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Resumo

Os avancos na medicina moderna, odontologia e engenharia aliados ao aumento
da expectativa de vida, permitiram o desenvolvimento de técnicas de biomanufatura e
biomateriais que geram uma melhor qualidade de vida. Essas técnicas devem permitir a
imitagdo de estruturas vivas, tanto em forma como em fungéo, tornando possivel substituir
tecidos defeituosos ou faltantes. Nesse contexto, o estudo e aplicacdo de poliésteres
bioreabsorviveis como suporte de crescimento celular (ou scaffolds) na engenharia tecidual
tem se mostrado uma éarea muito promissora de pesquisa. Dentre os poliésteres
bioreabsorviveis comumente utilizados, o poli(acido lactico) (PLA) ocupa posicdo de
destaque devido a sua excelente biocompatibilidade e propriedades mecanicas. O PLA é
um termoplastico de alta resisténcia e é degradado no corpo por simples hidrélise do éster
em uma taxa que pode ser controlada. A forma mais comum de se obter PLA de alta massa
molecular € via polimerizagdo por abertura de anel do dimero ciclico do acido lactico,
também conhecido como lactide, e o catalisador mais utilizado atualmente € o octoato de
estanho ou Sn(Oct),. Porém, a fim de possibilitar a sintese de um material isento de metais,
a utilizagdo de enzimas como catalisadores tem despertado o interesse de estudiosos.
Além de serem consideradas atoxicas, as enzimas viabilizam a polimerizagdo sob
condi¢des brandas em relagdo a pressao, temperatura e pH. O objetivo desse trabalho foi
fazer um estudo prospectivo sobre as técnicas existentes para a sintese do PLA e sintetiza-
lo a partir de uma rota quimica, utilizando Sn(Oct), como catalisador, € outra enzimatica
utilizando o biocatalisador Lipase B para futuramente obter biodispositivos para utilizacao
na engenharia tecidual. A massa molecular do polimero foi obtida por GPC e sua estrutura
quimica foi confirmada por FTIR. As propriedades térmicas foram estudadas por DSC e
TGA. O PLA obtido a partir da rota quimica atingiu massa molecular equivalente a 8353
g/mol apdés 7h de reagdo a 160°C com 0,1% de Sn(Oct).. Para a rota enzimatica, foi
constatado que a policondensacéao foi mais eficaz em relagdo a técnica de abertura de anel
do lactide e um polimero com massa molecular igual a 1719 g/mol foi obtido depois de 77h
de reacao a 70°C com 0,5% de Lipase B. Em um comparativo de custos de fabricacéo, a
rota quimica se mostrou mais atrativa em um primeiro momento, porém foi comprovado que
com a reutilizacdo da Lipase B, a polimerizagdo enzimatica pode ser viabilizada
economicamente.

Palavras-chave: Sintese, Poli(acido lactico), Biopolimero, Engenharia Tecidual
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Abstract

The advances in modern medicine, dentistry and engineering, combined with the
increase of life expectancy, have allowed the development of techniques for
biomanufacturing and biomaterials that create a better life quality. These techniques should
enable the mimicking of living structures, both in form and function, making it possible to
replace defective or missing tissues. In this context the study and application of
bioresorbable polyesters as scaffolds in tissue engineering has shown a very promising area
of research. Poly(lactic acid), PLA, stands out among the commonly used bioresorbable
polyesters due to its excellent biocompatibility and mechanical properties. PLA is a
thermoplastic, high strength and is degraded in the body by simple hydrolysis of the ester at
a rate that can be controlled. The most common way to obtain high molecular mass PLA is
by ring-opening polymerization of the lactic acid cyclic dymer, lactide, and currently the
widely used catalyst for biomedical purposes is Stannous Octoate or Sn(Oct),. However, in
order to enable the synthesis of a metal-free material, the use of enzymes as catalysts has
attracted the interest of researchers. In addition to being considered non-toxic, the enzyme
enables the polymerization under mild conditions with regard to pressure, temperature and
pH. The aim of this work was to make a prospective study on the existing techniques for the
synthesis of PLA and synthesize it from a chemical route, using Sn(Oct), as catalyst, and
from a enzymatic route using the biocatalyst Lipase B for future development of biodevices
to be used in tissue engineering. The polymer molecular mass was obtained by GPC and its
chemical structure was confirmed by FTIR. Thermal properties were studied by DSC and
TGA. PLA obtained from the chemical route reached molecular mass equivalent to
8353g.mol ™ after 7 hours of reaction at 160°C with 0,1% Sn(Oct),. For the enzymatic route,
it was found that the polycondensation was more effective compared to the technique of ring
opening of lactide and polymer with a molecular mass of 1719g.mol™" was obtained after 77
hours reaction time at 70°C with 0,5% of Lipase B. Comparing manufacturing costs,
chemical route were more attractive at first, but it was proven that with Lipase reuse

enzymatic polymerization can be economically viable.

Key-words: Synthesis, Poly(lactic acid), Biopolymer, Tissue Engineering.
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Capitulo 1

Introducao e Objetivos

1.1 Introducao

Os avangos na medicina moderna, odontologia € engenharia, combinados com
o0 aumento da expectativa de vida, permitiram o desenvolvimento de técnicas de
biomanufatura e biomateriais com a finalidade de melhorar a qualidade de vida dos
pacientes. Essas técnicas devem viabilizar a imitagdo de estruturas vivas, em forma e

funcéo, tornando possivel substituir tecidos defeituosos ou faltantes.

O desenvolvimento da engenharia de tecidos, e, num senso maior, medicina
regenerativa, apresenta potencial para mudar a pratica médica, oferecendo melhores
custos no tratamento efetivo de pacientes. A fusao da biotecnologia com a ciéncia dos
materiais tera um escopo de aplicacbes e impactos sem paralelos em um enorme
mercado, estimado em US$ 1 Trilhdo. Apenas na medicina, os biomateriais variam de
implantes vasculares de US$ 200 ao Left Ventricle Assist Device (dispositivo auxiliar do
ventriculo esquerdo) de US$ 50.000 (Biomateriais, 2010).

A engenharia de tecidos consiste em um conjunto de conhecimentos e técnicas
para a reconstru¢cdo de novos 6rgaos e tecidos (Barbanti, 2005). Ela é fundamental ao
exercicio da medicina regenerativa e o0 mercado potencial de produtos desenvolvidos
via engenharia de tecidos como pele, o0sso, cartilagem, etc. € estimado em cerca de 100
bilhdes de dblares ao ano (Woodfield, 2005). Embora, a formacao in vitro de tecidos
necessite, em muitos casos, de um biomaterial (natural ou sintético) na forma de
arcabouco para células, ha uma tendéncia crescente de se considerar - dada a sua
complexidade — a engenharia de tecidos como uma area a parte. Dessa forma, o
desenvolvimento e produgédo de biomateriais devem visar seu uso direto e, também, o

atendimento as necessidades dessas areas correlatas (Soares, 2005).

O mercado dos biopolimeros, exceto a goma xantana, era da ordem de 60.000
toneladas em 2002 com preco de comercializagdo de US$ 4/kg. Este mercado tem taxa



de crescimento acima de 20% ao ano e custos de producao decrescente para cerca de
US$ 2/kg, antevendo um consumo em 2015 da ordem 1.000.000 t/ano, perfazendo um
mercado anual de US$ 2 bilhdes (Pradella, 2006). A participagdo dos EUA se situa
entre 35 a 45% do mercado mundial, enquanto o mercado europeu é responsavel por
cerca de 25%. Somente o mercado musculo-esqueletal foi estimado em 24 bilhdes de
dolares em 2005, com US$13,3 bilhdes correspondendo ao mercado norte-americano
(Soares, 2005).

Dentre o0s possiveis biomaterias, os polimeros se constituem em uma
importante classe. Os poli(a-hidréxi acidos) representam a principal classe de polimeros
sintéticos bioreabsorviveis e biodegradaveis utilizados na engenharia de tecidos. Fazem
parte dessa classe o poli(acido glicolico) (PGA), poli(acido lactico) (PLA), poli(acido
lactico-co-acido glicélico) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL), seus copolimeros e
outros. Originalmente usados como fios de sutura (Dexon®, Vicryl®, Maxon®, PDS®,
etc), atualmente os poli(a- hidréxi acidos) podem ser encontrados em diversos produtos
comerciais de fixacdo 6ssea, também aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA), (Biofix®, FixSorb®, Neofix®, ResorPin®, etc). A Tabela 1 fornece algumas
propriedades destes polimeros (Barbanti et. al, 2005).

Tabela 1 — Propriedades dos Poli(a-hidroxi &cidos) (Barbanti et. al, 2005)

Polimero Tg(°C) Tm(°C) Médulo de Tempo de
Elasticidade  Degradacéao
(GPa) (meses)®

Poli(acido glicolico) 30 - 40 225 - 230 8.4 6-12

Poli(L-acido lactico) 60 — 65 173 -178 2.7 >24

Poli(D,L-acido lactico) 55 -60 Amorfo 1.9 12-16

Poli(D,L-acido  lactico-co- 45 — 502 Amorfo 2.0 1-2

acido glicélico)

Poli(e-caprolactona) (-65) — (-60) 58 -63 0.4 24 - 36

2 Valores para o copolimero 50/50
® Até completa bioreabsorcdo

Segundo Vert et al. (1992), materiais bioreabsorviveis sdo materiais poliméricos
e dispositivos sélidos que se degradam através da diminuicdo de tamanho de cadeia e
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que sao reabsorvidos in vivo; ou seja, materiais que s&o eliminados por rotas
metabdlicas do organismo. A bioreabsorcdo pelo organismo ocorre quando a
biodegradacao gera produtos e subprodutos com as caracteristicas dos metabdlitos
organicos, especificamente os acidos do Ciclo de Krebs. No caso do PLA, terminada a
hidrélise do material a degradacao segue o processo de oxidacao a acido lactico, que
por sua vez é convertido em &cido pirtvico. Na presenca da acetil coenzima A, ocorre a
liberagdo de CO; e, consequentemente, o piruvato € decomposto em citrato. O citrato
serd entao incorporado no Ciclo de Krebs, resultando em CO, e H,O, podendo sua
eliminacao ser feita através da urina e da respiracao (ver Figura 1). Dessa forma, o PLA
é reabsorvido e metabolizado pelo organismo(Ali et al., 1993).

H,0O
PLA Lactato
Piruvato
Acetil CoA
— H
/"
CO,
Citrato
Ciclo Urina
de
,/
co, Krebs

%

Fosforilagdo oxidativa — H,0

l

ATP

Figura 1 - Rota metabdlica de bioreabsor¢cao do PLA (Barbanti, 2005)

Entre numerosos tipos de polimeros degradaveis, o poli(acido lactico) algumas
vezes chamado poli(lactide), um poliéster alifatico e termoplastico biocompativel, é



atualmente um material muito promissor e popular com uma perspectiva de
desenvolvimento espetacular (Nampoothiri et al, 2010). O poli(acido lactico) € um
material biocompativel e bioreabsorvivel, o que, em principio, torna desnecessario
novas cirurgias para retirada do material implantado, reduzindo traumas e gastos
operatérios e pds-operatorios; além disso, permite um melhor planejamento cirargico,
reducdo do tempo de cirurgia, reducdo do risco de infeccbes, com consequente

melhoria da qualidade de vida do paciente.

Os dois mondémeros que sédo geralmente usados como partida para sintese do
poli(lactide), a saber acido lactico e lactide, apresentam quiralidade. O acido lactico
possui duas formas estereoisoméricas, o L- e o D- acido lactico. Ja o lactide, o diéster
ciclico do acido lactico, apresenta trés isémeros diferentes: L-lactide, D-lactide e o
meso-lactide, que é opticamente inativo e contém uma unidade L e uma unidade D no
anel (vide Figura 2). Na literatura, muito pouco é descrito sobre o meso lactide, ja que
sua obtengao € muito dificil (Motta, 2002).
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Figura 2 - Estereoformas de acido lactico e lactide (Nampoothiri et. al, 2010)

A existéncia de um grupo carboxil € um grupo hidroxil no acido lactico permite
que ele seja convertido diretamente em poliéster por uma reacdo de policondensacao.
Entretanto, a polimerizagdo por condensagdo convencional do acido lactico nao



aumenta a massa molecular suficientemente, a ndo ser que solventes organicos sejam
utilizados para remocdo da agua de condensacado (por exemplo, por destilacdo
azeotrdpica), e o tempo de polimerizagdo € muito longo. Harshe et al. (2007) reportaram
a sintese de PLA por policondensacao a 180°C, sem utilizagdo de catalisadores, que
resultou em uma massa molecular inferior a 2500 g.mol™ depois de 24 horas. Conforme
Nampoothiri et al. (2010), a policondensacédo de D,L-acido lactico aquoso dificilmente

resultar4 em uma massa molecular acima de 3000 g.mol™.

A forma mais comum de se obter PLA de alta massa molecular € via
polimerizacao por abertura de anel do lactide (Thomaz, 2010). Uma grande variedade
de compostos, principalmente 6xidos e sais metalicos, tem sido investigada para ser
utilizada como catalisadores. Entretanto, para fabricacdo de polimeros para uso
biomédico, somente dois sais de estanho tém sido empregados: cloreto de estanho Il e
2-etilhexanoato de estanho Il, também conhecido como octoato de estanho, Sn(Oct)..
Ambos o0s sais de estanho s&o aprovados para serem usados como aditivos
alimentares, pelo FDA, mas o maior destaque vem sendo dado ao Sn(Oct), devido a
sua eficiéncia e baixa toxicidade (Motta, 2002)

A polimerizagdo enzimatica € um método ambientalmente mais amigavel que
pode ser realizado sob condigcdes brandas, € altamente especifico e prové controle
adequado do processo de polimerizagdo (Lassale et al., 2008). Lipases sao
biocatalisadores muito versateis, pois podem ser utilizadas na sintese de uma extensa
variedade de substratos com alta estereoespecificidade e enatioseletividade.
Geralmente, as lipases utilizadas na sintese de poliésteres sao originadas de
mamiferos (Lipase pancreatica de suinos ou em inglés, porcine pancreatic lipase -
PPL), fungos (Candida Antarctica lipase B - CAL) ou bactéria (Pseudomonas cepacia
lipase — PCL) (Varma et. al, 2005).

Conclui-se, entdo a luz dos trabalhos avaliados, que a area de biomateriais
agrupa uma série de produtos relacionados com varios setores da saude como
ortopedia, cardiologia, odontologia, entre outros. O mercado de biomateriais € mais
especificamente a engenharia de tecidos representa atualmente um grande potencial.
Nesse contexto, o estudo e aplicacdo de PLA como scaffolds na engenharia tecidual



tem se mostrado uma area muito promissora de pesquisa devido a alta
biocompatibilidade e a caracteristica de bioreabsorcao do polimero. O entendimento da
técnica de polimerizagao por abertura de anel do lactide utilizando Sn(Oct), como
catalisador é de extrema importancia tendo em vista a sua grande utilizacdo. Faz-se
necessario também explorar técnicas de polimerizacao biocatalisada por enzimas
visando a sintese por uma “rota verde”, ou seja, produgdo de um material isento de
metais e buscando também uma polimerizacdo em condi¢des mais brandas de

temperatura, pressiao e pH.

1.2 Objetivos

O objetivo geral desta dissertacdo de mestrado é fazer um estudo prospectivo
sobre as técnicas existentes para a sintese do Poli(D,L - acido lactico) e sintetiza-lo a
partir de uma rota quimica e outra enzimatica para futuramente obter biodispositivos

para utilizacdo na engenharia tecidual.
Os objetivos especificos sao:

e Sintese de poli(D,L - &cido lactico) utilizando Sn(Oct), como catalisador,
verificando a influéncia da porcentagem de catalisador sobre a massa molecular

do polimero, bem como a influéncia da temperatura e tempo de reacao.

e Sintese de poli(D,L &cido lactico) utilizando um biocatalisador, Lipase B

proveniente da Candida Antartica, como uma alternativa de “rota verde”.

e Caracterizacao do polimero obtido por Cromatografia de Permeagdao em Gel
(GPC), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio ('H-RMN) e
Espectrofotometria na Regido do Infravermelho (FTIR).

e Avaliacdo das propriedades térmicas do polimero por Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC) e Anélise Termogravimétrica (TGA).



1.3 Organizacao da dissertacao

Esta dissertacdo se encontra organizada em cinco Capitulos. No Capitulo 1,
procurou-se introduzir a importancia do tema de estudo e especificar os objetivos
principais do trabalho. No Capitulo 2, foi realizado um levantamento bibliografico sobre
os fundamentos de biomateriais e as recentes descobertas relativas a sintese do
poli(acido lactico). Os materiais e métodos utilizados durante o trabalho encontram-se
descritos no Capitulo 3; nesse Capitulo foi ainda realizada a descricao completa de
cada técnica de caracterizagdo utilizada e os parametros de processo utilizados na
sintese do polimero foram detalhados. Os resultados e discussdes foram apresentados
no Capitulo 4. As informagdes mais relevantes obtidas no decorrer deste trabalho foram
agrupadas na forma de conclusdes e apresentadas no Capitulo 5, onde também estéao
reunidas as sugestdes para trabalhos futuros.






Capitulo 2

Revisao da Literatura

Neste Capitulo, serdo apresentados os fundamentos de biomateriais, o cenario
mundial da producdo de biopolimeros, as aplicagbes mais recentes de poli(acido
lactico) na Engenharia Tecidual e as técnicas ja estudadas para sintese do polimero.

2.1 Biomateriais

Os biomateriais sdo materiais usados em dispositivos médicos, sobretudo
naqueles que sao temporaria ou permanentemente implantados no corpo humano. O
termo biomaterial foi definido na Conferéncia do Instituto Nacional de Desenvolvimento

de Consenso em Saude em 1982 como:

“‘Qualquer substancia (outra que ndo droga) ou combinacdo de substancias,
sintética ou natural em origem, que possa ser usada por um periodo de tempo,
completa ou parcialmente como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua

qualquer tecido, 6rgao ou fungédo do corpo” (Helmus et. al, 1995).

Quanto ao tipo de material, os biomateriais podem ser: polimeros sintéticos,
metais, ceramicas e macromoléculas naturais (ex.: biopolimeros) que séao
manufaturados ou processados para se adequarem a utilizacdo em dispositivos
médicos que entram em contato intimo com proteinas, células, tecidos, 6rgaos e

sistemas organicos.

Os biomateriais devem ser isentos de produzir qualquer resposta biologica
adversa local ou sistémica, ou seja: o0 material deve ser nao-téxico, nao-carcinogénico,
nao-antigénico e ndo-mutagénico. Em aplicagcdes sangtineas, eles devem também ser
nao-trombogénicos. As complicacées oriundas dos dispositivos implantados irdo variar
de acordo com a sua aplicacao. Por exemplo, infec¢des e biodegradacéao irdo afetar
dispositivos que tém aplicagdes de longa duragdo como préteses permanentes e
valvulas cardiacas (Prado da Silva, 2006).



De acordo com Prado da Silva (2006), a selecdo do material a ser utilizado
deve levar em consideracao as propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas do material

e suas aplicagdes. As principais propriedades que devem ser levadas em conta sao:

¢ Resisténcia: aplicagbes que requerem alta resisténcia incluem enxertos de veia
aorta, valvulas cardiacas, baldes de angioplastia e implantes odontolégicos e
ortopédicos. Alguns desses dispositivos requerem propriedades bastante

especificas;

e Mobdulo (elasticidade, torcdo ou flexdo): o modulo de torcdo e de flexdo é de
interesse para materiais como cateteres, que podem sofrer torque e fazer
percursos tortuosos dentro dos vasos. Muitos elastémeros devem ter capacidade
de se alongar com baixa carga, logo, devem ter baixo médulo de torcao, flexao

ou elasticidade.

e Fadiga: os dispositivos que devem suportar esforcos ciclicos sem permitir
propagacao de trinca sdo em sua maioria feitos de poliuretano, poliéster e metais
em geral. Esses dispositivos funcionam em sua maioria como implantes

ortopédicos, odontoldgicos e cardiovasculares.

e Rugosidade: em aplicagdes onde é desejado baixo atrito, como em implantes de
juntas ortopédicas, utilizam-se materiais com acabamentos espelhados. Quando
se deseja uma integragéo tecido-implante, como em implantes endo-6sseos, €

desejada uma alta rugosidade.

e Taxa de permeacao: dispositivos como lentes de contato requerem uma alta taxa
de permeacao de gases. Geralmente a permeacao decresce com a cristalinidade
do material. Os hidrogéis sdo permedaveis a agua e sdao muito utilizados como

liberadores de drogas.

e Absorcdo de agua: alguns materiais sofrem mudangas draméticas em sua
resisténcia a tracao, a fadiga, a fluéncia, em seu médulo de elasticidade, torgao
ou flexdo quando ligeiramente umedecidos. A degradagdo também é afetada
pela absor¢cdo de agua: materiais hidrofilicos tendem a se degradar do interior
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2.2

para a superficie enquanto materiais hidrofébicos tendem a ter primeiramente

suas superficies degradadas.

Bioestabilidade: dispositivos como fios de sutura e liberadores de drogas devem
ter sua degradacado controlada, enquanto implantes permanentes devem ser

estaveis.

Bioatividade: a bioatividade se refere a propriedade inerente a alguns materiais
de participarem em reacdes biol6gicas especificas. Camadas bioativas podem
ser formadas a partir de moléculas que previnem coagulo sangiineo ou iniciam a
degradacdao enzimatica de um trombo. Algumas superficies negativamente
carregadas iniciam a degradacdo de componentes complementares com o
potencial para menores efeitos colaterais para tratamentos como dialise. A
hidroxiapatita € muito utilizada como recobrimento para implantes endo-6sseos.
Essa camada constitui uma superficie bioativa para o ancoramento de osso

neoformado.

Esterilizacdo: o método de esterilizagao utilizado pode alterar o estado energético
da superficie de um implante, alterando a resposta celular. Os polimeros podem
ter suas propriedades negativamente alteradas quando esterilizados por

irradiacdo com raios gama.

Producao de Biopolimeros

Um relatério divulgado pelo Centro de Gestao e Estudos Estratégicos em 2006

apresentou uma analise do mercado de biopolimeros relativo ao seu estado em 2005

em relagdo a biotecnologia industrial e tragcou um progndstico de seu crescimento.

Também foi examinada a insergcéo relativa do Brasil em termos de competitividade

tecnoldgica e de custos potenciais de producao destes materiais (Pradella, 2006).

A Tabela 2 mostra uma projecao para 2015 do mercado de biopolimeros e o

faturamento anual correspondente, empregando o preco do produto comercializado no

futuro.
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Tabela 2 — Estagio de desenvolvimento dos biopolimeros em 2005 e perspectiva de

producgéo (Pradella, 2006)

, US$/ano
Brasil EUA Europa Asia t/ano .
Milhoes
2005 2005 2005 2005 2015 2015
Polimero de . . .
_ P&D | Comercial | Comercial Piloto 400000 800
amido
PLA P&D Comercial Piloto Comercial | 400000 800
PHA' Piloto Piloto Comercial® Piloto 100000 200
PAA?Z - P&D P&D P&D 100000 200
Xantana Piloto | Comercial | Comercial | Comercial 80000 400
Pululana - - - Comercial 1200 24

" Polihidroxialcanoato
2 Poliésteres alifaticos aromaticos
3 Escala de produgdo menor que 5t/ano

Uma vez adotado que o custo final do produto é basicamente dependente do

custo da matéria-prima e do transporte, a estimativa da lucratividade do produto para o

ano de 2015 foi realizada subtraindo o custo do produto (matéria-prima e frete) do

faturamento total do produto. (Pradella, 2006)

Para analisar a competitividade do produto brasileiro no mercado internacional,

o custo do frete foi adicionado apenas no produto nacional. A Figura 3 mostra a

lucratividade para o PLA produzido em

locais distintos. Os diferentes niveis

correspondem a diferentes porcentagens do mercado (0, 10, 50 e 100% do mercado

global).
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Figura 3 — Lucratividade para o PLA em 2015 (Pradella, 2006)

Na producéo de PLA, embora o Brasil tenha o menor custo de matéria-prima, o
acréscimo do frete aproxima o custo final do produto ao custo do americano, mas
quando comparado ao mercado europeu e asiatico esse custo ainda continua menor. A
Figura 3 ilustra esse fato através da lucratividade, que no caso dos EUA seria
semelhante ao Brasil, porém bem menor para a China e Europa.

2.3 PLA para Engenharia Tecidual

A medicina regenerativa € uma area portadora de futuro, que tem como objetivo
controlar e ampliar a capacidade natural de regeneragdo tecidual, adotando uma
diferente abordagem no tratamento de lesbes e doencas. Medicina regenerativa
engloba varios temas relevantes como: dispositivos médicos e o6rgaos artificiais;

engenharia tecidual e biomateriais; terapia celular e testes clinicos.
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Nos EUA, que gastam mais de US$ 1,5 trilhdes por ano em salde, a medicina
regenerativa € vista como solucdo para combater o aumento continuo dos gastos
decorrentes do envelhecimento populacional. O documento 2020: A New Vision - A
Future for Regenerative Medicine do U.S. Department of Health and Human Services
(HHS) estabelece as metas previstas para o desenvolvimento da medicina regenerativa
nos préximos anos. Os autores consideram que em 10 anos as terapias de medicina
regenerativa devem estar disponiveis para o tratamento de pacientes e bases de
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao instaladas em empresas. Em vinte anos, deve
se atingir o pleno potencial dessas terapias, mas esse prazo pode se estender por mais
20 a 30 anos caso nao haja apoio suficiente (politicas publicas e recursos financeiros)

do governo americano (CGEE, 2010).

A engenharia de tecidos é um campo multidisciplinar que envolve a aplicagao
dos principios e métodos de engenharia, conhecimentos de materiais e processamento
junto aos conhecimentos das areas bioldégicas e médicas. Em principio, podem-se
produzir substitutos “artificiais” imunologicamente tolerantes de 6rgaos e de tecidos
danificados que podem crescer no paciente. Isso conduzira a uma solugdo permanente,
sem a necessidade de terapias suplementares em longo prazo (Jeong, 2004). Essa
nova engenharia trata resumidamente de um cultivo de células in vitro e em seguida,
introducdo em estudos in vivo. A dificuldade de insercéo direta e proliferagdo de células
trouxeram a necessidade de uma matriz pré-implantacdo denomominada scaffold,
suporte de crescimento celular. Antes do implante, o processo de cultivacdo de células
segue o fluxograma apresentado na Figura 4 (Sachlos, 2003).
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a) Esquema do scaffold que meio de cultura de células
€ uma estrutura porosa.
Oxigénio e nutrientes sao
fornecidos a partir do meio
de cultura de células.

0, e nutrientes

b) Semeadura de células no
scaffold.

05 e nutrientes

c) As células comecam a se
proliferar e migram para
dentro dos poros do
scaffold.

O, e nutrientes

d) As células colonizam
inteiramente o0s poros do
scaffold e comecam a
construir a sua propria
matriz extracelular.

02 e
nutrientes

e) As camadas superiores
de células consomem a
maior parte do oxigénio e
nutrientes, reduzindo a
quantidade disponivel para
as células pioneiras
migrarem para dentro do
scaffold.

02 a
nutrientes

Pp: Profundidade de penetrag¢o celular
Figura 4 — Diagrama esquematico apresentando a difuséo no scaffold (Sachlos, 2003).
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Enxertos vasculares de diametro pequeno confeccionados por engenharia
tecidual sdo necesséarios para pacientes que requerem a substituicdo de suas
coronarias danificadas e vasos abaixo do joelho. Entender a interacdo entre os
scaffolds e as células implantadas e, assim, o controle de fendétipo das células
musculares lisas é critico para a construcao de enxertos vasculares. Hu J. et al. (2010)
estudaram o efeito scaffolds de nanofibras de poli-L-lactide no controle fendtipo de
células musculares lisas adrticas. Um scaffold tubular de poli-L-lactide para
regeneracao de veias sanguineas foi fabricado (ver Figura 5) e estudos de semeadura
de células mostraram distribuicdo das células em todo o scaffold.

Normalmente, para que ocorra uma boa interacao polimero-célula é necessario
que se estabeleca a adesao celular ao substrato. Embora o substrato ndo necessite
obrigatoriamente apresentar caracteristicas semelhantes as da matriz extracelular para
que a adesao celular ocorra, a similaridade fisico-quimica € desejada quando o objetivo
€ a promocao da diferenciagdo celular ou para que um determinado polimero tenha
uma interacdo mais efetiva no sitio de implantacao (Alberts, 2002). Existe uma relagéo
entre a hidrofilidade e a adesao celular. Dentro de certos parametros, substratos mais
hidrofilicos tendem a suportar uma melhor interacdo com células (Santos Jr., 2001).
Assim, a adesao € de extrema importancia para a ciéncia dos biomateriais e para as
aplicagdes na area de medicina regenerativa. Somente depois de aderidas, as células
iniciam seu processo de espalhamento, divisdo e producédo de matriz extracelular nova
(Dewez, 1998). Espalhamento ou espraiamento € um processo complexo que envolve
modificacdes na morfologia celular em conseqiiéncia de alteracbes no citoesqueleto,

criando assim uma melhor interacdo com o substrato (Santos Jr., 2007).
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Figura 5 — Fabricacdo de scaffolds tubulares de nanofibras e cultura de células in vitro.

Visao total do scaffold tubular (A). Escala: 5mm. Microscopia eletrénica de varredura da

seccao do scaffold mostrando a estrutura (B), macro-poros, interconexdes de poros (C),
e estrutura da nanofibra (D). (Hu J. et al. 2010)
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Kim e pesquisadores (2010) fabricaram scaffolds tridimensionais baseados em
nano/microfibras de PLGA pela técnica de electrospinning hibrido. Neste trabalho os
scaffolds consistiam em uma estrutura de microfiboras e nanofibras de PLGA
randomicamente orientadas. Foram avaliadas a adesao, espalhamento e infiltracdo de
queratinécitos humanos normais e fibroblastos. A adeséo e espalhamento de ambos os
tipos de células foram varias vezes maiores nos compostos de nano/microfibras do que
em composto de microfibras sem a presenca de nanofibras.

Feng et al. (2010) desenvolveram um scaffold poroso tri-dimensional com a
habilidade de liberar antibiéticos de forma controlada para uma inibicdo em longo prazo
do crescimento de bactérias. Com essa nova aplicagdo é possivel alcancar alta
bioatividade local e baixos efeitos colaterais sistémicos dos antibidticos no tratamento
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de infecgdes dentarias, periodontal e dsseas. A altamente sollvel droga antibibtica
Doxiciclina foi incorporada em nanoesferas de poli(acido lactico-co-glicélico) e as
nanoesferas foram posteriormente incorporadas em scaffolds de nanofibras de poli(L-

acido lactico) com uma estrutura macro-porosa interconectada.

A escolha do polimero de acido lactico a ser utilizado na medicina regenerativa,
deve levar em consideracao a isomeria do monémero e conseqlente dimero gerado. O
homopolimero de L-lactide tem caracteristica semicristalina, portanto seus copolimeros
exibem alta resisténcia a tragdo e pouco alongamento e, esse modulo elevado faz com
que eles sejam mais adequados do que os outros polimeros amorfos para aplicacoes
ortopédicas (Middleton et al., 2000). O poli(D,L-lactide) € um polimero amorfo o qual
contém uma distribuicdo estatistica de seus dois isémeros, assim, impossibilitando a
cristalizacao da sua cadeia, provocando reducao de suas propriedades mecanicas em
relacao ao primeiro(Miller et al. 1977). Porém, a degradacao mais rapida desse material
o torna mais atrativo para sistemas de liberac&do de drogas (Lili, 2007).

Conforme Jahno (2005), quando PLA é usado em cirurgias ortopédicas e como
dispositivos de fixagdo oral, um polimero de alta massa molecular é necessario para
produzir dispositivos de elevada resisténcia mecanica. E ao contrario, tais massas
moleculares altas ndo sdo necessarias quando eles sdao usados como carregadores de
liberacdo controlada de drogas. Em tais aplicacées farmacéuticas, os polimeros de
lactide de baixas massas moleculares sao preferidos geralmente porque séo
degradados no corpo mais rapidamente do que PLA de alta massa molecular (Hyon,
1997). Existem polimeros disponiveis para comercializacdo na escala My de 2000 a
300000 g.mol™ sendo os polimeros de massas molares baixas utilizados para matrizes
de liberacdo controlada de drogas, € de massas molares elevadas sao utilizados para a

osteosintese (pinos para o reparo de 0sso0).

2.4 Sintese do PLA por abertura de anel do lactide

Segundo Nampoothiri et. al (2010) o caminho mais comum para se obter
poli(acido lactico) de alta massa molecular é por meio da polimerizacao por abertura de

18



anel do lactide (Figura 6) .O lactide intermediario, um dimero ciclico de acido lactico, €
formado na primeira etapa quando a agua da condensacao é removida por evaporacao
durante a oligomerizagdo. L-acido lactico, D-acido lactico ou misturas podem ser
polimerizados aos seus correspondentes oligdbmeros de baixa massa molecular, que
sdo despolimerizados cataliticamente em seguida através de uma transesterificacao
interna a lactide. Na segunda etapa, o monémero purificado L-lactide, D-lactide, D,L-
lactide ou meso-lactide é convertido no seu correspondente poliéster de alta massa
molecular por polimerizagéo catalitica por abertura de anel.

0
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Figura 6 — Polimerizacao por abertura de anel (Nampoothiri et. al, 2010)

Jahno (2005) reportou a sintese do lactide a partir do L-4cido lactico sob
agitacao, atmosfera inerte a uma temperatura de 200°C por 2 horas. Durante o periodo
de reacado a agua foi removida do sistema através de um sistema com condensador
acoplado. O lactide obtido foi analisado por 'H-RMN e espectroscopia de infravermelho
e 0s resultados obtidos foram comparados aos resultados do lactide comercial.
Comprovou-se a obtencao do lactide nas condi¢gées descritas acima.

O mecanismo de polimerizagdo por abertura de anel do lactide pode ser
dividido em trés classes: catibnica, anibnica e coordenacao-insercao. As duas primeiras
sdo consideradas rotas alternativas e a Ultima é a mais utilizada industrialmente
(Kowalski et al. 2000).
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A rota catidnica precisa de acidos extremamente fortes para iniciar a reacéao e,
além disso, a substituicdo nucledfila em carbono quiral pode causar racemizagdao do
produto, assim impedindo a obtencdo de polimero com taticidade e massa molar
elevada. Essas caracteristicas tornam-na uma rota pouco viavel (Dong, 2001). A rota
aniénica é normalmente iniciada por alcéxidos de metais alcalinos. Tanto a iniciacao
quanto a propagacao consiste em um ataque nucledfilo de um aniébn ao carbono
carbonila do L,L lactide seguido pela clivagem da ligagado CO-O do anel. A técnica
possibilita a desprotono¢cdo do mondémero L,L-lactide, gerando um anién lactide planar.
Devido a essa planalidade, as reac6es de protonacao e desprotonacao podem levar ao
produto ser racémico também e, conseqglientemente, ao baixo controle estereoquimico

e a baixa massa molar do produto (Storey, 2002).

O mecanismo de polimerizagéo por abertura de anel do lactide mais provavel e
mais importante é via inser¢cao por coordenacao. Os compostos organometalicos tém
sido utilizados nas copolimerizagdes de poli(a-hidroxi &acidos), com o objetivo de
desenvolver catalisadores metalicos ativos de baixa toxidez e controlar a microestrutura
do polimero, o que afeta as suas propriedades mecéanicas e taxa de biodegradacao
(Freed et al., 1994). O catalisador mais utilizado atualmente é o octoato de estanho.

2.4.1 Utilizacao de catalisadores inorganicos

Em 2007, Gupta e Kumar apresentaram uma revisdo compreensiva sobre 0s
varios aspectos da sintese do PLA. Nessa revisdo, uma colecdo de mais de 100
catalisadores para a sintese de PLA foi mencionada. A Tabela 3 mostra alguns dos
catalisadores mais comumente usados para a sintese do PLA. A polimerizacdo da
mistura racémica D,L- lactide geralmente leva a sintese de poli-D,L-lactide (PDLLA) que
nao é cristalino, mas sim amorfo. O grau de cristalinidade, e conseglientemente muitas
propriedades importantes, € controlado pela relacdo dos enantibmeros D e L usados. A
polimerizacao por abertura de anel do L-lactide utilizando diferentes complexos de Ferro
organico monocarboxilicos também foi reportada. Foi observado que o anion acetato
assim como o Ferro em parte, foram quimicamente ligados a cadeia polimérica e o
mecanismo de polimerizacao proposto € um tipo aniénico de inser¢do coordenada.
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Um estudo recente (Becker et. al, 2010) apresentou a sintese de um sistema de

catalisadores versétil e modular para sintese por abertura de anel do lactide baseado

em compostos amino-oxazolina e amino-tiazolina.

Tabela 3 — Diferentes catalisadores usados na producao de PLA (Gupta et al, 2007)

Polimero Catalisador Solvente Massa molecular
PDLLA/PLLA Isopropoxido de aluminio Tolueno M, = 90000
PDLLA Octoato de estanho Alcool M,y = 350000
Alcool, acido _
PLLA Octoato de estanho carboxilico M, = 250000
Octoato de estanho e
LPLLA compostos de titanio e Tolueno M, = 40000 - 100000
zirconio
PDLA/PLLA/ Trifluormetano sulfonato de Etanol i
PDLLA estanho e de escandio(lll)
PLLA Mg, Al, Zn, alcoxidos de ) o1 e metileno :
titanio
Itrio tris(2,6-di-terc butil 2-propanol, butanol,
PLLA fenolato) em tolueno etanol M, < 25000
PDLLA Lactato de zinco Sem solvente n=212000
Butil-magnésio, reagente z _
PDLLA / PLLA Grignard Eteres M, = 300000
PLLA Naftalenido de potassio THF, tolueno M, < 16000
Complexos de ferro com
PLLA acidos acético, butirico, Sem solvente M, = 150000

siobutirico e dicloroacético

Entretanto para a producdo de polimeros para uso biomédico, somente dois

sais de estanho tém sido empregados: cloreto de estanho |l e 2-etilhexanoato de

estanho I, mais conhecido como Sn(Oct),. Ambos sais de estanho sdo aprovados para

serem usados como aditivos alimentares, pelo FDA (Food and Drugs Admnistration),

mas o maior destaque vem sendo dado ao Sn(Oct),, devido a trés fatores principais

(Motta, 2002):
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o Ele é altamente eficiente e permite quase uma conversao completa da relagéo
mondmero/catalisador, podendo apresentar uma razdo da ordem 10*1
(Nijenhuts et. al, 1992).

e O risco de racemizacao € baixo quando se faz uso desse catalisador, sendo
possivel obter poli(lactide) com uma pureza Optica de até 99% quando a sintese
€ realizada em temperaturas até 150°C por poucas horas (Kricheldorf et. al,
1995).

e Além desses fatores, o Sn(Oct), é empregado como aditivo alimentar, o que
significa que sua toxicidade é extremamente baixa quando comparado a outros

sais de metais pesados. (Kricheldorf et. al, 1995)

O comité para investigagdo da seguranca dos implantes de mama de silicone
(Bondurant et al., 1999) analisou as informacdes obtidas sobre os possiveis efeitos dos
compostos tin' na seguranca dos implantes de mama de silicone. Sn(Oct), é
geralmente usado como catalisador na formulacdo de uma parte do implante.
Elastdmeros RTV com Sn(Oct), foram implantados sob a pele por via intraperitoneal e
subdural em ratos. Embora nenhum efeito téxico ou carcinogénico tenha sido
observado ao longo de 22 meses, este estudo inicial ndo foi projetado para examinar a
toxidade do composto tin (Agnew et al., 1962 apud Bondurant et al.,1999). Outros
estudos de implantes similares para avaliacdo do Sn(Oct), como catalisador na
producéo dos elastbmeros também nao apresentaram efeito negativo (Nedelman, 1968
apud Bondurant et al.,1999). Da mesma forma, os elastébmeros da Dow Corning com 1,
3 e 5% de octoato de estanho foram implantados por via subcuténea e intramuscular
em coelhos por 10 ou 30 dias e nenhuma resposta clara a dose foi observada; apenas a
reacdo comum do corpo a um componente estranho (Robert Meeks, Ph.D Dow Corning
Corporation, comunicacao pessoal,1999 apud Bondurant et al.,1999). O comité concluiu
gue nao existem evidéncias de efeitos toxicos de catalisadores tin como o Sn(Oct), em

baixas taxas de exposicdo como as encontradas em implantes de silicone.

' termo derivado do alemao, refere-se aos isétopos de estanho (Filgueiras, 1998)
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24.1.2 Mecanismo de coordenacao-insercao com abertura de anel do
lactide.

A polimerizagédo do lactide usando Sn(Oct), geralmente ocorre pelo mecanismo
de coordenacdo-insercdo com a abertura do anel do lactide, conforme Figura 7. O
catalisador facilita a polimerizagdo, porém um grupo hidréxi ou outra espécie
nucleofilica sdo os iniciadores. Geralmente existem no lactide centenas de partes por
milhdo de grupos hidroxi na forma de impurezas oriundos da agua, acido lactico e de
dimeros e trimeros lineares (Henton, 2005).

O
(8] o) /l {:\J‘\ / o :
0" ™" ROH E['r’ r i:r ol Ao A H
fLw, EHIDET]g - |’ 3 f";;?\a “H - Sn{CIEI:Iz 0 Sn(Oct),

o 9. 'Eﬁ 5n R RO

sn’ "Hn |

[ {Qet),

(Oct)ha

Figura 7 — Mecanismo generalizado de crescimento de cadeia por coordenagéo-
insercéo de lactide a PLA: R, cadeia de crescimento do polimero (Henton, 2005).

Na polimerizagcao por coordenacado-insergdo a eficiéncia do controle da massa
molecular depende também da extensao de reagdes paralelas de transesterificacao.
Essas reacbes de transesterificacdo podem ocorrer tanto intramolecular (gerando
estruturas macrociclicas e cadeias curtas) como intermolecular (redistribuicbes de
cadeias), ver Figura 8. O equilibrio polimerizagdo-despolimerizagdo tambéem deve ser
levado em consideragcdo como um caso particular de reagdo de transesterificacéo
intramolecular. Todas essas reacdes paralelas resultam em uma distribuicdo de massa
molecular mais ampla e foi descoberto que sua extensdo depende fortemente do
iniciador metalico (Dubois, 2009).
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Figura 8 — Reacles paralelas de transesterificagao inter e intramolecular (Dubois,
2009).

2.4.2 Utilizacao de enzimas como catalisadores

Na quimica dos polimeros a aplicacdo de enzimas oferece muitas vantagens: a
polimerizacdo pode ser realizada sob condigcbes brandas em relagdo a presséo,
temperatura e pH, o que torna as reac¢des enzimaticas muito eficientes em termos
energéticos e no custo dos equipamentos. Enzimas também podem ser muito seletivas:
quimio-, régio- e enantiosseletividade podem ser enzimaticamente induzidas, abrindo
novas rotas para a sintese precisa de polimeros. As enzimas também sdo consideradas
“verdes”, catalisadores atoxicos que vao de encontro com as crescentes demandas

para atendimento dos requisitos comerciais, ecologicos e biomédicos. (Dubois, 2009)

Baseado na reacdo especifica que elas catalisam, as enzimas foram
classificadas em seis grupos, trés deles foram reportados por catalisar ou induzir
polimerizacado in vitro, denominados oxidorredutases, transferases e hidrolases. A
ultima classe inclui a lipase; o papel natural dessa enzima € a hidrélise de ésteres de
acidos graxos na interface agua-lipideo da ceélula. Em meio orgénico, lipases podem
eficientemente catalisar a formacao de ligacdo éster e também foram extensivamente

utilizadas na investigacao de sintese de poliéster por policondensacédo ou abertura de
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anel in vitro, sem a necessidade de co-catalisador adicional. Uma enzima que merece

atengao especial é a Candida Antarctica Lipase B (CALB) (Dubois, 2009)

A Tabela 4 ilustra alguns exemplos de enzimas, e suas origens, que sao
tipicamente empregadas na sintese de poliéster (Kobayashi, 2010)

Tabela 4 — Origem das lipases usadas para sintese de poliésteres in vitro e suas
abreviagbes (Kobayashi, 2010)

Origem da Lipase Abreviacao
Candida cylindracea Lipase CC
Pseudomonas fluorescens Lipase PF
Porcine Pancreas Lipase PPL
Aspergilus Niger Lipase A
Candida rugosa Lipase CR
Penicillium roqueforti Lipase PR
Pseudomonas cepacia Lipase PC
Rhizopus japonicus Lipase RJ
Rhizomucor meihei Lipase RM
Mucor meihei Lipase MM
Candida Antarctica Lipase CA
Candida Antarctica lipase B CALB?
Yarrowia lipolytica Lipase YL

& CALB imobilizada em resina acrilica € comercialmente conhecida por Novozym®435

De acordo com Wahlberg et al. (2003), a falta de reatividade do grupo alcool do
acido lactico quando se utiliza Novozym®435 como catalisador poderia levar a

concluséo de que o lactide ndo € um bom substrato na abertura de anel via enzimatica,

25



ja que a propagacdao requer uma terminacdo de cadeia ativa. Entretanto,
copolimerizacdes de lactide com caprolactona (CL) apresentaram uma queda dramatica
no consumo de CL ap6s um rapido consumo inicial de lactide, o que aparentou ser o
melhor substrato. Na verdade, muitas semanas foram necessérias a fim de observar a
formagéo de copolimeros randémicos. Claramente, a falta de nucleofilicidade do alcool
secundario do lactide aberta é a principal responsavel pela reducao drastica da taxa de

polimerizacao.

Matsumura et al. (1997) reportaram a criagdo de polimeros com alto valor de
massa molecular (M, de até 270000 g.mol’) e valores estreitos de indice de
polidisperséo (<1,3) utilizando o biocatalisador Lipase PS. Para isso, altas temperaturas

(130°C) foram necessarias para atingir boas conversoes.

Um estudo mais recente (Hans et al., 2009) mostrou que D-lactide (DLA) pode
ser convertido em polimero numa solugao de tolueno sob condicdes brandas (50-70°C)
usando Novozym® 435. Em contraste com o L-lactide (LLA), o alcool formado pela
abertura do anel do DLA esta apto a reagir com o mondémero ativado — o monémero
complexo enzimatico. Assim, a seletividade de Novozym® 435 para alcodis secundarios
determina a capacidade de polimerizacao dos diferentes estereoisémeros de lactide.
Também foi constatado que o aumento de biocatalisador na alimentacdo leva a
conversodes de até 100% e a um aumento de numero de cadeias poliméricas, e assim
uma diminuicdo da massa molecular médio do polimero. A temperatura também
desempenha um importante papel, ja que ela influencia fortemente a velocidade de
desativacdo da enzima. Uma diminuicdo da temperatura resultou em maiores

conversoes.

Chanfreau et al. (2010) reportaram a sintese de poli-L-lactide (PLLA) e poli-L-
lactide-co-glicolide (PLLGA) utilizando como solvente o liquido idnico 1-hexil-3-
metilimidazolina hexafluorfosfato [HMIM][PF6], a polimerizac&o foi mediada pela enzima
lipase B da Candida antarctica (Novozyme®435). A maior conversao (63%) foi obtida a
90°C com uma massa molecular média (Mn) de 37,8x10% g.mol’ determinada por
cromatografia de exclusdo de tamanho. Este procedimento produziu polimeros de
relativa alta cristalinidade (até 85% PLLA) como foi determinado por DSC. Contudo, nos
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experimentos a 90°C a sintese também ocorreu sem a presenca de biocatalisador. A
sintese de PLLA em [HMIM][PF6] a 65°C também foi avaliada e seguiu apenas o
mecanismo enzimatico ja que nao foi observada abertura de anel sem a presenca da
enzima, nessa condi¢cdo de temperatura e apds 9 dias de reacao foi obtido PLLA com
Mn de 1,5x10% g.mol ™.

2.5 Conclusoes

Biomateriais poliméricos sdo desenvolvidos para uso como substitutos de
tecidos danificados e/ou para estimular sua regeneracdo. Uma classe de biomateriais
poliméricos sdo os bioreabsorviveis, compostos que se decompbem tanto in vitro
quanto in vivo. Sdo empregados em tecidos que necessitam de um suporte temporario
para sua recomposicdo tecidual. Dentre os varios polimeros bioreabsorviveis,
destacam-se o0s o-hidroxi acidos, entre eles, diferentes composicbes do
poli(acidolatico) (PLA), como o poli(L-acido latico) (PLLA), poli(D-acido latico) (PDLA),
poli(D,L-acido latico) (PDLLA). Estes polimeros sao considerados biorreabsorviveis por
apresentarem boa biocompatibilidade e os produtos de sua decomposicdo serem
eliminados do corpo por vias metabdlicas.

A polimerizagdo do lactide por abertura de anel é uma rota de sintese
conveniente para a producdo de PLA. Quando realizada em étimas condi¢bes, na
presenca de um catalisador adequado, essa técnica resulta em polimeros com massa
molecular previsivel e indice de polidispersao estreito. O processo pode ser mediado
por uma grande variedade de catalisadores, incluindo os metais pesados e as enzimas;
o primeiro € largamente utilizado, porém a rota enzimatica deve ser estudada a fim de
possibilitar a sintese de um material isento de metais. A combinacdo da
biodegradabilidade e a derivagdo de fontes renovaveis encorajam a investigagcdo como
uma proposta ambientalmente segura para aplicagées biomédicas.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

Este Capitulo estd dividido em 6 partes principais. As quatro primeiras
descrevem os parametros utilizados para a sintese do lactide, do PDLLA via abertura
de anel com utilizacdo de Sn(Oct), e Lipase B como catalisadores e a sintese do
PDLLA via policondensagao com a utilizagao do biocatalisador. Todos os equipamentos
utilizados em cada reacdo em escala laboratorial estdo descritos. A quinta parte deste
Capitulo apresenta as técnicas e as metodologias utilizadas para caracterizagdo dos
polimeros e, finalmente, a ultima parte apresenta a descricdo dos equipamentos que
podem ser utilizados para fabricacdo do PDLLA em escala industrial e os parametros
necessarios para os calculos de custo de producdo de cada alternativa de rota de

polimerizacao proposta.

3.1 Sintese do lactide

Conforme literatura (Nampoothiri, 2010), o dimero ciclico de acido lactico,
lactide, € formado a partir de acido lactico removendo-se a agua da condensagéo por
evaporacao durante a oligomerizagcéo. D, L-4cido lactico pode ser polimerizado ao seu
correspondente oligbmero de baixa massa molecular que €, em seguida,
despolimerizado cataliticamente através de uma transesterificagdo interna a lactide.
Jahno (2005) reportou com sucesso a sintese de lactide a partir do L-acido lactico sob
agitacao, atmosfera inerte a uma temperatura de 200°C por 2 horas. Durante o periodo
de reacao, a agua foi removida do sistema através de um condensador acoplado.

Neste trabalho, para a sintese do lactide, o monémero utilizado foi o D,L — acido
lactico comercial (Purac) com 85% de concentracdo. Como o acido utilizado continha
15% em massa de agua, fez-se necessario realizar previamente sua desidratacédo a fim
de otimizar a etapa seguinte de dimerizacdo. Em um baldo de 1000 mL adicionou-se
600 mL de D,L-4cido lactico e elevou-se a temperatura para 100°C, o sistema foi
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mantido sob agitacdo e foi utilizado vacuo para favorecer a remocéao total da agua
contida na solucao comercial de D,L-acido lactico. A obtencdo de lactide procedeu-se
conforme processo ja relatado em literatura (Jahno, 2005), o D,L-acido lactico
previamente concentrado foi submetido a uma temperatura de 200°C por 2 horas, sob
agitacao e gas inerte (N2). O esquema utilizado em escala laboratorial para obtengéao do
D,L-4cido lactico concentrado e do lactide esta representado na Figura 9.

Para a obtencao dos polimeros desse trabalho, nenhuma purificagdo adicional
foi feita ao lactide obtido em escala laboratorial, esta decisdo foi tomada com a
finalidade de obter um polimero isento de solventes organicos. No entanto, uma fracao
do lactide obtido foi purificada com acetona para posterior andlise e comparacao dos
espectros de infravermelho. A purificacdo procedeu-se da seguinte forma: em um balédo
de 500 mL pesou-se 200 g do lactide obtido em laboratério, acrescentou-se 300g de
acetona e a mistura foi mantida sob agitacdo a 25°C por 1 hora. A mistura
lactide/solvente foi mantida em geladeira (aproximadamente 5°C) por 5 dias, o lactide
foi separado do solvente sob vacuo (5 mmHg) e aquecimento a 100°C, conforme
processo descrito por Jahno (2005)

3.2 Sintese de Poli(D,L-lactide) via abertura de anel com Sn(Oct),

Foi realizada a polimerizagdo por abertura de anel do lactide obtida no item
anterior utilizando o catalisador 2 etilhexanoato de estanho Il, Sn(Oct). com 95% de
concentragdo, da empresa Sigma-Aldrich. As reacdes foram realizadas utilizando-se a
mesma montagem experimental utilizada para obtengdo do lactide, conforme esta

apresentado na Figura 9.
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Figura 9 — Esquema da escala laboratorial: (1) Baldo de vidro; (2) Manta de
aquecimento; (3) Termostato; (4) Fluxo de nitrogénio; (5) Coletor de condensado; (6)
Condensador; (7 e 8) Fluxo de agua do condensador e (9) bomba de vacuo.

Com a finalidade de encontrar a melhor condicdo de temperatura, tempo de
polimerizacao e % de Sn(Oct), para a sintese de PDLLA, o desenvolvimento das
polimerizacdes foi realizado em etapas. Em todos os ensaios a agitacao foi fixada em

275 rpm, a pressao foi mantida em 5 mmHg e fluxo de nitrogénio constante.

Inicialmente foi feito um estudo exploratério variando a quantidade de
catalisador em 2,48, 1,00, 0,10 e 0,50% em relacdo a massa de lactide. O tempo de
reacao foi fixado em 3 horas e todos os ensaios foram realizados a 160°C.

Em seguida, a quantidade de catalisador foi fixada em 2,48% em relacao a
massa de lactide e, para que a influéncia do tempo na reacéo fosse analisada, o tempo
de reacao foi aumentado para 6, 7 e 8h. A temperatura foi mantida em 160°C.

Para avaliar se haveria uma interferéncia positiva na reducdo de reacdes
secundarias de polimerizacéo e, consequiente favorecimento do aumento da cadeia do

polimero, o percentual de catalisador em relagdo a massa do dimero foi reduzido para
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0,10%. As massas moleculares foram avaliadas com 4, 5, 7, 8 e 9 horas de reagéo.
Todos os ensaios foram realizados a 160°C.

Apos avaliagdo dos resultados obtidos nas reacdes realizadas a 160°C, foi
escolhida a concentracdo de catalisador e o tempo que resultou em maior massa
molecular do produto final, os valores dos dois parametros foram fixados e a
temperatura foi variada em 10°C, ou seja, a polimerizacao foi reproduzida a 150°C e a
170°C para que a condigao ideal de temperatura fosse determinada. A quantidade de
catalisador Sn(Oct), foi fixada em 0,10% em relagdo a massa de dimero, o tempo foi
fixado em 7 horas e a polimerizacao foi realizada na temperatura 150°C e na
temperatura 170°C. As condicdbes de atmosfera inerte, pressdo e agitacao

permaneceram inalteradas.

3.3 Sintese de Poli(D,L-lactide) via abertura de anel com Lipase B.

A polimerizagcdo por abertura de anel do lactide via enzimatica foi catalisada
pela enzima Lipase B imobilizada, comercialmente conhecida por Novozym® 435
(Novozymes). A enzima é proveniente da Candida Antartica e € disponibilizada
adsorvida em um transportador base resina acrilica macroporosa com formato de
granulo esférico. De acordo com orientagdes obtidas no folheto de aplicagdo da enzima
Novozym® 435, a enzima é bastante tolerante ao calor com atividade maxima
encontrada na faixa de 70 a 80°C. Devido a possivel inatividade térmica que poderia
ocorrer apds sucessivas reacdes em temperatura elevadas, o fornecedor recomenda
que a reacao se processe na faixa de 40 a 60°C para prolongar a durabilidade da
enzima. No entanto, Chanfreau (2010) e o préprio folheto de aplicacdo reportam bom
desempenho da enzima a 65 °C. Dessa forma, essa temperatura foi escolhida para
inicio dos testes com Lipase B.

As reacbes foram realizadas em mini-reatores de vidro, mantidos submersos
em banho de glicerina a 65°C, fluxo de nitrogénio constante para promover a agitacao
do meio reacional em sistema aberto por 77h (conforme Figura 10).
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Figura 10 — Escala laboratorial para sintese de PDLLA por abertura de anel via Lipase
B: (1) Banho de glicerina, (2) Fluxo de nitrogénio e (3) Mini-reator de vidro.

A fim de realizar um estudo exploratério para conhecer o comportamento da
enzima Lipase B na catalise da abertura de anel do lactide foram feitos 2 experimentos
variando a concentracao de enzima em 1,0 e 2,0% no meio reacional. Um teste sem a
presenca de enzimas (teste em branco) também foi executado para que fosse avaliada
a real contribuicdo da enzima em um possivel incremento de massa molecular.

3.4 Sintese de Poli(D,L-acido lactico) via policondensacao com Lipase B

A polimerizagcdo por policondensagédo do acido lactico também foi realizada
utilizando a enzima Lipase B da empresa Novozymes. As reagdes foram realizadas em
um baldo de vidro conectado a um sistema de agitacdo mecanica, condensador, bomba
de vacuo, termémetro e fluxo de nitrogénio conforme esquema ja apresentado na
Figura 9. Foi utilizada uma agitacdo de 200 rpm e vacuo de 5 mmHg para promover a
remocao de agua do sistema e deslocar o equilibrio da reacao no sentido de formacéao
do polimero. Realizaram-se duas polimerizagdes nessas condicbes, uma sem

catalisador enzimatico e outra com 0,5% de Lipase B.
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As provas foram executadas a 70°C, pois segundo orientagdes do fornecedor a
atividade maxima da Novozym®435 é encontrada na faixa de 70 a 80°C, contudo o
processamento nessa faixa de temperatura poderia conduzir a inatividade térmica da
enzima. No entanto, mesmo reconhecendo que a escolha desta temperatura poderia
reduzir a atividade da enzima ao longo do tempo e que em uma escala industrial isso
poderia ser traduzido em menor re-utilizacdo da enzima, essa temperatura foi escolhida,

pois foi visada a condigdo mais otimizada para o desempenho da enzima.

3.5 Caracterizacao dos polimeros obtidos

Os polimeros foram caracterizados por cromatografia de permeacao em gel a
fim de determinar a massa molecular em cada condi¢cao proposta. O produto de maior
massa molecular teve sua estrutura quimica confirmada por Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio e Espectroscopia de Infravermelho. Suas propriedades térmicas

foram estudadas por Calorimetria Exploratéria Diferencial e Analise Termogravimétrica.

3.5.1 GPC - Cromatografia de permeacao em gel

A técnica de GPC baseia-se no principio de separacao de materiais de acordo
com o tamanho e forma da molécula pela passagem de uma solucdo através de uma
coluna ou uma superficie que consiste em um gel polimérico. A técnica € utilizada para
separacao e dessalinizacdo de materiais de alta massa molecular e para determinacéao
de massas moleculares (Fifield e Kealey, 2000).

Moléculas que diferem em tamanho podem ser separadas passando a solucao
de amostra através da fase estacionaria, que por sua vez consiste em um gel reticulado
poroso. Os poros do gel excluem as moléculas maiores que certo tamanho critico
enquanto que moléculas menores podem permear a estrutura do gel por difusdo. O
processo é descrito por permeacdo em gel, filtragdo em gel ou cromatografia de
exclusdo de tamanho. Moléculas excluidas passam através do sistema mais
rapidamente que a menores que podem se propagar no gel. A difusdo dentro do gel
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também varia com o tamanho e forma da molécula porque os poros de diferentes
dimensdes estao distribuidos pela estrutura da estrutura do gel de maneira randémica.
Essas moléculas menores séo eluidas a taxas dependentes de seu grau de permeacéo
no gel e os componentes de uma mistura na sequéncia eluidos a fim de diminuir
tamanho ou massa molecular. Os géis utilizados para a fase estacionaria podem ser
hidrofilicos, para separacdo em meio aquoso ou outro solvente polar, ou hidrofébico
para uso em solvente apolar ou fracamente polar (Fifield e Kealey, 2000).

Com a utilizagdo da técnica de GPC foi possivel obter a massa molecular
numérica média (M,), a massa molecular ponderal média (M,,), a massa molecular Z
média (M,) e o indice de polidispersao (IP) em um cromatdgrafo equipado com uma
bomba isocratica — modelo 510 e detector de indice de refracdo — modelo 2487 da
Waters Instruments. Cinco colunas feitas com copolimero estireno-divinilbenzeno
Waters Styragel HRO0,5 (faixa de exclusdo: 100 a 5000 Da), HR1 (faixa de exclusao:
1000 a 10000 Da), HR2 (faixa de exclusdo: 500 a 20000 Da), HR3 (faixa de excluséao:
500 a 30000 Da) e HR4 (faixa de exclusao: 5000 a 600000 Da) de dimensbes 7,8X300
mm foram posicionadas em série. Foram utilizados padrées de poliestireno como
curvas de calibracao (ver Figura 11), os pontos da curva estao apresentados na Tabela
5. O equipamento foi operado a 25°C. O solvente apolar Tetrahidrofurano (THF) foi
utilizado como eluente a uma taxa de 1mL/min. O volume de injecdo da amostra foi 200
ML.
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Tabela 5 — Curva de calibracao com padrao de poliestireno

Massa
Massa molar _ .
Pontos ; t (min) calculada % Residual
(Daltons’) ]
(Daltons”)
1 190000 22,071 184389 3,043
2 37900 24,506 39452 -3,933
3 1056 34,653 1075 -1,769
4 96400 22,945 99284 -2,905
5 2630 32,083 2695 -2,905
6 300 36,864 363 -17,285
7 18100 26,308 17235 5,017
8 5970 29,447 5920 0,842
9 500 36,676 404 23,910

' 1 Dalton (1 Da) é equivalente a 1g/mol.
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Figura 11 — Curva de calibragdo com padrao de poliestireno
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3.5.2 FTIR - Espectroscopia da regiao do infra-vermelho

A chamada radiacdo infravermelha corresponde a parte do espectro situada
entre as regides do visivel e das microondas. A porcdo de maior utilidade para a
quimica organica esta situada entre 4000 e 400 cm™. A radiagdo do infravermelho em
freqiiéncia menor do que aproximadamente 100 cm™, quando absorvida por uma
molécula organica converte-se em energia de rotagdo molecular. O processo de
absorcao € quantizado e, em consequéncia, o espectro de rotagdo das moléculas
consiste em uma série de linhas (Silverstein, 1994).

A espectroscopia de infravermelho fornece informagdes diretas sobre os modos
vibracionais das moléculas de uma substancia. O interesse da técnica esta no fato de
que o conjunto de bandas do espectro é especifico de cada substancia, em patrticular,
as bandas isoladas vinculam-se a vibracdes de um determinado grupo funcional ou de
um tipo de ligacdo do composto estudado. Dessa forma, pode-se estabelecer a
composicao e configuracdo estrutural da espécie quimica através de seu espectro de
infravermelho (Silverstein, 1994).

As posicbes das bandas do espectro infravermelho sao apresentadas em
namero de onda. As intensidades das bandas sao expressas como transmitancia ou
absorbancia. A identificacdo da freqtiéncia de vibracao da ligacdo correspondente, o
chamado assinalamento das bandas, € obtida através da comparagcdo destes com
tabelas de espectroscopia (Silverstein, 1994).

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrofotébmetro Thermo
modelo Nicolet 6700, a faixa de andlise utilizada foi de 4000 a 675 cm™', nimero do

scan igual a 32, resolugéo 4.

3.5.3 DSC - Calorimetria exploratoria diferencial
A andlise por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) consiste na avaliagao
da quantidade de calor absorvido ou liberado por uma amostra quando da ocorréncia de

eventos térmicos. Entende-se por eventos térmicos, transformagdes fisicas, quimicas
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ou fisico-quimicas ocorridas na amostra quando esta é submetida a um programa de

temperatura.

Dentre os eventos térmicos de materiais poliméricos, pode-se citar:

Transig&o vitrea (temperatura de transi¢do vitrea, Tg): Este ponto é o valor médio
da faixa de temperatura que durante o aquecimento de um material polimérico,
permite que as cadeias poliméricas da fase amorfa adquiram mobilidade
(Canevarolo Jr.,2002).

Fuséo Cristalina (temperatura de fusdo cristalina, Ty,): Esta temperatura € o valor
médio da faixa de temperatura em que durante o aquecimento, desaparecem as
regides cristalinas com a fusdo dos cristalitos. Essa transicdo s6 ocorre na fase
cristalina, portanto s6 tem sentido de ser aplicada em polimeros semicristalinos
(Canevarolo Jr.,2002). Portanto, em materiais totalmente amorfos este evento

nao ocorre.

Cristalizacdo (temperatura de Cristalizagdo, T.): Esta temperatura é atingida
durante o resfriamento da massa fundida de um polimero semicristalino no
momento em que um dado ponto dentro da massa polimérica fundida, um
namero grande de cadeias poliméricas se organize espacialmente de forma
regular, permitindo a formacdo de uma estrutura cristalina. Cadeias em outros
pontos também estardo aptas para se ordenarem, formando novos cristais. Isto
se reflete em toda massa polimérica, produzindo-se a cristalizacdo da massa
fundida (Canevarolo Jr.,2002).

A Figura 12 apresenta uma curva esquemadtica de DSC onde os eventos

térmicos que geram modificagcdes em curvas DSC e a caracteristica dos picos formados

estao representados.
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Figura 12 — Curva esquemética de DSC.

Na calorimetria exploratéria diferencial por fluxo de calor a propriedade fisica
medida é a diferenca de temperatura entre a amostra (A) e o material de referéncia (R)
(AT=Ta — Tg), quando ambos sdo submetidos a uma programacao rigorosamente
controlada de temperatura. Neste tipo de DSC, amostra e referéncia sdo colocadas em
capsulas idénticas, posicionadas sobre um disco termoelétrico e aquecida por uma
unica fonte de calor. O calor é transferido para as capsulas de amostra e referéncia por
meio do disco, com o fluxo de calor diferencial entre ambas as capsulas sendo
controlado por meio de termopares conectados ao disco, uma vez que AT, em um dado
momento, é proporcional a variacao de entalpia, a capacidade calorifica e a resisténcia

térmica total ao fluxo caloérico.

Para a determinacdo das propriedades térmicas dos polimeros foi usado um
aparelho DSC Mettler Toledo com a-alumina como referéncia, sob atmosfera de
oxigénio. As amostras foram aquecidas de 25 até 200°C com uma taxa de aquecimento
de 10°C/min (primeira curva de aquecimento), em seguida a amostra foi resfriada de
200 até 25°C e finalmente foi aquecida 25 até 200°C com uma taxa de aquecimento de
10°C/min (segunda curva de aquecimento). A T4 foi determinada no ponto médio da
variagao da capacidade calorifica.
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3.5.4 TGA - Analise Termogravimétrica

Os polimeros quando submetidos a um tratamento térmico podem apresentar
mudancgas estruturais caracterizadas por ruptura de ligagbes quimicas nas cadeias
principais e laterais. Essas modificacdes sao evidenciadas pela diminuicdo na massa
molar com evolucdo de produtos volateis (Lucas, E.F. et al, 2001). A analise
termogravimétrica € utilizada para medir a variagdo de massa de uma amostra,
resultante de uma transformagéo fisica, como sublimagéo, evaporagdo e condensagao;
ou quimica como degradacdo e decomposicdo oxidativa, em funcao da temperatura
e/ou tempo (Gallagher, 1997).

O equipamento € projetado para permitir uma medida precisa da massa e deve
ser operado em um ambiente controlado, evitando o efeito de convecgédo que surge no
aquecimento da camara devido a mudancas locais na densidade do gas no sistema. E
necessario o controle da atmosfera quando esta tem influéncia sobre o processo de
degradacao. Tipicamente, os estudos séo realizados usando nitrogénio e argénio como

atmosfera inerte, ou ainda ar, ar sintético ou oxigénio como atmosfera reativa.

Ha dois modos principais de se conduzir uma analise termogravimétrica: modo
isotérmico e modo dindmico. No modo isotérmico, a amostra € submetida a uma
temperatura constante, monitorando-se a variacdo da massa em funcao do tempo. No
modo dindmico, a amostra € submetida a um aquecimento a taxa controlada, sendo
monitorada a variagdo da massa. Sao registradas curvas de massa da amostra em
funcdo da temperatura ou do tempo, essas curvas sao denominadas curvas

termogravimétricas, TG (Canevarolo Jr., 2004).

Outra forma de andlise da temperatura de degradacdo do material é a
termogravimetria derivada, DTG. Com esta técnica, as curvas séo registradas a partir
das curvas TG e correspondem a derivada primeira da variacdo de massa em relagcao
ao tempo (dm/dt), que é registrada em funcao da temperatura ou do tempo. Ou, ainda,
a derivada primeira da variacdo de massa em relacdo a temperatura (dm/dT) que é
registrada em funcédo da temperatura ou do tempo. Independentemente do caso, a
curva resultante é a derivada primeira da curva de TG. Essa curva pode ser obtida por
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métodos diferenciacdo manual da curva TG ou por diferenciacao eletrdnica do sinal da
curva de TG.

As curvas termogravimeétricas foram obtidas com analisador termogravimétrico
modelo TGA-50 da Shimadzu com uma rampa de aquecimento de 20°C/min em célula
de platina, atmosfera inerte de nitrogénio taxa de eluicdo igual a 50mL/min. A andlise
termogravimétrica foi conduzida no modo dindmico, ou seja, durante o ensaio a

temperatura variou de 25 a 950°C.

3.5.5 RMN de 'H - Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

A espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) é basicamente outra
forma de espectrometria de absorgéo, semelhante a espectrometria de infravermelho ou
de ultravioleta. Sob condicbes apropriadas em um campo magnético, uma amostra
pode absorver radiacdo eletromagnética na regido de radiofreqiéncia em uma
sequUéncia governada pelas caracteristicas estruturais da amostra. A absorcéo é funcao
de determinados nucleos da molécula. Um espectro de RMN é um registro gréafico das
freqUéncias dos picos de absorcao contra suas intensidades (Silverstein, 1994).

A técnica baseia-se na determinacdo de grupos quimicos que contenham
hidrogénio de acordo com o principio de que 0s nucleos dos atomos de hidrogénio
presentes em moléculas organicas tém apenas dois elétrons a sua volta, em um orbital
0. Devido a relativa simplicidade deste sistema, o efeito de protecdo é uma fungéo clara
da densidade eletrbnica em volta do nucleo: elementos mais eletronegativos na
molécula tendem a fazer diminuir a densidade eletrbnica em volta do nucleo de
hidrogénio, deslocando sua absor¢ao para freqiéncias maiores. A grande maioria dos
hidrogénios em moléculas organicas produzem absorcdes entre 0 e 10 ppm (a maior
parte fica entre 0 e 8,5 ppm) (Constantino, 2006).

Os espectros de "H-RMN foram obtidos em um espectrofotdmetro Brucker 250
MHz. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado, CDCl; e os
deslocamentos quimicos foram determinados em relagdo ao tetrametilsilano, TMS.

41



3.6 Avaliacao preliminar do custo de fabricacao do PDLLA em escala industrial

A fim de viabilizar uma analise comparativa entre os custos envolvidos em cada
técnica de polimerizacdo apresentada nesse trabalho foi utilizado o esquema de
fabricacao apresentado na Figura 13.
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Figura 13 — Esquema para fabricacdo de PDLLA em escala industrial. (A) Boca de
alimentacao; (B) Motor; (C) Condensador de refluxo; (D) Fluxo de gas nitrogénio; (E)
Linha de vacuo; (F) Entrada de 6leo térmico; (G) Saida de 6leo térmico; (H) Entrada de
6leo térmico; (1) Termbémetro; (J) Saida de 6leo térmico; (L) Saida de produto; (M)
Bomba de vacuo.
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Para o céalculo do custo de fabricagdo foram considerados os gastos com as

matérias-primas, com a energia elétrica consumida pela bomba de vacuo e pelo motor

de agitacdo e o valor do gas natural consumido para aquecimento do reator. Nao seréo

levadas em consideracao as despesas com a mao de obra envolvida e a depreciagéo

dos equipamentos.

As descricbes dos equipamentos e utilidades envolvidas estdo apresentadas a

sequir:

Bomba de vacuo

Modelo: DVM 250/100

Empresa: Dositec

Poténcia elétrica: 15 HP, considerando que 1HP equivale a 745,7 W, tem-se

11185,5W.

Numero de rotagdes: 1750 rpm
Tenséo elétrica: 220/380 Volts
Frequéncia: 60 Hz

Motor

Modelo: 225 BXA
Empresa: Arno

Poténcia elétrica: 15/20 HP ou 11185,5/ 14914 W.

Numero de rotac¢des: 880 / 1750 rpm
Tensao elétrica: 380 Volts
Frequéncia: 60 Hz

Vaso do reator

Volume: 6 m®

Material: aco inoxidavel
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e Gas natural (para aquecimento do éleo térmico)

Tipo: Thermia E

Fornecedor: Shell

Poder calorifico inferior (PCl): 8447 kcal/N.m* = 35308,5 kJ/N.m?
Poder calorifico superior (PCS): 9400 kcal/N.m?® = 39292 kJ/N.m?
Custo médio: R$ 1,19/ N.m?

e Energia elétrica
Classe de consumo: Industrial
Custo médio (ANEEL, 2011): R$ 0,2538/kWh

Para o calculo da energia térmica envolvida no aquecimento e manutencéo da
temperatura no reator durante o tempo de reacdo, sera utilizada a Equagédo 3.1
(Sandler, 1989).

T2
Q- m[o,aT @)
T
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

Este Capitulo apresenta os resultados das caracterizagdes do lactide obtido em
escala laboratorial e também dos polimeros obtidos com os catalisadores Sn(Oct), e
Lipase B. O Capitulo esta dividido basicamente em 5 partes. Na primeira parte (item
4.1) sera apresentada a caracterizacado via espectroscopia da regiao do infra-vermelho
do lactide obtido em escala laboratorial. O polimeros obtidos via abertura de anel com
Sn(Oct), como catalisador foram caracterizados utilizando as técnicas de GPC, DSC,
TGA e FTIR e os resultados da caracterizacado sdo mostrados no item 4.2. No item 4.3 e
item 4.4 encontram-se os valores de massas moleculares do PDLLA obtido com o
biocatalisador Lipase B via abertura de anel e policondensacao, respectivamente. O
item 4.5 apresenta os calculos de custo de producdo de cada alternativa de rota de
polimerizacao proposta.

4.1 Caracterizacao do lactide

A espectroscopia de infravermelho forneceu informagdes a respeito da estrutura
do lactide obtido em escala laboratorial. Foi feita uma comparacdo dos espectros
obtidos, com espectros do lactide purificado com acetona e com dados obtidos na
literatura (Jahno, 2005) para o lactide comercial.

4.1.1 FTIR - Espectroscopia da regiao do infra-vermelho
Os espectros de infravermelho (IV) do acido lactico industrial a 85% utilizado

como mondmero, do lactide sintetizado em laboratério e do lactide sintetizado e
purificado em acetona estdo apresentados na Figura 14 em valores de absorbancia.
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Figura 14 — Espectros IV em valores de absorbancia do 4cido lactico, lactide sintetizado
e lactide sintetizado e purificado.

As atribuigdes para as bandas da Figura 14 estdo apresentadas na Tabela 6. A
Tabela também apresenta um comparativo entre os espectros do lactide obtido neste
trabalho com os resultados do lactide comercial reportado por Jahno (2005).

O espectro do acido lactico apresenta sinal forte em 3419,4 cm™', atribuido ao
grupo R-OH. No espectro do lactide sintetizado hd uma redugé&o drastica da intensidade
da banda atribuida ao grupo R-OH na mesma regido e no lactide purificado ele
desaparece. Esse resultado mostra que foi possivel obter experimentalmente um
dimero de estrutura ciclica.

A andlise espectrofotométrica do acido lactico apresentou picos referentes ao
grupo acido carboxilico (R-COOH) nos numeros de ondas 2988, 1723, 1245 e 1212
cm™, enquanto que nos lactides esses picos desaparecem dando lugar as ligacdes
éster (R-COO).

46



Tabela 6 — As atribui¢cdes para os espectros de IV do acido lactico industrial a 85%
utilizado como mondémero, do lactide sintetizado em laboratério, do lactide sintetizado e
purificado em acetona e do lactide comercial

Acido lactico Lactide Lactide Lactide Grupo Ligacao
85% Sintetizado purificado Comercial® atribuido
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
3419 3489 - - R-OH vO-H
(forte) (fraco)
2988 - - - R-COOH vO-H
(Fraco e amplo) ligagédo O-H
2903 2994 e 2944 2996 e 2945 | 2915 e 2848 -CH- vC-H
(fraco) (fraco) (fraco) (fraco)
1723 - - - R-COOH vC=0
(forte) ligacdo C=0
o 1756 1759 1745 R-COO vC=0
(forte) (forte) (forte)
1458 1456 1456 1461 R-CHj3 oC-H
(médio) (médio) (médio) (médio)
1401 1384 1384 1376 R-CH, oC-H
(fraco) (fraco) (fraco) (fraco) R-CH3
1245e 1212 o . - R-COOH
(forte)
- 1191 1188 1159 R-COO v C-O(CO0)
(forte) (forte) (fraco)
1046 1046 . - R-OH vC-OH
(médio) (fraco)
748 751 756 720 R-CHs 6C-H
(fraco) (fraco) (fraco) (fraco)

v estiramento

0: deformacgao angular

Nota-se que o lactide sintetizado apresenta as mesmas bandas que o lactide

comercial, com exce¢do de um residual de grupo R-OH provavelmente proveniente de
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residuos de acido lactico ou cadeias menores lineares provenientes da
policondensacdo. Apds purificagdo com acetona, ocorre o desaparecimento total do
grupo R-OH.

4.2 Caracterizacao do PDLLA obtido via abertura de anel com Sn(Oct).

A evolucédo das polimerizagbes foi acompanhada pelas andlises das massas
moleculares obtidos por GPC. Em seguida, os polimeros que apresentaram maiores
valores de massa molecular, levando em consideragao temperatura, tempo de reacao e
porcentagem de catalisador, tiveram suas propriedades térmicas avaliadas por TGA e

DSC, e suas estruturas quimicas foram confirmadas por RMN de 'H, e FTIR.
4.2.1 Cromatografia de permeacao em Gel (GPC)

Os polimeros obtidos via abertura de anel do lactide com a utilizacdo de
Sn(Oct), como catalisador foram avaliados por GPC e foi possivel determinar a massa
molecular numérica média (M,), a massa molecular ponderal média (My), a massa
molecular Z média (M;) e o indice de polidispersao (IP) e os resultados estdo
apresentados na Tabela 7. O software do equipamento também apresenta a leitura do
ponto onde ocorreu a detec¢do da molécula (MP), porém para a analise dos resultados
serdo utilizados os valores de M,, My, e IP.
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Tabela 7 — Valores obtidos no GPC para os polimeros obtidos via abertura de anel de

lactide com catalisador Sn(Oct).

Amostra | Sn(Oct)2 | Temperatura | Tempo Mn Mw MP Mz IP
% (m/m) (°C) (h) | (g.mol™y| (g.mol™) | (g.mol™) | (g.mol™)
C1 2,48 160 3 3299 5377 5330 7756 | 1,630004
C2 1,00 160 3 586 1147 2018 1523 [ 1,958488
C3 0,5 160 3 2351 2838 1893 3535 |1,207309
C4 0,1 160 3 935 1653 1386 2491 | 1,767500
C5 2,48 160 6 6965 8817 7297 11547 [ 1,265888
C6 2,48 160 7 5110 7671 7298 11170 [1,501198
c7 2,48 160 8 5440 7585 6756 11262 | 1,394426
C8 0,1 160 4 4998 6491 6249 8346 | 1,298814
C9 0,1 160 5 5771 7996 7060 10864 | 1,385515
C10 0,1 160 7 6325 8353 8044 10948 | 1,320607
C11 0,1 160 8 4175 6652 7244 10516 | 1,641166
C12 0,1 160 9 4529 6892 7207 9798 [ 1,521602
C13 0,1 150 7 2905 3157 2080 3510 | 1,086741
C14 0,1 170 7 7750 8101 6156 8567 | 1,045346

A avaliagao inicial dos resultados de massa molecular do estudo exploratério

onde a quantidade de catalisador a 95% foi variada em 2,48, 1,00, 0,50 e 0,10% em

relacdo a massa de lactide (testes C01, C02, C03 e C04 respectivamente) mostrou que

o teste CO1, que possui a maior quantidade de catalisador foi 0 que obteve a maior

massa molecular no tempo de reacdo de 3h; para efeito comparativo os resultados

estao apresentados na forma de gréfico na Figura 15.
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Figura 15 — Comparativo da massa molecular ponderal média dos polimeros obtidos a
160°C ap6s 3 h de reacao variando o percentual Sn(Oct)z

Dentre os testes realizados, o ensaio C01 resultou em polimero com maior valor
de M,,, portanto a quantidade de Sn(Oct).r foi fixada em 2,48% em relacdo a massa de
lactide e o tempo de reagéo foi aumentado para 6, 7 e 8h para avaliar a influéncia do
tempo de reacdo no aumento da cadeia polimérica. A avaliagdo da Figura 16 mostra
que o aumento de tempo de reacao de 3 para 6h resultou em um aumento significativo
da M,, do polimero de 5377 para 8817 g/mol com reducédo do IP de aproximadamente
1,63 para 1,26 (conforme Tabela 7) o que reflete a distribuicdo mais uniforme do
polimero apds 6h de reacdo. Contudo, também foi possivel observar uma tendéncia de
estagnacé@o do crescimento da cadeia do polimero com o aumento do tempo para 7 e
8h.

Segundo Henton (2005) a polimerizagao do lactide usando Sn(Oct), geralmente
ocorre pelo mecanismo de coordenacgao-insercao com a abertura do anel do lactide,
conforme mecanismo exposto na Figura 9. Avaliando o mecanismo de reagéo infere-se
que, uma vez que exista a presenca de iniciadores grupo hidréxi ou outra espécie
nucleofilica no meio reacional, quanto maior quantidade de Sn(Oct). maior sera o
numero de cadeias que serao desenvolvidas. Essas cadeias desenvolvidas

50



paralelamente poderdo competir com o crescimento de uma Unica cadeia, resultando na

estagnacao do crescimento da cadeia polimérica.
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8817
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T=160°C; 2,48% Sn(Oct),

Figura 16 - Evolucdo da massa molecular ponderal média ao longo do tempo de reacéo
a 160°C fixando a porcentagem de Sn(Oct). em 2,48% em relagcéo ao lactide.

Outra hipoétese a ser considerada seria o fato de a polimerizacdo estar se
realizando na auséncia de solventes (polimerizagdo em massa). Canevarolo Jr. (2002)
atribui como desvantagem da polimerizagdo em massa a dificuldade de se distribuir a
temperatura no meio reacional, pois sendo a reacado de polimerizacao exotérmica, tem-
se uma grande geracao de calor (20 Kcal/mol). Isso pode gerar pontos quentes dentro
do reator, que instabilizara o crescimento da cadeia aumentando a velocidade de
término. A morte prematura das cadeias leva a formacdo de um polimero com uma
distribuicdo larga de massa molecular. Nota-se que nos tempos 7 e 8h o indice de
polidispersao foi maior que com 6h de polimerizagao (conforme Tabela 7).

A fim de avaliar a hip6tese de que o0 excesso de catalisador no meio reacional
pudesse influenciar negativamente no crescimento da cadeia polimérica do PDLLA, o

percentual de catalisador em relacdo a massa do dimero foi reduzido para 0,10%, a
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temperatura de reagéo foi mantida a 160°C e foi acompanhada a evolugdo da massa
molecular ponderal ao longo do tempo. A Figura 17 apresenta os resultados de M,
obtidos pela anélise de GPC.
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T=160°C; 0,1 % Sn(Oct),

Figura 17 - Evolucao da massa molecular ponderal média ao longo do tempo de reacao
a 160°C fixando a porcentagem de Sn(Oct), em 0,10% em relagéo ao lactide.

Em um primeiro momento, os valores de M,, obtidos depois de 3h de reacao
com 2,48% (Figura 16) e com 0,1% de Sn(Oct), (Figura 17) indicam que a
polimerizacdo com maior percentual de catalisador favoreceu o crescimento das
cadeias poliméricas. No entanto, depois de 7h de reacédo nota-se que com 0,1% de
catalisador foi possivel Mw de 8353 g/mol, evidenciando a eficiéncia da polimerizacao
com menor percentual de catalisador. Apesar da baixa toxicidade do octoato de
estanho, essa redugdo do catalisador no meio é benéfica, pois considerando que a
producédo de PDLLA visa uma aplicacdo em biomedicina, quanto menor for o percentual
de metal no polimero menor o potencial de toxicidade do implante.

A polimerizacao com 0,1% de Sn(Oct), mostrou uma grande evolugédo do valor
de M,, de 3 para 5h de reacdo. Esse crescimento pode ter sido favorecido pela

52



inexisténcia de catalisador em excesso no meio, que possibilitou o crescimento das
cadeias menores. Contudo, ap6s 8h de reacao o PDLLA também apresentou tendéncia

de estabilizacao do crescimento da cadeia.

Apéds avaliacdo dos resultados obtidos nas reacdes realizadas a 160°C foi
escolhida a concentracdo de catalisador e 0 tempo que resultou em maior massa
molecular do produto final. Os valores dos dois paradmetros foram fixados e a
temperatura foi variada em 10°C, ou seja, a polimerizacéo foi reproduzida a 150°C e a
170°C para que a condicdo ideal de temperatura fosse determinada. Os resultados
obtidos na cromatografia estdo apresentados na Tabela 7. A Figura 18 apresenta um
comparativo da M, obtidos nas mesmas condicbes de tempo e percentual de

catalisador e variando a temperatura em 150, 160 e 170°C.
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Figura 18 — Comparativo da massa molecular ponderal média dos polimeros obtidos
com 0,10% de Sn(Oct), apds 7 h de reacdo variando a temperatura.

A temperatura de 150°C nao se mostrou tao eficiente quanto 160 e 170°C para
obtencdo de maiores valores de M,,. Dentre as avaliadas, a temperatura de 160°C se
mostrou a mais eficiente. Se comparada em relagcdo a temperatura de 170°C, em
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termos econémicos esta temperatura também € a mais vantajosa, pois em escala piloto

ou industrial os custos combustiveis para aguecimento de reator seriam inferiores.

4.2.2 FTIR - Espectroscopia da regiao do infra-vermelho

Os espectros de IV do lactide sintetizado e para o PDLLA obtido com 0,1% de
Sn(Oct)2, 7h de reagéo apds 150, 170 e 160°C estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19 — Espectros de IV obtidos para o lactide sintetizado e para o PDLLA obtido
com 0,1% de Sn(Oct)2, 7h de reacdo apds 150, 170 e 160°C.

As atribuicbes para os espectros de IV apresentados na Figura 19 estao
apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8— As atribui¢cdes para os espectros de |V do lactide sintetizado e do PDLLA
obtido com 0,1% de Sn(Oct)2, 7h de reacédo apo6s 150, 170 e 160°C.

Lactide sintetizado | PDLLA 150°C | PDLLA 160°C PDLLA 170°C Grupo | Ligagéo
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) atribuido
3488.,6 _ _ _ ROH | vO-H
(fraco)
2994,0 e 2944,8 2995 e 2944 2995 e 2945 | 2995,4 e 2945,3 -CH- vC-H
(fraco) (fraco) (fraco) (fraco)
1755,7 1757,7 1755,4 1754,9 R-COO | vC=0
(forte) (forte) forte) (forte)
1455,6 1455,3 1455,3 1455,3 R-CHs oC-H
(médio) (médio) (médio) (médio)
1384,0 1384.,6 1382,5 1382,5 R-CH, o6C-H
(fraco) (fraco) (fraco) (fraco) R-CHjs
1191,3 1187,9 1187,8 1185,6 R-COO
(forte) (médio) (médio) (médio)
1045,8 . - - R-OH vC-OH
(fraco)
751 756,2 749,2 747,8 R-CHj3 oC-H
(fraco) (fraco) (fraco) (fraco)

Os espectros obtidos para o lactide sintetizado e o PDLLA sintetizado em

diferentes temperaturas sdo bastante semelhantes, com exce¢ao do sinal fraco no

nimero de onda equivalente a 3488,6 e 1045,8 cm™, atribuido ao grupo R-OH do

lactide sintetizado. Nos espectros dos polimeros ocorre o desaparecimento das bandas
atribuidas ao grupo R-OH.

4.2.3 DSC - Calorimetria Exploratoria Diferencial

A transicdo vitrea é uma transicdo de segunda ordem, portanto um processo
acompanhado de variacao de capacidade calorifica da amostra, que se manifesta como
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variagdo da linha de base da curva DSC. As normas ASTM E 1356 e ASTM D 3418

descrevem os procedimentos para determinacdo da T4 por DSC. A Figura 20 apresenta

a forma correta de se interpretar a curva. Os pontos “a

(Pl

e “e” correspondem ao inicio e

fim do evento de variagdo de calor especifico da amostra. Entretanto, a faixa de

temperatura que caracteriza a transigdo vitrea de um polimero estd contida entre os

pontos “b” e “d”. Em geral a T, refere-se ao ponto “c” (Canevarolo Jr., 2004).

Fluxo de calor

€ endo

Temperatura

Figura 20 — Determinacdo da temperatura de transig&o vitrea (Canevarolo Jr., 2004)

A partir da avaliagdo da variagdo da linha de base das curvas obtidas no
segundo aquecimento do PDLLA produzido a 150, 160 e 170°C foi possivel calcular a

T4 e os valores encontrados estdo reunidos na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de Tg encontrados para o PDLLA obtido a 150, 160 e 170°C

Amostra Tg (°C)
PDLLA 150 29,1
PDLLA 160 30,6
PDLLA 170 32,4
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Na analise das curvas obtidas para os trés polimeros nao foi possivel evidenciar
a presenca de um pico aparente referente a cristalizagao, esse resultado indica que o
material obtido apresentou carater predominantemente amorfo. Conforme literatura
(Auras et al., 2004), polimeros de acido lactico que sédo constituidos de mais de 93% de
L-acido lactico sao semicristalinos, enquanto que quando a presenca deste
estereoisémero esta na faixa de 50 a 93% o polimero é estritamente amorfo. Portanto,
esse resultado estd de acordo com o esperado visto que o PDLLA foi obtido a partir de
uma mistura racémica de acido lactico. Conforme Lili (2007), a degradagcao mais rapida
do PDLLA devido ao seu carater amorfo o torna atrativo para sistemas de liberacao de

drogas.

Para os polimeros amorfos como o PDLLA, a T4 € um dos mais importantes
parametros, pois mudancas dramaticas na mobilidade da cadeia polimérica podem

ocorrer em temperaturas iguais ou acima da Ty.

4.2.4 TGA - Analise Termogravimétrica

As Figuras 21, 22 e 23 apresentam as curvas termogravimeétricas dos polimeros
obtidos a 150°C, 160°C e 170°C respectivamente.
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Figura 21 — Curva termogravimétrica do PDLLA obtido com 0,1% de Sn(Oct), depois de
7h de reacéao a 150°C
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Figura 22 — Curva termogravimétrica do PDLLA obtido com 0,1% de Sn(Oct)» depois de

7h de reacao a 160°C
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Figura 23 — Curva termogravimétrica do PDLLA obtido com 0,1% de Sn(Oct). depois de

7h de reacao a 170°C
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Em um primeiro momento, a avaliacao do perfil das curvas termogravimétrica
indica um comportamento caracteristico de decomposi¢cdo em um Unico estagio para os
trés polimeros analisados. No entanto, a avaliagdo da curva de termogravimetria
derivada (DTG) evidenciou inflexdes nas curvas termogravimétricas dos polimeros
obtidos a 150 e 170°C enfatizando sutis variagbes de massa no decorrer da

degradacéo.

Segundo Canevarolo (2004), a altura do pico da curva DTG pode ser usada
para propositos quantitativos, visto que dm/dt=0 quando ndo ocorre perda de massa.
Porém, quando ha variacdo de massa, dm/dt#0 e o pico da DTG é proporcional a perda
de massa da amostra. Portanto, para os polimeros analisados, a temperatura de
degradacao que sera considerada sera a equivalente ao maior pico na curva DTG, ou
seja, 324,1°C para o polimero obtido com 150°C, 366,1°C para o polimero obtido com
160°C e 365,8°C para o polimero obtido com 170°C.

Relacionando os valores de temperatura de degradacao obtidos com os valores
de massa molecular do PDLLA obtido em diferentes condicbes de temperatura €&
possivel concluir que houve um incremento da temperatura de degradacéo do polimero

com o aumento da massa molecular dos polimeros. A Figura 24 ilustra esse

comportamento.
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Figura 24 — Evolucéo da temperatura de degradagcéo do PDLLA com o valor da massa
molecular.
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4.2.5 'H-RMN - Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

As Figuras 25, 26 e 27 apresentam os espectros obtidos por 'H-RMN para o
PDLLA obtido a 150, 160 e 170°C respectivamente.

A analise dos trés espectros confirma a obtencdo de poli(acido lactico). O
espectro do PDLLA obtido a 150°C apresenta um sinal em 1,60 ppm (triplete, v=
400,16Hz), que é atribuido aos hidrogénios do grupo CH3 do polimero e um sinal em
5,19 ppm (multiplete, v=1297,57Hz), que € atribuido ao hidrogénio do grupo CH. Nota-
se ainda um sinal em 4,38 ppm (quadriplete, v=1096,17Hz ) que pode ser atribuido ao
hidrogénio do grupo CHs préximo ao grupo hidroxi terminal da cadeia polimérica
(representado por y’ nas figuras). As interpretacoes dos espectros estdo de acordo com

a literatura (Constantino, 2006; Inkinen, 2011).

Os espectros obtidos para os demais polimeros apresentam picos
caracteristicos praticamente nas mesmas freqiéncias que o PDLLA 150°C, o sinal
atribuido aos hidrogénios do grupo CH3; do polimero é detectado em 1,57 ppm (triplete,
v= 392,45Hz) para o PDLLA 160°C e em 1,60 ppm (triplete, v= 400,08Hz) para o
PDLLA 170°C. O sinal atribuido ao hidrogénio do grupo CH do polimero € detectado em
5,19 ppm (quadriplete, v= 1297,12Hz) para o PDLLA 160°C e em 5,19 ppm
(quadriplete, v=1298,75Hz) para o PDLLA 170°C. Nota-se que em ambos ocorreu uma
reducao na intensidade do sinal atribuido ao hidrogénio do grupo CH3 préximo ao grupo
hidréxi terminal da cadeia polimérica, esse fato pode ser atribuido aos maiores valores
de M,, obtidos nesses polimeros e, consequente, redugdo do numero de terminais de
cadeia. No PDLLA 160°C, o sinal é detectado em 4,38 ppm (quadriplete, v=1095,42Hz)
e no PDLLA 170°C ele é detectado em 4,38 ppm (quadriplete, v=1094,47Hz).
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Figura 25 - Espectros de 'H-RMN do PDLLA obtido a 150°C. a) Picos caracteristicos do
polimero; b) Ampliagao na faixa 4,3 — 5,5 ppm; ¢) Ampliagéo na faixa 1,45 — 1,70 ppm
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Figura 26 - Espectros de 'H-RMN do PDLLA obtido a 160°C. a) Picos caracteristicos do
polimero; b) Ampliagédo na faixa 4,3 — 5,5 ppm; ¢) Ampliagéo na faixa 1,45 — 1,70 ppm
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Figura 27 - Espectros de 'H-RMN do PDLLA obtido a 150°C. a) Picos caracteristicos do
polimero; b) Ampliacdo na faixa 4,3 — 5,5 ppm; ¢) Ampliacao na faixa 1,45 — 1,70 ppm
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4.3 Caracterizacao do PDLLA obtido via abertura de anel com Lipase B

Neste item estdo apresentados os valores de massas moleculares obtidos na
polimerizacao por abertura de anel do lactide com a utilizagdo da enzima Lipase B
como catalisador, ap6s 77h de reacao a 65 °C.

4.3.1 GPC - Cromatografia de Permeacao em Gel

Depois de submetidas a 77h de reacao a 65°C, as amostras sem Lipase B e
com 1,0 e 2,0% do biocatalisador foram submetidas a avaliacdo da massa molecular
por GPC. Os cromatogramas obtidos para as amostras com 0,0, 1,0 e 2,0% de
catalisador estao apresentados a seguir nas Figuras 28, 29 e 30, respectivamente.
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MNome Mn M MP Iz Mz+1 | My | polidispersdo | % Area | % Peso
1 12915 | 12916 | 12900 [ 12917 | 12817 1000047 | 000 0.00
|2 i 564 I 4496 | 2332
'3 449 1236 2316
4 288 1166 2141
5 | 144 12.97 17.85
g | 38 18.05 1416

Figura 28 - Cromatograma e valores dos picos obtidos para amostra sem a enzima
Lipase B, ap6s 77h de reagéo a 65 °C.
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Figura 29 - Cromatograma e valores dos picos obtidos para amostra com 1,0% de

enzima Lipase B, ap6s 77h de reacao a 65 °C.
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2 536 46.80 23.25
3 380 1071 22.63
4 234 10.61 2054
5 127 1247 17.77
& 19 19.41 15.40

Figura 30 - Cromatograma e valores dos picos obtidos para amostra com 2,0% de
enzima Lipase B, ap6s 77h de reacao a 65 °C.

O equipamento detectou pico maximo de 564 g/mol para a amostra sem
catalisador e com 1,00% de Lipase B, e o pico maximo detectado para a amostra com
2,00% de Lipase B foi 536 g/mol. Nao foi possivel obter os valores de My, M, e IP para
esses picos. A Figura 31 apresenta o comparativo dos valores de massa molecular
obtidos nos cromatogramas. Nota-se que nos trés casos nao foi possivel evidenciar
crescimento suficiente da cadeia polimérica que pudesse ser atribuido a utilizagdo da
enzima Lipase B como biocatalisador.
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Figura 31 — Comparativo das massas moleculares encontradas nos picos do
cromatograma das amostras obtidos depois apds 77 h de reacao de lactide com Lipase
B em diferentes porcentagens a 65°C.

4.4 Caracterizacao do PDLLA obtido por policondensacao com Lipase B

Diante dos resultados insatisfatérios obtidos com a utilizacado da Novozym®435
conforme metodologia descrita no item 3.3 e resultados apresentados no item 4.3,
concluiu-se que a enzima nao foi um catalisador eficiente para a abertura do anel do
D,L-lactide obtido em escala laboratorial. Conforme ja reportado por Hans et al. (2009)
existe uma seletividade de Novozym®435 para alcodis secundarios e na estrutura do
D,L-lactide o alcool secundario nao esta evidente e isso poderia ter prejudicado a acao
enzimatica. Portanto a polimerizacao por policondensacdo do D,L acido lactico foi
estudada.

Moon et al. (2000) apresentam as duas reacOGes de equilibrio que estao
envolvidas na policondensacao (Figura 32). A reacao de policondensacgao propriamente
dita envolve a liberagdo de uma molécula de agua para cada dois moles de acido
lactico que reagem entre si. Portanto, para favorecer a polimerizacdo no sentido da

formacao do polimero e impedir que a 4gua do meio ocasionasse a despolimerizacao, a
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utilizacdo de vacuo se fez necessaria, visto que a temperatura de reacao € inferior a
temperatura de evaporacao da agua.

?Ha ?H3 (|3H3
H{D-CH—E}OH . H«G)-CH—EI?}OH HAGJ-CH-E:D@H +H,0
X y x+y
¢Ha CH, HsC._O._,O
H*(D‘CH-?OH—.——: H‘G}CH_?I; OH + I I
X 2 0™ O CHs

Figura 32 — Duas reacoes de equilibrio envolvidas na policondensacao (Moon et al.,
2000)

4.4.1 Caracterizacao do PDLLA obtido por policondensacao com Lipase B

O polimero obtido por policondensagcdo com a utilizacdo do biocatalisador
Lipase B foi avaliado por GPC e foi possivel determinar a massa molecular numérica
média (M,), a massa molecular ponderal média (My), a massa molecular Z média (M,) e
o indice de polidispersdo (IP). Os resultados estdo apresentados na Tabela 10. O
software do equipamento também apresenta a leitura do ponto onde ocorreu a deteccao
da molécula (MP), porém para a analise dos resultados serdo utilizados os valores de
M, My e IP.

Tabela 10 — Valores obtidos no GPC para os polimeros obtidos por policondensagéo
com a utilizagdo do biocatalisador Lipase B

Amostra | Lipase B | Temperatura | Tempo | Mn | Mw | MP | Mz IP
%o (¢C) (h)
E04 0 70 77h | 1067 | 1142 | 786 | 1242 | 1,070219
EO05 0,5 70 77h 1654 | 1719|1291 | 1795 | 1,039190




A avaliagdo dos valores de massa molecular obtidos apds 77h de reacao a
70°C mostra que a utilizacao de 0,5% de Lipase B favoreceu o crescimento da cadeia
polimérica, resultando em PDLLA com valor de M, igual a 1719g.mol”. J& o ensaio
EO04, que foi realizado nas mesmas condicoes de temperatura, tempo e pressao, porém
sem a utilizagcdo do biocatalisador nao apresentou os mesmos valores de massa
molecular. Para efeito comparativo os valores de M,, estdo apresentados na forma de

grafico na Figura 33.

No trabalho desenvolvido por Chanfreau e pesquisadores (2010), foi obtido um
PLA na mesma ordem de massa molecular (1 5x10° g.mol'1) que o ensaio E05, porém
somente apds 216h de reacdo, a 65°C e com a utilizacdo de 10% em massa de
Novozyme® 435.
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Figura 33 — Comparativo dos valores de M,, encontrados na avaliagcao por GPC das
amostras obtidas depois de 77 h de policondensacao do acido lactico com e sem Lipase
B a 70°C.

A utilizacao da policondensacao do 4acido lactico como rota de polimerizacao se
mostrou mais eficiente quando se utiliza Lipase B como biocatalisador. Esse fato pode
ser atribuido a seletividade da enzima Novozym®435 para alcodis secundarios. A
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temperatura também desempenhou um importante papel, pois a utilizacao de 70°C se
mostrou uma temperatura apropriada para a atividade enzimatica. A avaliacao da
velocidade de desativacdo da enzima nao foi efetuada, contudo esse fator deve ser
considerado no dimensionamento em escala piloto e industrial de reagdes enzimaticas,

visando a reutilizacdo da enzima e consequente reducao de custos de processo.

4.5 Estimativa de custo de fabricacao do PDLLA em escala industrial

Neste item sera feita uma estimativa de custo para fabricacdo do PDLLA em
escala industrial de acordo com 0s processos propostos nos itens 3.1, 3.2 e 3.4 deste
trabalho. O objetivo deste item é fornecer subsidios para que um comparativo de custo
entre as diferentes condigdes de polimerizagdo possa ser realizado.

O termo “estimativa” é utilizado, pois algumas aproximagdes foram feitas para
obtencao dos valores de consumo de energia elétrica e térmica. Por exemplo, para os
célculos de quantidade de calor de todas as etapas sera considerado calor especifico
do &cido lactico em unidade [J/kg.K]. A Equacdo 3.1 foi desenvolvida para uma
condicao de massa constante, contudo nas etapas em que ocorre eliminacdo de agua
da reacao e consequiente variacao de massa, ela também sera utilizada considerando o

valor da massa inicial do sistema.

4.5.1 Calculos dos custos para o PDLLA obtido por abertura de anel com
Sn(Oct)..

A Figura 34 ilustra as rampas de temperatura que deverao ser atingidas durante
a etapa de eliminagédo dos 15% em massa de agua do &cido lactico comercial, durante
a sintese do lactide conforme descrito no item 3.1, seguida pela etapa de sintese do
PDLLA com 0,1% de Sn(Oct),, 7h de reacao nas temperaturas 150, 160 e 170°C.
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Figura 34 — Rampas de temperatura utilizadas para a sintese do lactide seguida pela
sintese do PDLLA por abertura de anel em 150, 160 e 170°C. (1) Aquecimento de 25 a
100°C; (2) Manutencao da temperatura por 2 h a 100°C; (3) Aquecimento de 100 a
200°C, (4) Manutencao da temperatura 2 h a 200°C, (5) Resfriamento, (6) Temperatura
de polimerizagdo mantida por 7 h, (7) Resfriamento.

Com a utilizacdo da Equagédo 3.1 foram calculadas as quantidades de calor
envolvidas em cada etapa ilustrada na Figura 34 conforme abaixo. E importante
observar que o percentual de perda de calor por troca térmica foi estimado com base
em uma média utilizada na industria, essa condicdo pode sofrer variagao de lugar para

lugar, conforme as caracteristicas de equipamentos e processo adotadas.

e FEtapa 1: Calor que devera ser fornecido pelo gas natural (Qgss1) para
aquecimento do conteudo do reator de 25 até 100°C para que o sistema atinja a
temperatura adequada para remocado da agua do &cido lactico comercial,
considerando uma perda na ordem de 10% por troca térmica:
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100
Qi = |:m1 ICP(A)dT:|'1’10 (4.1)

25

onde:

m+: massa inicial de acido lactico [g].

cpa): calor especifico do 4cido lactico [J.K'.g]

Etapa 2: Calor que devera ser fornecido pelo gas natural (Qgss2) para
manutencdo de Tieacso igual @ 100°C considerando uma perda de 5% de calor
para o ambiente. Nesta etapa, a temperatura é mantida a 100°C para eliminagao

da agua do acido lactico comercial.

Q

gas2

— M,.Cppy-Trouao-0,05 (4.2)

" " reagdo" ™

Etapa 3: Calor que devera ser fornecido pelo gas natural (Qgss3) para
aquecimento do conteudo do reator de 100 até 200°C, considerando uma perda

na ordem de 10% por troca térmica:

200
Qi = {mz [ cP(A)dT} 1,10 (4.3)

100

m»: massa de acido lactico concentrado [g].

Etapa 4: Calor que devera ser fornecido pelo gés natural (Qgsss) para
manutengdo de Treacso igual a 200°C, considerando a massa de &cido lactico

concentrado (mz) € uma perda de 5% de calor para o ambiente:
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Q

gas4

= M, .Cp( )T 1eag20-0:05 (4.4)

e Etapa 5: Calor que devera ser fornecido pelo gas natural (Qgsss) para
manutencao de Treaczo igual @ 150, 160 e 170°C ja que sera feito um comparativo
dos custos envolvidos para reproducdo em escala industrial do PDLLA nas trés
condicoes de temperatura. Nesta etapa também sera considerada uma perda de

5% por troca térmica com o ambiente:
Qi = M3Cpay T 0:05 (4.5)
m3: massa de lactide obtido na etapa 4.

Sera utilizada uma aproximagéao do valor do calor especifico em cada etapa do
aquecimento, ou seja, para os calculos de quantidade de calor envolvida nas etapas 1,
2, 3, 4 e 5 sera utilizado o calor especifico do acido lactico equivalente a 128,1 J/K.mol
(298,15K) (Wilhoit, 1985), neste caso 1,4 J/K.g.

Finalmente, os valores de quantidade de calor (Qgss) obtidos em cada etapa
foram somados conforme Equagdo 4.7 e, com o auxilio da Equacgédo 4.8, foram
convertidos em quantidade de gas natural utilizado (mgss) em unidade de [IN.m?],
considerando o PCI do gas natural igual a 35308,5 kJ/N.m3, conforme Equacéao 4.8. Em
seguida o valor gasto com gas natural ($44s) foi calculado considerando o seu custo
unitario igual a R$1,19/ N.m°.

di.s- = dis] + disZ + disB + an’s4 + disﬁ (47)

ngis = PCIga’s'mgds (48)
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Para o célculo de massa existente no reator em cada etapa, serd admitido que
todos os processos fisicos (ebulicdo da agua para concentracdo do acido lactico) e
quimicos (especialmente a sintese do lactide) foram realizados com 100% de
rendimento. Portanto, para todas as simulagdes sera considerada uma massa inicial de
acido lactico (m4) equivalente 5882,4 kg e a massa do acido lactico concentrado (mp)
equivalente a 5000 kg, considerando uma condi¢ao ideal em que os 15% em massa de
agua foram removidos. Durante a dimerizacdo do acido lactico ao lactide,
estequiometricamente, a cada 2 moles de acido lactico (90 g/mol) ocorre a formagéao de
1 mol de lactide (144 g/mol) e a liberagcdo de 2 moles de agua (18 g/mol), portanto o
valor de massa de lactide (m3) a ser obtido numa condigao ideal sera 4000kg.

A Tabela 11 reune os valores obtidos para a quantidade de calor necessaria
para cada etapa e a somatoria representada por Qgss. Os valores de mgss € $44s para
cada temperatura de polimerizagao sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 11 — Valores das quantidades de calor necessarias para cada etapa do
processo para producédo de 4000 kg de PDLLA.

PDLLA 150°C  PDLLA 160°C PDLLA 170°C

Qgast1 (kJ) 690740,8 690740,8 690740,8
Qgas2 (kJ) 156212,1 156212,1 156212,1

Qgas3 (kJ) 782833,3 782833,3 782833,3
Qgasa (kJ) 168362,5 168362,5 168362,5
Qgass (kJ) 120456,7 123303,4 126150,0
Qgss (kJ) 1918605,5 1921452,1 1924298,8

Tabela 12 — Quantidade total e valor gasto com gés natural para produgéo de 4000kg
de PDLLA em temperatura de polimerizacédo estudada.

PDLLA 150°C PDLLA 160°C PDLLA 170°C
Mgas (N.M°) 54,3 54,4 54,5
$gss (R$) 64,7 64,8 64,9
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Para o calculo do tempo de processo foram consideradas duas etapas de
resfriamento, a saber, a etapa 5, necessaria para atingir a temperatura de
polimerizacao, e a etapa 7 necessaria para que o produto seja retirado do reator a
120°C. Essas etapas de resfriamento devem ser consideradas para o calculo do custo
de energia de cada tecnologia, uma vez que o motor do reator estara em atividade. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 13, na qual se verifica que o tempo de reacao
para a polimerizagdo a 150, 160 e 170°C é o mesmo. O valor gasto com energia
elétrica ($eietr) Na polimerizagao foi calculado considerando a poténcia maxima de cada
equipamento, o tempo de utilizacao e o valor do kWh conforme ANEEL (2011) (ver
Tabela 14). Na Tabela 15 estdo apresentados os valores gastos com matéria-prima,
gue por serem 0s mesmos para a trés condi¢cées de polimerizagdo estdo apresentados
como PDLLA.

Tabela 13 — Célculo do tempo de processo para cada temperatura de polimerizacao do
PDLLA.

PDLLA 150°C (h) PDLLA 160°C (h) PDLLA 170°C (h)

Etapa 1 (10°C/min) 0,125 0,125 0,125
Etapa 2 2 2 2
Etapa 3 (10°C/min) 0,167 0,167 0,167
Etapa 4 2 2 2
Etapa 5 (5°C/min) 0,167 0,133 0,1
Etapa 6 7 7 7
Etapa 7 (5°C/min) 0,1 0,133 0,167
Total 11,56 11,56 11,56
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Tabela 14 — Total de energia elétrica gasto em kWh e custo de energia elétrica para
cada polimerizagao

Equipamento PDLLA 150°C PDLLA 160°C PDLLA 170°C

Etapa 1 (kWh) M 1,9 1,9 1,9
Etapa 2 (kWh) M/BV 52,2 52,2 52,2
Etapa 3 (kWh) M 2,5 25 2,5
Etapa 4 (kWh) M 29,8 29,8 29,8
Etapa 5 (kWh) M 2,5 2,0 1,5
Etapa 6 (kWh) M/BV 182,7 182,7 1827
Etapa 7 (kWh) M 15 2,0 25
Total (kWh) 273 273 273
$eietr (RS) 69,3 69,3 69,3

M: Motor; Poténcia: 14,9 kW
BV: Bomba de vacuo; Poténcia: 11,2 kW

Tabela 15 — Valores gastos com matérias-primas (MP)

PDLLA
$MP/kg (R$) Massa (kg) Custo (R$)
Acido lactico 85% 4,49 5882,4 26412,0
Sn(Oct)a? 584,0 4 2336,0
Total 5886,4 28748,0

2 custo atualizado em outubro de 2011.

A Figura 35 relaciona os custos obtidos para produgdo de 4000kg de PDLLA.
Nota-se que os custos aumentam com a temperatura utilizada na polimerizacéo, devido
ao maior gasto com energia térmica. No entanto a diferenca de custos entre as trés
temperaturas escolhidas para essa comparagdo € muito pequena o0 que viabiliza a
escolha de uma temperatura ou outra conforme massa molecular pretendida para o

polimero ou melhores condi¢des de trabalho da planta.
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Figura 35 — Custos estimados para producao de 4000kg de PDLLA a 150, 160 e 170°C

Considerando a média dos custos estimados obtidos nas trés simulacoes é

possivel calcular o custo médio unitario para fabricagdo de PDLLA. Assim tem-se a
estimativa de custo de R$7,22/kg.

4.5.2 Calculos dos custos para o PDLLA obtido por policondensacao com Lipase
B.

A Figura 36 ilustra as rampas de temperatura para a sintese do PDLLA por
policondensacao do acido lactico com 0,5% do biocatalisador Lipase B depois de 77h

de reacao a 70°C que resultou em um polimero com Mw igual a 1719 g/mol.
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Figura 36 — Rampas de temperatura utilizadas para a sintese do PDLLA por
policondensacéo do acido lactico com 0,5% do biocatalisador Lipase B. (1)
Aquecimento de 25 a 100°C para remocao da agua; (2) Manutencao da temperatura
por 2 h a 100°C; (3) Resfriamento, (4) Temperatura de polimerizagdo 70°C mantida por
77 h.

Com o objetivo de calcular $44s € Selerr. S€rd necessario obter previamente os
valores de Qgss € tempo utilizado em cada etapa do processo respectivamente. Para

isso, alguns calculos serao utilizados:

e FEtapa 1: Calor que devera ser fornecido pelo gas natural (Qgss1) para
aquecimento do conteudo do reator de 25 até 100°C, considerando uma perda

na ordem de 10% por troca térmica:

100
Qi = |:m[ | c,,(A)dT}l,IO (4.9)

25
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onde:

mj

: massa inicial de acido lactico

Cp(a): calor especifico do 4cido lactico

Etapa 2: Calor que devera ser fornecido pelo gas natural (Qgss2) para
manutencdo de Treacso igual a 100°C considerando uma perda de 5% de calor
para o ambiente. Nesta etapa, realiza-se a remogéao da agua presente no acido

|actico comercial.

disz =m 'CP(A) ‘Treagdo'()’OS (41 0)

Etapa 4: Calor que devera ser fornecido pelo gas natural (Qgsss) para
manutencdo de Treacso igual a 70°C, considerando a massa de acido lactico

concentrado (mz) e uma perda de 5% de calor para o ambiente:

dis4 = m2 'CP(A) 'Treagdn'O’OS (41 1 )

onde, m»: massa de acido lactico concentrado

Para os calculos de quantidade de calor envolvida nas etapas 1, 2 e 4 sera

utilizado o calor especifico do acido lactico equivalente a 128,1 J/K.mol (298,15K)
(Wilhoit, 1985), neste caso 1,4 J/K.g.

Finalmente, os valores de quantidade de calor (Qgss) obtidos em cada etapa

foram convertidos em quantidade de gas natural utilizado (mgss) em unidade de [N.m?],
considerando o PCI do gas natural igual a 35308,5 kJ/N.m*, conforme Equagéo 4.8. Em
seguida, o valor gasto com gas natural ($4ss) foi calculado considerando o seu custo
unitario igual a R$1,19/ N.m?
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Para o célculo de massa existente no reator em cada etapa, serd admitido que
o processo fisico de ebulicdo da agua para concentracdo do acido lactico foi realizado
com 100% de rendimento. Portanto, para essa simulagcéo sera considerada uma massa
inicial de acido lactico (m¢) equivalente 5882,4 kg e a massa do acido lactico
concentrado (my) equivalente a 5000 kg, considerando uma condicao ideal em que os

15% em massa de agua foram removidos.

A Tabela 16 reune os valores obtidos para a quantidade de calor necessaria
para cada etapa, a somatdria representada por Qgss, 0S valores de mgss € $44s para a

polimerizagcao enzimatica.

Tabela 16 — Valores das quantidades de calor necessérias para cada etapa do
processo, calor total e valor gasto com gas natural para polimerizacao enzimatica.

PDLLA Lipase

Qgas1 (kJ) 690740,8
Qgas2 (kJ) 156212,1
Qgass (kJ) 122104,2
Qgas (kJ) 969057,1
Mgass (N.m3) 27,5
$g4s (RS$) 32,7

Para o calculo do tempo de processo foi considerada a etapa 3, de
resfriamento. O valor gasto com energia elétrica ($eietr) Na polimerizagéao foi calculado
considerando a poténcia maxima de cada equipamento, o tempo de utilizacéo e o valor
do kWh conforme ANEEL (2011) (ver Tabela 17). Na Tabela 18 estao apresentados os

valores gastos com matéria-prima.
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Tabela 17 — Calculo do tempo de processo, consumo e valor gasto com energia elétrica
para a polimerizagdo enzimatica do PDLLA.

Tempo (h)  Equipamento Consumo energia (kWh)
Etapa 1 (10°C/min) 0,125 M 1,9
Etapa 2 2 M/BV 52,2
Etapa 3 (5°C/min) 0,1 M 1,5
Etapa 4 77 M/BV 2009,7
Total 79,225 2065,2
$eietr (RS) 524,2

M: Motor; Poténcia: 14,9 kW
BV: Bomba de vacuo; Poténcia: 11,2 kW

Tabela 18 — Valores gastos com matérias-primas (MP) para a policondensagéao

enzimatica.
$MP/kg (R$) Massa (kg) Custo (R$)
Acido lactico 85% 4,49 5882,4 26412,0
Lipase B®° 2301 25 57525,0
Total 5907.,4 83937,0

4 US$ 1,00 = R$ 1,77 (cotagcdo de 13/10/2011)
® custo atualizado em outubro de 2011.

Se um rendimento da policondensagdo de 100% fosse considerado, cada 2
moles de &cido lactico concentrado (90g/mol) produziria 1 mol de agua (18g/mol)
durante a policondensacéao, logo a quantidade total de polimero formado apds remocao
da agua seria 4500kg. Considerando os valores de $gss, $eierr. € custo total de matéria-
prima, o custo para fabricacdo de 4500kg de PDLLA com o biocatalisador Lipase B é
igual a R$ 84493,8 e o custo unitario igual a R$18,78/kg.

Mesmo considerando a diferenca de massa molecular encontrada na sintese
enzimatica e com a utilizacdo de Sn(Oct), como catalisador, 1719 e 8353 g/mol
respectivamente, foi feita uma comparacdo dos custos unitarios das alternativas para
avaliar o impacto econémico de ambas. Nota-se que, de acordo com as condi¢des de
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processo proposta neste trabalho, a polimerizagdo enzimatica € 160% mais cara que a
polimerizacdo com o catalisador metélico. A Figura 37 ilustra a diferenga de custo de

produgéo de cada alternativa.

20 R$ 18,78

160%

R$7,22

Custo por kg de PDLLA
o

PDLLA Lipase B PDLLA Sn(Oct)2

Figura 37 — Custo por kg de PDLLA obtido com Lipase B e com o Sn(Oct)»

E importante ressaltar que a enzima Lipase B, por se encontrar imobilizada em
resina, pode ser recuperada por operagdes simples de centrifugacao ou filiracdo. Essa
recuperacao certamente viabilizaria a utilizacdo da enzima economicamente. A Figura
38 apresenta a evolucdo dos custos de fabricacdo do PDLLA via enzimatica
considerando um producao de 4500kg por batelada, os custos com energia térmica e
elétrica j& calculados neste item e o custo do &cido lactico, porém desta vez

reaproveitando a enzima por filtragdo.
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Figura 38 — Evolucao dos custos unitarios de polimerizacao enzimatica em relacao ao
numero de reaproveitamentos da enzima Lipase B

Nota-se que apds 10 reutilizagdes da enzima é possivel obter um custo unitario

equivalente a polimerizacao com o catalisador metalico Sn(Oct),. Contudo, a eficiéncia

da enzima deve ser verificada a cada novo ciclo de reutilizagdo. De qualquer forma,
vale salientar que no segundo reaproveitamento ja € possivel obter uma reducéo de

34% no custo de fabricagdo do PDLLA, o que torna a polimerizacdo enzimatica mais

atrativa economicamente.
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Capitulo 5

Conclusoes e Sugestoes para Trabalhos Futuros

5.1 Conclusoes

Foi possivel sintetizar lactide experimentalmente a partir do acido lactico
desidratado, adotando-se as seguintes condi¢des experimentais: 200°C, 2 horas e fluxo
de N.. O lactide sintetizado apresentou as mesmas bandas que o lactide comercial,
com excecao de um residual de grupo R-OH provavelmente proveniente de residuos de

acido lactico ou cadeias menores lineares provenientes da policondensacéo.

A purificag&o do lactide sintetizado com acetona eliminou o residual do grupo R-
OH, porém a proposta desse trabalho foi obter um polimero isento de solventes
organicos, com o intuito de produzir um material mais adequado para aplicacao
biomédica.

Em relacdo aos parametros avaliados na polimerizacao por abertura de anel do
lactide com a utlizacao do catalisador Sn(Oct),, foi possivel concluir que:

e uma vez que exista a presenca de iniciadores grupo hidréxi ou outra espécie
nucleofilica no meio reacional, quanto maior quantidade de Sn(Oct), maior sera o
numero de cadeias que serdo desenvolvidas. Essas cadeias desenvolvidas
paralelamente poderdo competir com o crescimento de uma Unica cadeia,

resultando na estagnacao do crescimento da cadeia polimérica;

e depois de 7h de polimerizacao a 160°C com 0,1% de Sn(Oct). foi possivel obter
Mw de 8353 g/mol, evidenciando a eficiéncia da polimerizagdo com menor
percentual de catalisador. Apesar da baixa toxicidade do octoato de estanho,
essa reducdo do catalisador no meio é benéfica, pois considerando que a
produgédo de PDLLA visa uma aplicagdo em biomedicina, quanto menor for o
percentual de metal no polimero menor o potencial de toxicidade do implante;
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e a estabilizagdo do crescimento da cadeia do PDLLA ap6s 8h de reagédo a 160°C
com 0,1% de Sn(Oct); indica que o percentual de catalisador em relagdo a
massa de lactide ainda pode ser reduzido, pois esta estagnacdo pode ser
resultado de um desenvolvimento de cadeias paralelamente, competindo com o

crescimento de uma Unica cadeia;

e dentre as condicbes avaliadas, a temperatura de 160°C se mostrou a mais
eficiente para obtencdo de maiores valores de M. Em termos econémicos,
quando comparada a temperatura de 170°C, ela também apresenta-se mais
vantajosa, pois em escala piloto ou industrial os custos de combustiveis para

aquecimento de reator seriam inferiores;

Na analise térmica do PDLLA por DSC néo foi possivel evidenciar a presencga
de um pico aparente referente a cristalizagdo, esse resultado indicou que o material
obtido apresentou carater predominantemente amorfo. Esse resultado est4 de acordo
com o esperado visto que o PDLLA contém uma distribuicao estatistica de seus dois
isbmeros, assim impossibilitando a cristalizacdo da sua cadeia. Conforme Lili (2007), a
degradacao mais rapida do PDLLA devido ao seu carater amorfo o torna atrativo para
sistemas de liberacdo de drogas.

A analise das curvas termogravimétricas mostrou que a medida que houve um
incremento da temperatura de degradacdo do polimero com o aumento da massa

molecular.

A polimerizagdo por abertura de anel do lactide com a utilizagcdo do
biocatalisador Lipase B, ap6s 77h de reagao a 65 °C nao apresentou incremento de
massa molecular em relacdo a reacao sem o biocatalisador, portanto concluiu-se que
essa rota nao foi eficiente para a polimerizagdo enzimatica nas condigbes utilizadas

neste trabalho.

A utilizagao da policodensagao do acido lactico como rota de polimerizagao se
mostrou mais eficiente quando se utiliza Lipase B como biocatalisador. Esse fato pode
ser atribuido a seletividade da enzima Novozym® 435 para alcodis secundarios. A
temperatura também desempenhou um importante papel, pois a utilizacao de 70°C se
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mostrou uma temperatura apropriada para a atividade enzimatica. A avaliacdo da
velocidade de desativacdo da enzima nao foi efetuada, contudo esse fator deve ser
considerado no dimensionamento em escala piloto e industrial de reagdes enzimaticas,
visando a reutilizagdo da enzima e consequente reducado de custos de processo.

A analise comparativa dos custos de fabricacdo de PDLLA pela rota quimica
(My~8000g/mol) e pela rota enzimatica (M,~2000 g/mol) mostrou que a segunda pode
ser 160% mais cara que a polimerizagdo com o catalisador metalico caso néo seja feito
o reaproveitamento da enzima. No entanto, o fato da enzima Lipase B estar imobilizada
em resina permite que esta seja recuperada por operacdes simples de centrifugacao ou
filtragdo, permitindo que depois de 10 reutilizagdes da enzima seja possivel obter um
custo unitario equivalente a polimerizagdo com o catalisador metalico Sn(Oct),, nessa

condicdo a polimerizacao enzimatica pode se tornar mais atrativa economicamente.

Atualmente, as enzimas sao aplicadas em muitos processos técnicos em escala
industrial, reduzindo o nimero de etapas de reacao devido a sua quimioseletividade e
regioseletividade, ou da sua regioseletividade no caso da sintese de intermediarios de

drogas quirais.

5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

Algumas sugestdes de trabalhos futuros sao descritas abaixo:

e Avaliacdo da técnica de Polimerizagdo no Estado Solido (Solid State
Polymerization, SSP) como alternativa para aumento da massa molecular de

PLA sintetizado enzimaticamente.

e Estudo e aplicacdo de um Reator de Microondas para sintese de PLA visando
reducao de tempo e temperatura de reagao.

e Estudo sobre a utilizacdo de outras enzimas, ja aplicadas em outras reacoes de

esterificacdo, como biocatalisadores da polimerizacdo do PLA.

e Otimizacao das condi¢cdes de policondensacao enzimatica utilizando reator tipo

pelicula conforme Gonzaga (2003).
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