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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo desenvolver um biocompdésito para ser utilizado
como um dispositivo ortopédico, usando poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
P(HB-HV), um copolimero biodegradavel, com 94% HB e 6% HV, como matriz e
nanodiamantes (nD) com tamanho do cristal de 4,2 + 0,5 nm como reforgo. Os
nanodiamantes foram previamente encapsulados por P(HB-HV), a fim de promover
melhor distribuicdo da carga. Foram avaliadas duas quantidades de adigdo de nD,
com fragdo massica polimero:carga de 10:1 e 20:1 e nanodiamantes com diferente
funcionalizagédo na superficie (Molto® e Hydrogen P®). Duas metodologias distintas
de preparagcdo de corpos de prova foram utilizadas: prensa e injetora. Analises
preliminares dos nanodiamantes (granulometria, MEV-FEG, DRX, FTIR e XPS)
demonstraram que o nD Hydrogen P® apresenta superficie mais hidrofébica e
portanto mais compativel com o polimero. No entanto, o nD Molto® é de mais facil
dispersdo e possui menor aglomeragao, além de maior pureza. As propriedades
mecanicas foram avaliadas por meio de ensaio de flexdo e indentagao. Os corpos de
prova confeccionados por injecao apresentaram melhores propriedades quando
comparados aos confeccionados por prensagem, devido a estrutura continua, isto &,
melhor compactagado do polimero que foi obtida na injetora. Ndo houve diferenca
significativa das propriedades em relacdo a variagdo da quantidade de carga no
nanocompdsito, mas as formulagées com nD Hydrogen P® apresentaram uma leve
tendéncia de queda nos valores quando comparado com o nD Molto®, devido a maior
aglomeracdo. Os valores encontrados estdo de acordo com o reportado em outro
estudo para o osso humano. As curvas de DMA indicaram melhor interface entre o
reforco e o P(HB-HV) para as formulagdes com nD Molto®. A cristalinidade dos
nanocompasitos foi inferior para todas as formulagées em comparagdo com o P(HB-
HV), indicando um bloqueio no movimento das cadeias poliméricas pela adi¢do dos
nanodiamantes, conforme confirmado também por RMN. A analise de TGA
demonstrou que o processo de encapsulamento proporcionou distribuicdo
homogénea da carga na matriz e que todas as formulagdes retardaram o processo de
decomposicdo do polimero. Analises de inducdo inflamatéria indicaram

comportamentos n&o citotoxico e citostatico para as formulagdes.
Palavras-chave: Biocompdsito, Nanodiamente, P(HB-HV).
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ABSTRACT

The present study has as its aim to develop a biocomposite to be used as orthopedic
device, using poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) @ P(HB-HV), a
biodegradable copolymer, with 94% HB and 6% HV, as matrix and nanodiamonds (nD)
with crystal size of 4,2 £+ 0,5 nm as filler. The nanodiamonds were previously
encapsulated by P(HB-HV), in order to promote a better filler distribution. Two nD
concentration were evaluated, with polymer:filler weight ratio of 10:1 and 20:1 and
nanodiamonds with different surface functionalization (Molto® and Hydrogen P®). Two
distinct methodologies for the preparation of the specimens were used: press and
injection molding. Preliminary analyses of the nanodiamonds (granulometry, SEM-
FEG, XRD, FTIR and XPS) showed that the nD Hydrogen P® presents more
hydrophobic surface and therefore it is more compatible to the polymer. However, nD
Molto® is easier to disperse and presents less agglomeration, in addition to higher
purity. The mechanical properties were analyzed by means of flexural and indentation
tests. The injection molded specimens presented better properties compared to the
press molded, due to its continuous structure, that is, better polymer compaction that
was obtained through the injection. There was no significant difference of the
nanocomposites properties regarding the filler concentration, but the formulations with
nD Hydrogen P® showed a slight downward trend in the values comparing to nD
Molto®, due to the higher agglomeration. The values found are in accordance to the
reported in another studie for human bone. The DMA curves indicate better interface
between the filler and P(HB-HV) for the formulations with nD Molto®. The
nanocomposites crystallinity were inferior for all formulation in comparison to the P(HB-
HV), suggesting that the nanodiamonds hindered the polymeric chains mobility, in
accordance to the observed by NMR. The thermogravimetric analyses (TGA)
demonstrated that the encapsulation process yielded homogeneous filler distribution
in the matrix and that all formulations retarded the polymer decomposition.
Inflammatory induction analyses indicated non-cytotoxic and non-cytostatic behavior

for the formulations.

Keywords: Biocomposite, Nanodiamonds, P(HB-HV)
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CAPIiTULO 1: INTRODUGAO

Os materiais compositos pertencem a uma classe de materiais com alta
importancia tecnolégica. Quando um material é preparado usando materiais de
natureza distinta € possivel obter atributos que nao estdo presentes a partir dos
componentes individuais. Assim, fica evidente a infinidade de estruturas com
propriedades diferentes que podem ser desenvolvidas. Eles podem ser encontrados
na natureza (madeiras, 0ssos, tecidos musculares) ou produzidos artificialmente
(MANO, 1991; CHAWLA, 1998; CALLISTER Jr., 2002; NETO; PARDINI, 2006).
Dentre suas inumeras aplicagdes, podemos destacar o uso na area de biomateriais,
onde sao empregados no corpo humano (RAMAKRISHNA et al., 2001), podendo ser
confeccionados a partir da jungdo de dois ou mais materiais, formando compadsitos
biocompativeis.

Nas ultimas décadas, diversos estudos com polimeros e copolimeros
biodegradaveis e biocompativeis tém sido realizados para o uso em diversas
aplicagdes na industria e biomédicas, nos quais pode-se destacar o uso de PHB
(BARROS Jr., 2014; ROSA et al., 2001), blendas PCL/PSPE (BALDIN; OLIVEIRA,
2013), PCL (ROSA et al., 2001), PLLA (ZHANG et al., 2011), Poli(LLA-co-CL) (SUN
etal., 2014), P(HB-HV) (ROSA et al., 2001) e PHB e P(HB-HV) (GALEGO et al., 2000).

No entanto, os polimeros apresentam limitacdes, como por exemplo, baixa
rigidez e baixa resisténcia, e para expandir suas aplicagdes em diferentes setores,
cargas particuladas inorganicas, tais como particulas de micro / nano de SiOz, vidro,
Al203, Mg(OH)2 e CaCOs, nanotubos de carbono, silicatos (FU et al., 2008) e
nanodiamantes (SUN et al., 2014) sdo frequentemente adicionados formando
compositos poliméricos.

Entre as varias nanoparticulas organicas e inorganicas utilizadas, as particulas
de nanodiamantes apresentam propriedades unicas, como elevada resisténcia
mecanica, biocompatibilidade, alta condutividade térmica, elevada estabilidade
quimica e uma superficie quimicamente rica, o que tem atraido seu uso em
biomateriais (ZHANG et al., 2011; MOCHALIN et al., 2012).

Uma boa interacdo entre as nanoparticulas e a matriz polimérica para a
produgcdo dos materiais compaositos, tem como beneficio uma distribuicdo mais
homogénea das nanoparticulas na matriz e melhores propriedades mecanicas (SUN
et al., 2014). Varios trabalhos relatam mudangas nas superficies de nanoparticulas
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(SPITSYN et al., 2006; KOROLKOV et al., 2007; ARNAULT et al., 2011; NEITZEL,
2012). Essa modificagdo da superficie dos nanodiamantes (nDs) pode melhorar a
interacdo matriz com a carga (SUN et al., 2014).

Neste trabalho foi formulado um material biocompdsito visando seu uso como
dispositivos ortopédicos, que apresentou boas propriedades mecanicas utilizando
uma matriz bioabsorvivel e uma carga biocompativel com dimensdes nanométricas
para garantir maior area superficial especifica, originando um reforgo significativo com
a menor percentagem possivel deste material. Para isso foram utilizados
nanodiamantes com superficie modificada e ndo modificada e uma matriz polimérica
do copolimero poli (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (P(HB-HV)). Adicionalmente
foi avaliada a influéncia da interagdo matriz com a particula nas propriedades do

biomaterial.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da adicdo de
nanodiamantes superficialmente modificados e ndo modificados nas propriedades de
biocompdsitos formulados com matriz do poliéster biodegradavel P(HB-HV), visando

sua aplicagao como biomaterial.

1.1.2 Objetivos especificos

e Caracterizar os componentes que serdo utilizados para formulacdo do
biocompdsito;

e Confeccionar misturas com diferentes propor¢ées de carga, utilizando
nanodiamantes superficialmente modificados (HYDROGEN P®) e néo
modificados (MOLTO®), visando atingir uma boa distribuicdo do nanodiamante
na matriz de P(HB-HV);

e Utilizar e comparar a influéncia de diferentes métodos de preparagéo (prensa
e injetora) de corpos de prova nas propriedades do material formulado;

e Avaliar influéncia da quantidade e tipo de carga nas propriedades do material,
analisando a interagdo da carga com a matriz polimérica atraveés resultados da
analise dinamico mecanica (DMA) e espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN);

« Avaliar as propriedades citotdxicas e citostaticas apresentadas pelas diferentes

formulacgdes.

1.2 JUSTIFICATIVA

Estudos por materiais compdsitos estdo em constante crescimento nas ultimas
décadas e isso tem chamado a atencao de diversos grupos de pesquisa, como por
exemplo o uso de PHB, P(HB-HV) reforcado com hidroxiapatita (GALEGO et al., 2000;
SIQUEIRA, 2009). No entanto, algumas aplicagbes ficam limitadas devido as
dimensdes das cargas na faixa micrométrica, a fraca interface e ao uso de elevadas
percentagens de carga para alcangar as propriedades desejadas.
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Assim, houve o surgimento de estudos com reforgcos em tamanho nanométrico,
0s nanocompaositos, que apresentam grande area superficial em relagdo ao tamanho
da particula, aumentando o contato matriz com a carga, o qual possibilita uma
capacidade superior de reforgo, atingindo melhores propriedades mecanicas
(MATHEW et. al., 2005; NEITZEL, 2012), mesmo com o uso de baixas concentragcdes
de carga (GARCIA, 2003).

Os nanodiamantes s&o bastante promissores na area de biomateriais devido,
principalmente a sua boa compatibilidade com o tecido vivo (ZHANG et al., 2011). No
entanto, para evitar a aglomeragédo e melhorar a distribuicdo dentro da matriz
polimérica, € necessario que a superficie dos nanodiamantes apresentem uma
estrutura quimica e fisica compativel com o polimero, possibilitando uma
homogeneidade das propriedades do compésito.

Além dos fatos descritos acima, esta pesquisa também é justificada devido a
caréncia de estudos da influéncia que nanodiamantes com superficie modificadas
podem causar nas propriedades de dispositivos ortopédicos poliméricos com matriz
de P(HB-HV).
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MATERIAIS COMPOSITOS

Materiais compdsitos representam um grupo de particular importancia na
classificagao dos materiais de engenharia, correspondendo a jun¢ao de materiais com
caracteristicas fisicas ou quimicas distintas (SMITH, 1998). Normalmente um dos
materiais forma uma fase descontinua, chamada de reforco ou fase dispersa,
responsavel por fornecer principalmente resisténcia ao compaosito. Ja a outra fase é
continua, chamada de matriz, correspondendo ao meio de transferéncia desse reforco
(MANO, 1991; CALLISTER Jr., 2002; NETO; PARDINI, 2006). Assim, as
caracteristicas finais do material compdsito sao influenciadas pelas propriedades e
quantidades dos seus constituintes, pela forma de como ¢é distribuido o reforco na
matriz e pela interagao existente entre eles. O objetivo de combinar materiais com
caracteristicas distintas para cada tipo de aplicagao desejada é obter um material com
propriedades especificas que n&do seriam conseguidas com seus constituintes
separadamente (PADILHA, 1997; NETO; PARDINI, 2006).

Os reforgos particulados, também denominados cargas, possuem dimensdes
que sao aproximadamente as mesmas em todas as diregdes, e podem ser aplicados
para reforgar compositos (CALLISTER Jr., 2002).

Interagdes na interface podem levar a formagdo de uma regido de interfase
perto da superficie de enchimento com propriedades diferente da matriz polimérica.
As propriedades e a natureza da interfase também estdo de modo bastante natural
qualitativamente ligado ao grau de ades&o entre as duas fases (KUBAT et al., 1990;
NEITZEL, 2012).

Quanto maior a area superficial disponivel do refor¢co usado, maior sera a
interacdo com a matriz e melhores serdo as propriedades obtidas (MATHEW et. al.,
2005). Como mostra a figura 1, a area superficial sera tanto maior, quanto menor for
o tamanho do reforgo utilizado, assim a quantidade de material da matriz em contato,
ou seja, interagindo com carga, sera maior também. Ja a figura 2 mostra que
dependendo da quantidade de reforgo utilizado, a area de interfase (entre as fases da
matriz e da carga) pode se tornar a fase dominante do compdsito quando se usa
particulas bem pequenas, de ordem nanométrica (NEITZEL, 2012).
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FIGURA 1 — Area superficial especifica em funcdo do tamanho da particula. A medida que o tamanho
da particula diminui, a quantidade de area interfacial (entre matriz-carga) aumenta (Adaptado de
AJAYAN et al., 2003).
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FIGURA 2 — Area superficial especifica em fungdo do tamanho da particula. Quando o diametro da
particula diminui, a quantidade de material interfacial aumenta. Destaque para formacgao da interfase
(Adaptado de NEITZEL, 2012).

Dessa forma, esses materiais podem ser usados em diversas aplicagdes como
liberacdo controlada de farmaco, isoladores elétricos, condutores térmicos, e
compositos de alto desempenho para uso em aeronaves, dentre outras (AJAYAN et
al., 2003) e também biomédicas (RAMAKRISHNA et al., 2001), ja que analisando a
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estrutura de diversos tecidos humanos, os mesmo s&o tipicamente compositos. Como
exemplo, podemos citar o tecido 6sseo, que é basicamente formado pela interagao
bem sucedida de particulas de hidroxiapatita carbonatada com fibras de colageno
(CHAWLA, 1998; OREFICE et al., 2006). Diante desta realidade pode-se dizer que
existe uma indicagdo que o uso de materiais compadsitos sintéticos com propriedades
similares seriam capazes de reproduzir a estrutura dos tecidos vivos.

Pesquisas tém mostrados resultados satisfatérios com a jungdo de uma grande
variedade de materiais para este fim, como no caso de Tavares, 2011, que fabricou
membranas biocompativeis de PCL e CS (quitosana) para o uso na engenharia de
tecidos. Como a PCL permite obter membranas com caracteristicas mecéanicas
semelhantes as dos enxertos naturais e a CS promove boa adesao celular, o objetivo
foi desenvolver um material que unisse as propriedades de ambos. As propriedades
mecéanicas do compdésito foram similares as obtidas com a PCL pura, no entanto
devido a dificuldade de incorporar a CS na superficie da membrana a adesao celular
foi dificultada. Ja BARROS Jr., 2014 adicionou a uma matriz de PHB uma carga de
nanodiamantes para o uso como implante ortopédico. Os valores do médulo de
elasticidade do material compdsito foram compativeis com as do osso humano e os
ensaios in vitro mostraram auséncia de respostas citotoxicas e inflamatdrias nas
células testadas. Isso mostra que além de resultados com as propriedades mecanicas
satisfatérias, avaliar a biocompatibilidade do material compdsito € fundamental para

seu uso efetivo. Assim, surgiu uma classe especifica de estudo chamada Biomateriais.

2.1.1 Biomateriais

Os biomateriais tém como um dos principais requisitos apresentar
biocompatibilidade, ou seja, exibir uma resposta biologica positiva ao entrar em
contato com o organismo vivo (MARCONI; P1IOZZI, 2002).

Para serem desenvolvidos, € necessario combinar conhecimentos de diversas
areas distintas, como ciéncias bioldgicas, médicas e engenharia (OREFICE et al.,
2006).

Podem ser classificados como qualquer material (natural ou sintético), com
excecao de remédios, que sao usados para tratar, reparar, restaurar, substituir érgao,
etc (RAMAKRISHNA et al., 2001; OREFICE et al., 2006; MARCONI; PIOZZI, 2002).

Atualmente é possivel encontrar biomateriais metalicos, ceramicos, poliméricos e
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compdsitos (OREFICE et al., 2006). Nesse ultimo, destaca-se os nanocompdsitos
obtidos pela inser¢do de nanodiamantes em uma matriz polimérica, pois ja foram
reportados melhorias substanciais nas propriedades mecanicas (MOCHALIN at al.,
2012). Como exemplo, SUN et al., 2014 desenvolveram scaffolds com uma matriz
polimérica de P(LLA-co-CL) e nanocarga de diamantes oxidados que tiveram sua
superficie recoberta previamente com PLA e BQ (bensoquinona), como ilustrado na
figura 3. Os resultados mostraram que o nanodiamante recoberto com a superficie
PLA evitou a agregacao da carga, melhorou a distribuicdo na matriz, aumentou o
modulo de elasticidade, enquanto aqueles que foram recobertos com BQ
apresentaram resultados opostos. Isso foi devido a similaridade estrutural do
recobrimento de PLA com o polimero da matriz, causando forte interacdo entre ambos
(SUN et al., 2014).

Recobrimento com
PLA

Recobrimento
com
benzoquinona

Nanodgiamants
niCiy

;;...(,&{

Figura 3 — Esquema mostrando a formacao dos nanocompésitos (Adaptado de SUN et al., 2014).

2.2 BIOPOLIMEROS

Os polimeros biodegradaveis s&o aqueles nos quais a degradagéo resulta da
acao de microorganismos de ocorréncia natural como bactérias, fungos e algas
(ASTM D6400-12). A degradacéo ird depender de condigdes favoraveis de pH,
umidade, oxigenagao e a presenga de determinados metais para ocorrer de forma
bem sucedida. (RAY; BOUSMINA, 2005).
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Polimeros biodegradaveis tém uso difundido na medicina. Tais materiais sdo
concebidos para se degradarem in vivo de uma maneira controlada durante um
periodo de implantacdo predeterminado, de tal modo que a degradagéo ajude a
alcancar uma funcao particular, tal como a liberacdo de um farmaco ou o
enfraquecimento mecanico de suturas e placas 6sseas. O ideal € que os polimeros
biodegradaveis sejam reabsorvidos pelo organismo de maneira previsivel, tornando-
se desnecessaria a remogao subsequente (MILLER; WILLIAMS, 1986).

Esses polimeros podem ser obtidos utilizando fontes naturais renovaveis como
milho, celulose, batata, cana de acgucar, ou serem sintetizados por bactérias a partir
de pequenas moléculas como o acido butirico ou o acido valérico, que dao origem ao
polihidroxibutirato (PHB) e ao polihidroxibutirato-co-valerato  (P(HB-HV))
respectivamente (RAY; BOUSMINA, 2005)

2.2.1 Polihidroxialcanoatos (PHAs)

Sao polimeros termoplasticos biodegradaveis produzidos por até 75 diferentes
espécies de bactérias (REDDY et al., 2003), e por algumas plantas (POIRIER et al.,
1992). Sua sintese ocorre por bactérias e microrganismos, quando no meio nutritivo
existe excesso de carbono e falta de nutrientes necessarios ao crescimento da
bactéria, como nitrogénio, fésforo, manganés, ferro, etc (SILVA; GOMEZ, 2007).

Havendo um meio que apresente essas caracteristicas, o polimero &, entao,
acumulado em forma de grao pelas bactérias; este acumulo pode chegar a cerca de
80% da massa seca total da célula (HOLMES, 1985; BRAUNEGG et al., 1998), como

mostrado na figura 4.
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Figura 4 — Observacao de células bacterianas contendo granulos de polimero biodegradavel,
da familia dos poli-hidroxialcanoatos (PHA) no seu interior (SILVA; GOMEZ, 2007).

Ja foram identificadas mais de 100 diferentes unidades monoméricas como
constituintes dos PHAs, possibilitando a criagdo de diferentes tipos de polimeros e
aumentando a gama de utilizagdes deste material (REDDY et al., 2003). A figura 5
mostra a estrutura geral dos PHAs, em que o alcano substituido na posigdo “R”
determina as propriedades do polimero formado. Quando um metil substitui a posicéo

“R” , tem-se o Poli-3-hidroxibutirato (P3HB) ou (PHB) (VERHOOG et al., 1994). Ja
quando um etil substitui temos o Poli-3-hidroxibutirato-co-valerato (P(HB-HV)) (TAN et
al., 2014).

R = CH; (B-hidroxibutirato ou HB)
R = C,H; (B-hidroxivalerato ou HV)

R = CsH44 (B-hidroxioctanoato ou HO)

] ey
o— O—x
i
H—0—x
|

o=0

|
o
I—l—l

Figura 5 — Férmula geral dos PHAs (Adaptado de VERHOOGT et al., 1994).

Ter dominio sobre o processo de sintese € o que garante a produgéo de um
material com caracteristicas para as aplicagbes pretendidas. O primeiro polimero da
familia dos PHAs pesquisado foi o PHB, no entanto, logo em seguida suas
caracteristicas termoplasticas foram modificadas através da produgao do copolimero
P(HB-HV) (SILVA; GOMEZ, 2007).
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Embora o PHB seja um material biodegradavel de ocorréncia natural, o mesmo
apresenta uma elevada cristalinidade e degrada a uma temperatura préxima ao seu
ponto de fusdo. Devido a estreita janela de processamento, as aplicagbes comerciais
deste polimero sdo extremamente limitadas. Por essa razdo, estudos com poli 3-
hidroxialcanatos contendo na estrutura o co-monémero 3HV, Poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) (P(HB-HV)), tém sido feitos com o intuito de melhorar as
propriedades fisicas e quimicas em relagdo ao P3HB para abranger diversas
aplicagdes (RAY; BOUSMINA, 2005; SILVA; GOMEZ, 2007). Esse copolimero possui
menor cristalinidade e propriedades mecénicas melhoradas (diminuigao da rigidez e
fragilidade, aumento da resisténcia a tragdo) em comparagdo com o PHB, enquanto
ainda é facilmente biodegradavel. Também possui maior viscosidade de fusao, que é
uma propriedade desejavel para o processamento por extrusao e injetora. Além disso,
e termoplastico e pode ser processado através de moldagem por injegao, extruséo,
moldagem por sopro, formagao de filme e fibra, e técnicas de laminagdo (RUDNIK,
2008).

2.2.1.1 Propriedades e aplicagdes dos PHB e P(HB-HV)

O PHB possui estrutura cristalina ortorrombica, com dimensdo da célula
cristalina (a=5,76A, b=13,20A e c¢=5,96A), é formado por cristais lamelares
extremamente finos com tamanho em torno de 4 - 7 nm (GANDINI; BELGACEM,
2008). De maneira geral pode ser considerado completamente biodegradavel,
altamente hidrofébico, termoplastico, com elevada cristalinidade, elevada temperatura
de fusdo, boa resisténcia aos solventes organicos, excelente resisténcia mecanica e
de médulo de elasticidade, assemelhando-se ao polipropileno. Para aplicagcdes em
grande volume seu uso € prejudicado em fungdo de suas caracteristicas como
fragilidade, baixa deformabilidade, alta suscetibilidade a degradagdo térmica,
processamento dificil pelas tecnologias de termoplasticos convencionais
(principalmente devido a degradagéao térmica) e alto custo em comparagao com outros
polimeros (HOLMES, 1995; GANDINI; BELGACEM 2008). Um resumo de suas
principais caracteristicas e/ou propriedades pode ser observado na tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas e/ou propriedades do PHB e P(HB-HV) com 4-20 mol% HV (Adaptado de
VERHOOGT et al., 1994).

Propriedades PHB P(HB-HV)
Temperatura de Fuséo (Tf) (°C) 175 157-102
Temperatura de transigao vitrea
(Tg) (°C) 4 2a-8
Densidade (g/cm?) 1,25 1,2
Cristalinidade (%) 80 69-39
Alongamento até rompimento (%) 6 8-10

Essas caracteristicas permitem sua aplicagdo em uma grande variedade de
produtos, como recipientes, garrafas, aparelhos de barbear, materiais para
embalagem de alimentos, dentre outras. No entanto, o homopolimero PHB é
relativamente rigido e quebradico, o que acaba por restringir seu uso. Ja os
copolimeros do PHA, compostos principalmente de HB com uma fracido de
mondmeros de cadeia mais longa, como HV, HH ou HO, sdo mais flexiveis e mais
resistentes (SURIYAMONGKOL et al., 2007).

Embora sejam usados para confecgéo de artigos em geral, como no caso de
Vogelsanger et al., 2002 que aplicaram blendas de P3HB e PCL para uso em
embalagens de produtos agricolas, diversas pesquisas para aplicagdo médica e
farmacéutica tem sido realizada. Podendo ser aplicado como implantes, gazes,
materiais osteossintéticos, suturas, placas Osseas, talas, microcapsulas, material de
matriz para farmacos de liberagao lenta e culturas de células in vitro e na forma de pé
fino, como lubrificante para as luvas dos cirurgides (HOLMES, 1985; MILLER;
WILLIAMS, 1986; SURIYAMONGKOL et al., 2007).

No entanto, uma aplicagcdo mais tecnoldgica seria como enxerto vascular
composto de fibras muito finas dispostas para formar um tubo impermeavel a agua de
diametro interno adequado, que iria funcionar como um substrato temporario para o
crescimento de um novo tecido e, eventualmente, seria totalmente substituido por
tecido natural. Assim, seria evitado o problema da formacédo de trombos e eventual
bloqueio em artérias que podem acontecer devido a resposta do corpo a matéria
estranha nao degradante da parede do vaso (HOLMES, 1985). Estudos mais recentes
usaram PHB para formulacdo de compdsitos com foco em desenvolver materiais para
reparagao 0ssea, como por exemplo PHB, HA e nHA (hidroxiapatita) (NI; WANG,
2002; SIQUEIRA, 2009; SIQUEIRA, 2017) e PHB e nanodiamante (BARROS Jr.,
2014; NETO et al., 2017). Ni e Wang, 2002 avaliaram o comportamento in vitro do
composito utilizando um fluido corporal simulado (SBF), variando o tempo de
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exposicao ao SBF e a composicao da carga. Neste estudo os autores observaram que
dentro de um curto periodo de tempo apds sua imersao em SBF, houve formacao de
uma camada de apatita biologicamente ativa sobre o compdsito de HA/PHB,
demonstrando alta bioatividade in vitro. Além disso, foi observado que o mdédulo de
elasticidade aumentou inicialmente com o tempo de imersdo em SBF, devido a
formacédo da camada de apatita na superficie do compdédsito e sua diminuigdo apds
imersao prolongada, exibindo degradagao do compdsito em um ambiente corporal. Ja
Neto et al., 2017 em seu avaliou as propriedades mecanicas do compdsito variando o
percentual em massa da carga em 3,8, 4,6, 7,2%. Seu estudo demonstrou que os
melhores de médulo de armazenamento foram obtidos com 4,6% de carga, pois acima
deste valor foi observado aglomeragédo das particulas. Através de testes in vitro
(SIQUEIRA, 2009) e in vivo (SIQUEIRA, 2017) observou que os compdsitos
produzidos com PHB/HA e PHB/nHA em seu estudo tem um comportamento
biocompativel e ndo apresentaram resposta citotoxicas e inflamatodrias nas células e
cobaias testadas. BARROS Jr., 2014 produziu compdsitos com formulagédo com 9, 12,
14 e 20% de nanodiamantes em uma matriz de PHB. As melhores propriedades
mecanicas foram obtidas para o material com menor quantidade de nanodiamante em
consequéncia da auséncia de aglomerados e uma melhor dispersao e distribuicdo da
carga. Por meio dos testes in vitro verificou que o material produzido era biocompativel

e nao gerou respostas citotoxicas e inflamatodrias nas células testadas.

2.3 TERMINOLOGIA NANO

O termo "Nanotecnologia" foi utilizado pela primeira vez em 1974 pelo professor
Norio Taniguchi para descrever a respeitos da precisdo que envolvem as tolerancias
na construcido e acabamento de materiais. Mas mesmo sem ter usado essa palavra,
quem iniciou esse conceito foi Richard P. Feynman no CalTech (California Institute of
Technology) em 1959, quando na reunido anual da American Physical Society, ele
proferiu a palestra "There's plenty of room at the bottom" ("Ha mais espacos la
embaixo"), falando sobre as limitagdes de se trabalhar e controlar coisas em pequena
escala (GOGOTSI, 2006; ASHBY, 2009).

No entanto, foi em 1981 que K. Eric Drexler, no Foresight Nanotech Institute for
Molecular Manufacturing, usou uma nova abordagem para descrever a manipulagao
e engenharia molecular usadas na construcdo de maquinas e equipamentos com
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precisao atdbmica. Ja em 1986 publicou seu livro “Engines of Creation”, onde o
finalmente popularizou o termo nanotecnologia (ASHBY, 2009).

O prefixo nano deriva da palavra grega dwarf, que quer dizer ando. E usado
para designar tamanho e/ou comprimento. Se alguma coisa é classificado como
“nano” sua medida sera um bilionésimo de metro (1 nm = 10 m = 0,000000001 m).
Sendo assim, um bilionésimo de metro chama-se "nanémetro". Dessa forma, pode se
dizer que a nanotecnologia lida principalmente com a sintese, caracterizagao e
exploragdo de materiais nanoestruturados, de 1-100 nm (GOGOTSI, 2006; ASHBY,
2009).

As caracteristicas Uunicas estruturais, energéticas e quimicas das
nanoestruturas constituem a base da nanociéncia, pois suas propriedades podem
diferir significativamente dos demais materiais de mesma composi¢do. O controle
adequado dessas propriedades pode levar a fabricacdo de novos dispositivos e novas
tecnologias (GOGOTSI, 2006).

Uma area de atuagao que vem obtendo grande destaque é a area médica. Ao
interagir com moléculas bioldgicas, ou seja, em tamanho nanométrico (Figura 6), abre-
se uma grande area para pesquisa e aplicagdo, pois em nanoescala & possivel
explorar propriedades fisicas diferentes das observados em microescala. As
interacdes entre agrupamentos moleculares artificiais ou nano-dispositivos e as
biomoléculas passam a ser analisadas e compreendidas, tanto no interior das células,
como no meio extracelular (BOISSEAU; LOUBATON, 2011).
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Figura 6 — Escala/tamanho das moléculas bioldgicas (Adaptado de BOISSEAU; LOUBATON, 2011).

A nanomedicina € uma area da ciéncia ainda pouco explorada. Na verdade, o
uso do termo “nanomedicina” surgiu ha poucos anos, mas nada mais é que a
nanotecnologia aplicada na medicina (BOISSEAU; LOUBATON 2011). Diversos
materiais em escalas nanométricas e micrométricas tem sido recentemente estudados
para este fim, como alumina, titania e hidroxiapatita (WEBSTER et al., 2001;
SIQUEIRA, 2009; GALDINO, 2011; SIQUEIRA, 2017), nanomagnetita (TUDORACHI
et al., 2015) e os nanodiamantes (NEITZEL, 2012; SUN et al., 2014; BARROS Jr.,
2014; NETO et al., 2017).

2.3.1 Nanodiamantes

A palavra diamante tem origem do grego adamas, que quer dizer invencivel.
Realmente se trata do material mais duro que se tem conhecimento na atualidade,
pois inclusive é usado como o material que representa a dureza maxima na escala de
Mohs (GARCIA et al.,, 2000; ARAUJO, 2010). Os nanodiamantes s&o portanto,
diamantes em dimensdes nanométricas.

Foi no inicio da década de 1960 que a DuPont de Nemours desenvolveu
meétodos para a sintese de diamante em pd, em formato de particulas individuais com
dimensdes micro e nanémétricas, no entanto so6 ficaram comercialmente disponiveis
a partir de 1970. Ja em 1983, foi fundada uma fundicdo de produgdo em grande
escala, a “ALTAI” na Russia para comercializar o processo de producao de diamantes
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por detonagdo em grande escala (GOGOTSI, 2006). Mas foi somente a partir do final
da década de 1990, que varios avancgos importantes levaram a um interesse mais
amplo por essas particulas (MOCHALIN et al., 2012).

O termo “nanodiamante” é utilizado para se referir a materiais a base de
diamante em nanoescala (~ 1 a 100 nm), como por exemplo, filmes de diamante,
particulas de diamante e seus conjuntos estruturais, tais como aglomerados de
particulas ligadas livremente ou particulas incorporadas em outras matrizes. No
entanto, existe uma classe de nanodiamante que é conhecida como diamantes
“ultrananocristalinos”, que sao na ordem de poucos nanémetros. Sdo chamado assim,
para diferenciar de outras nanoestruturas baseadas em diamante acima de ~ 10 nm
(GOGOTSI, 2006).

Desde entao, tem sido um material bem promissor para aplicacbes médicas,
devido suas caracteristicas como nao toxicidade, estabilidade quimica, alta
condutividade térmica, 6timas propriedades mecanicas e oticas (KRUEGER, 2008 -
A; MOCHALIN et al., 2012).

Além dessas, uma das caracteristicas mais interessantes dos nanodiamantes
e que o diferencia das demais nanoparticulas de carbono é a presenga de um grande
numero de grupos funcionais em sua superficie (MOCHALIN et al., 2012).

Apesar da estabilidade quimica do cristal, sua superficie apresenta alta
reatividade, devido aos planos de clivagem. Como por exemplo, acontece com o plano
(001), que faz com que os atomos de carbono (C) presentes na superficie que
realizariam quatro liga¢des, figuem com duas rompidas/livres, que sdao chamadas de
dangling bonds. Outros planos também geram ligacdes livres e essa caracteristica faz
deste material um candidato para aplicacbes que necessitam de modificagdo de
superficie (KAWARADA, 1996; TACHIKI et al., 2003; RISTEIN, 2006; ARAUJO, 2010).

Sua superficie é quimicamente rica em grupos funcionais e a sua
funcionalizacao pode ser realizada sem comprometer as propriedades intrinsecas do
nucleo de diamante. Portanto controlar e adequar quimicamente a superficie € de
suma importancia para melhorar a interagdo das nanoparticulas com o meio desejado
(KUBAT et al., 1990; MOCHALIN et al., 2012).
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2.3.2 Tratamentos superficiais em nanodiamantes

Como as interagdes na interface polimero/carga tem efeito sobre as
propriedades mecanicas, térmicas e outras propriedades do compdésito, para obter
uma boa interacdo com a matriz visando melhores propriedades, € de extrema
importancia selecionar um tratamento superficial adequado (KUBAT et al., 1990). A
variedade de técnicas disponiveis de modificacdo quimica pode ser dividida em
tratamentos com gas e tratamentos quimicos umidos (MOCHALIN et al., 2012),

conforme mostrado na figura 7.
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Figura 7 — Tratamentos superficiais realizados em nanodiamantes com técnica de gas a alta
temperatura (A) e tratamentos quimicos a temperatura ambiente (B) (Adaptado de MOCHALIN et al.,
2012).

Dependendo do fornecedor dos nanodiamantes, a natureza da superficie pode
ser muito variada e por esse motivo € de extrema importancia realizar primeiramente
um tratamento de purificagdo. Sabe-se que geralmente os nanodiamantes como
recebido/comprados podem conter em sua superficie uma mistura de carbono nao
diamante, varios grupos funcionais e impurezas metalicas (Figura 8) (KRUEGER,
2008-B; MOCHALIN et al., 2012).

No caso dos diamantes produzidos por detonagdo com explosivos, grupos
contendo oxigénio sdo normalmente presentes da superficie. Estes grupos resultam
da reacao do cristal recém formado com o arrefecimento no reator ou a partir da
purificacdo do processo com a utilizagao de acidos minerais concentrados. Por isso a
maior parte destes grupos sao carboxilas, hidroxilas, cetonas e ésteres (KRUEGER,

2008-B).
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Figura 8 — Grupos funcionais normalmente presentes na superficie do nanodiamante (KRUEGER,
2008-B).

Apos o tratamento de purificagao e/ou oxidagao, a superficie do nanodiamante
ird apresentar em sua maioria grupos funcionais com terminagées em oxigénio como
mostrado nas figuras 9 e 10 (KRUEGER, 2008-B; MOCHALIN et al., 2012).

Figura 9 — Superficie dos nanodiamantes apds tratamento oxidativo de purificagéo. (a) A nanoparticula
foi cortada para mostrar o nucleo estavel e a superficie. (b,c) Visdo aproximada da superficie, onde
destacam-se na superficie em preto carbono sp?, em vermelho a maior parte da superficie com
terminagdes de oxigénio, em azul nitrogénio, em verde hidrocarbonetos e em branco hidrogénio. (d)
Alta ordenagdo do nucleo mostrada através de MET (Microscopia Eletrdnica de Transmissao)
(MOCHALIN et al., 2012).
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Figura 10 — Grupos funcionais apds tratamento oxidativo (Adaptado KRUEGER, 2008-B).

O tratamento de purificagdo com oxigénio normalmente é executado em duas
etapas. Na primeira é realizada uma oxidacao da superficie com ar quente com
objetivo de aumentar a raz&o sp3/sp?, diminuindo assim a quantidade de carbono (ndo
diamante) na superficie (OSSWALD et al., 2006; NEITZEL, 2012). Na segunda etapa,
€ realizado um tratamento com uma mistura de acido e agua para remover as
impurezas nao carbonosas, como metais, Oxidos metalicos, dentre outros
provenientes da camera de detonagédo ou dos explosivos usados (PICHOT et al.,
2008; NEITZEL, 2012).

ApoGs o tratamento de purificagdo, a superficie do nanodiamante se encontra
pronta para realizagdo de uma grande variedade de funcionalizagdo/modificagao
dependendo da aplicagao final (NEITZEL, 2012). O tratamento gasoso com hidrogénio
€ conhecido como hidrogenacgao, e tem como objetivo criar grupos funcionais C-H na
superficie, conforme mostrado na figura 11. Apos essa modificagédo, a superficie do
nanodiamante ira apresentar um carater hidrofébico (MOCHALIN et al., 2012).
Terminagdes de hidrogénio sdo importantes para estabilizar a estrutura da superficie
do cristal, consequentemente manter seu volume evitando as transformacgdes de fase
(KAWARADA, 1996).

Figura 11 — Grupos funcionais C-H (Adaptado de KRUEGER, 2008-B).
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Trabalhos mostram que tratamentos gasosos com hidrogénio s&o realizados
tanto em nanodiamantes, como para filmes de diamante (NDC) (KOROLKOQV et al.,
2007; POPQV et al., 2008; ARNAULT et al., 2011). O tratamento com hidrogénio
causa a formagado de novos grupos de hidreto principalmente devido a redugéo e
destruicdo de grupos contendo oxigénio (KOROLKOV et al., 2007). Apesar da
dificuldade em se obter uma completa hidrogenagao da superficie, Girard et al., 2010
conseguiram esse resultado através de um tratamento realizado com micro-ondas de
plasma de hidrogénio.

Antes e apoOs os tratamentos descritos acima, os grupos funcionais da
superficie de nanodiamante podem ser determinados através da espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros caracteristicos mais
comumente encontrados em nanodiamantes sdo C=0 (1740-1757cm"), C-H (2853-
2962cm), O-H (3280-3675cm™! stretch e 1640-1660cm™! bend), conforme mostrado
na figura 12 (OSSWALD et al., 2006).
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Figura 12 - Espectro de FTIR realizado em trés amostras diferentes de nanodiamantes (UD50, UD90 e
UD98) antes e apos tratamento de oxidagao com ar a 425°C por 5 h. E espectro da amostra UD90 apos
tratamento com hidrogénio a 800°C por 2 h para mostrar a possibilidade de mudancga da superficie
apos a oxidagcao (Adaptado de OSSWALD et al., 2006).
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2.3.3 Compdésitos com cargas nanométricas

Segundo Ajayan et al., 2003, nos ultimos anos a otimizagao das propriedades
compositos poliméricos com carga em escala micrométrica atingiu seu limite, porque
as propriedades alcangadas geralmente envolvem perdas de outras, como por
exemplo, para melhorar a rigidez se perde em tenacidade. Além disso, defeitos
macroscopicos devido a regides de alta ou baixa fragao volumétrica de enchimento,
pode levar a avaria ou falha. No entanto, com o uso de carga nanométrica, onde o
material apresenta tamanhos menores que 100 nm em pelo menos uma dimensao

(Figura 13), abriu-se uma grande janela de oportunidade.
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FIGURA 13 — Tipos de morfologias de nanoparticulas (formato de fibra, formato tipo placa e formato
tridimensional/isodimensional) (Adaptado de AJAYAN et al., 2003).

Um dos beneficios de se usar cargas em tamanho nanométrico é o fato de ser
possivel formar compdsitos com carga em quantidade de massa base bem inferior (2
a 10%) aos formados com carga em escala micrométrica (20 a 35%) com melhoria de
propriedades igual ou superior (GARCIA, 2003).

Essa reducao de peso € muito vantajosa para diversas aplicagdes, como por
exemplo & possivel obter uma melhor barreira para uma mesma espessura ou uma
reducdo de peso da embalagem mantendo ou melhorando a protecdo do produto
acondicionado, além de ndo comprometer a transparéncia (GARCIA, 2003).

Diversos estudos mostraram que os compdésitos de matriz termoplastica com
cargas nanomeétricas apresentam vantagens significativas em relagdo a resina base,

como por exemplo, aumento da rigidez, da resisténcia a tracdo e da temperatura de
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distorcdo térmica, sem variar significantemente a densidade do material, o que
possibilita um aumento pequeno de peso (GARCIA, 2003).

A habilidade de se dispersar as cargas na matriz pode ser um dos parametros
mais criticos para controlar as propriedades, como no caso de nanotubos (Ajayan et
al., 2003). A figura 14 mostra uma ilustragdo das diferengas entre disperséo e
distribuicdo da carga na matriz (AJAYAN et al., 2003).
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FIGURA 14 — Esquema que ilustra a diferengca entre dispersédo e distribui¢cdo. (a) dispersdo néo
homogénea e distribuigdo homogénea; (b) dispersédo e distribuicdo ndo homogénea; (c) dispersao
homogénea e distribuicdo nao homogénea; (d) dispersao e distribuicdo homogéneas (AJAYAN et al.,
2003; OPELT, 2013).

No caso especifico das particulas com formato tipo placas, pode-se

reclassificar o estado de dispers&o como tactoide, intercalado ou esfoliado (Figura 15).
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FIGURA 15 — Estrutura dos nanocompdésitos com particulas com formato de tipo placas (PAIVA et al.,
2006).

A influéncia do tipo, quantidade, distribuigdo e interfase formada (entre matriz-
nanocarga) na variagao das propriedades como médulo de Young, médulo de
compressao, resisténcia a compressao, dureza, alongamento, tenacidade a fratura
entre outras tem sido estudadas por diversos autores.

Fu et al., 2008 fez um levantamento a respeito do efeito do tamanho das
nanoparticulas no médulo de elasticidade de diversos compadsitos.

De uma maneira geral Fu et al., 2008 concluiu que quando as particulas
utilizadas apresentam um tamanho critico (ordem nanométrica), a variagdo do

tamanho influéncia no médulo, como pode ser visto na figura 16.
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FIGURA 16 — (a) Polisiloxianos reforcados com SiO2 e (b) Propileno reforgcado com CaCOs (adaptado
de FU et al., 2008).
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Outro estudo, dessa vez realizado por Sun et al., 2014 desenvolveu scaffolds
com uma matriz polimérica de P(LLA-co-CL) em razdo molar de 75/25 e nanocarga
de diamantes oxidados que tiveram sua superficie recoberta previamente com PLA e
BQ (bensoquinona) com objetivo de relacionar as propriedades com as modificagdes
e interagdes particula-polimero.

A figura 17 mostra o resultado obtido nos ensaios de tragdo. Nota-se aumento
de E com aumento de particulas de n-DP-PLA provavelmente influenciado pelas
propriendades de interagdo do recobrimento com a matriz, j4 que o PLA tem uma
estrutura simular ao copolimero da matriz ocasionando uma boa misciblidade. No

entanto, o mesmo ndo é observado no n-DP-BQ.
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FIGURA 17 — Resultados de E, tenséo e deformagéo no ensaio do n-ND-PLA (a, b) e n-ND-BQ
(Adaptado de SUN et al., 2014).

Na Figura 18 sdo mostrados resultados de analises por MEV para as particulas
n-DP-PLA. Nota-se:

c, e, g: Presenca particulas separadas, com distribuicdo uniforme e sem
agregacao provavelmente responsaveis pelo aumento significativo de E.

b, d, f, h, j: Superficies das fraturas com aumento das concentragdes das

particulas.

41



borda j: Aglomeragao de particulas observado com 50% em peso n-DP-PLA
explicando resultados insatisfatérios de tensao e sugerindo utilizagdo de teores
inferiores a 50%.

d, f, h, j: Aumento de estrutura fibrosa devido aumento de n-DP-PLA.

-
e T -

e) n-DP-PLA/Poly(LLA-co-CL) 5% Surface 1%

40 um
:

(h) n-DP'-:WPoly(LLA-co-CI.) 10% Cross section

. L R
(j) n-DP-PLA/Poly(LLA-co-CL) 50%

FIGURA 18 — Imagens MEV 0-50% de n-DP-PLA / poli (LLA-co-CL). Superficie das amostras (a, c, e,
g, i). Fratura transversal (b, d, f, h, j) (SUN et al., 2014).
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Na figura 19 sdo mostrados resultados de analises por MEV para as particulas
n-DP-BQ possibilitando fazer as seguintes ponderagdes.

a, b, ¢, d: Superficies das fraturas com aumento das concentragbes das
particulas, mas nao foi observada estrutura fibrosa.

e, f: Aglomeragéao de particulas observado com 50% em peso n-DP-BQ.

(a) n-DP-BQ/Poly(LLA-co-CL) | B (d) n-DP-BQ/Poly(LLA-co-CL) 50%

(b) n-DP-BQ/Poly(LLA-co-CL) 5%

FIGURA 19 — Imagens MEV 0-50% de n-DP-BQ / poli (LLA-co-CL) da fratura transversal (a, b, c, d, f)
e zoom da fratura transversal para amostra com 50% de n-ND-BQ (SUN et al., 2014).

Os resultados mostraram que o0 nanodiamante recoberto com a superficie PLA
evitou a agregacao da carga, melhorou a distribuicdo na matriz, aumentou o médulo
de elasticidade, enquanto aqueles que foram recobertos com BQ apresentaram
resultados opostos. Isso foi devido a similaridade estrutural do recobrimento de PLA
com o polimero da matriz, causando uma forte interacédo entre ambos (SUN et al.,
2014).

43



2.4 MODELOS PARA PREVISAO DO MODULO DE ELASTICIDADE PARA
NANOCOMPOSITOS POLIMERICOS

Quando mistura-se dois componentes, de natureza quimica diversa, de
qualquer dimensao ou forma, € necessario a existéncia de areas de contato entre eles.
Quanto maior for essa area, tanto maior sera a possibilidade de ocorrer uma interagao
de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (MANO, 1991). As propriedades
mecanicas de um compdsito “particulado-polimero” dependem basicamente do
tamanho, quantidade da particula e da interagdo/ades&o na interface matriz-carga (FU
et al., 2008), sendo a ultima extremamente importante quando se utiliza carga
nanométrica.

O uso de modelos para prever as propriedades mecanicas pode ajudar a
projetar um material compodsito, pois é possivel selecionar os materiais e as
quantidades que correspondem aos requisitos e propriedades para uma aplicagao
especifica (NEITZEL, 2012), além de diminuir a quantidade de amostras necessarias
para realizacdo de ensaios mecanicos.

O moddulo de elasticidade representa a rigidez do material a deformacao
elastica. Matematicamente é determinado pela divisdo da variacdo da tensdo pela
variacdo da deformacéo na fase de deformacéao elastica do material (GARCIA et al.,
2000). Como o mddulo de elasticidade das particulas sao geralmente muito maiores
que da matriz polimérica (Figura 20), o valor final do compdsito aumenta com adig&o
da carga desde que tenha uma distribuicdo uniforme na matriz, conforme assumido
na equacgao 1 (FU et al., 2008).
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Figura 20 — Modulo de elasticidade de um compdsito formado com copolimero Poli (LLA-co-CL) e

nanoparticulas de diamante (Adaptado de SUN et al., 2014).

Varias equacgdes empiricas e semi-empiricas foram propostas para prever o
modulo de elasticidade. Com base no pressuposto da particula ser rigida, Einstein em
1905 prop6s a seguinte equacgao (Fu et al., 2008):

Ec
—=1+25Vp (1)

Onde Ec e Em sdo os médulos de elasticidade do compdsito e da matriz
respectivamente e Vp € a fragao volumétrica da particula. No entanto, essa equacéao
€ valida somente para baixas concentracbes de particulas, onde assume-se uma
interacéo perfeita matriz-carga, uma distribuicdo homogénea da carga na matriz e ndo
leva em consideracao o tamanho da particula, mostrando uma relacao linear entre Ec
e Vp. Por esse motivo, diversos estudos propdem modificacbes nas equagdes de
Einstein (FU et al., 2008).

Alguns autores utilizaram o modelo proposto por “Lewis-Nielson”, que foi
adaptado por McGee; McCullough, 1991. Como no caso de Neitzel, 2012 para prever
o0 modulo de elasticidade de compdsitos epdxi-nanodiamante e comparar com 0s
resultados obtidos experimentalmente e Johnsen et al., 2007 que utilizaram para
prever o moédulo de nanocompdsitos epodxi-nanosilica. O moédulo de elasticidade é
dado por (JOHNSEN et al., 2007; NEITZEL, 2012):
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__ 1+(Ke-1)BVf
EC_—I—ﬁqu Em (2)

Onde Ec e Em sao respectivamente os modulos do compdésito e do polimero,
Vf é fragdo volumétrica da carga, B representa as diferengas entre o mdédulo do
polimero e da carga, y depende da forma e quantidade da carga e Ke representa a
forga da interface. Para matrizes poliméricas com coeficiente de Poisson < 0,5, Ke =
0,867 e Ke = 2,167 para interfaces fracas e fortes respectivamente. 3 e y podem ser
calculados pelas seguintes equagdes. Onde Vmax = 0,74 para cargas esféricas
(NEITZEL, 2012).

_ G

p= &Lt (ke-1)) (3)
_ a-ve) _ _

p=1+>—=[VmaxVf + (1 -=Vmax)(1 -Vf)] (4)

A figura 21 mostra os resultados o obtidos por Neitzel, 2012 comparados com

o0 modelo considerando uma interface forte entre matriz e carga (Ke=2,167).
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Figura 21 — Comparagéo entre o médulo de elasticidade experimental (ensaio de nanoindentagao) e o
calculado através do modelo proposto por Lewis-Nielson (Adaptado NEITZEL, 2012).

Neste trabalho, também foi utilizado o modelo de Lewis-Nielson para comparar
0 modulo de elasticidade dos nanocompdésitos obtido experimentalmente com o valor

calculado através do modelo.
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados com suas respectivas especificagdes sdo mostrados na

tabela 2.

Tabela 2 — Materiais utilizados nos experimentos.

Nanoparticulas

Nanoparticulas

Alcool
de diamante de diamante Cloroférmio
Material P(HB-HV) Etilico
sintético sintético (CHCIs)
(C2H60)
MOLTO® HYDROGEN P®
Carbodeon Ltd Carbodeon Ltd
Fornecedor PHB Industrial VETEC VETEC
Oy Oy
Mw-Mw/Mn 52.575 g/mol - 2,36 - - - -
Peso 46,07 119,38
Molecular g/mol g/mol
Temp. de
163 —177°C - - - -
fusao
1,25 g/cm3
Densidade (GANDINI; 3,1-3,2 g/lcm?3 3,1-3,2 g/lcm? -- --
BELGACEM, 2008)
Tamanho do
- 42+05nm 42+05nm - -
cristal
Pureza - 97% 97% 95 % 99,8 %
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3.2 METODOS

A figura 22 mostra o fluxograma descrevendo a sequéncia e atividades

desenvolvidas para realizacao deste trabalho.

Caracterizacao Preliminar
dos Componentes

Y

A
[ P(HB-HV) ] [ nD (Granulometria, MEV ]
(Cromatografia) FEG, DRX, FTIR, XPS)
\ 4 \4
V- R
Purificacao

Encapsulamento
9 (MEV, RMN, DRX) y

\ 4 \ 4

e I
Fabricagao dos Corpos
L de Prova )
\4 \4
Prensa Injetora
M10:1-P P(HB-HV), M10:1-l,
M20:1-1, H10:1-,
H20-1-I

\ 4

Caracterizacao Final do P(HB-HV) e Biocompésitos
(TGA, Perda ao Fogo, DSC, Flexao, Indentacao, MEV,
MEV-FEG, Modelo L-N, DMA e Biologicos)

Figura 22 — Fluxograma da metodologia utilizada no presente trabalho.

3.2.1 Caracterizagao preliminar do P(HB-HV)
3.2.1.1 Composicao
A composicao de P(HB-HV) foi determinada por cromatografia gasosa, a partir

dos produtos da propanolises, no laboratério de Bioprodutos da USP, conforme
metodologia descrita anteriormente (MENDONCA et al., 2017).
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3.2.1.2 Determinag&o da massa molar

A determinacdo da massa molar (Mw) e a polidispersividade (Mw/Mn) foi
realizada por um Cromatégrafo Shimadzu, modelo LC-20AD do laboratério da
IMA/UFRJ com detector de indice de refracdo diferencial. Foram utilizadas duas
colunas estireno-divinilbenzeno (1 Ultramicrostyragel Waters linear e 1 Shimadzu
GPC 803), o solvente foi o THF, temperatura da coluna 30°C e do detector de 40°C,

vazéao de 1,0 mL/min, volume de injecdo 20 pL e concentragao de 0,2% (p/v).

3.2.2 Caracterizagao preliminar dos nanodiamantes

3.2.2.1 Disperséao granulométrica dos aglomerados

O tamanho dos aglomerados de nanodiamante foi determinada utilizando dois
equipamentos distintos da SYMPATEC, o primeiro, HELOS, utiliza pressao de ar para
separar as particulas e tem capacidade de medicdo de 1 nm. As pressodes utilizadas
foram de 1 e 3 bar de acordo com a capacidade do compressor que estava ligado ao
equipamento. O ensaio foi realizado no laboratério da dpUnion em Sao Paulo. Devido
a restricdo de pressao por parte do compressor, foi feito uma segunda andlise a fim
de observar melhor o tamanho dos aglomerados utilizando o NANOPHOX, que utiliza
a aquisicao de intensidades de luzes dispersas das particulas sob movimento térmico
(principio da disperséo de luz dinamica), com capacidade de medi¢cao de 0,5 nm. A
tecnologia utilizada é a espectroscopia de correlagédo cruzada de fotons (PCCS), que
permite a analise de tamanho de nanoparticulas com alta resolugcdo em suspensodes

e emulsdes. O ensaio foi realizado no laboratério do SYMPATEC nos EUA.

3.2.2.2 Caracterizagdo morfologica

As nanoparticulas de diamante (Molto® e Hydrogen P®) foram caracterizadas
por meio da técnica de microscopia eletrénica de varredura com fonte de emissao de
campo MEV-FEG, de forma a obter-se micrografias com maior aumento e visualizar
suas dimensdes e geometrias. Para isso foi utilizado um MEV-FEG QUANTA 250 da
FEI localizado no Instituto Militar de Engenharia (IME).
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3.2.2.3 Avaliagéo da estrutura, pureza e tamanho do cristalito

A estrutura e pureza dos nanodiamantes foram avaliados através do
difratograma de raios-X (DRX). O tamanho do cristalito foi calculado utilizando a

equacao de Scherrer (equacgéo 5).

KA
Anir = FWHM X cos 6 (5)

Onde dnk € o0 tamanho do cristalito para o plano (hkl), K constante que depende
da forma do esferulitos (esfera=0,94), A comprimento de onda da radiagao utilizada
na analise, FWHM largura do pico a meia altura, 6 o angulo do pico difratado mais
intenso.

O equipamento utilizado € da marca Rigaku Ultima 1V, equipado com radiagao
de Cu-Ka (A= 1,5418 A), com passo de 0,02°, tempo de contagem de 4 s por passo,
variagao 20 de 10 a 100° e poténcia de 40 kV por 30 mA, localizado no anexo do
CCT/UENF.

3.2.2.4 Composigao e grupos funcionais da superficie
3.2.2.4.1 Espectrometria de infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR)

A analise foi realizada no laboratério de quimica da UENF em um equipamento
Modelo da Shimadzu modelo IRaffinity-1 pelo método de pastilhas de Brometo de
potassio. Inicialmente, o equipamento foi calibrado com uma pastilha de KBr (secado
previamente a 100°C por 2 h), no modo transmiténcia, faixa de numero de onda de
400 a 4000 cm™ com 40 scans. As pastilhas das amostras foram preparadas
misturando uma pequena quantidade da amostra (cerca de 5 mg) com cerca de 20
mg de Brometo de potassio espectroscédpico. A mistura foi, entdo, homogeneizada
com auxilio de almofariz e pistilo (feitos de agata) e prensadas em prensa mecénica
manual.

As pastilhas prontas foram colocadas nos porta amostras e analisadas uma de
cada vez no espectrémetro. O software IR Solution® foi utilizado para registrar e tratar

0s espectros obtidos.
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Os espectros caracteristicos foram principalmente avaliados na regido
infravermelho de ligagbes C=0 (1740-1757cm"), C-H (2853-2962cm-'), O-H (3280-
3675cm™ stretch e 1640-1660cm-! bend) (OSSWALD et al., 2006).

3.2.2.4.2 Espectroscopia de fétons elétrons excitados por raio-X (XPS)

A andlise de XPS teve como objetivo analisar as ligagdes quimicas na
superficie dos nanodiamantes e correlacionar a caracteristicas superficiais com as
propriedades dos biocompdsitos. Foi utilizado o equipamento (Figura 23) composto
de uma camara de anadlise de superficies com um canhdo de raios-X com
possibilidade de produzir feixes de Mg ou Al ndo monocromatizado da VG Thermo e
o analisador de elétrons hemisférico modelo Alpha 110 da VG Thermo, localizado na
PUC.

Para realizacido das analises, as amostras foram coladas em fita dupla face de
cobre e o feixe utilizado foi de Al (energia de 1486,6 eV) e para a detecgao foi
empregada no survey a energia de passagem de 50 eV e para os espectros

especificos de cada regidao a energia de 20 eV.

Figura 23 — Equipamento utilizado para analise de XPS (A), e entrada do canh&o de raio-X (B).
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3.2.3 Metodologia de preparagao dos nanocompoésitos

3.2.3.1 Purificagdo do P(HB-HV)

A purificagao foi realizada a partir da precipitagdo do P(HB-HV) em solugéo. O
cloroférmio foi utilizado como solvente em uma proporgao de 160 mL para cada 10 g
de polimero (SIQUEIRA, 2009; BARROS Jr., 2014; NETO, 2016; SIQUEIRA, 2017).
A mistura foi colocada em baldo volumétrico em refluxo até completa dissolugao do
polimero e posteriormente precipitado em alcool etilico resfriado em freezer
alcangando um temperatura de aproximadamente 0°C. Apds a precipitacao, a solugao
foi deixada em freezer por 24 h e depois centrifugada para separagao liquido/sélido

em centrifuga da marca Macro EV:025-M (Figura 24) por 3 min. O material sélido foi

colocado em estufa a 60°C até completa secagem do polimero (Figura 25).

Figura 25 — Polimero antes (A) e apds (B) o processo de purificagao.

52



3.2.3.2 Encapsulamento das particulas de nanodiamante para formacdo do
biocomposito P(HB-HV)/nD

Os nanodiamantes foram encapsulados no laboratério de polimeros do
SEPOL/LAMAV/UENEF. Antes de realizar o encapsulamento, o P(HB-HV) foi dissolvido
em cloroférmio e posteriormente o nanodiamante foi adicionado. A mistura (P(HB-HV),
nD e cloroférmio) foi colocada em refluxo por 4 h para melhorar a disperséo da carga
na solucdo. A metodologia de encapsulamento encontra-se em processo de
reinvindicacao de patente.

Foram preparadas duas composi¢gdes com cada nanodiamante (MOLTO® e
HYDROGEN P®). O material encapsulado produzido foi chamado de M10:1, M20:1,
H10:1 e H20:1. A letra significa o tipo de nanodiamante, o primeiro decimal significa a

proporgao de polimero e o segundo a proporgao de carga na mistura.

3.2.3.3 Confeccgao dos corpos de prova

As amostras para realizagdo do ensaios termomecanicos foram
confeccionadas no laboratério SEPOL/LAMAV/UENF de duas formas distintas para
avaliagao da influéncia do método de preparagao (Injetados x Prensados) e também
avaliagao da influéncia da natureza da superficie das cargas e quantidade de cargas
nas propriedades (Injetados).

e Em injetora

Foi utilizado uma mini injetora da marca Ray-Ran, modelo RR/TSMP (Figura
26 (D)) a uma temperatura de 174°C no barril e 100°C no molde. O material foi mantido
no barril por 15 min para completa homogeneizagédo da temperatura antes da inje¢cao
realizada a uma pressao de 6 bar.

Foram feitas amostras do polimero puro e dos biocompésitos produzidos com
ambos os nanodiamantes (Molto® e Hydrogen P®) nas dimensdes de 60x13x3 mm.
As amostras foram nomeadas da seguinte maneira: (P(HB-HV), M10:1-1 M20:1-I,
H10:1-1 e H20:1-I), sendo a primeira do polimero puro e as demais dos biocompésitos,
onde a primeira letra representa o tipo de nanodiamante, o primeiro decimal a fragao
de polimero, o segundo decimal a fracdo de carga e a ultima letra o0 método de
preparagao das amostras.
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e Em prensa utilizando um molde fabricado em ago inoxidavel

Os corpos de prova foram prensados em molde de ago inoxidavel no
equipamento da marca Marcone Ero Electronic, com uso de aquecimento uniforme
(forma anelar) da marca Marcone na lateral do molde a temperatura de 105°C e forca
de duas toneladas por 10 minutos formando corpos de prova nas dimensdes de
35x10x3 mm (Figura 26 (A, B e C)). Foram feitas amostras utilizando a formulagcéo do
biocompdsito polimero/nanodiamante Molto® com fragdo 10:1, que foi chamada de
M10:1-P.

MAREOM

Figura 26 — Prensa (A), aquecimento lateral (B), molde (C) e injetora (D).

3.2.4 Caracterizagao dos nanocompaositos

3.2.4.1 Analises realizadas nas microcapsulas e nos corpos de prova

3.2.4.1.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

No MEV foram analisados a morfologia do material encapsulado e da area de
fratura dos corpos de prova. Foram utilizados diferentes equipamentos conforme
disponibilidade: = marca  Shimadzu, modelo  SSX-550, disponivel no
CCT/LAMAV/UENF; marca Zeiss, modelo EVO MA10, disponivel no Ifes Campus

Vitéria; e marca JEOL, modelo JSM-7100F disponivel na ArcelorMittal Tubarao.
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As amostras foram colocadas em porta amostra e revestidas por uma camada

fina de ouro, evitando assim que as amostras sofressem descargas durante a analise.

3.2.4.2 Analises realizadas nas microcapsulas

3.2.4.2.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

O objetivo da analise foi determinar a influéncia das nanocargas no tempo de
relaxagdo das moléculas do P(HB-HV). Com isso, foi possivel avaliar o
comportamento da interface polimero/carga, ja que interagbes fortes entre eles
tendem a reduzir a mobilidade macromolecular na vizinhanca da superficie do reforco
em comparac&o com o restante da matriz (KUBAT et al.,1990).

Os ensaios foram realizados no Laboratoério de Solugbes em Relaxometria do
IMA/UERJ. O equipamento utilizado foi MARAN Ultra 0,54 T (23,4 MHz para o 'H) da
Oxford Instruments com didmetro de sonda de 18 mm. As condicdes experimentais
foram temperatura de 30°C, sequéncia de pulso de inversao-recuperagao (p180 -t -
p90 - acq), 7,5 us de duragéo do pulso de 90°, tempos de espera na recuperagao de
0,1-10000 ms, numero de valores de tempo de espera de 40, 4 escaneamentos, 1s

de reciclo e 4% de ganho de receptor.

3.2.4.2.2 Difragao de raio-X (DRX)

O percentual de cristalinidade do material encapsulado (M10:1, M20:1, H10:1
e H20:1) foi comparado com o polimero puro P(HB-HV).

O equipamento utilizado foi da marca Rigaku Ultima IV, equipado com radiagao
de Cu-Ka (A= 1,5418 A), com passo de 0,02°, tempo de contagem de 4s por passo,
variagao de 26 de 10 a 70° e poténcia de 40 kV por 30 mA, localizado no anexo do
CCT/UENF.
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3.2.4.3 Analises realizadas nos corpos de prova

3.2.4.3.1 Avaliagcao das propriedades térmicas

3.2.4.3.1.1 Anélise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica visou acompanhar a variagdo da massa da
amostra em fungédo da temperatura e teve como objetivo avaliar o efeito da adicao de
nanodiamante na estabilidade térmica da matriz polimérica, assim como a quantidade
de nanocarga efetiva nos corpos de prova. Foi utilizado o equipamento TGA Q5000
da TA Instruments, localizado na Unidade de Caracterizacido Térmica e Superficial
(UCTS/SEPOL/UENF) com temperatura entre 25 e 900°C e taxa de aquecimento de
10°C/min e fluxo de ar de 25 mL/min (Figura 27).

Figura 27 — Equipamento para analise de TGA.

3.2.4.3.1.2 Perda ao fogo

A anadlise de perda ao fogo teve como objetivo avaliar a quantidade de
nanocarga nos biocompositos para complementar as informagdes obtidas na analise

de TGA, uma vez que a quantidade de material utilizado para esta analise sera maior
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e mais representativa do volume como um todo do corpo de prova. Cerca de 1 g dos
biocompdsitos provenientes tanto do processo de encapsulamento como dos corpos
de prova, juntamente com a proporg¢ao relativa tedrica de P(HB-HV) e nanodiamante
foram aquecidos a 430°C e mantidos nessa temperatura por 2 h no forno da marca
EDG, modelo EDG3P-S (Figura 28). O material foi pesado antes e depois do processo
e entdo comparado os valores para obtencéo do teor de nanodiamante.

3
i

AT

Q 1’

Nanodiamante  Polimero Puro

Figura 28 — Forno (A) e amostras para queima (B).

3.2.4.3.1.3 Analise térmica por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A avaliagdo do comportamento térmico do P(HB-HV) e dos nanocompdsitos
foram realizados pelo uso da técnica de DSC. Através dessas analises SADAT-
SHOJAI et al., 2013, correlacionaram a influéncia das particulas na nucleagcao e
crescimento dos cristais poliméricos.

Para realizacdo da analise, foram retirados pequenos pedagos dos corpos de
prova e colocados em um cadinho de aluminio selado com orificio. O equipamento
utilizado foi o DSC 214 Polyma da Netzsch, com uma taxa de aquecimento de
10°C/min e um fluxo de nitrogénio de 20 mL/min. O processo foi realizado em trés
seguimentos distintos: 1° Aquecimento, resfriamento e 2° aquecimento com variagéo
de temperatura de -40 a 220°C. Através do DSC foram analisadas as possiveis
correlagdes entre as temperaturas, entalpias de cristalizagao e fusao (T¢, AHc, Tr e

AHf) e cristalinidade com a composi¢ao, tipo de nanodiamante e morfologia dos

57



nanocompositos. Com a entalpia de fusado foi calculada a cristalinidade do material
através da equacéo 6:

AH
Xe(0) = 53 (6)

Onde Xc (%) é a fragéo cristalina, AHr a entalpia de fusdo encontrada para a
amostra, AH¢° a entalpia de fusao do polimero 100% cristalino, que sera considerado
146 J/g (BARHAM et al., 1984) e f a fragdo de P(HB-HV) no compdsito.

3.2.4.3.2 Avaliagao das propriedades mecéanicas

3.2.4.3.2.1 Ensaio de flexao

A avaliagdo do desempenho mecanico (flexdo no sistema de trés pontos) das
amostras foi realizada na maquina universal de ensaios Instron, modelo 5582s (Figura
29), localizada no SEPOL/LAMAV/UENF. O mddulo de flexao/elasticidade (E), a
tensdo maxima (om) e deformagao maxima (€m) de flexdo foram calculados conforme

as equacbes 7,8 e 9:

3
E=1L m/4bd3 (7)
om = 3PLLyp 12 8)
a
Em =8 (9)
Onde:

b: largura do corpo de prova

d: espessura do corpo de prova

L: distancia entre os apoios

D: extensdao maxima

P: carga aplicada no ponto maximo da curva

m: inclinagdo da parcela inicial da linha reta da curva de carga por extensao
(Nxmm)
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Para determinagado do valor de “m” foi utilizado o programa Microsoft Excel na

construgdo da curva carga versus extensao e calculado o valor do coeficiente angular.

Figura 29 — Maquina Universal de Ensaios com a amostra durante o ensaio.

As condicbes de ensaios foram baseadas na norma ASTM D790 - 17. Foram
ensaiados quatro corpos de prova de cada formulacdo a uma velocidade de 0,5
mm/min. Os ensaios foram realizados em duas baterias com objetivos distintos:

e A primeira visou avaliar a influéncia do modo de preparagdo dos corpos de
prova (amostras M10:1-P e M10:1-1);

e A segunda avaliar a influéncia da quantidade e da natureza da superficie das
cargas nas propriedades (amostras P(HB-HV), M10:1-I, M20:1-1, H10:1-l e
H20:1-I).

Os resultados obtidos foram comparados com o previsto através do modelo
“‘Lewis-Nielson” (equagdes 2, 3 e 4), utilizado por Johnsen et al., 2007 e Neitzel, 2012.
Para os calculos foi utilizado o valor do médulo de elasticidade do P(HB-HV) obtido
através desse trabalho e o mddulo de elasticidade do nanodiamante obtido na
literatura. Foram feitas simulagdes com diferentes valores de mdédulo de elasticidade
para o nanodiamante: 560 GPa (POPQV et al., 2017), 967 GPa (ZHAO et al., 2010) e
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1220 GPa (NEITZEL, 2012) e notou-se que houve pequena variagdo no valor de beta,
somente a partir da terceira casa apos a virgula. Variagdes expressivas sé ocorriam
se 0 médulo da carga e matriz ndo possuissem ordens tao distantes como no caso do
nanodiamante e P(HB-HV). Zhao et al., 2010 estudaram o efeito da adi¢gdo de
nanodiamante até 5% em uma matriz de PLLA. Eles utilizaram o modelo de Reuss
and Voigt para prever o modulo de elasticidade. Como a quantidade de carga, a
granulometria e densidade dos nanodiamantes utilizados neste trabalho sao similares
as utilizadas por eles, foi adotado o mesmo valor de mdédulo de elasticidade (967 GPa)

para fins de simulagao.

3.2.4.3.2.2 Ensaio de indentagéo

A avaliagdo da modulo de elasticidade também foi realizada por meio de 7
pequenas indentacdes na superficie de um corpo de prova de cada formulacéo,
através do ensaio de dureza, utilizando o equipamento ultra-microdurémetro, modelo
DUH 201S, da Shimadzu com carga de 30 mN e indentador Vickers localizado no Ifes

Campus Vitoria (Figura 30).

Figura 30 — Ultra-microdurémetro com a amostra durante o ensaio.
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3.2.4.3.3 Analise dindmico mecénico (DMA)

A avaliagao das propriedades termomecanicas foi realizada por meio de analise
dindmico mecanica, no equipamento DMA Q800 TA instruments, localizado no
Instituto de Macromoléculas (IMA) da UERJ, com parédmetros de trabalho de 1 Hz de
frequéncia, amplitude de 10 uym, forca estatica de 0,1 N. A analise foi realizada a partir
de -120°C até 150°C, com uma taxa de aquecimento de 3°C/min.

Foram determinados médulo de armazenamento (E’), modulo de perda (E”) e
modulo de amortecimento (tan Delta). E’ esta associado a absorgéo de energiae o E”
a dissipacéo de energia pelo material. Tan Delta, € dada pela razédo entre o E” pelo
E.

A efetividade do refor¢co na rigidez do material foi calculada baseada na
metodologia usada por Pothan et al., 2003 em comp0sitos de poliéster reforcados com
fibra de banana através do coeficiente C (equagdo 10), onde E’'v é o modulo de
armazenamento em uma temperatura da regido vitrea e E’b moddulo de
armazenamento em uma temperatura na regidao “borrachosa” tanto para o compésito
(numerador) e polimero (denominador). Quanto menor o valor, maior sera a
efetividade (POTHAN et al., 2003). Como o polimero usado para todas as formulagdes
€ 0 mesmo, logo o denominador sera igual para todos. Assim, a avaliacdo da

efetividade foi realizada usando somente o numerador.

E'V/E'b composito
C= P (10)

E'V/ i
E’b polimero

3.2.4.3.4 Microscopia eletrénica de varredura com fonte de emissao de campo
(MEV-FEG)

As superficies de fratura foram caracterizadas por meio da técnica de
microscopia eletrénica de varredura com fonte de emissdo de campo MEV-FEG, de
forma a obter micrografias com maior aumento e visualizar a distribui¢ao e interagao
da carga com matriz. Foi utilizado o equipamento MEV-FEG QUANTA 250 da FEI
localizado no Instituto Militar de Engenharia (IME).
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3.2.5 Ensaios bioldgicos “in vitro”

Os ensaios in vitro foram realizados para verificar se o biocompésito formulado
apresenta caracteristicas toxicas ou induz alguma resposta inflamatéria no meio de
cultura celular onde foi adicionado; os testes foram realizados no Laboratério de
Biologia do Reconhecer (LBR/CBB/UENF).

3.2.5.1 Cultura de macrofagos RAW 264.7 e experimentacao

As células da linhagem de macroéfagos murinos RAW 264.7(ATCC, TIB-71)
foram cultivadas em garrafa de 25 cm? com meio Dulbecco’s Modified Medium F-12
(DMEM/ F12, Gibco BRL), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL)
em estufa a 37°C e 5% de COz2, com troca de meio a cada dois dias. Quando a cultura
atingiu 90% de confluéncia celular, os macréfagos foram usados para os
experimentos.

Nos experimentos, os macréfagos foram plagueados na concentragéo de 4x10°
células por pogco em placas de 24 pocos (Costar) contendo 1 mL de meio de cultura,
na presenga ou ndo de fragmentos dos compostos. As culturas foram mantidas em
estufa a 37°C e 5% de COz2 por sete dias. O meio de cultura nao foi trocado durante o
periodo de experimentacdo. Nos dias 1, 2, 6 e 7 de cultivo, 50 yL de sobrenadante da
cultura foi coletado de 4 diferentes pocos para analise da indugao de producao de NO
(oxido nitrico) pelos compdésitos. Alguns pogos da placa foram tratados com 1 ug/mL
de LPS e coletados os sobrenadantes apés 24 h, estes foram usados como controle
positivo da produgéo de NO. Os sobrenadantes coletados foram mantidos congelados
a -80°C até o momento da analise.

Para avaliar a citotoxicidade dos materiais, as culturas foram observadas por
microscopia optica utilizando microscépio invertido Nikon TS100 e as imagens foram
capturadas em 1 e 7 dias apds o inicio do experimento, foram capturadas com a
camera AxioCam (Zeiss) e analisadas com o programa AxionVision (Zeiss), de forma
a analisar a influéncia dos compdsitos no crescimento celular. Para o controle e as
amostras M10:1-P e M10:1 | (BARCELOS et al., 2017) foi feita também a analise da
viabilidade celular através de coloragdo com solucéo de 2% de tripan blue, corante de

células necroticas, para avaliar a citotoxidade dos compdsitos.
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3.2.5.2 Quantificagcdo de NO pela Reacao de Griess

A quantificagao de NO foi feita pela reacao de Griess. O volume de 50 pL foi
misturado com 50 ul da solugéo A (2,5 mL de acido fosférico, 0,5 g de sulfanilamida,
47,5 mL de H20 de milliQ) e solugdo B (0.05 g de N-1-naphitiletilienodiamida, 50 mL
de H20 de milliQ) de Griess (vol/vol) numa placa de 96 pogos e incubado por 10
minutos na estufa a 37°C. A leitura foi feita em leitor de microplacas (leitor de ELISA
(Dynatech MR5000), no comprimento de onda de 570 nm. A curva padréao foi feita
utilizando diluicdes de NaNOs de 200 uM a 1.56 uM.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO PRELIMINAR DO P(HB-HV)

Foram analisadas cinco amostras e conforme observado na figura 31 o
polimero possui alta pureza (> 95%) e uma média de 6,2 mol% de 3HV, caracterizando
um copolimero P3(HB-co0-6,2%HV) indicado no texto como P(HB-HV). Ja através do
ensaio de GPC (Figura 32) apds purificagdo do copolimero foi determinada uma
massa molar ponderal média (Mw) de 52.575 g/mol e polidispersividade (Mw/Mn) de

2,36.

mol (%)

%PHA %3HB %3HV

Figura 31 — Valores % de 3HB e 3HV na composi¢do do P(HB-HV).
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Figura 32 — Cromatografia de permeagédo em gel (GPC). Tempo de eluigdo e calculo dos valores de

Mw e Mw/Mn para o P(HB-HV).
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4.2 CARACTERIZAGAO PRELIMINAR DO NANODIAMANTE MOLTO® E
HYDROGEN P®

4.2.1 Morfologia e granulometria

Os resultados de granulometria foram obtidos primeiramente pelo HELOS
(Figuras 33 e 34). Percebe-se que naturalmente os graos do nanodiamante Hydrogen
P® tendem a ser menos aglomerados que o Molto®. No entanto, com o aumento da
presséo, a desaglomeragao se mostra mais efetiva com os nanodiamantes Molto®,
pois 0s mesmos apresentaram uma redugao dos aglomerados Xso de 3,81 para 2,22
Mm, ou seja uma redugao de 41% que foi mais efetiva em comparagdo com o
Hydrogen P® que apresentou uma reducgado de Xso de 2,42 para 2,02 ym, ou seja,
16%. Ainda que os nanodiamantes apresentem tamanho que correspondem a
nanoparticulas (tamanho do cristal de 4,2 + 0,5 nm conforme informado pelo

fabricante), percebe-se que ambos encontram-se bastante aglomerados.
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Figura 33 — Granulometria do nanodiamante Hydrogen P® com medi¢ao para pressao aplicada durante

0 ensaio de 1 bar e 3 bar.
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Figura 34 — Granulometria do nanodiamante Molto® com medi¢&o para pressao aplicada durante o

ensaio de 1 bar e 3 bar.

O segundo método utilizado para avaliagdo da granulometria (NANOPHOX),
mostrou os aglomerados em dimensdes nanométricas para ambos os nanodiamantes,
no entanto o Molto® apresentou aglomerados em dimensbes menores que O
Hydrogen P®, como também foi observado através das micrografias (Figura 37) e com
as medigdes de granulometria feitas pelo HELOS. Conforme pode ser observado nas
figuras 35 e 36, o diamante Molto® apresentou 90% do material analisado com
aglomerados menores que 412,9 nm, ja o nD Hydrogen P® apresentou 90% do

material com aglomerados menores que 2031,3 nm.
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Figura 36 — Granulometria do nanodiamante Molto®.

Como os nanodiamantes tem uma alta tendéncia de aglomeracgao, devido a sua
grande area de superficie/volume e muitos grupos funcionais na sua superficie
(hidroxilo, carbonilo, éter, amina, amida, etc.) (KULAKOVA, 2004), isso explica o fato
de ambos se apresentarem com aglomerados micrométricos (Figuras 33 e 34) e
nanomeétricos (Figuras 35 e 36).

De acordo com o fabricante, o nD Hydrogen P® apresenta densidade de

empacotamento maior que nD Molto®. Isso provavelmente pode ser causado pela
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afinidade maior entre as particulas apos a hidrogenagao, o que pode ter contribuido
para uma maior aglomeragao.

Através das micrografias obtidas pelo MEV FEG (Figura 37) observa-se que
ambos 0s nanodiamantes possuem graos inicias em ordem nanomeétrica, no entanto,
estdo aglomerados. O nanodiamante Hydrogen P® apresenta uma aglomeragao bem
evidente, formando “placas” conforme mostrado pelas setas em vermelho. Ja o
diamante Molto® se mostra mais disperso, mesmo com presenca de um aglomerado

em destaque no centro da figura 37 B e C.

Figura 37 — Micrografia obtida através do MEV FEG com aumentos de 50000x, 40000x e 30000x para
os nanodiamantes Molto® (A, B, e C) e Hydrogen P® (D, E e F).

4.2.2 Avaliagao da estrutura, pureza e tamanho do cristal

A pureza e tamanho dos cristais foram obtidos pelo DRX. Os difratogramas dos
nDs utilizados neste estudo sdo mostrados na figura 38. Foram identificados trés picos
nas posicoes 26: 43,66, 75,06 e 91,22° para o nD Molto® e nas posi¢des 20: 43,74,
75,24 e 91,52° para o nD Hydrogen P® correspondentes aos planos (111), (220) e

(311), respectivamente, que de acordo com Tomita et al., 2002 e Huang et al., 2012
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sao picos tipicos da estrutura cristalina do diamante. No entanto, especificamente para
nD Hydrogen P® também é possivel notar a presenga de um halo amorfo largo e de
intensidade mais baixa que o primeiro pico entre os angulos 26 de 15 e 38° referente
a presencga de carbono amorfo (MANOJ; KUNJOMANA, 2012; HUANG et al., 2012).
Percebe-se também um pico cristalino de baixa intesidade na posicao 20 em 31,64°
que pode estar associado ao plano cristalino (002), caracteristico do grafite
(BARNAKOQV et al., 2015). Silva et al., 2013 também observaram um pico cristalino de
baixa intensidade (002) para nanocompdésitos epoxidicos com 0,1% de grafite natural.
A auséncia de picos relacionados a estrutura grafiica ou outras
estruturas/substancias para o nD Molto® demonstra se tratar de um diamante de alto
grau de pureza. Usando a equacao de Scherrer (equacéo 5) foi possivel obter o
tamanho do cristal através da posi¢ao do pico e sua largura a meia altura (FWHM).
Usando o plano (111) para esses calculos, por ser o mais intenso, foi calculado um
cristal de 3,7 e 3,8 nm para nD Molto® e Hydrogen®, respectivamente. O valor

encontrado é proximo de 4,2 £ 0,5 nm, que foi informado pelo fabricante.
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Figura 38 — Difratograma de raio-X das particulas de nD.
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4.2.3 Composigao e grupos funcionais da superficie

Os resultados obtidos pelos espectros gerados com a analise de FTIR, sao

mostrados nas figuras 39 e 40.
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Figura 39 — Espectro de FTIR do nD Molto®.

De acordo com os resultados encontrados (Figura 39) no espectro do
nanodiamante Molto®, os picos atribuidos foram em 3447 cm™' correspondendo as
vibragdes da ligagdo O-H, oriunda da agua adsorvida e também devido a contribuigdo
de hidroxilas (OSSWALD et al., 2006; MITEV et al., 2007); a faixa de 2540-2000 cm"
', ndo s3o relacionados a nenhuma ligagéo presente na superficie, mas causados por
interferéncias devido a subtragdo do CO2 atmosférico pelo software; em 1737 cm™
relativo a ligagdo C=0 do grupo COOH (OSSWALD et al., 2006; MA et al., 2016); na
faixa de 1631-1550 cm™! 0 mais intenso corresponde ao modo de dobramento de O-H
e o outro ao modo de vibragédo da N-H da amida (JEE; LEE, 2009; MITEV et al., 2007;
OSSWALD et al.,, 2006); em 1381 cm™ corresponde a absorgdo intrinseca do
diamante; entre 1000-1260 cm' relacionados a vibragdo C-O do grupo hidroxila
(SHENDEROVA et al., 2011) e em 952 cm™' é relativo ao modo de dobramento da

amina primaria (JEE; LEE, 2009).
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Figura 40 — Espectro de FTIR do nD Hydrogen P®.

No caso do nanodiamante Hydrogen P® (Figura 40), € possivel ver os mesmos
picos do Molto®, com excegdo em 1737 cm', 1550 cm-1 e 950 cm™'). No entanto, o
espectro mostra o acréscimo de dois picos em 2945 cm™' e 2884 cm™' referentes as
vibragdes C-H que sao presumivelmente a superposicdo de varias vibragbes de
alongamento de diferentes grupos de hidreto (SHENDEROVA et al., 2011;
KOROLKOQYV et al., 2007). OSSWALD et al., 2006 encontrou 0s mesmos picos apds
hidrogenagao dos nanodiamantes. O desaparecimento das bandas de absorg¢ao a
1740 cm™' e 1560 cm™' e 0 aumento das intensidades das bandas C-H (2942 e 2878
cm™') sdo as alteragbes mais evidentes no espectro de FTIR apds a hidrogenagéo
(KOROLKOQV et al., 2007).

Portanto, ambos os nanodiamantes apresentam superficie rica em grupos
funcionais, sendo que o0 nanodiamante Hydrogen P® apresenta bandas
caracteristicas de tratamento superficial de hidrogenacédo, o que remete a ele um
carater superficial mais hidrofobico (MOCHALIN et al., 2012).

Completando a analise superficial, podemos observar que os espectros XPS
(Figuras 41 a 48) exibem a presenga de carbono, oxigénio e nitrogénio para ambos

os nanodiamantes. As areas de niveis principais sdo de C1s, O1s e N1s, com
71



concentragdes atdmicas para o nD Molto® 90,64%, 7,57% e 1,80% (Figura 41) e nD
Hydrogen P® 96,23%, 2,64% e 1,23% (Figura 42), respectivamente. Nota-se um
decréscimo na intensidade do pico de oxigénio para o nD Hydrogen P® (Figuras 43 e
44). Essa reducdo também foi observada por Girard et al., 2010 apds realizar
hidrogenagdo em nanodiamantes. Isso é esperado uma vez que o tratamento com
hidrogénio causa a formagao de novos grupos de hidretos principalmente devido a
reducao e destruicao de grupos contendo oxigénio (KOROLKOQV et al., 2007), que sao
basicamente os grupos hidroxila, éter, carbonila e acido carboxilico (SHENDEROVA
et al., 2011).
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Figura 41 — XPS do nD Molto® mostrando picos C1s, O1s e N1s.
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Figura 42 — XPS do nD Hydrogen P® mostrando picos C1s, O1s e N1s.
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Figura 43 — Deconvolugao da curva O1s para o nD Molto®.
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Figura 44 — Deconvolugéo da curva O1s para o nD Hydrogen P®.

As figuras 45 e 46 mostram respectivamente as deconvolug¢des das curvas C1s
para o nD Molto® e Hydrogen P®. Em fungdo da assimetria dos picos, as
contribuicdes podem ser atribuidas principalmente as ligacbes C-C, e em menor
escala provavelmente as ligagdes C-O, C=0, C-N, COOH (ZHAO et al., 2015;
GIRARD et al., 2010; NIEDZIALKOWSKI et al., 2015-A; NIEDZIALKOWSKI et al.,
2015-B).
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Figura 45 — Deconvolugao da curva C1s para o nD Molto®.
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As figuras 47 e 48, mostram respectivamente as deconvolugbes das curvas
N1s para o nD Molto® e Hydrogen P®. No caso do nD Molto® observa-se um pico em
399,5 eV e para o nD Hydrogen P® trés picos, sendo o principal em 400,1 eV, o
segundo em 403,4 eV e o menor em 397,6 eV que provavelmente podem ser
atribuidos as ligacbes do nitrogéncio com hidrogénio, carbono, oxigénio
(NIEDZIALKOWSKI et al., 2015-A; NIEDZIALKOWSKI et al., 2015-B; KIRMANI et al.,
2015).
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Figura 47 — Deconvolugao da curva N1s para o nD Molto®.
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Figura 48 — Deconvolugéo da curva N1s para o nD Hydrogen P®.
Os resultados demonstram que os nanodiamantes sdo superficialmente
diferentes, uma vez que o pico principal de oxigénio do nD Hydrogen P® mostra queda

se comparado com Molto®, caracterizando que o tratamento superficial de

hidrogenacao foi eficiente.

4.3 CARACTERIZACAO DOS NANOCOMPOSITOS
4.3.1 Caracterizacao das microcapsulas P(HB-HV)/nD
Apods o processo de encapsulamento, o material obtido apresentou coloracao

mais escura que o P(HB-HV) puro, devido a adigdo dos nDs e uma aparéncia de um

po extremamente fino para todas as formulagdes (Figura 49).
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Figura 49 — P4 formado pelas microcapsulas obtido através da metodologia de encapsulamento.

Ao analisar no MEV, nota-se que em todas as formula¢des foram formadas
microcapsulas de geometria esféricas com didmetros variando na faixa de 1-15 pym
(Figura 50). Isso mostra que o processo de encapsulamento foi eficaz propiciando a
distribuicdo dos nanodiamantes na matriz de P(HB-HV) e favorece o contato matriz-

carga.
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Figura 50 — Microcapsulas formadas pelo processo de encapsulamento. M10:1 (A), M20:1 (B), H10:1
(C) e H20:1 (D). Aumento 2000x.

O encapsulamento realizado dos nanodiamantes, assim como a eficiéncia do
contato entre estes e a matriz, foi objeto de estudo com auxilio da técnica de analise
de ressonancia magnética de baixo angulo (RMN), na qual foi possivel obter os
valores de relaxacgéo spin-rede, indicado pelos valores de T1H. Esses dados geram
respostas sobre a mobilidade molecular do polimero no seu estado sélido, neste caso
na microcapsula. Os valores descritos na tabela 3 trazem o ajuste das curvas de
relaxagdo com apenas 1 exponencial. A curva de distribuigao (Figura 51) traz a inversa
de Laplace das curvas de relaxagao, com o melhor ajuste exponencial possivel, que
pode ser de uma ou mais exponenciais. Logo na tabela 3 observa-se o valor médio
de T1H que é fruto da combinagao ponderal dos dominios mostrados na figura 51.

Baseado nos valores obtidos para T1H, o tipo de nanodiamante e as diferentes
proporg¢des inseridas na matriz P(HB-HV) capsular promoveram diferentes mudancas
na mobilidade molecular dos sistemas. Essas alteragcdes estdo relacionadas aos
diferentes graus de interagdo nanoparticula/matriz, refletida na homogeneidade dos

sistemas (KUBAT et al., 1990). O aumento do valor de T1H esta associado a menor
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mobilidade das cadeias de polimero (IULIANELLI et al., 2016). Nota-se que as
amostras H10:1 e H20:1, apesar de terem a superficie mais hidrofébica que favorece
a interagcdo com a matriz, apresentaram valores menores de T1H se comparado ao
P(HB-HV) e as amostras M10:1 e M20:1. A maior redugéo é observada para amostra
H10:1, inclusive em relacdo a H20:1. Isso evidencia que esse efeito € devido aos
aglomerados em maior tamanho observado no nanodiamante Hydrogen P® conforme
detectado no ensaio de granulometria (Figuras 33 a 36). Os aglomerados
encapsulados acabam impedindo o contato da matriz de P(HB-HV) com todas as
nanoparticulas prejudicando o aumento da rigidez do nanocompdsito. Zhao et al.,
2010 observaram que quanto maior a quantidade de diamantes adicionada numa
matriz de PLA, maiores tamanhos de aglomerados foram observados. Sendo assim,
com o aumento da carga na amostra H10:1, aumentou também a quantidade e
tamanho dos aglomerados disperso pela matriz impedindo uma diminuig&o efetiva da
mobilidade das cadeias. Isso também explica o fato da amostra M20:1 apresentar
maior valor de T1H, ja que a mesma possui menor quantidade de carga que a amostra
M10:1 e o0 no caso dos nanocompdsitos com nD Molto® os maiores valores podem

ser associados ao fato de apresentarem suas particulas menos aglomeradas.

Tabela 3 — Valores de T1H para o P(HB-HV) e as formula¢des M10:1, M20:1, H10:1 e H20:1.

Material T.H (ms)
Polimero P(HB-HV) 463
M10:1 471
~ M20:1 476
Formulacgdes
H10:1 395
H20:1 462
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Figura 51 — Curva de dominios do P(HB-HV) e das formulagdes M10:1, M20:1, H10:1 e H20:1.

Complementando a analise dos nanocompésitos com o DRX, nota-se na figura
52, que de acordo com os picos, o perfil de difragdo da amostra de P(HB-HV) é muito
similar e com mesmos picos tipicos do homopolimero PHB, que apresenta os planos
de reflexao (020), (110), (021), (101), (111), (121), (040), (002) (200) (SANTOS et al.,
2017). Essa similaridade ja era esperada devido ao baixo conteudo de 3HV do P(HB-
HV) utilizado no polimero em estudo, ja que que o P(HB-HV) com até 30% mol de HV
cristaliza com a mesma estrutura do PHB, pois até essa composigédo as unidades de
HV séo ordenadas pela rede do PHB (BLUHM et al., 1986). Galego et al., 2000
verificaram que o P(HB-HV) com 8, 12 e 24% em mol de 3HV apresentou estrutura
cristalina similar ao PHB (ortorrdbmbica). O mesmo resultado também foi verificado por
Thiré et al., 2011 para o P(HB-HV) com 3% em mol de 3HV.

As formulacées M10:1, M20:1, H10:1 e H20:1 nao tiveram alteragdes
significativas na posigao dos picos, permanecendo com a mesma estrutura cristalina
do polimero puro. Pequenas mudancgas sao percebidas somente na intensidade dos

picos, o que fez que com que a cristalinidade fosse alterada (Figura 52).
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Figura 52 - Difratogramas do P(HB-HV) e das formula¢gdes M10:1, M20:1, H10:1 e H20:1 (Adaptado de
BARCELOS et al., 2017).

Na tabela 4 s&o apresentadas as cristalinidades calculadas para as
formulagdes. Todas as formulagdes dos nanocompdsitos apresentaram diminui¢ao da
cristalinidade em comparagdo com o P(HB-HV), principalmente para a formulagéo
H10:1. Chen e Wang, 2002 também verificaram diminuigdo da cristalinidade de
compositos com cargas de fosfato de calcio (TCP) e hidroxiapatita (HA) em uma matriz
de P(HB-HV) para todas as formulacgdes testadas (10, 20 e 30% em volume de carga).
Ja Jee e Lee, 2011 verificaram que ao adicionar nanodiamante de 5 nm em uma matriz
de polietileno de baixa densidade (PEBD), as cristalinidades dos compdsitos
aumentaram em relacao ao polimero puro para quantidades de até 5% em massa de
carga. Acima desse valor, foi registrada uma queda crescente com o aumento de
carga na cristalinidade. De acordo com os autores, esse efeito aconteceu devido a
competicao entre os efeitos de nucleagéo e retardo (bloqueio) da cristalizagao.

Ou seja, as particulas de nanodiamante em baixos teores atuam principalmente
como um agente nucleante para a cristalizacdo do polimero, aumentando a
cristalinidade. No entanto, com cargas mais elevadas, mesmo atuando como agentes
de nucleagdo, agem ao mesmo tempo impedindo o movimento dos segmentos da
cadeia polimérica, atrapalhando o crescimento dos cristais (JEE; LEE, 2011). Como a

quantidade efetiva de nanodiamante utilizada para obtencido das formulacdes neste
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estudo foram superiores a 4,7% em massa, valor obtido pelo ensaio de perda ao fogo
(Figura 59), pode-se deduzir que a queda na cristalinidade foi influenciada pela
restricdo do movimento dos segmentos das cadeias poliméricas.

Os resultados de RMN demonstraram maior restricdio no movimento das
cadeias poliméricas para os compositos formulados com o nD Molto® e isso pode ter
contribuido para queda na cristalinidade se comparado com o polimero puro. No
entanto, apesar da mobilidade nao ter sido restringida na mesma intensidade para os
compositos formulados com nD Hydrogen P®, ja que a carga se apresenta mais
aglomerada que o nD Molto®, isso fez com que a melhor dispersao das nanocargas
nos compositos M10:1 e MZ20:1, atuassem mais efetivamente como agentes
nucleantes, o que explica apresentarem maiores valores cristalinidade se comparados

com os compositos H10:1 e H20:1.

Tabela 4 — Cristalinidade das formula¢des obtidas através as curvas do DRX (Adaptado de Barcelos et
al., 2017).

Material % Xc

Polimero P(HB-HV) | 60,97
M10:1 57,59
M20:1 58,24
H10:1 56,84
H20:1 57,67

Formulacgdes

4.3.2 Caracterizagao dos corpos de prova P(HB-HV)/nD

Os corpos de prova utilizados para as analises de TGA, perda ao fogo, DSC,
DMA, flexdo e indentagdo foram confeccionados em prensa e injetora com as
microcapsulas obtidas apds o processo de encapsulamento (Figura 50).

E mostrado na figura 53 corpos de prova de diferentes tamanhos produzidos

na prensa e na injetora.
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P(HB-HV)

Figura 53 — Corpos de prova produzidos dos nanocompdsitos na prensa (A), na injetora para
comparacgao do tipo e quantidade de carga (B) e do polimero puro na injetora (C).

4.3.2.1 Avaliacao das propriedades térmicas

Pequenas partes de trés regides diferentes dos corpos de prova foram retirados
para realizar as analises termogravimétricas (TGA), com objetivo de associar o
comportamento térmico dos nanocompadsitos produzidos as interagdes com a matriz
dos nanodiamantes com superficies contendo funcionalidades diferentes e avaliar a
distribuicao deste na matriz para cada formulacao.

Os valores referentes as quantidades de nanodiamantes presentes nos
fragmentos analisados de cada formulagao estdo indicados nas figuras 54 a 58 e os

teores médios de nD residual obtidos foram listados na tabela 5.

Tabela 5 — Teores médios e dispersdo de nD para todas as formulagdes.

Material nD residual (%)
M10:1-P 7,9+0,6
M10:1-1 7,2%0,2
Nanocompdsitos M20:1-1 4,4+0,1
H10:1-I 8,4+0,1
H20:1-I 50+0,8
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Ha uma diminuicdo no teor de nD em relagao as solugdes iniciais preparadas
com proporgdes polimero/carga de 10:1 e 20:1 para ambos nD, Molto® e Hydrogen
P®. Essa diferenca € justificada pela perda de material nas parede do equipamento
durante o processo de encapsulamento. Nota-se também que para todas as
formulagées ndo houve variagéo significativa na quantidade de nanocarga presente
nas regides distintas dos corpos de prova. Tal observagdo descreve uma
homogeneidade na distribuigdo das cargas ao longo dos corpos de prova utilizando a

metodologia de encapsulamento prévio a sua conformagao.

119

*—— M10:1-Pa
8-——  M10:1-Pb
+— - MI0:1-PC

99

79

Residue:
7.5%
(0.58mg)

59

Massa (%)

Residue:
7.7%
{0.56mg)

39

Residue:
8.6%

(0.60mg)
19

o =0 a0  e0 800

Temperatura {°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 54 — Curvas termogravimétricas de trés regides distintas do corpo de prova do nanocompdsito
M10:1-P.
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Figura 55 — Curvas termogravimétricas de trés regides distintas do corpo de prova do nanocomposito
M10:1-1.
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Figura 56 — Curvas termogravimétricas de trés regides distintas do corpo de prova do nanocomposito
M20:1-1.
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Figura 57 — Curvas termogravimétricas de trés regides distintas do corpo de prova do nanocomposito
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Figura 58 — Curvas termogravimétricas de trés regides distintas do corpo de prova do nanocomposito
H20:1-I.
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Para realizagdo das analises de TGA, foram utilizadas amostras de pequena
massa, entre 5 e 10 mg. Diante disso, realizaram-se analises de perda ao fogo, em
que amostras em torno de 1 g de cada formulagao foram submetidas a aquecimento
em uma estufa a 430°C, com o intuito de alcangar um resultado mais representativo
do material em relagdo a massa residual de nD.

E mostrado na figura 59 que todas as formulagdes apresentaram uma queda
no seu teor de nanocargas em relagao ao teor preparado em solugao. Esse resultado
esta de acordo com o observado em TGA. Também é observado que o nD Hydrogen
P®, em suas duas formulagdes, apresenta uma perda menor, se comparado ao nD
Molto®. Uma provavel explicagdo para isso encontra-se em seu carater hidrofébico
semelhante ao do P(HB-HV), o que permite melhor compatibilidade superficial entre

eles, diminuindo a perda no processo.

Perda ao Fogo

7,5

%nD

4,7

[-L:0LN
|- 1:0CN
|- L:0lH
|- 1:0¢H

Figura 59 — Teores de nD residual obtidos por perda ao fogo.

Por apresentar menor variacdo dos valores residuais de nD no TGA, analisou-
se também uma amostra de encapsulados de formulacdo M20:1 e comparou o seu
teor residual de nD com o teor do corpo de prova da mesma formulagao para verificar
se existia alguma perda de nanocarga no processo de inje¢do. Conforme mostrado
na figura 60, as quantidades residuais encontradas sao proximas, indicando que nao
ha perdas consideraveis de material entre essas duas etapas do processo. Isso
confirma que a perda observada é decorrente do processo de encapsulamento, assim

como suposto anteriormente.
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Figura 60 — Teores de nD residual no material encapsulado e no corpo de prova.

Além dos nanocompésitos produzidos, o P(HB-HV), o nD Molto® e o nD
Hydrogen P® também foram analisados por TGA (Figura 61 a 63). Foi possivel
observar que ambos nD apresentam estabilidades térmicas parecidas, com perda
desprezivel de massa decorrente da perda inicial de agua, como mostra a figura 61.
O nD Hydrogen P® apresenta uma queda um pouco maior, provavelmente devido ao
maior teor de agua. Ocorreu um evento unico para os dois nDs, no qual ha perda
intensa de massa a partir de 527,8°C (Tonset) para o nD Molto® e 530,2°C para o nD
Hydrogen P®. O valor maximo da taxa de perda de massa é atingido em 566,2 (Tmax)

e 567,0°C, respectivamente.
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Figura 61 — Curvas termogravimétricas dos insumos puros e dos nanocompositos.

O P(HB-HV) apresenta perda inicial praticamente nula, se comparado aos nDs.
Isso é justificado por sua hidrofobicidade. A 245,4°C (Tonset) inicia-se o processo de
degradagao, também em etapa unica, e sua taxa de perda de massa maxima é
registrada em 259,6°C (Tmax).

Os nanocompdsitos apresentam mais de um evento de perda de massa, mas
sua primeira etapa é a mais significativa, relacionada a degradacéo do polimero. A
segunda refere-se aos nDs presentes no material. De forma geral, percebe-se que a
incorporagao dos nDs, tanto Molto®, quanto Hydrogen P®, eleva a temperatura de
inicio de degradagdo se comparada com a temperatura observada para P(HB-HV)
puro. Sugere-se que esse aumento da Tonset € cOnsequéncia das interagdes inter e
intra moleculares polimero/carga, que afetara, a temperatura de inicio de degradacgéao.

Normalmente a incorporagao de particulas inorganicas em matrizes poliméricas
tendem a aumentar a estabilidade térmica do material. Interacdes entre polimero e
carga, efeito de barreira e boa dispersdo da carga s&o alguns dos principais fatores
que contribuem para melhorar a estabilidade térmica do polimero (ZHAO et al., 2010).

Zhao et al., 2010 obtiveram o aumento de Tonset adicionando nanodiamante em
fragdes variando de 0,1 a 5% em massa em uma matriz de PLA. Outro trabalho que
também verificou um aumento nas Tonset, cOM 0 acréscimo de nanocargas foi o de Xie
et al., 2009, que estudou a incorporacéo de nano-silica nas propriedades da matriz
PHBHXx e observou o mesmo deslocamento na temperatura de inicio de degradacao,
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justificando tal comportamento ao fato das nanocargas serem uma boa barreira ao
transporte de massa.

As temperaturas maximas (Tmax) referem-se a temperatura na qual ha maior
taxa de perda de massa, e podem ser identificadas através da derivada da curva
termogravimétrica, representada pelo pico de intensidade maxima na temperatura em
questdo. Essas temperaturas foram obtidas pelas curvas da derivada da massa

representadas na figura 62. Uma aproximacgao desse grafico esta na figura 63, para
melhor visualizacio.
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Figura 62 — Curvas DTG do P(HB-HV) e dos nanocompdsitos.
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Figura 63 — Aproximagao das curvas DTG do P(HB-HV) e dos nanocompdsitos.
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Os valores das Tonset € Tmax encontrados estdo indicados na tabela 6. Os
nanocompdasitos, independente do nD utilizado e de sua concentragdo no material,
apresentaram Tmax superior a temperatura para o P(HB-HV) puro. Dessa forma,
entende-se que a presenga das nanocargas retarda o processo de degradacao do

polimero.

Tabela 6 — Valores de temperatura de inicio de degradagdo e temperatura da maxima taxa de

degradacgao para 0s insumos puros e 0s nanocompositos.

Material Tonset (°C) Tmax (°C)
Nanodiamante Hydrogen P® 530,2 567,0
Molto® 527,8 566,2
Polimero P(HB-HV) 245,4 259,6
M10:1-P 256,0 271,4
M10:1-I 263,4 280,2
Nanocompdsitos M20:1-I 266,8 282,1
H10:1-I 252,8 267,6
H20:1-I 253,6 272,1

Esse comportamento foi visto por Chen et al., 2007, onde nanocompdsitos
P(HB-HV)/HA com teores de carga variando entre 10-50% mostraram aumento na
Tmax. Os autores atribuiram o notavel efeito de barreira na decomposicéo a obstrugéo
da permeabilidade dos produtos volateis da decomposi¢cdo causada pela boa
distribuicdo na nHA.

Em relagdo a quantidade de carga, os nanocompdsitos com mais
nanodiamante (M10:1-l e H10:1-1) apresentaram Tonset € Tmax menores que os com
menos carga (M20:1-1 e H20:1-l). A diminuicdo pode ser explicada a partir das
contribui¢des devida a interagdo matriz-carga e ao fato dos nDs terem excelente
condutividade térmica (MOCHALIN et al., 2012), possibilitando que o material atinja a
temperatura de degradagao sem retardo em relagao a temperatura do forno, em razéo
de uma maior e mais rapida propagacédo de calor. Ambrésio-Martin et al., 2015
avaliaram a estabilidade térmica de nanocompdsitos de P(HB-HV) reforgados com
nanoplacas de grafeno funcionalizado e obtiveram valores inferiores de Tmax,
concluindo que esse resultado ocorreu em fungdo do aumento da condutividade
térmica gerado pela incorporacdo do grafeno, que assim como o nD, € um 6timo

condutor térmico.
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Comparando-se os tipos de carga, verifica-se que os formulados com nD
Hydrogen P® apresentaram valores inferiores de Tonset € Tmax, para as duas
concentragdes da nanocarga. Como a mobilidade das cadeias esta relacionada com
a estabilidade térmica, a presenca de cristais também restringe a mobilidade e assim
pode considerar-se que a cristalinidade e o tamanho dos cristais afetam a
temperatura. Como visto através da deconvolugdo das curvas de DRX, os
nanocompdsitos formulados com nD Hydrogen P® mostraram grau de cristalinidade
menor do que os formulados com o nD Molto®, logo restringiram menos a mobilidade
das cadeias do polimero, o que causou queda em Tonset € Tmax. A menor restricdo do
movimento das cadeias poliméricas também foi constatada pela analise de RMN, em
que os mesmos apresentaram valores inferiores de T1H. Outro motivo que pode ter
contribuido é o fato do nD Molto® apresentar menores aglomerados e portanto sua
distribuicdo na matriz € mais efetiva, o que melhora o efeito de barreira.

Com o auxilio das analises por DSC foram obtidos Ts, Tr,, AH:, AHc € %Xc. No
entanto, ndo foi possivel determinar o valor de Tg para comparagdo dos valores
obtidos pelo DMA através da analise calorimétrica (DSC) ja que a mudancga na linha
média nao ficou nitida na analise nem para o primeiro (Figura 64), nem para o segundo
aquecimento (Figura 66). Nota-se que o P(HB-HV) e todos os nanocompositos
apresentaram dois picos de fusdo, mesmo de forma mais discreta, para as
formulagdes M10:1-P e H20:1-1 no primeiro aquecimento, onde aparece um ombro
anexo ao pico principal e por esse motivo n&do foi possivel detectar com preciséo as
temperaturas de fusdo para essa parte da curva. Esse comportamento € comum, pois
Yu et al., 2011 ja haviam notado a presenca de picos duplos para o P(HB-HV) e
nanocompdsitos a base de nanocristais de celulose, bem como Xie at al, 2009 e Oner
e ilhan, 2016 para compositos de P(HB-HV)/HA.

A existéncia de picos multiplos pode ser causada por diversos fatores, como a
fusao, recristalizagcdo e refusdo, polimorfismo, diferengca morfolégica na espessura,
perfeicao e distribuicdo das lamelas, relaxag¢ao da fragado amorfa rigida e distingao das

massas molares dos materiais (Liu; Petermann, 2001).
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Figura 64 — Curvas referente ao 1° aquecimento obtido através do ensaio de DSC para o P(HB-HV) e
os nanocompésitos M10:1-P, M10:1-1, M 20:1-1, H10:1-1 e H20:1-1.

Tabela 7 — Valores de T, Tre, AHr € Xc (%) para o P(HB-HV) e nanocompoésitos referentes ao 1°

aquecimento.

Material T (°C) | Tr2(°C) (?/:f) Xc (%)
Polimero P(HB-HV) 162,7 176,7 89,7 61,4
M10:1-P - 168,3 | 753 | 55,9
M10:1-I 167,6 178,2 77,2 56,9
Nanocompdsitos M20:1-I 161,6 179,4 78,4 56,1
H10:1-I 165,1 175,4 69,5 52,0
H20:1-I 167,4 - 74,5 53,7

Na tabela 7 pode ser observado que os resultados de cristalizacdo obtidos por
essa analise acompanham a mesma tendéncia mostrada pela analise de DRX, ou
seja, a introdugcdo de nanodiamante diminuiu a cristalinidade do polimero,
principalmente para a formulagdo H10:1-1. O mesmo ocorre com a entalpia de fuséo.
O motivo para esse comportamento € o mesmo explicado para as analises de DRX.
No caso da formulacdo M10:1-P, a queda mais acentuada em relacbes as demais

formulagées com o mesmo nD (M10:1-I e M20:1-1), pode ser explicada pelo diferente
94



meétodo de preparagao do corpo de prova, pois além do teor elevado de nanodiamante,
sua estrutura apresentou varios vazios e desprendimento das microparticulas umas
das outras, evidenciando que nao foi totalmente fundido o P(HB-HV) no processo de
confecg¢ao do corpo de prova, o que pode ter dificultado o rearranjo dos cristais no
processo de cristalizacdo e consequentemente afetar o grau de cristalizagédo e a
entalpia de fusdo. Nessa tabela também foi descrita a temperatura de fusdo do
primeiro e segundo picos, onde € possivel observar que as temperaturas de fusao
estdo bem proximas. Nota-se que todos os nanocompdsitos com nD Molto®
apresentaram o segundo pico de fusdo (Tf2) mais intensos que os nanocompositos
com nD Hydrogen P®. Evidenciando dessa forma que como a maior parte do material
funde a temperaturas maiores, o nD Molto® induz a formacgao de cristais mais perfeitos
e em maior propor¢ao que o nD Hydrogen P®, provavelmente causado por uma
melhor distribuicdo da nanocarga na matriz, pois a mesma esta menos aglomerada e
atua melhor como agente nucleador.

Através do resfriamento obtemos a temperatura e entalpia de cristalizacdo. Na
figura 65 é possivel comparar as curvas do P(HB-HV) e dos nanocompdsitos e os
valores estdo descritos na tabela 8. As temperaturas de cristalizagcao foram maiores
para todos os nanocompdésitos se comparado com o P(HB-HV). Isso acontece devido
a auséncia de agentes de particulas nucleadoras no copolimero, reduzindo a
temperatura de inicio de cristalizagcdo. As formulagbées com maior quantidade de
nanodiamante (M10:1-P, M10:1-1 e H10:1-I), apresentam temperaturas de inicio de
cristalizagao inferiores que as com menor quantidade de carga (M20:1-1 e H20:1-I) se
comparadas as formulacées com o mesmo tipo de nanodiamante. Isso esta em acordo
com o argumento de Jee e Lee, 2011 descrito no DRX, ou seja, acontece uma
competicdo entre os efeitos de nucleacdo e retardo (bloqueio) da cristalizagdo. A
adicdo de maior quantidade de cargas, apesar de atuar também como agentes de
nucleagéo, ao mesmo tempo agem impedindo o movimento dos segmentos da cadeia
polimérica, o que atrapalha o processo (JEE; LEE, 2011). Outro fator é que quanto
maior a quantidade de carga aumenta a tendéncia de apresentar aglomerados
maiores (Zhao et al., 2010), dessa forma, os agentes nucleantes (refor¢o) n&o ficam
em contato direto com a matriz.

Ja analisando o tipo de nanodiamante, as formulacbées H10:1-1 e H20:1-I
apresentam temperaturas de cristalizagao inferiores causado pela maior aglomeragéao
do nD Hydrogen P®.
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Resfriamento
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Figura 65 — Curvas referente ao resfriamento obtido através do ensaio de DSC para o P(HB-HV) e os
nanocompdésitos M10:1-P, M10:1-1, M20:1-1, H10:1-I e H20:1-1.

Tabela 8 — Valores de Tc, AHc e para o P(HB-HV) e nanocompésitos referentes ao resfriamento.

Material Tc(°C) | AH: (J/g)
Polimero P(HB-HV) 62,3 46,0
M10:1-P | 84,0 59,6
M10:1-I 84,1 60,4
Nanocompdsitos | M20:1-I 86,2 58,9
H10:1-I 68,3 51,4
H20:1-I 75,1 56,0

O comportamento do material foi muito similar durante o segundo aquecimento
(Figura 66). Somente o P(HB-HV) apresentou pico de cristalizagao, pois praticamente
nao havia cristalizado durante o resfriamento. Ja para os nanocompdsitos, nao
apareceu nenhum pico de cristalizagdo assim como no primeiro aquecimento,
mostrando que o material se cristalizou totalmente durante o resfriamento. As
temperaturas de fusdo foram muito similares ao do primeiro aquecimento, mas

ligeiramente inferiores, assim como a entalpia de fusdo (Tabela 9). Isso provavelmente
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foi ocasionado devido ao primeiro aquecimento ser realizado até 220°C, temperatura

na qual o P(HB-HV) pode ter parcialmente degradado e com isso sua massa molar

pode ter sido reduzida. O aquecimento e fusao até temperatura elevada, no caso

220°C, além de contribuir para degradagcao do mesmo, dificulta a analise e discusséo

sobre as diferencas do polimero e nanocompdsitos, pois foram desfeitas as

caracteristicas estruturais originais.

2° Aquecimento
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Figura 66 — Curvas referente ao 2° aquecimento obtido através do ensaio de DSC para o P(HB-HV) e
os nanocompoésitos M10:1-P, M10:1-1, M20:1-1, H10:1-1 e H20:1-I.

Tabela 9 — Valores de T#, Tre, AHt, T, AHc para o P(HB-HV) e nanocompdsitos referentes ao 2°

aquecimento.

Material T (°C) | Te(°C) | Tc(°C) | AH¢(J/g) | AHc (J/g)
Polimero P(HB-HV) | 149,6 164,7 51,8 81,5 8,5
M10:1-P | 146,3 160,3 - 71,3 -
M10:1-I 146,8 161,3 - 70,3 -
Nanocompdsitos | M20:1-1 151,0 164,2 - 60,8 -
H10:1-I 131,0 154,1 - 56,8 -
H20:1-I 137,6 155,3 - 65,2 -
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De forma geral, € possivel afirmar que a adigdo de nanodiamante fez com que
a recristalizagao iniciasse em temperaturas superiores ja que esse atua como agente
nucleante. Porém, devido a quantidade de carga e aglomeragdo da mesma, atuaram
de forma mais intensa como bloqueio do processo de recristalizagcao total ja que a

cristalizagao diminui, principalmente para a formulagdo H10:1-I.

4.3.2.2 Avaliagao das propriedades mecanicas

Os corpos de prova foram submetidos a ensaios de flexao e os valores de limite
de resisténcia a flexdo, deformacdo até a ruptura e modulo de elasticidade foram
calculados através dos dados obtidos durante os ensaios utilizando as equagdes 7, 8
e 9.

Nas figuras 67 e 68 sao mostrados o comportamento das curvas tensao
deformagdo para os corpos de prova feitos na injetora e a comparagdo do
comportamento da curva entre ambos os métodos de preparacéo, respectivamente.
Foram utilizadas como exemplo curvas das amostras que apresentaram valores de
modulo proximos a média. Nota-se um comportamento linear para todos os corpos de
prova feitos na injetora, apresentando uma curva caracteristica de material com
comportamento rigido e fragil. No entanto, o preparado na prensa se diferencia
bastante, apresentando menor tensdo e menor médulo, provavelmente causado pelos

espacgos entre as microparticulas encapsuladas (ver figura 71 D).
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Figura 67 — Exemplo do comportamento do grafico tensédo versus deformagao para corpos de prova

preparados na injetora obtidos nos ensaios de flexao.
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Figura 68 — Exemplo do comportamento do grafico tensédo versus deformagao para corpos de prova

preparados na injetora e prensa obtidos nos ensaios de flexao.
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As figuras 69 e 70 mostram valores médios e desvio padrdo de modulo de
elasticidade, limite de resisténcia a flexao e deformacéao até a ruptura para ambos os
métodos de fabricagao (prensa x injetora).

As propriedades mecanicas dos corpos de prova moldados na prensa sio
inferiores aos moldados por injegcéo. Isso pode ser justificado pela presenga de vazios
e desprendimento de particulas na superficie da fratura da amostra, como mostrado
na figura 71 (C e D). Esses defeitos foram originados pela inexisténcia de total fusao
de polimero, uma vez que a temperatura de moldagem foi de 105°C e isso promoveu
uma estrutura descontinua, pois se usado temperaturas préximas a temperatura de
fusdo poderia ocorrer vazamento do material através dos componentes do molde.
Esse fato provavelmente limitou o potencial de aumento nas propriedades para as
amostras M10:1-P.

No entanto, os moldados por injecdo (M10:1-I), mostraram aumento expressivo
nas propriedades mecénicas (E, om e €) em comparagao com os moldados na prensa.
Isso pode ser justificado pela estrutura continua, isto €, melhor compactagcéo de
polimero e distribuicdo homogénea de nD (Figura 71 (A e B), conhecido por sua alta

rigidez e dureza.
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Figura 69 — Valores do modulo de elasticidade obtidos através dos ensaios de flexao para as
formulagées M10:1-P e M10:1-I.
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Figura 70 — Valores de tensao e deformacgao obtidos através dos ensaios de flexdo para as formulagdes
M10:1-P e M10:1-1.
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Figura 71 — Micrografias da superficie de fratura das amostras com aumentos de 200x, 1000x da
primeira para segunda coluna. As micrografias (A) e (B) correspondem ao M10:1-I; (C) e (D)
correspondem ao M10:1-P. Vazios e descolamento de particulas estao indicados por setas.
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Por apresentar melhores resultados, com uma estrutura mais compacta e
homogénea, os corpos de prova das demais formulagdes foram fabricados na injetora
e utilizados para no restante das analises que visaram comparar a quantidade e tipos
de carga (Molto® x Hydrogen P®).

Os valores médios e desvio padrdo de moédulo de elasticidade, limite de
resisténcia a flexao e deformagao até a ruptura sdo mostrados nas figuras 72 e 73.
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Figura 72 — Valores do mddulo de elasticidade obtidos através dos ensaios de flexdo para as
formulagées P(HB-HV), M10:1-1, M20:1-1, H10:1-1 e H20-1-1.
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Figura 73 — Valores de tensao e deformacao obtidos através dos ensaios de flexdo para as formulagdes

P(HB-HV), M10:1-I, M20:1-I, H10:1-1 e H20-1-1.
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Nota-se que todos os nanocompdsitos apresentaram valores de médulo de
elasticidade superiores ao P(HB-HV) puro. Esse efeito € devido a carga apresentar
maior moédulo de elasticidade que a matriz. Considerando o desvio padrao, a tensao
maxima nao varia de forma significante em relagcado a quantidade de carga e tipo de
nanodimante, mas apresenta uma leve tendéncia de queda para o nD Hydrogen P®.
Ja a deformagao maxima ficou inferior para os nanocompadsitos se comparado com o
P(HB-HV), mas praticamente n&o variou entre eles. A queda é esperada uma vez que
as particulas agem restringindo a deformacao das cadeias poliméricas.

Apesar do nD Hydrogen P® apresentar superficie mais hidrofébica devido a
presencga de hidrogénio (MOCHALIN et al., 2012), como pode ser concluido através
dos resultado de FTIR (Figura 40) e pela queda de O1s nos resultado de XPS (Figuras
41 e 42), ou seja, mais compativel com o P(HB-HV) que também é hidrofébico
(HOLMES, 1995; GANDINI; BELGACEM, 2008), a tendéncia de queda das
propriedades pode ser explicada pela maior aglomeragdo das particulas que foi
observada pelo MEV FEG (Figura 37), pelo ensaio de granulometria realizado no
NANOPHOX (Figura 35) e a mais dificil dispersdo observada nos ensaios de
granulometria no HELOS (Figuras 33 e 34). Os aglomerados, em tamanhos maiores,
presentes nos compositos H10:1-1 e H20:1-1 podem ter atuado como concentradores
de tenséo, enfraquecendo o material e diminuindo a rigidez. Além desse fato, o DRX
(Figura 38) mostrou que o nD Hydrogen P® apresentou um halo de carbono amorfo e
um pico provavelmente de grafite, ou seja, os valores das propriedades inferiores
encontrados podem ter sido influenciados também por esse fator.

Ainda como agravante para as propriedades, através das micrografias da
regido de fratura, apesar de observar-se de forma geral uma fase continua para o
polimero puro e todos os nanocompésitos (Figuras 74, 75 e 76), especificamente para
os compositos H10:1-1 e H20:1-I foram observadas também trincas (Figura 77 A e B)
que podem ter ocorrido durante o processo de fratura causadas pela concentragao de
tensao devido aos aglomerados de nD Hydrogen P® com dimensdes micrométricas
maiores que o Molto®, gerando vazios e menores superficies de contato. A soma de
todos esses fatores descritos, afetaram a melhoria das propriedades destes
nanocompodsito, mesmo o nD Hydrogen P® tendo uma superficie mais hidrofobica,

assim como a matriz que é essencialmente hidrofébica do P(HB-HV).
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Figura 74 — Micrografias da superficie de fratura das amostras com aumentos de 200x (A), 1000x (B)
para o P(HB-HV).
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Figura 75 — Micrografias da superficie de fratura das amostras com aumentos de 200x, 2000x da
primeira para segunda coluna. As micrografias (A), (B) correspondem ao M10:1-I e (C), (D) ao M20:1-
l.
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Figura 76 — Micrografias da superficie de fratura das amostras com aumentos de 200x, 2000x da

primeira para segunda coluna. As micrografias (A), (B) correspondem ao H10:1-1 e (C), (D) ao H20:1-I.
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Figura 77 — Micrografias da superficie de fratura das amostras com aumentos de 200x para H10:1-I (A)

e H20:1-1 (B). Trincas indicadas por setas.

Através do MEV FEG obteve-se aumentos de 30000x (Figura 78). No entanto,
apesar de metalizadas, as amostras sofreram um processo de aquecimento pela
incidéncia do feixe de elétrons que gerou um processo de degradagéo localizada da
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camada superficial, o que prejudicou a obtengao de foco principalmente das amostras
com o nanodiamante Molto®. Mas mesmo assim foi possivel observar a boa
distribuicao e interagdo das nanoparticulas na matriz, com mais nitidez para as
amostras H10:1-1 e H20:1-l. Para amostras com o nanodiamante Hydrogen P®
observou-se que a carga, apesar de bem distribuida e com boa interface com a matriz,
apresenta-se com aglomerados maiores, indicados pelas setas. Nota-se também a
presenca de tricas nas amostras H10:1-1 e H20:1-l, que foram formadas por
concentragado de tensdo nos aglomerados durante o esfor¢o de flexdao, causando a
propagacdo das mesmas e explicando a tendéncia de menores valores de
propriedades mecénicas. As micrografias da regido de fratura mostram-se coerentes
com os resultados das granulometrias obtidas pelo HELOS e NANOPHOX e pela
micrografia dos nanodiamantes que indicam aglomerados em dimensdes maiores

para as nanoparticulas Hydrogen P®.

mag O | det |spot well HV WD mag O | det spot
n |30 000 x |ETD | 4.5 9 5 s 1 8.00 kV|10.7 mm|30 000 x |[ETD | 5.0

Figura 78 — Micrografias da superficie de fratura das amostras com aumento de 30000x. Sendo M10:1-
I (A), M20:1-1 (B), H10:1-1 (C) e H20:1-I (D). As setas indicam os aglomerados de nanodiamante e o
circulo uma trinca.
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Observando a curva gerada pelo modelo “Lewis-Nielson” na figura 79, nota-se
que a influéncia de Ke, que representa se a interface é fraca ou forte, cresce com o
aumento da carga. Percebe-se que com exceg¢ao da formulagao M10:1-P, todas as
formulacbes feitas na injetora apresentaram valores superiores ao previsto pelo
modelo com fraca interagdo, indicando melhora significativa nas propriedades com a
producdo do nanocompositos. Logo, pode-se deduzir que o encapsulamento e o
método de produgao dos corpos de prova utilizando a injetora foram adequados para
garantir boa distribuicdo dos nanodiamantes e efetivo contato com a matriz. Conforme
ja esperado baseado nos resultados discutidos anteriormente, a formulagdo M10:1-I
e M20:1-1 se destacaram e apresentaram valores melhores que as demais ao ser
comparada com o modelo. Isso se deve, pois como visto pela analise de DRX (Figura
38), o nD Molto® apresentou alto grau de pureza e menor agregagéao de acordo com
0s ensaios de granulometria, permitindo assim obter melhores propriedades.

5

® M10:1-P € M10:1-1 A M20:1-1
® H10:1-1 v H20:1-1

E (GPa)

Ke = 2,167
1 - — Ke=0,867

0 ' f : i t }
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Fracao Volumétrica nD

Figura 79 — Comparacdo dos valores calculados (modelo Lewis-Nielson) e determinados de forma

experimental (ensaio de flexdo) para os nanocompdésitos.

Os valores do modulo de elasticidade obtidos através do ensaio de indentagao
(Figura 80) mostraram uma tendéncia similar aos ensaios de flexdo, pois os

nanocompositos com nD Hydrogen P® apresentaram novamente uma tendéncia a
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queda em relagdo ao nD Molto®. A formulacdo M10:1-P se apresentou inferior a
formulacdo M10:1-I, como aconteceu no ensaio de flexdo, e manteve menores
propriedades se comparado aos demais nanocompositos. A formulacdo M20:1-I
apresentou melhores resultados se comparado com o P(HB-HV) e as demais
formulagdes M10:1-1, H10:1-1 e H20:1-I. Esse comportamento pode ser associado ao
fato que para quantidade de cargas menores, 0os nanodiamantes tendem a apresentar
aglomerados em menor tamanho e além disso o nD Molto® possui alto grau de pureza
€ menor agregacgao, permitindo assim obter melhor distribuicdo e contato matriz-

carga, o que causou melhores resultados nas propriedades mecéanicas.
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>
N
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PHB-HV) MI10:1-P MI10:1-I  M20:1-I  HI0:1-I H20:1-I

Figura 80 — Valores do mddulo de elasticidade obtidos através dos ensaios de indentagao para as
formulagées P(HB-HV), M10:1-P, M10:1-1, M20:1-1, H10:1-1 e H20:1-I.

Apesar da dificuldade de reportar um valor unico representativo para as
propriedades mecanicas do 0sso, pois ira depender de diversas caracteristicas do
doador como a idade, género, espécie, do tamanho e local de retirada da amostra,
além da forma de preparagao dos corpos de prova, do ensaio realizado, a direcdo do
carregamento, dente outros (CHOI et al., 1990; BLACK; HASTING, 1998), para fim de
comparacao e analise da viabilidade na aplicagdo pretendida, na tabela 10 sao
descritos os valores obtidos por Choi et al., 1990 para amostras retiradas da tibia

humana e os obtidos experimentalmente para o P(HB-HV) e os nanocompdsitos
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através do ensaio de flexdo. E possivel verificar que o médulo de elasticidade
encontrado para os nanocompaositos, com excec¢ao da formulagdo M10:1-P, foram
superiores aos valores reportados por Choi et al., 1990 para o osso subcondral. Ja
para o 0sso cortical e trabecular, os valores que mais se aproximam sao 0s dos corpos
de prova produzidos pela injetora, principalmente o M10:1-1 e M20:1-I. A similaridade
nos valores indica que o material produzido possui propriedades promissoras para o
uso como protese dssea, ja que com materiais que apresentam maodulo elastico muito
superior ao do osso humano, ha um fenébmeno conhecido como stress shielding, que
causa uma blindagem mecanica poupando osso de receber carga. O problema disso
€ que quanto menor a carga aplicada, acaba por fragiliza-lo, uma vez que menores
cargas aplicadas ao osso levam a uma diminui¢cao da porosidade (ELIAZ; METOKI,
2017).

Tabela 10 — Comparagédo do médulo do P(HB-HV) e nanocompdsitos com o médulo do osso humano
(amostra retirada da tibia).

| E De;vio
Materia Padrao
(GPa) (GPa)
Polimero P(HB-HV) 2,44 | 0,06
M10:1-P 1,01 | 0,22
M10:1-I 2,84 | 0,17
Nanocompdsitos M20:1-1 2,71 0,15
H10:1-I 2,60 | 0,06
H20:1-| 2,57 0,32
Subcondral 1,15 0,37
Osso (Tibia) Trabecular Vertical 4,87 1,84
(CHOl et al., Trabecular Horizontal | 3,83 0,45
1990) Trabecular Total 4,59 1,60
Cortical 5,44 1,25

4.3.2.3 Avaliagao do comportamento dinamico mecéanico

Devido ao impacto dos aglomerados e da superficie de contato matriz-carga
(interface) nas propriedades dos materiais nanocompdésitos, avaliou-se por meio de
DMA a interagdo da matriz com carga, ou seja, a efetividade da interface formada
entre os componentes do compdsito. Isso, por sua vez, pode influenciar as

propriedades viscoelasticas (KUBAT et al.,1990).
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Na figura 81 é possivel ver as curvas de tan Delta para as formulagées M10:1-
[, M20:1-1, H10:1-1 e H20:1-l. A Tg representa a faixa de temperatura onde comegam
os movimentos conformacionais, sendo assim, geralmente interacdes fortes entre as
nanoparticulas e a matriz polimérica sdo associadas ao aumento do valor da
temperatura, ja que uma interface forte tende a restringir o movimento das cadeias do
polimero proximas as particulas (KUBAT et al., 1990; RONG et al., 2004). Com base
nisso, percebemos que os nanocompositos M10:1-1 e M20:1-I apresentaram melhor
interacdo com a matriz do P(HB-HV), j4 ambos obtiveram valores de Tg superiores
(19,4°C), se comparado com os nanocompaositos formulados com nD Hydrogen P®. A
formulacdo H10:1-1 apresentou a menor temperatura de Tg (15,4°C), ou seja,
restringiu menos os movimentos conformacionais que as demais formulagbes. Esses
resultados estdo de acordo com os valores de T1H obtidos pela analise de RMN, que
mostraram maiores valores para as formulagées M20:1, M10:1, H20:1 e H10:1
respectivamente. Isso ajuda a explicar o fato do H20:1-1 apresentar Tg superior ao
H10:1-I. Mesmo que nD Hydrogen P® seja mais hidrofébico, como o mesmo
apresenta aglomerados maiores como visto pela analise granulométrica, implica numa
menor superficie de contato matriz-carga, limitando a efetiva restricdo dos
movimentos conformacionais. BARROS Jr.,2014 em seu estudo observou uma Tg
menor para a formulagdo PHB/nD com quantidades maiores de carga, na qual existia
aglomerados da carga em grande extensao, o que causou uma segregacgao de fase.
Além disso, como foi visto pela anadlise de DRX, essa carga apresentou carbono
amorfo e provavelmente um pico de grafite juntamente com o diamante. Sabendo que
o grafite possui a capacidade de deslizamento entre suas camadas, isso também pode
ter contribuido para que o movimento das cadeias poliméricas comecassem em

menores temperaturas.
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Figura 81 — Curvas de tan Delta obtidas através do ensaio de DMA para as formulagées M10:1-l,

M20:1-1, H10:1-1 e H20:1-I. Obs.: A temperatura indicada na curva se refere a Tg.

A figura 82, mostra as curvas do moédulo de armazenamento dos
nanocompdsitos. Observa-se que a medida que a temperatura aumenta, o valor do
modulo de armazenamento diminui para todas as formulacdes, isso se deve pelo
aumento da mobilidade das cadeias poliméricas e do seu volume livre. No entanto,
essa diminuicdo € menos expressiva na parte vitrea, uma vez que nessa regiao os
movimentos conformacionais sao inibidos, havendo somente pequenos movimentos
localizados. A partir da Tg, percebe-se uma queda mais acentuada, devido ao inicio

dos movimentos conformacionais.
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Figura 82 — Curvas do mdédulo de armazenamento obtido através do ensaio de DMA para as
formulagbes M10:1-I, M20:1-1, H10:1-1 e H20:1-I.

Sabendo que a tan Delta é a razdo entre o0 moédulo de perda e o médulo de
armazenamento, a variacdo da intensidade também pode ser um indicativo para
avaliar da qualidade da interface entre a matriz e a carga (KUBAT et al., 1990). A
diminuicdo da intensidade do pico de tan Delta sugere uma melhor interface, uma
melhor adesdo, e consequentemente menor dissipacdo de energia nessa regiao
(CORREA et al., 2007; KUBAT et al., 1990). Isso porque uma interface ruim favorece
0 atrito carga-matriz e por tanto a contribuigédo relativa do modulo de perda é maior,
assim a intensidade do pico tan Delta aumenta. Leal et al., 2016 associaram menores
alturas de tan Delta para os nanocompdésitos PLLA-MWCNT (nanotubos de carbono)
com 0,25, 0,5 e 1% se comparado com o polimero puro a uma maior rigidez do
material causada pela adigdo de carga. No entanto, a efetividade do reforgo na rigidez
do material pode ser calculada através do coeficiente C (equagéo 10) (POTHAN et al.,
2003).

Se formos analisar s6 a altura de tan Delta, poderiamos concluir que a
formulagcdo M20:1-I apresentou menor rigidez que as demais feitas na injetora, o que
pode estar associado ao fato dessa formulacdo apresentar menor quantidade de
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carga, 4,7% (Figura 59). Mas ao calcular E'v / E’'b considerando o médulo de
armazenamento nas temperaturas de -40°C e 50°C respectivamente, os valores
encontrados foram 1,87 (M10:1-l), 2,03 (M20:1-I), 2,29 (H10:1-l), 2,22 (H20:1-I). Ou
seja, mesmo com o menor valor de carga, a formulagdo M20:1-I, apresentou maior
efetividade em melhorar a rigidez que ambas as formulagées com o nD Hydrogen P®.
A formulagdo M10:1-1 apresentou maior rigidez e foi mais efetiva como refor¢o, como
visto pela menor altura de tan Delta e menor valor do coeficiente C. Isso pode ser
explicado pelo fato dela apresentar um teor de carga maior se comparada com a
formulacdo M20:1-1 e o nD Molto® apresentar aglomerados em menores tamanhos.
As formulagdes H10:1-1 e H20:1-l apresentaram alturas de tan Delta muito proximas
e intermediarias entre as demais formulagdes. Os maiores valores de E’'v / E'b se
comparado as formulagcbes M10:1-1 e M20:1- é provavelmente causado pelos
mesmos motivos ja discutidos acima. Esses resultados se mostram em conformidade

os resultados de flexao.

4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS “IN VITRO”

Como o NO é um mediador inflamatério, a sua produgao pelos macréfagos em
contato com material estranho ao organismo é um indicativo de citotoxicidade. Assim,
para realizacdo da analise de indugao inflamatdria foram retiradas pequenas partes
dos corpos de prova do P(HB-HV) e dos nanocompdsitos e colocadas em pogos das
placas de cultura celular. Foi entdo realizada a medida da produgdo de NO pelos
macrofagos nos sobrenadantes das células que ficaram em contato com o
nanocompaositos.

As amostras M10:1-1 e M10:1-P ja haviam sido testadas (BARCELOQOS, et al.,
2017), portanto a figura 83 mostra a producdo de NO durante toda a analise para
essas amostras, juntamente com as restantes M20:1-I, H10:1-1 e H20:1-l. Como as
analises foram realizadas em momentos diferentes, o grafico traz a média dos valores
obtidos pelos controles durante todas as analises. A produgao pelo controle positivo
(LPS), em 24 h, foi bem acima dos nanocompdsitos e do controle negativo (CTL). O
aumento da produgdo de NO nos dias 6 e 7 provavelmente ocorreu devido aos
fragmentos do material solto no pogo, que durante a manipulagédo da placa causaram

a lise mecanica das células que os circundam. A lise celular pode liberar substancias
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internas das células que estimulam o processo inflamatorio que ao se acumular com
o tempo e induzir um aumento na produgdo, mas mesmo assim, muito inferior ao
controle positivo. Como esse aumento também ocorreu para controle negativo, pode-
se concluir que a producao de NO foi baixa para as amostras e dessa forma, € possivel

afirmar que os nanocompdésitos ndo induziram um processo inflamatorio.

Oxido Nitrico

CTL
M10:1-|
M10:1-P
H10:1-1
M20:1-I
H20:1-1
LPS 24H

BEARNEDN

) m = BNm

1 dia 2 dias

Figura 83 — Comparativo da produgéo de NO pelas células na presenga dos hanocompoésitos, controle
negativo (CTL), controle positivo (LPS 24H), avaliados apos 1, 2, 6 e 7 dias (Adaptado de BARCELOS
et al., 2017).

Nas figuras 84 e 85 é possivel ver as células que ficaram em contato com os
nanocompositos e sem a presenca dos mesmos nos dias 1 e 7, respectivamente.
Percebe-se que o crescimento celular para as culturas sem a presenca do material
analisado (Figura 84 A), é muito similar a cultura com os nanocompdésitos (Figura 84
B,C,D,EeF).

Para o controle e as amostras M10:1-P, M10:1-I foi usado o corante Tripan Blue
para verificar a morte celular (BARCELOS, et al.,2017). Nota-se que a proporgao de
células mortas foi praticamente a mesma para o controle e em todas as amostras.
Esses resultados indicam que os nanocompositos ndo foram citotoxicos e nem

citostaticos.
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Figura 84 - Imagens da cultura apos 1 dia, controle sem material (A), M10:1-P (B), M10:1-I (C), M20:1-
I (D), H10:1-I (E), H20:1-I (F). As regides escuras na imagem correspondem aos corpos de prova. O
circulo vermelho na imagem C mostra os macréfagos aderidos a um pequeno fragmento do
nanocompésito (Adaptado BARCELOS et al., 2017).

Figura 85 - Imagens da cultura ap6s 7 dias, controle sem material (A), M10:1-P (B), M10:1-I (C), M20:1-
I (D), H10:1-1 (E), H20:1-I (F). As regides escuras na imagem correspondem aos corpos de prova. As
células mortas estdo em azul (Adaptado de BARCELOS et al., 2017).
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Siqueira, 2017 realizou testes in vitro e in vivo em nanocompoésitos PHB/nHAP
com 18% de nanocarga. Os resultados in vitro foram similares aos encontrados nesse
trabalho, ndo induzindo a produgcao de NO e auséncia de atividade citotoxica e
citostatica durante 5 dias de analise. Nos testes in vivo o nanocompadsito mostrou seu
potencial condutor, sendo observada a presenca de uma membrana de tecido
conjuntivo na interface osso/implante e obtiveram éxito no que tange ao desempenho
biolégico promovendo a osteocondugdo. A similaridade nos resultados in vitro e na
matriz polimérica utilizada sdo bons indicativos de que os biocompdsitos produzido
neste trabalho podem apresentar resultados satisfatorios também se submetidos a

testes in vivo. Sendo assim materiais promissores para uso no corpo humano.
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

* O nD Hydrogen P® apresentou presenga de carbono amorfo e um pico
provavelmente de grafite em sua composicdo como visto pelo DRX, bandas
caracteristicas de ligagdo C-H como visto do FTIR, o que conferem a ele um carater
mais hidrofobico. No entanto, suas particulas formaram aglomerados de tamanho

maior e de mais dificil dispersdo que o nD Molto®.

» A metodologia de encapsulamento foi executada formando microcapsulas esféricas
e auséncia de material sem recobrimento possibilitando posteriormente uma

distribuicdo homogénea dos nD nos corpos de prova objeto de estudo.

» Os nanocompésitos fabricados pela metodologia de injecdo apresentaram melhores
resultados térmicos e mecanicos que os fabricados por prensagem apresentando uma
estrutura continua, com melhor compactagao, auséncia de vazios e desprendimento

de particulas, favorecendo a formagéo de um contato matriz-carga eficiente.

* Nao houve diferenga significativa nas propriedades mecéanicas de flexdao com
variagdo da quantidade de carga. Mas em relagao ao tipo de reforgo, as propriedades
apresentaram tendéncia de maiores valores para os nanocompasitos formulados com
nD Molto®. Isso foi causado ja que o nD Hydrogen P®, apesar de apresentar
superficie hidrofébica, que € mais compativel com o P(HB-HV), apresentou em sua
composi¢ao carbono amorfo e maior aglomeragao, o que diminui sua capacidade de

restringir os movimentos das cadeias poliméricas como visto pelo RMN.

* Os valores de modulo de elasticidade obtidos para todos os nhanocompdésitos foram
superiores ao 0sso subcondral humano. Ja para o osso cortical e trabecular, os
valores que mais se aproximam s&o os corpos de prova produzidos pela injetora,
principalmente os das formulagdes M10:1-1 e M20:1-l. A similaridade nos valores
indica que o material produzido possui propriedades promissoras para 0 uso como
biomaterial na area odontologica-ortopédica.

* Conforme visto pela analise de DMA os nanocompésitos com nD Molto®
apresentaram temperaturas de transig¢ao vitrea superiores se comparados com o nD
Hydrogen P®, indicando uma interface mas eficiente entre as nanoparticulas e a

matriz em consequéncia do menor grau de aglomeragao.
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* A adicao de nanodiamante diminuiu os valores de cristalizagdo. Isso porque apesar
da carga atuar como agente nucleante, favorecendo o inicio da recristalizagdo, em
funcdo da quantidade de carga e aglomeragao das mesmas, pode ter agido como

bloqueador do processo de recristalizacao.

* Os nanocompdsitos ndao apresentaram carater citostaticos, citotdxicos e nao
induziram atividade inflamatéria, sendo isso um bom indicativo de que sao propicios

para aplicagao no corpo humano.

118



CAPITULO 6: SUGESTOES

» Sugere-se 0 uso de sonicadores antes da formulagao das microcapsulas, afim de
ajudar na desaglomeracgao dos agregados de nanodiamantes com vista a nao interferir

nas propriedades destes materiais.

» Sugere-se 0 uso de outros tipos de nanodiamantes com carater mais hidrofobico,

como por exemplo o nD Amino®.
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