura traz como ions que contém atomos de
nitrogénio (42, 50 e 79 m/z) ou SO3 (97 m/z), e estes elementos ndo sao originais da
estrutura do polimero. Ainda pode-se destacar a presenca dos ions negativos 197,
184, 297, 311, 328, 339, 404 e 446 m/z, que também ndo pertencem a qualquer
fragmento do polimero original.

A presenca de compostos nitrogenados e sulfurados, fragmentacbes de
relativa intensidade a valores de m/z maiores e a baixa intensidade de fragmentos
relativos ao polimero sugerem que 0s espectros de ions negativos mostram uma
superficie totalmente diferente da original, que pode ser resultado da degradacao ou
entdo do recobrimento de compostos de diferente caracteristicas quimicas do
polimero, fornecendo espectros de massas com caracteristicas totalmente diferente
dos espectros de massas das amostras ndo submetidas a degradacéo.

129



8000

6000 —

(u.a.)

4000

Intensidade

2000 —

8000

25

41

55

50

75

x20

125

143
165

‘h“m,ﬂm..‘mh.‘\k\ gtk AL Ll T T u\ i

233

\

PHB ST CG97

369

443

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 45C
m/z

Figura 71. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PHB ST degradada
por 10 dias pela linhagem CG97.
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Figura 72. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PHB ST degradada
por 10 dias pela linhagem CG97.

Estas mesmas caracteristicas foram encontradas nos espectros Tof-SIMS

negativos, das amostras de PHB 60 (Figura 74) e PHB 180 (Figura 76) submetida a
degradacgéo do CG97.
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O espectro Tof-SIMS negativo da amostra de PHB 76 (Figura 58) submetida a
degradagdo do CG97 demonstrou similar fragmentacdo nos intervalos de menor
valor de m/z. Porém a valores maiores de m/z ha importantes diferencas das demais
amostras, como a menor intensidade de ions de valor de m/z acima de 300 e
fragmentacdo similar ao polimero sem tratamento no intervalo de m/z entre 100 e
300. Porém, héa baixa intensidade do fragmento em 171 m/z e 103 m/z que sugerem
0 mesmo comportamento observado para o polimero sem tratamento e tratado por
180 min (Figura 76).
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Figura 73. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PHB 60 degradada
por 10 dias pela linhagem CG97.
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por 10 dias pela linhagem CG97.

10000
a1 x10 x30 PHB ST E6

8000 -
- 55
«
36000 -
(]
B 115
3 ]
7]
S
£4000 127
= 69

86 141
2000 - 77 152 165 396
202 211 377
| i 245 364
260 284 415327 55, 411
0 - i T AR T A P " B i

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425
m/z
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PHB x E6

Para o espectro Tof-SIMS positivo da amostra de PHB sem tratamento
degradada pela linhagem EG6 (Figura 77), foi observado o mesmo comportamento de
reducdo dos fragmentos de fragmentacdo das amostras submetidas a degradacao
pela linhagem CG97 (Figura 71). H& uma pequena diferenca nas intensidades do
fragmento de 69 m/z e 87 m/z, porém ainda assim os fragmentos majoritarios no
espectro positivo sdo os fragmentos 41 m/z e 55 m/z.

O mesmo pode-se dizer para intervalos de m/z maiores onde a fragmentacao
estd presente do mesmo modo que as amostras degradadas por CG97, porém
ainda podem-se notar alguns fragmentos de fragmentacé&o originais do polimero em
maior intensidade como os ressaltados em 155, 127 e 144 m/z. Os fragmentos em
211, 245, e 284 m/z diferem das amostras degradadas por CG97 e da amostra de
PHB néo tratado. Observa-se também uma significativa intensidade dos fragmentos
acima de 300 m/z, como 318, 364, 377 e 411m/z. Novamente aqui fragmentos de
valores de massa mais elevados podem indicar a presenca de metabdlitos deixados
pelo fungo durante o processo de biodegradacéo.

O espectro Tof-SIMS negativo da amostra de PHB ST degradadas por E6
(Figura 78) seguem a mesma tendéncia mostrada antes nas amostras degradadas
por CG97 (Figura 72), mas como visto anteriormente no espectro positivo (Figura
61), alguns fragmentos caracteristicos da fragmentacdo do polimero permanecem,
mesmo que em menor intensidade. Esta tendéncia segue para os demais
fragmentos, onde vemos remanescentes de fragmentos do polimero original em
menor intensidade, somados a fragmentos observados para o polimero degradado
por CG97. Pode-se afirmar que as fragmentacdes encontradas nas amostras sem
tratamentos submetidas a degradacdo de E6 sdao uma soma de fragmentacdes do
polimero sem tratamento e 0s possiveis metabdlitos também presentes na
degradacéo do CG97.

O espectro Tof-SIMS positivo da amostra PHB 60 degradadas pela linhagem
E6 (Figura 79) mostraram a mesma tendéncia que as amostras sem tratamento
degradadas pela mesma linhagem. H& a presenca dos mesmos fragmentos
encontrados anteriormente, porém neste caso ha uma maior contribuicdo da
fragmentacdo do polimero sem tratamento. Os principais fragmentos da

fragmentacdo do polimero podem ser vistos juntamente com os novos fragmentos
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encontrados nas amostras que foram degradadas anteriormente, porém em maior
intensidade.

Mesmo assim pode-se ressaltar que ha um aumento de intensidade do
fragmento 41 m/z em relacdo ao fragmento 69 m/z. Aléem da grande reducdo de
intensidade do fragmento em 87 m/z. Esta tendéncia também é observada para os
espectros de ions negativos para esta série de amostras (Figura 80).

Héa a presenca forte dos sinais de fragmentacéo do polimero como em 41, 49,
85, 101, 103, 121, 145, 171, 210, 221 e 241 m/z. Em menor intensidade os ions
encontrados nos espectros degradados por CG97 aparecem nesta série como: 50,
63, 79, 183, 297, 283, 267, 255 m/z. Ainda mais interessante € que os fragmentos
em m/z maiores que 300 (Figura 79), mantém-se como se ha amostra ndo houvesse
degradacéao significativa. Os fragmentos em 311, 325 e 339 m/z, sdo comuns na
amostra padrdo de PHB 60, porém quando submetido a degradagcdo por CG97
esses fragmentos quase ndo sdo mais detectados, ao contrario do que se observa
para E6 onde esses fragmentos se mantem. Isto pode indicar uma baixa
degradabilidade do polimero pela linhagem EG6.

Seguindo a mesma tendéncia da degradagédo com CG97, o espectro Tof-SIMS
positivo (Figura 81) da amostra de PHB 180 degradada por E6 mostra um perfil de
fragmentacdo bem diferenciada das amostras de PHB 180 ndo degradada. O
fragmento em 69 m/z decresce fortemente de intensidade e este comportamento se
estende a todos os fragmentos em que se atribui presenga de oxigénio. Em
contrapartida os fragmentos ndo oxigenados sofrem um acréscimo. Ainda pode-se
observar que para os intervalo de 200-300 m/z onde a maior parte dos fragmentos
correspondem a trimeros e tetrameros do polimero (com muitos o0xigénios)
praticamente ndo ha deteccdo , restando apenas sinais de ruido. Ainda pode-se
ressaltar o grande decréscimo de sinal em 155 m/z e o aparecimento de 184m/z e
165m/z.

O espectro Tof-SIMS negativo (Figura 82) para PHB 180 complementam os
dados de espectro de ions positivos. Os sinais antes observados que se sugerem
serem metabdlitos ou mesmo resultado da degradacdo do polimero seguem
aparecendo em maior intensidade do que nos espectros das amostras degradadas
com CG97, com especial destaque para o intervalo de 200-300 m/z onde nota-se o
aparecimento de alguns fragmentos diferenciados como 267, 261 e 255 m/z. Ainda
cabe ressaltar que os fragmentos acima de 300 m/z mantem-se nos mesmos

valores que o PHB 180 degradado por CG97, poréem em intensidade muito menor.
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Figura 79. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PHB 60 degradada
por 10 dias pela linhagem EB6.
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Figura 82. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PHB 180 degradada
por 10 dias pela linhagem EG6.

Como a técnica possui extremo controle e precisao, e o feixe de ions primarios

aplicado possui uma foco muito pequeno, é possivel também avaliar os ions

presentes na superficie dos polimeros através de imagens, optando por esta
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configuragdo nos dados no momento da aquisi¢do (Figura 83). Uma imagem é nada
mais que uma composicdo de intensidade de cores localizada em um ponto no
espaco bidimensional. Quando se possui 0 mesmo conceito, porém se ao invés de
cores usarmos ions, quanto mais escuro € o tom da cor, menor € a quantidade do
ion presente naquele ponto. De forma ilustrativa apresenta-se uma imagem de Tof-
SIMS para a amostra de PHB 30 degradado por 10 dias (Figura 83).

Na imagem abaixo se pode descrever em (A) como a imagem de ions totais
onde todos os ions que foram detectados estdo representados, pode-se notar
marcas no polimero as quais ndo podemos dizer nada mais do que estas marcas
sdo resultado de uma menor intensidade de ions naquela area. No quadro (B),
temos a imagem de apenas ions 69 m/z, que corresponde a fragmentacdo do
mondmero menos um atomo de oxigénio. Pode-se reparar que ha uma menor
intensidade (cores tendendo ao vermelho) de ions localizados préximos a estruturas
gue lembram hifas. Nao h& hifas presentes nesta imagem, a fragmentacdo da
quitina, correspondente a parede celular do fungo, ndo foi encontrada. Essas
estruturas sdo marcas na superficie polimérica, e pela menor intensidade de ions
gerados, podemos dizer que hd uma menor concentracdo destas espécies no
polimero, ou seja que foram consumidas exatamente onde uma hifa do fungo estava
aderida. O mesmo pode ser visto em (C), onde o ion 155 m/z corresponde ao
dimero do polimero menos um atomo de oxigénio. As imagens (D) e (F)
correspondem aos ions 215 m/z e 297 m/z que originalmente ndo sdo fragmentos
do polimero em questdo. Além de sua baixa concentracdo, pode-se observar que na
sobreposicdo das imagens (C), (D) e (F), resultando na imagem (E), ha a clara

presenca destes possiveis metabdlitos nos caminhos de hifa.
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Figura 83. Imagem de Tof-SIMS de PHB 60’ X E6. A) lons totais. B) 69 m/z. C) 155
m/z. D) 215 m/z. E) 69+155+297 m/z. F) 297m/z.
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PSU x CG97

A Figura 84 traz o espectro Tof-SIMS positivo da amostra de PSU ST
submetidas a degradacgéo da linhagem de CG97. Levando em conta a fragmentacéo
do PSU sem tratamento (discutido na secdo 4.1) pode-se ressaltar que apos a
degradacéo o espectro da PSU ST possui consideraveis diferencas. Analisando o
intervalo de 10-100 m/z da Figura 84 pode-se observar que h4 um decréscimo dos
fragmentos 41, 67, 77 e 91 m/z, que podem ser atribuidos aos ions,
respectivamente, C3Hs, SO,, CgHs e o ion tropilio. Fragmentos 43 e 44 m/z surgem
no espectro e podem ser atribuidos a fragmentos nitrogenados como o C,H3N. Do
mesmo modo surgem fragmentos em 18, 69, 70, e 86 m/z. Estes fragmentos podem
corresponder a H20, CsHy e também possivelmente a fragmentos nitrogenados.
Pode-se observar aqui que a PSU néo possui nitrogénio em sua estrutura quimica e
0 aparecimento de fragmentos nitrogenados pode indicar a presenca de metabdlitos

oriundos da bioatividade do fungo.

No intervalo de 100-200 m/z (Figura 84) pode-se destacar a presenca
majoritaria dos fragmentos ndo oxigenados ja existentes no polimero como 0s
fragmentos 105, 110, 115 e 128 m/z q. O fragmento 141 m/z que corresponde a um
fragmento da PSU sem tratamento contendo enxofre parece sofrer um acréscimo
em comparagdo com os outros fragmentos e as demais fragmentacdes quase se
extinguem no espectro. Ainda pode-se destacar para intervalos de m/z maiores que
200 m/z que h& uma fragmentacéo pobre, tendo destaque para 202, 225 e 244 m/z.
Sabe-se com base na fragmentacdo da PSU ST ndo degradada que o fragmento
225 m/z corresponde ao fragmento de anéis aromaticos ligados aos grupos
CH3CH,CH3, mais uma vez demostrando que a superficie do polimero apés a
degradacdo mostra-se pobre em fragmentos contendo grupos oxigenados, mesmo
para o polimero sem tratamento. Ainda na Figura 84 os trés fragmentos: 363, 377, e
396 m/z, podem ser assinalados como possiveis fragmentos de metabdlitos gerados
pelo fungo. Estes fragmentos ndo estao presentes no espectro original da PSU ST,
e dado os fragmentos nitrogenados sua correspondéncia a possiveis fragmentos de

proteinas é factivel.

O espectro Tof-SIMS negativo para a PSU ST depois da degradacdo com a
linhagem CG97 (Figura 85) mostrou acompanhar a mesma tendéncia mostrada no

espectro positivo. H4A um decréscimo de fragmentos contendo oxigénio em sua
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estrutura como os fragmentos 17, 108, 110, 121, e 183 m/z. Os fragmentos 153 e
159 m/z tornam-se majoritarios no intervalo de 100-200 m/z, estes fragmentos
podem ser assinalados como fragmentos contendo nitrogénio. Ainda vale ressaltar
gue acima de 200 m/z, os fragmentos 215 e 241 m/z mantém-se em mesma
intensidade comparado ao espectro da PSU ST antes da degradagé&o. Estes grupos
correspondem a fragmentos que contém anéis aromaticos ligados ao grupo SO,. Os
fragmentos 267, 281 e 294 m/z sofrem decréscimo e novamente podemos assinala-
los como fragmentos que possuem oxigénio em sua estrutura. Acima de 300m/z

todos os fragmentos sofrem decréscimo em suas intensidades.

O espectro Tof-SIMS positivo de PSU 30 ap6s a degradacédo do fungo da
linhagem CG97 é apresentado na Figura 86. Novamente observa-se o decréscimo
de intensidades do fragmentos 69, 77 e 91 m/z similar ao ocorrido com a amostras
de PSU ST apds a degradacdo. O fragmento 95 m/z que com os tratamentos havia
acrescido sua intensidade, apés a degradacao sofre grande decréscimo. Do mesmo
modo o fragmento 86 m/z. Como comportamento geral h4 o decréscimo da
intensidade de fragmentos referentes ao tratamento enquanto os fragmentos
correspondentes a PSU sem tratamento comegam a surgir no espectro ou aumentar
sua intensidade aos fragmento ja presentes no PSU 30. Na Figura 89 no intervalo
de massa de 100-200 m/z, os fragmentos 103, 110 e 138 dominam O espectro.
Esses fragmentos como mencionado anteriormente estdo presentes em maior
intensidade no PSU ST, e correspondem a fragmentos nao oxigenados da molécula.
Ha ainda o aparecimento de fragmentos como 155, 175 e 184m/z que como no
mesmo caso da PSU ST degradada sugerindo fragmentos de metabdlitos
resultantes do processo de degradacao. O sinais da degradacgéo da funcionalizagao
sd0 mais evidentes a maiores massas, onde fragmentos maiores que sdo somente
visiveis na PSU ST comecam a aparecer no espectro positivo do PSU 30. Na Figura
86 pode-se observar a dominancia dos fragmentos 217, 238, 254, 261, 273, 275 e
295 m/z. Novamente os fragmentos 238, 254 e 295 m/z séo originarios do PSU ST.
E ainda mais evidente no intervalo acima de 300m/z onde no polimero tratado néo
h& presenca de fragmentos, porém no espectro na Figura 86 podemos citar 0s
fragmentos 311, 322, 341 e 354 m/z, facilmente identificaveis no espectro da PSU

sem tratamento.

142



“ ~ x20 ~ x40 | PSU ST CG97|
4000
< 3000
2 43 115
(0]
] i 55
S
0
c 128
E 2000 105
141
1000 202
241
77 225934 396
] 91 363 377
o J ) 11 _‘M,L,,,AJMMmemmmwqumu_Lﬂ_J,,,ﬁ,i,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,_,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 1T T
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425
m/z

Figura 84. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PSU ST degradada
por 30 dias pela linhagem CG97.
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O espectro Tof-SIMS negativo da amostra de PSU 30 apdés a degradacao da
linhagem CG97 (Figura 87) mostra a mesma tendéncia observada nos espectros
positivos onde fragmentos de ions que sdo correspondentes a incorporacdo de
oxigénio a superficie pelos tratamentos sofrem um decréscimo nas intensidades.
Por exemplo os fragmentos em 17, 41, 49 e 84 m/z sofrem um grande decréscimo
enquanto 42, 50, 63, 78 e 97 m/z aumentam de intensidade, sendo estes ultimos
caracteristicos da PSU sem tratamento. O mesmo € observado para massas
maiores onde os ions dominantes do espectro sdo do polimero nédo tratado, pode-se
citar como exemplo os fragmentos 109, 121, 137, 145, 153, 197, 213, 221, 253, 265,
283, 314, 322, 338, 354 m/z que sao caracteristicos do PSU ST e aparecem como
componentes majoritarios no espectro Tof-SIMS negativo do PSU 30 apéds a
degradacdo. Ainda pode-se ressaltar a presenca de fragmentos observado
anteriormente ao PSU ST que podem ser resultado da fragmentagcéo de quitina ou

outro metabdlito do fungo, como os fragmentos 370, 387, e 394 m/z.

No espectro Tof-SIMS positivo das amostras de PSU 120 (Figura 88),
praticamente todo os fragmentos da funcionalizagdo decorrente do tratamento
desaparecem do espectro, ficando com uma fragmentacdo muito proxima do

polimero sem tratamento. Ainda € possivel observar um background quimico no
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espectro, onde ha varias fragmentacdes de menor intensidade se sobrepondo as

fragmentacdes principais e isto se deve justamente a pela formacao de fragmentos

oriundos da propria degradacdo do fungo. Uma diferenca importante no espetro

mostrado na Figura 88 , € a auséncia de fragmentos de PSU ST em massas

superiores a 300m/z, onde ha o aparecimento de fragmentos 362, 377 e 396, que

como mencionado antes podem ser resultado de fragmentacdo de proteinas

produzidas pelo fungo. No espectro Tof-SIMS negativo da amostra degradada para

PSU 120 (Figura 89), observamos a mesma tendéncia observada nas amostras de

PSU 30 (Figura 86), onde novamente o espectro Tof-SIMS negativo da PSU sem

tratamento praticamente compde o espectro da PSU 120 degradada.
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Figura 89. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PSU120 degradada
por 30 dias pela linhagem CG97.

PSU x E6

Todos os espectros Tof-SIMS tanto no modo positivo, quanto negativo de

todas as amostras de PSU cultivadas com a linhagem E6 n&o foram apresentados
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aqui, porém vale ressaltar que em geral apresentaram as mesmas tendéncias
observadas para as amostras de PSU cultivadas com a linhagem CG97. Em linhas
gerais, para as amostras nao tratadas de PSU apds os cultivos ha o decréscimo de
intensidade de fragmentos que possuem oxigénio em sua estrutura e
consequentemente os fragmentos ndo oxigenados tornam-se majoritarios. Ha o
surgimento de fragmentos antes ndo encontrados na PSU ST, que pelo valor de m/z
sugere-se que correspondam a fragmentos nitrogenados. Nas amostras tratadas de
PSU 30 e PSU 120 o mesmo comportamento ocorre onde os fragmentos
caracteristicos dos tratamentos comecam a decrescer em intensidade enquanto 0s
fragmentos caracteristicos do polimeros sem tratamento comecam a se intensificar.
Juntamente € claro com 0s possiveis grupos nitrogenados também presentes apos
a degradacéo da PSU ST.

Uma importante diferenca no tipo de superficie formada apds a degradacéo
da linhagem E6, em comparagdo com a linhagem CG97, é o aparecimento de
grupos de valor de m/z mais alto, como os fragmentos positivos: 443, 494, 522 e
550 m/z no para PSU ST; 405, 421, e 447 m/z para PSU 30; e 428, 527, 542 e 555
m/z para PSU 120. Esses fragmentos positivos ndo se encaixam em nenhuma
fragmentacdo do PSU ou dimerizacdo, e pode-se especular que assim como 0s
fragmentos encontrados para a linhagem CG97 sejam metabdlitos resultantes do
processo de biodegradacdo, estes metabdlitos poderiam ser especificos de cada

linhagem de fungo sendo diferenciados para as duas linhagens testadas.
PU x CG97 e E6

Para a analise de PU podemos assumir como marcadores de degradacao os
fragmentos que contém oxigénio, pois com visto no caso do PHB e PSU, quando o
fungo ataca estes fragmentos normalmente hd a remocg&o do oxigénio. Para analise
dos espectros de ions positivos do PU ST das linhagens CG97 e E6 (Figuras 90 e
91), os fragmentos 63, 71, 91, 103, 120, 133, 163 e 295 m/z foram selecionados. O

decréscimo de intensidade destes fragmentos pode indicar sinal de degradacao.
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Figura 90. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PU ST incubada por
30 dias com a linhagem CG97.

A Figura 90 mostra o espectro de ions positivos da amostra de PU ST
incubada por 30 dias com a linhagem CG97. Comparando este espectro com 0
espectro de ions positivos da amostra PU ST se pode afirmar com certeza que dos
fragmentos indicadores de degradacdo, apenas o fragmento 133 m/z que sofre
decréscimo significativo. Este dado é de extrema relevancia pois confirma os dados
de GPC, FTIR, e Gravimetria, onde ndo houve indicacdo evidente da degradacéao
polimérica. Mesmo os dados de MEV e MO ndo apontam para um crescimento
muito evidente em 30 dias. O mesmo € o observado para PU ST quando incubada
por 30 dias com a linhagem E6 (Figura 91). Somente o fragmento positivo 133 m/z
sofre decréscimo efetivo. Nao ha um decréscimo efetivo de fragmentos que
possuam oxigénio em sua estrutura para PU ST. Isto indica que ndo ha
biodegradacéao efetiva para PU ST.
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Figura 91. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PU ST incubada por
30 dias com a linhagem EBG.

Para andlise dos espectros de ions negativos do PU ST das linhagens CG97
e E6 (Figuras 92 e 93), os fragmentos 60, 72, 73, 90, 98, 121, 195, 206, e 221 m/z
foram selecionados. O decréscimo de intensidade destes fragmentos pode indicar

sinal de degradacéo.

A Figura 92 mostra o espectro de ions negativos da amostra de PU ST
incubada por 30 dias com a linhagem CG97. Comparando este espectro com o
espectro de ions negativos da amostra PU ST. Os fragmentos dos que
apresentaram um decréscimo foram 60, 73, 121, 195 m/z, embora apresente certa
reducdo, esta reducdo ndo é tdo evidente quanto nos outros polimeros. Para a
amostra cultivada com a linhagem E6, o espectro de ions negativo da Figura 93l

mostra reducéo aparente nos fragmentos negativos 121, 195, 205, 221 m/z.

Os fragmentos 112, 127, 137 e 255 m/z, ndo sdo atribuidos a fragmentacéo
da PU, e ja foram identificados nos outros polimeros degradados, podendo ser
algum residuo metabdlico da acdo do microrganismo. Os fragmentos 311, 325, 339
e 353 m/z embora também presentes no espectro de ions negativo da PU ST e
corresponderem a fragmentacdo da mesma, também aparecem com mesmas
intensidades em alguns casos nos espectros dos outros polimeros degradados,

ficando um incerteza na interpretacao destes fragmentos.
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Figura 93. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PU ST incubada por

30 dias com a linhagem EB6.

Do mesmo modo que antes podemos atribuir alguns fragmentos marcadores

gue facilitam a analise dos espectros de massa para as amostras de PU tratadas

com radiacdo UV em presenca de O,. Para a analises dos espectros de ions
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positivos das amostras de PU 30 e PU 120 (Figuras 94 e 95, 98 e 99) podemos
observar se ha decréscimo nos seguintes fragmentos positivos: 87, 91, 120, 146,
175, 282 e 301 m/z. Estes fragmentos correspondem as funcionalizacbes da

molécula como foi discutido anteriormente.

A Figura 94 traz o espectro de ions positivos da amostra de PU 30 incubada
por 30 dias com a linhagem CG97. Novamente apenas os fragmentos 63, 72 e 301

m/z sofrem um decréscimo aparente.
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Figura 94. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PU 30 incubada por
30 dias com a linhagem CG97.

Na Figura 95 é apresentado o espectro de ions positivos da amostra de PU
30 incubada por 30 dias com a linhagem E6. Neste espectro, apenas os fragmentos
acima de 200 m/z ndo apresentam-se no espectro, sendo que isto também pode

estar correlacionado com a baixa intensidade do sinal de aquisicao.
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Figura 95. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PU 30 incubada por
30 dias com a linhagem CG97.

Para a interpretacdo dos espectros de ions negativos das amostras de PU 30
e PU 120 (figuras 96 e 97, 100 e 101) podemos assumir 0s seguintes fragmentos
marcadores: 60, 73, 90, 210, 253 e 362 m/z. Como podemos observar na Figura 96,
0 espectro negativo para a amostra de PU 30 incubada por 30 dias com a linhagem
CG97. Com excecédo do fragmento 73 e 90 m/z, ndo pode-se afirmar que os demais
fragmentos sofrem reducé&o significativa, principalmente pelo grande intensidade dos
fragmentos que nao pertencem ao polimero, sendo residuos da atividade do fungo,
h& uma falsa impresséo de reducdo. Para a amostra de PU 30 incubada por 30 dias
com a linhagem E6, o espectro de ions negativos € apresentado na Figura 97 e
podemos observar em comparacdo ao espectro de ions negativos da PU30 néo
degradada que apenas os fragmentos 73, 90 e 210 m/z sofrem reducdo. Ha a
presenca de outras fragmentacfes que sao originais da PU ST e também da PU 30,
porém nédo evidentes sinais de reducéo de fragmentos oxigenados que indicariam a
degradacéao da cadeia. Além disso os fragmentos aromaticos permanecem quase
inalterados, 0 que sugere gque mesmo que ocorra uma primeira abstracdo de
oxigénio por parte do fungo da superficie, o processo metabdlico ndo tem

continuidade.
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Figura 97. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PU 30 incubada por
30 dias com a linhagem EG6.

As Figuras 98 e 99 trazem o0s espectros positivos das amostras de PU120

incubadas com as linhagens CG97 e E6 durante 30 dias. Podemos empregar o

mesmo procedimento de analise para estes espectros que aplicado para a PU 30,

porém dada a caracteristica de funcionalizacdo diferenciada podemos assumir

153



também como fragmentos passiveis de degradacado, os fragmentos oxigenados da
PU ST. Isto se justifica pela possibilidade de quebra de cadeia polimérica induzida
pelo tratamento. Para a comparacdo com o espectro ndo degradado da PU120
podemos assumir 0s seguintes fragmentos positivos como passiveis de sofrer
decréscimo pelo processo de biodegradacado: 63, 72, 87, 91, 103, 120, 133, 146,
163, 177, 282, 295 e 301 m/z.

Observando a Figura 98, podemos dizer que aqui 0 comportamento da
amostra de PU120 é totalmente diferente da PU 30. Os fragmentos 63, 72, e 87 m/z
sofrem um grande decréscimo, 103 m/z altera-se significativamente e os fragmentos
120, 133 m/z quase desaparecem do espectro. 146 e 177 m/z também decrescem
em intensidade. Os Fragmentos 282, 295 e 301 m/z aparecem no espectro,
juntamente com fragmentos de grupos aromaticos da PU ST mostrando que a
superficie funcionalizada pelos tratamentos provavelmente foi consumida no
processo. Se pode afirmar o mesmo para amostras de PU120 incubadas com a
linhagem E6 por 30 dias, onde no espectro de ions positivos (Figura 99) ha o
decréscimo expressivo dos fragmentos 63, 72, 87, 103, 133, 146 e 177 m/z, porém

sem o aparecimento de fragmentos caracteristicos da PU ST.

As Figuras 100 e 101 trazem 0s espectros negativos das amostras de PU120
incubadas com as linhagens CG97 e E6 durante 30 dias. Para a comparacdo com o
espectro de ions negativos ndo degradado da PU120 podemos assumir 0S
seguintes fragmentos negativos como passiveis de sofrerem decréscimo pelo
processo de biodegradacéo: 60, 73, 87, 90, 98, 120, 195, 206, 210, 215, 221 e 253

m/z.
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Figura 98. Espectro Tof-SIMS (modo positivo) da amostra de PU120 incubada por
30 dias com a linhagem CG97.
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Figura 101. Espectro Tof-SIMS (modo negativo) da amostra de PU120 incubada por

30 dias com a linhagem EB6.

Confirmando o que se verificou nos espectros de ions positivos da PU120

degradada, no espectro de ions negativo da PU120 incubada por 30 dias com a

linhagem CG97 na Figura 100, podemos observar o decréscimo dos fragmentos
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120, 195, 206, 215, 221 e 253 m/z. Ainda se pode observar nesse espectro a
presenca dos fragmentos discutidos anteriormente, que podem ser remanescentes
de material deixado pelo fungo, e que se sobrepde a fragmentacdo encontrada nos
espectros de ions negativos da PU ST, como por exemplo os fragmentos 311, 325 e
340 m/z. A mesma tendéncia € observada no espectro de ions negativos da
amostra de PU120 incubada por 30 dias com a linhagem E6 onde ha significativa
reducdo dos fragmentos negativos 73, 84, 120, 195, 206, 210 e 253 m/z.

Os resultados encontrados pelos dados da analise Tof-SIMS, além de
extremamente importantes para o desenvolvimento do trabalho, confirmam os
resultados das demais analises dos testes de biodegradacdo. Em suma podemos
dizer que encontramos evidéncias de reducédo de fragmentos oxigenados apenas
para as amostras de PU120, incubadas com ambas as linhagens. Nas analises de
MEV, encontramos alguns sinais de biodegradacao do filme polimérico e um maior
crescimento de hifas nas amostras de PU120, também visualizados nas imagens de
MO. Na anadlise gravimétrica, a amostra de PU120, é a amostra que apresenta
maior alteracdo de massa e observando os dados de GPC, e também a maior

alteracao de PDI.

As andlises de Tof-SIMS mostraram tanto para as amostras de PHB sem
tratamento quanto para amostras de PHB tratadas com radiacdo UV em presenca
de O, para ambas as linhagens utilizadas que houve uma degradacao significativa,
principalmente baseada nas diferencas de fragmentacdo observadas em espectros
negativos e positivos, comparando 0s espectros das amostras ndo tratadas e
tratadas com espectros das amostras tratadas e ndo tratadas submetidas a

degradacdo. O mesmo € valido para todas as amostras de PSU analisadas.

Os dados encontrados pela técnica Tof-SIMS concordam com as demais
técnicas utilizadas para a caracterizagdo das superficies antes e apdés o0s
tratamentos. A técnica também foi importante para definir com precisdo os grupos
presentes na superficie dos polimeros tratados e também estimar-se o0s
mecanismos fotoquimicos envolvido no processo de obtencdo de superficies

funcionalizadas com radiacao UV.
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6. Conclusodes

Neste trabalho, filmes de PHB, PSU e PU foram caracterizados e
funcionalizados com radiagdo UV em presenca de em presenca de uma atmosfera
reativa (O). As superficies obtidas foram caracterizadas por diversas técnicas de
analise de superficies. Apds os tratamentos, foram detectados novos ambientes
guimicos sobre a superficie de polimeros. A atmosfera oxidante suprimiu reacdes de
fotodegradacdo durante tratamentos, resultando em enxerto de oxigénio nas
cadeias de polimeros através da oxidacdo dos radiacais formados. Através dos
dados de analises espectroscopicas e espectrométricas foi possivel confirmar as
reacdes fotoquimicas responsaveis pela modificacdo das quimica superficial dos
polimeros. Reacdes dos Norrish Tipo | e Il, e, reacdes abstracdo de hidrogénio
foram as responsaveis pela formacdo de radicais na superficie dos polimeros
tratados. Para os filmes de PU observou-se a reacdo Photo-Fries nos filmes
tratados. A presenca de O, durante os tratamentos possibilitou a enxertia de
oxigénio nas cadeias poliméricas, principalmente nos tempos mais curtos de
irradiacao (30 e 60 min) enquanto para tempos mais longos é observado a clivagem
na cadeia polimérica (120 e 180 min) para todos os polimeros.

A influéncia da fotofuncionalizacdo superficial na resposta celular através de
testes de adesao e viabilidade celular in vitro com células tronco mezenquimais foi
avaliada. Os testes revelaram que a técnica é eficiente para aumentar a
biocompatibilidade dos materiais estudados, e que algumas superficies com grupos
guimicos especificos se sobressaem mais que outras. Todos os filmes tratados
mostraram um maior numero de células tronco mesenquimais aderidas em
comparacdo com os filmes néo tratados e o numero de células aderidas foi
comparavel com o numero de células aderidas no grupo de controle. Nos ensaios
de viabilide celular parace haver uma tendéncia de melhor crescimento celular para
filmes de média hidrofilicidade, enquanto para a adeséao celular, as superficies mais
hidrofilicas foram melhores. Os resultados demonstraram que a resposta de células
nao depende apenas da hidrofilicidade, mas também das altera¢cdes na quimica da
superficie, que ocorrem como resultado do tratamento com radiacdo UV na
presenca de oxigénio. Em suma, superficies que apresentam maior concentracao
de grupos C=0, NH;, C-O, e OH na superficie demostram-se com melhor viabilidade
in vitro. Estes resultados sdo muito importantes uma vez que a metodologia utilizada

158



permite adequar a quimica superficial de modo seletivo, encontrando a configuracao
melhor para cada tipo de célula.

Em outra via do estudo, empregando um microrganismo de grande potencial
biodegradador (Metharizhum anisopliae), juntamente com a adequacdo da
superficie para estimular o crescimento do mesmo, foi possivel acelerar tempo de
biodegradacao das amostras testadas. Pode-se observar um grande crescimento de
massa fungica para os filmes de PHB tratados e nédo tratados, enquanto para PSU e
PU tratados o crecimento mostrou-se menor em 30 e 60 dias de degradacédo se
comparado ao PHB, porém sendo possivel observar marcas de degradacdo na
superficie dos filmes. As analises gravimétricas embora ndo apresentam um
comportamento linear, os dados mostram uma tendéncia de modificagdo das
massas das amostras tratadas, mas interferéncias caracteristicas de amostras

submetidas a degradac&o ndo permitem uma comparacao quantitativa definitiva.

As analises de FTIR-ATR mostraram que o fungo causa mudancas quimicas
na superficie das amostras, principalmente quanto ao tratamento das amostras, em
gue as bandas tendem a desaparecer ap0s as incubacdes. Os dados de GPC
também mostram decréscimo da massa molecular média dos polimeros, mais
significativos nos filmes de PHB tratados. Para PSU e PU, os filmes tratados por
120 min mostraram o decréscimo na massa molecular média, juntamente com o
acréscimo do indice de polidispersividade. Os dados de ToF-SIMS mostraram
correlacdo com as outras técnicas de andlise e confirmaram a degradacao das
superficies de PHB por meio do decréscimo de fragmentos de massa oxigenados na
superficie das amostras. O mesmo foi encontrado para as amostras de PSU, em
maior grau nas amostras tratadas. A analise das amostras de PU revelaram que
apenas na amostra tratada por 120 min, h4 sinais de decréscimo dos fragmentos
oxigenados na superficie da amostra, porém os fragmentos do seguimento rigido da
molécula de PU ndo sofrem grande influéncia. Ainda é possivel identificar no
espectro de massa que ha a presenca de fragmentos de massas que poderiam ser
residuos de metabdlicos do fungo. O inchamento da matriz por acdo destas
substancias secretadas pelo fungo poderiam ser a causa das nao linearidades dos
dados de gravimetria. A fotofuncionalizacdo superficial polimérica mostrou-se como
um método simples, eficiente e de baixo custo para as ambas possiveis aplicacdes

estudadas.
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