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RESUMO

Neste trabaho, filmes de proteina isolada de soja (SPI)—dodecilsulfato de sédio
(SDS)—poalicaprolactona-triol (PCL-T) foram preparados por evaporacdo em solvente
comum a partir de solugbes contendo diferentes concentracbes de SDS e PCL-T. As
propriedades fisico-quimicas dos filmes resultantes foram estudadas por métodos térmicos
de andlise (temperatura de transicdo vitrea — Ty — e degradag@o térmica) e ensaios
mecanicos (Médulo de Young, Alongamento (L) e Tensdo (T) na ruptura), também foi
avaiada a quantidade de umidade e a morfologia. Os resultados foram interpretados com
base nas interagdes intermoleculares (eletrostaticas, dipolo-dipolo e hidrofdbicas) entre os
componentes do filme, considerando-se também as mudancas na estrutura da SPlI conforme
sugeriram as medidas de fluorescéncia.

De acordo com os resultados obtidos, a degradacéo térmica dos filmes de SPI
ocorre em uma Unica etapa que tem inicio em 292 °C e atinge a maxima velocidade de
degradacdo em 331 °C. Quando SDS ou SDS/PCL-T sdo adicionados a0 sistema, a
estabilidade térmica do mesmo decresce, sendo que a temperatura inicia de degradacéo é
29 °C menor para os filmes de SPI/SDS — 67/37, e 42 °C menor para os filmes de
SPI/SDS/PCL-T — 39/22/39 em comparagdo ao valor tipicamente observado para filmes de
SPI. A variagdo da energia de ativagdo (E) em funcdo da fracdo de perda de massa (a),
assm como dos valores médios de E comportam-se de maneira similar. A energia de
ativacdo decresce de 160 kJ mol™ (filmes de SPI) para 128 kJ mol™ (filmes de SPI/SDS;
67/37) (32 kdmol™ inferior) e para 123 kJ mol™ (filmes de SPI/SDS/PCL-T ; 39/22/39) (37
kJ mol™ inferior).

Os espectros FTIR dos produtos gasosos liberados durante a degradacéo térmica de
filmes submetidos a temperatura correspondente de méxima velocidade de degradacéo
(Tmax) revelaram bandas de absorcdo caracteristicas de COy(q), CO(g), NHz), C=0, C-H,
C=C e CHj, sugerindo que o mecanismo da reacdo de degradacdo compreende
primeiramente a quebra de ligagdes mais fracas como C—N, C(O)-NH, C(O)-NH; e —-NH,,
as quais estdo presentes em diversas fungdes quimicas encontradas na SPI.

O efeito da presenca de SDS e SDS/PCL-T sobre as propriedades mecénicas e
morfoldgicas dos filmes mostrou-se estritamente dependente da umidade presente nos
mesmos. As modificagbes mais importantes foram observadas para filmes de
SPI/SDS/PCL-T acondicionados em umidade relativa de 75% cuja concentragéo de PCL-T
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€ superior ou igual a 18%. Nestes casos, um decréscimo significante no médulo de Y oung
de 1424 MPa (filmes de SPI) para aproximadamente 50 MPa foi observado, em paraelo a
diminuicéo na Ty (de 150°C parato 135°C) e ao aumento de L (de 2% para 90%). O efeito
plastificante da PCL-T pdde também ser evidenciado quando as amostras foram expostas a
umidade relativa de 54% ou inferior. Neste caso, porém, as modificacbes foram menos
acentuadas (Tq ~ 150°C, médulo de Young ~ 650 MPa, L ~ 5 %). As micrografias

referentes & segéo transversal dos filmes revelaram a formac&o de uma matriz porosa.
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ABSTRACT

This work reports the study of soy protein isolate (SPl)—sodium dodecyl sulfate
(SDS)—polycaprolactone-triol (PCL-T) films prepared by solvent casting from solutions
containing variable amounts of SDS or SDS/PCL-T. The resulting films were evaluated in
terms of thermal properties (glass transition temperature - Tq - and thermal degradation),
mechanical tests (Young's modulus, Elongation at break (L) and Tensile at break (T)),
moisture content and morphology, and the results were interpreted on the basis of
intermolecular interactions (electrostatic, dipole-dipole and hydrophobic) between the film
components, also considering the protein structure as accessed by fluorescence
experiments.

According to the results, the thermal degradation of SPI films occurred in a single
process that began at 292 °C and reached the maximum degradation rate at 331 °C. When
SDS or SDS/PCL-T were added to the system, the thermal stability decreased, so that the
initial temperature of degradation was 29 °C lower in the case of SPI/SDS — 67/37 films,
and 42 °C lower in the case of SPI/SDS/PCL-T — 39/22/39. The activation energy (E)
profile as a function of the weight-loss fraction behaved similarly, as did the average E-
values which shifted from 160 kJ mol™ (SPI films) to 128 kJ mol™ (SPI/SDS ; 67/37 films)
(32 kJ mol™ lower) and 123 kJ mol™ (SPI/SDS/PCL-T ; 39/22/39 films) (37 kJ mol™
lower).

The FTIR spectra of gas products evolved during the thermal degradation indicated
the formation of CO,, CO, NH3, C=0, C-H, C=C and CH,, suggesting that the reaction
mechanism included at the same time scission of the C-N, C(O)-NH, C(O)-NH,, -NH-
and C(O)—-OH bonds of the protein. The suggested reaction mechanism was supported by
the high values of the activation energy (E > 100 kJ mol™) which were probably associated
with a process that occurred by random scission of the chain.

It was also shown that the extend of SDS and PCL-T effects on the selected
propertiesis strictly dependent on the moisture content. The utmost changes were observed
for SPI/SDS/PCL-T films conditioned at 75% relative humidity whose PCL-T content was
no less than 18%. In these cases, a significant decrease in the Y oung's modulus from 1424
MPa (pure SPI films) down to 50 MPa was found, followed by parallel downwards shift in
the T4 (from 150°C down to 135°C) and an increase in E (from ca. 2% to 90%). Specimens

exposed to 54% (or lower) relative humidity also put forward the plasticizer effect of PCL-
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T, but in alesser extend (T4 ~ 150°C, Young' modulus ~ 650 MPa, L ~ 5 %). Micrographs
taken at the cross-section of these films revealed the occurrence of a complete porous
matrix. On the other side, films containing SPI/SDS or less than 18% PCL-T were in
general more brittle, although some improvement was noticed.



INTRODUCAO

Até o momento, o mercado mundial de materiais poliméricos tem sido dominado
pelos derivados do petréleo, principalmente devido as suas excelentes propriedades
mecanicas, baixo peso, baixo custo, facil processabilidade e excelente barreira a agua.
Entretanto, grande parte dos polimeros sintéticos ndo € biodegradavel e, como os custos
para recuperacao dos mesmos sdo elevados, a cada ano milhares de toneladas de plésticos
s80 descartadas no meio ambiente.

Uma alternativa largamente estudada para reduzir os impactos da poluicdo
ambiental causados pelos plésticos derivados de petrdleo é a substituicdo dos mesmos por
materiais poliméricos derivados de produtos agricolas. Esses materiais, também
conhecidos como biopolimeros ou ainda agropolimeros, compreendem uma diversidade de
polissacarideos, proteinas e poliésteres, entre outros. Os beneficios da aplicacdo de
polimeros de ocorréncia natural como novos materiais incluem biodegradabilidade, uso de
recursos renovaveis e, também, a possibilidade do controle genético da producéo visando a
manipulacdo e modificagdo na estrutura e funcionalidade dos mesmos [1].

Dentre os biopolimeros, a proteina isolada de soja (SPI — do inglés “Soy Protein
Isolate’) tem sido estudada extensivamente devido, principa mente, a sua competitividade
econdmica [2]. O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja (em primeiro lugar
aparecem 0s EUA) com uma safra de 52 milhdes de toneladas e uma area plantada de 18,4
milhdes de hectares na temporada 2002/2003, segundo dados do Ministério da Agricultura
[3].

Os materiais construidos a partir da proteina de soja encontram aplicacdo em
diversos setores de atividade, tais como: adesivos, plésticos, filmes, revestimentos,
emulsificantes na quimica de aimentos, terapéuticos, equipamentos para agricultura,
automoveis, infra-estrutura marinha e engenharia civil [4,5]. Um dos exemplos mais
impressionantes do potencial uso da soja deve-se a Henry Ford. Também conhecido
como “o gigante do automovel”, Henry Ford foi pioneiro no uso de proteina de soja como
plasticos e fibras téxteis [6], chegando até mesmo a construir o corpo completo de um
automovel (Figura 1) com plasticos derivados de soja para demonstrar a sua durabilidade e
promover 0 uso de algumas pecas de automoéveis também fabricadas com pléasticos
derivados de proteina de soja.
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Figura 1. Carro com o corpo plastico a base de proteina de soja [6].

Entretanto, materiais a base de SPI sem componentes secundarios ndo apresentam,
na maioria dos casos, propriedades fisico-quimicas e mecanicas satisfatOrias para uso
cotidiano em escala industrial. Em decorréncia da necessidade de melhorar tais
caracteristicas, metodologias como a combinac&o com outros polimeros biodegradaveis [7-
10] e modificagdes quimicas [2,7,11,12] ou enziméticas [7,13,14] tém sido desenvolvidas.
Por exemplo, as estruturas secundéria, terciaria e quaternaria destas macromoléculas
podem ser modificadas por desnaturacdo, aumentando a interagcdo entre as cadeias de
aminoécidos sem que haja a quebra das ligagdes peptidicas, melhorando,conseqlientemente
aqualidade dos géi's e filmes formados, assim como as propriedades mecanicas [7].

Neste sentido, outra alternativa extensivamente utilizada na producéo de materiais
poliméricos que visa o aprimoramento das propriedades mecanicas € a adicéo de agentes
plastificantes. Tais compostos, de baixo peso molecular em comparacdo as
macromoléculas, tém, em geral, a capacidade de formar ligacBes intermoleculares,
diminuindo muitas vezes a rigidez organizacional das cadeias poliméricas (micro-
estrutura). Um agente plastificante possivel, cujos efeitos ainda ndo foram descritos na
literatura, € a policaprolactona-triol (PCL-T), um polimero biodegradavel semelhante a
poli(e-caprolactona), entretanto com massa molar inferior, e com grupos hidroxilas
terminais que a conferem um caréter menos hidrofébico.

Considerando os fatos acima mencionados, 0 presente estudo visa o

desenvolvimento de uma metodologia para preparagéo por dissolucdo e evaporagdo em
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solvente comum (i.e. bom solvente para todos os componentes) de filmes a base de SPI,
SDS e PCL-T totalmente biodegradaveis e com propriedades fisico-quimicas e mecéanicas
satisfatorias.

Esta dissertacdo esta dividida em trés capitulos principais, além desta secéo
introdutéria, objetivos, conclusdo e referéncias bibliogréficas. No capitulo | serdo
apresentados alguns conceitos basicos e uma revisdo detalhada da literatura sobre a
proteina isolada de soja, a formacéo de filmes e os métodos mais utilizados para avaliar as
propriedades dos materiais a base de SPI. O capitulo Il descreve os procedimentos
experimentais adotados para o desenvolvimento deste trabalho. O capitulo 11l relne os
resultados obtidos neste estudo, bem como a discussdo dos mesmos. Este dltimo sera
dividido em quatro partes principais que dizem respeito aos estudos das propriedades da
solucéo formadora do filme, das propriedades térmicas e mecanicas, e da morfologia dos
filmes obtidos.



CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA E CONCEITOSBASICOS

I.1. A proteinaisolada de soja (SPI)

As proteinas podem ser consideradas polimeros de alta massa molar (acima de 10000
g/mol) formados por cadeias de aminoécidos unidas entre si por ligagfes peptidicas. O modo
como esses aminoacidos estdo ordenados é que determinard as propriedades fisico-quimicas
destas (bio)macromol éculas.

Uma classificagdo em termos de nivels de organizagdo descreve as proteinas como
possuindo estrutura priméria, secundaria, terciaria e quaternaria [15]. A estrutura primaria de
uma proteina consiste na seqiiéncia de aminoéacidos da sua cadeia polipeptidica ou das suas
cadeias polipeptidicas, no caso de esta ser constituida de mais de uma cadeia. A analise de um
grande nimero de proteinas mostrou que estas sao compostas de 20 residuos de aminoéacidos,
gue estao nas proteinas. A estrutura secundaria, por sua vez, compreende o arranjo espacial
dos &omos de um esgueleto polipeptidico, sem levar em consideracdo a conformacao de suas
cadeias laterais. Inclui os padrdes regulares de dobramento de polipeptideos, como as hélices,
as folhas pregueadas e as voltas [16]. As proteinas podem ainda apresentar estruturas
secundarias ndo repetitivas ou aeatdrias (“ coil” ), sendo simplesmente irregulares e, portanto,
mais dificeils de serem descritas [15]. A estrutura terciaria de uma proteina descreve o
dobramento dos elementos estruturais secundérios e especifica as posi¢es de cada &omo na
proteing, incluindo as das cadeias laterais.

A maioria das proteinas é constituida por mais de uma cadeia polipeptidica. Essas
subunidades associamrse em geral com uma geometria especifica, cujo arranjo espacia €
conhecido como estrutura quaternéria da proteina. A Figura 2 apresenta uma ilustracdo gréfica

das estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria das proteinas.
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Estrutura
Estrutura Estrutura Estrutura Quaternaria
Primaria Secundaria Tercearia

Figura 2. llustracdo gréfica das estruturas primaria, secundéria, tercidria e quaternaria das

proteinas.

As forgas que estabilizam a estrutura secundaria, terciaria e quaternéria das proteinas
sdo regidas principa mente por efeitos hidrofdbicos e, em menor grau, por interagdes entre 0s
residuos polares e outros tipos de interagdes, como as pontes dissulfeto entre residuos de
cisteina. O efeito hidrofdbico, que faz com que substancias apolares minimizem seus contatos
com a égua, é o principal fator determinante da estrutura de proteinas nativas. A agregacdo de
cadeias laterais apolares no interior de uma proteina € favorecida pelo aumento na entropia das
mol éculas de &gua que, de outra forma, iriam formar “gaiolas’ ordenadas em torno dos grupos
hidrofdbicos [16].

A Proteina Isolada de Soja é a forma mais refinada entre os derivados protéicos mais
comuns da soja (entre eles a farinha de soja, a proteina texturizada e a proteina concentrada).
Com mais de 90% de proteina, a SPI € um p6 de coloragdo creme, preparado a partir da fracéo
protéica dos graos de soja, e separada dos demais componentes ndo-protéicos através de um
processo de purificagdo em etapas baseado na sua reatividade quimica e solubilidade [2,7]. A
Figura 3 ilustra o processo empregado para a obtencéo da SPI utilizada no presente estudo. De
maneira geral, gpos a remocéo da casca e do 0leo dos gréos de soja, prepara-se uma farinha
desengordurada, a partir da qual se obtém a SPI através de um processo tipico de extracdo em
fase aguosa baseado em dissolucéo (pH < 4,0 ou pH > 6,5) —precipitagdo (4,0 < pH < 6,5), que
explora avariagdo da solubilidade da SPI em funcéo do pH (Figura 4).
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Fluxograma de Processo

Soja (40% proteina b.s.*)

Selecio Limpeza Descascamento Extracdo solvente

Oleo Farinha desengordurada (54% proteina b.s.*)
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Extrato insoltvel Extrato soluvel

Precipitacdo Lavagem

Codagulo de proteina isoelétrica Soro
Lavagem Neutralizacdo Tratamento térmico Desodorizacdo Secagem
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* base seca

Figura 3. Fluxograma do processo utilizado para obtencdo da SPI SUPRO 500E.
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Figura 4. Diagrama de solubilidade para a SPl em func&o do pH da solugéo [17].
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A SPI é congtituida pelas proteinas de armazenamento da soja, e compreende um
conjunto de macromol éculas de tamanhos (de 8 a 600.000 g/mol) [5,6,18] e estruturas variadas
formadas a partir de 18 residuos de aminoacidos diferentes (Tabela 1). As solucfes aquosas de
SPI submetidas a ultra-centrifugacdo revelam, de um modo geral, aproximadamente 15
fracOes distintas. Existem, porém, quatro fragcbes dominantes identificadas como 2S (20-22%),
7S (37%), 11S (31-40%) e 15S (10-11%), as quais sdo atribuidas as caracteristicas da SPI.

Tabela 1. Principais aminoécidos presentes na SPI [7].

Aminoacidos Composicao (g / 16g de nitr ogénio)
Isoleucina 454
Leucina 7,78
Lisna 6,38
Metionina 1,26
Cisteina 1,33
Fenilalanina 4,94
Tirosina 3,14
Treonina 3,86
Triptofano 1,28
Valina 4,80
Arginina 7,23
Histidina 2,53
Alanina 4,26
Acido Aspartico 11,70
Acido Glutamico 18,70
Glicina 4,18
Prolina 5,49
Serina 512

Algumas propriedades funcionais das proteinas podem ser melhoradas pela ateracéo
da estrutura espacial das mesmas, ou segja, pela desnaturacdo, através de agentes fisicos,
guimicos ou enziméticos. Por exemplo, 0 aguecimento da proteina nativa provoca o
rompimento de ligagdes ndo-covalentes. De modo similar, valores de pH muito baixos ou
muito altos afetam a ionizagcdo de grupamentos da proteina e conferem a molécula uma
elevada carga positiva ou negativa ocasionando repulsdo intramolecular, com exposi¢céo do
interior hidrofobico. A adi¢do de solventes organicos polares (e.g. dcoois) e de compostos
com grande capacidade de formar ligagdes de hidrogénio (e.g. uréia) desnaturam as proteinas,
pois estabel ecem ligagdes de hidrogénio com a mesma, substituindo ligagdes que mantinham a
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estrutura nativa da proteina. A desnaturagdo também pode ser ocasionada por surfactantes
através de interagdes hidrofébicas e hidrofilicas com a estrutura protéica, induzindo o
rompimento das interages internas nativas.

No caso da proteina de soja, as modificagdes estruturais tém sido promovidas
principalmente pelo uso de bases, enzimas e agentes tenso-ativos como dodecilsulfato de
sodio (SDS) e dodecilbenzenosulfonato de sodio (SDBS) [7]. Em principio, esse tipo de
tratamento favorece a exposicdo de grupos funcionais polares para possiveis interacfes com
outras moléculas. Por exemplo, Huang e Sun [19] avaliaram as propriedades de adeséo e de
resisténcia a dgua da SPI tratada com diferentes concentragdes de SDS e SDBS, e constataram
gue a SPI modificada com 0,5 e 1,0% de SDS ou SDBS apresenta valores maiores de
deformagdo na ruptura, ou sgja, maior resisténcia mecanica do que a SPl ndo tratada. Além
disso, diversos estudos demonstram que a modificacdo alcalina de adesivos e filmes a base de
proteina de soja aumenta a resisténcia mecanica e melhora a aparéncia dos mesmos, sem
alterar, no entanto, propriedades como permeabilidade aos vapores de dgua e ao oxigénio.

Outra alternativa para melhorar as propriedades de materiais a base de proteina de soja
€ a formacdo de ligagBes cruzadas através da adicdo de agentes reticulantes como, por

exemplo, compostos sulfurados, cobre, cromo, sais de zinco e epoxidos [7].

|. 2. Formag&o do Filme

Um filme pode ser formado considerando-se trés componentes principais. polimero,
plastificante e solvente. Uma condi¢do fundamental é a miscibilidade entre o plastificante e 0
polimero e, além disso, ambos devem possuir solubilidade semelhante no solvente.

Um plastificante é caracterizado por ser uma molécula pequena e com baixa
volatilidade que, quando adicionado a materiais poliméricos, modifica a organizacdo tri-
dimensional, diminui as forgas atrativas intermoleculares e aumenta o volume livre e a
mobilidade da cadeia polimérica [5]. Na fabricagdo de filmes a base de proteina de soja, 0s
plastificantes mais empregados sdo o0s polidis, pois 0s mesmos apresentam polaridade
semel hante a da proteina garantindo, dessa forma, 0 sucesso no processamento da mesma [7].
Dentre os principais polidis testados estdo: propileno glicol, trietileno glicol, etileno glical,
butano diol e glicerol.
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Entretanto, no caso especifico do presente estudo, fez-se necessaria a adi¢céo de um

guarto componente para a formagédo do filme, pois o plastificante empregado (PCL-T — Figura
5) é pouco soluvel em agua, solvente utilizado para a solubilizagdo da proteina. A baixa
solubilidade da policaprolactona-triol se deve principalmente ao fato de que, de acordo com
estudos anteriores [20], a mesma é composta por uma mistura de oligbmeros que compreende
aproximadamente oito fracBes de massas molares distintas na faixa de 200 a 950 g/mol, na qual as
cadeias de massa molar mais elevada tem sua sol ubilidade reduzida em agua.
Tendo em vista o carater anfifilico da PCL-T, a sua solubilidade em meio aquoso pode ser
favorecida, em principio, pela a adicdo de um surfactante (dodecilsulfato de sodio - SDS). A
presenca deste na solucdo formadora do filme, entretanto, tem um duplo efeito, pois aém de
promover a solubilizagdo do plastificante, contribui para a desnaturacdo da proteina
aumentando também a solubilidade e estabilidade da mesma no meio.

0]
Il
CH2+O¥C* (C HZ)S%OH

"
CH3CH,—C CH3—(CH,);;—S03 Na

]
CH, {0~ C—(CHp)s).OH

SDS

CHchCkﬁ—(CHz)WLpOH
o}

PCL-T
Figura 5. Estrutura quimica da PCL-T, proposta pelo fornecedor, onde n, m e p representam
diferentes unidades de repeticéo e do surfactante SDS, ambos utilizados neste trabal ho.

Assim como em outras estruturas protéicas, a solubilidade da SPl em meio aquoso
depende do resultado do equilibrio entre as interacfes proteina-proteina e proteina-solvente, as
quais sdo influenciadas também por fatores como temperatura, pH e forca ibnica Conforme
proposto por Mohamed e Xu [8] que estudaram a influéncia do pH nas propriedades térmicas
e reoldgicas de blendas a base de SPI e amilopectinag, a estabilidade/solubilidade da proteina

em pHs alcalinos é significativamente maior do que em pH &cido.
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|.3. Propriedades T érmicas

Os métodos térmicos compreendem a avaliagdo de um determinado pardmetro em
funcdo temperatura. Dentre as técnicas mais empregadas pode-se citar a termogravimetria
(TG) e a caorimetria diferencial de varredura (DSC), as quais sdo discutidas separadamente

na sequéncia.

|.3.1 Termogravimetria (TG)

A compreensdo da degradacdo térmica de filmes poliméricos constitui, juntamente
com as propriedades mecanicas, um aspecto indispensavel para o estabelecimento da
aplicabilidade dos mesmos, notadamente nos setores primério e secundario. Isto se deve ao
fato de que os (bio)polimeros sdo geramente submetidos a temperaturas relativamente
elevadas durante seu processamento. Neste sentido, além da potencial degradacédo térmica
propriamente dita do material em transformagdo — fato que tem implicagbes claras na
gualidade final do mesmo—, outro aspecto importante concerne aos produtos gerados durante a
decomposi¢do, pois em inlmeros casos gases toxicos podem ser formados.

Na andlise termogravimétrica, o parametro medido € a massa, isto €, 0 ganho ou perda
de massa que ocorre na amostra em func¢éo da temperatura ou do tempo, no Ultimo caso se a
temperatura for mantida constante [21]. O resultado da andlise, em geral, € mostrado sob a
forma de um gréfico de TG, cuja abscissa contém os registros de temperatura (ou tempo) e a
ordenada o percentual em massa perdido ou ganho. Através do calculo da derivada da curva de
TG obtém-se a curva de DTG, que pode ser Util para se determinar a temperatura onde a
vel ocidade de degradacéo € maxima, aqual corresponde aos picos nacurvade DTG. A Figura

6 ilustra os resultados obtidos para um material polimérico na andlise por termogravimetria.
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Figura 6. Curva de decomposic¢do térmica (TG (34) e DTG (---)) de um material polimérico

que possui trés estégios de degradacao térmica.

Além fornecer informac8es sobre a estabilidade térmica e a composi¢do da amostra, a
andlise termogravimétrica pode ser utilizada para obtencdo de informagdes a respeito da
cinética de decomposicéo e do tempo de vida Util do material em estudo. Atualmente, a
introducdo de aparelhos de TG de ata resolucéo permite a determinacdo de parémetros
Cinéticos, como a energia e a ordem de reacdo para cada estégio de degradacéo de materiais
formados por multiplos componentes. Dentre os varios métodos ja propostos para a

determinacdo destes parametros, um dos mais aceitos e utilizados é o método de Ozawa[22].

Ozawa propds uma metodologia de aproximacgdo integral na qual, assim como nos

demais métodos, a taxa de decomposi¢do esta fundamentada na equacdo de Arrhenius, e é

dada por:
dw e ?E ("\N"
- —— = Aexpes — 3 1
d P RT @)
onde: w = fragdo de massa residual da amostra (adimensional)

-
I

temperatura absoluta (K)
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R = constante dos gases (8,314 Jmol K)
t = tempo (9
A = fator pré-exponencial (1/s)
?E = energia de ativagdo (J/mol)
n = ordem dareacdo (adimensional)

Geramente, a fragdo de massa, W, do material em degradacdo é expressa como uma
funcdo da fragdo da quantidade estrutural, como um grupo, um constituinte, uma ligagéo

guebrada, etc., a qual é representada por x:

W =(x) 2
onde, x varia de acordo com aequagao:
dx e ?EQ
- — = Aexpc- —-=9(X 3
ot = Aewg o) ©)
Por integracéo:
x dx
-0 p —dt 4)
Qglx) AQ g

onde X € o valor de xem t = to. Na maioria dos casos a cinética de variagdo de massa pode ser
expressa pela Eq. 1, onde x € igua a W. Porém no caso da degradacdo randdmica de
polimeros, x € afracdo numeérica das ligacOes quebradas.

Quando a temperatura da amostra € aumentada com uma taxa constante, a, a variagao
de x é dada pelaEq. 5:

- éﬁzéqjexpge 2EOyr )
a(x) a & RTg

onde Tp € 0 valor de T em t = t. Geralmente, a taxa de degradacdo € menor em temperaturas

menores e, portanto, a seguinte aproximagao é valida:
expc- ——dT expc- ——dT (6)
Q IOQ Q pg

O valor de lado direito da Eq. 6 é expresso e tabelado por Doyle [23] como a fungdo p a
seguir:
—pe—== 2 "E0yT 7
R PRT, Q%P Rt (7)
Se ?E/RT é maior que 20, p (?E / RT) pode ser aproximado pela seguinte equagao:
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Iogp8é>—E9— -2,315- 0 4567R—$ 6)

Tg
Para um determinado valor de W, uma funcdo simples de x, o lado esquerdo da Eq. 5 é
uma constante que ndo depende da taxa de aguecimento. Portanto, se a massa diminui para
uma dada fragdo em uma determinada temperatura, T;, com uma taxa de aguecimento a; e

diminui em T, com ap, e assim por diante, a seguinte equacdo pode ser obtida:

A?E &?EO0_A?E &?E0_

aR pgRTlg a,R 'DQRT2 5 ®
Utilizando a Eq. 8, a seguinte relacdo linear pode ser facilmente obtida:
?E _
- loga, - 0,4567 R, =
?E
- loga, - 0,4567 RT, = (10)

Portanto, os graficos de log a versus o reciproco da temperatura absoluta para um dado
valor de W originam obrigatoriamente uma linha reta, cuja inclinagdo fornece a energia de
ativagdo (E), comoilustraaFigura7.

1,6 4 %

FANAN
A

1,55 1,60 1,65

1.2

1,0

1/T (1x10¥K)
Figura 7. Gréfico de Ozawa obtido a partir de termogramas registrados com diferentes taxas

de aguecimento (10, 20 e 40 °C/min) para um dado processo de degradacéo.
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Enquanto o estudo da estabilidade térmica de polimeros e blendas poliméricas através
da metodol ogia acima descrita € largamente disseminado, sua aplicacdo na andise de filmes a
base de proteinas ainda é limitada [24]. No caso especifico de filmes de SPI, as primeiras
investigacdes acerca do seu processo de degradacdo térmica foram publicadas recentemente

[25], e constituem parte do presente estudo sendo, portanto, discutidas na sequiéncia.

|.3.2. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Esta técnica € utilizada na observacéo de mudangas fisicas e quimicas de substancias
através da andlise da variacdo de entalpia [21], podendo ser aplicada na determinacdo das
temperaturas de transicbes em polimeros, como a transicdo vitrea (Tg), temperatura de
cristalizagdo (T.) e temperatura de fusdo (T,), € em medidas quantitativas de calor especifico
(Cp) ecdor de fusdo (?Hs). A Figura 8 ilustra as principais transi¢des térmicas observadas em
um termograma de DSC.

Degradagio

m

Endo =— Fluxo de Calor —= Exo

Temperatura ———

Figura 8. llustracéo dos processos térmicos obtidos por DSC.
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No que concerne aos estudos dedicados a proteina de soja, a calorimetria diferencial de
varredura tem sido largamente empregada na elucidagdo das mudancas estruturais que a
mesma apresenta em funcdo, por exemplo, da forca iénica e do pH do meio [8,13,26,27].
Mohamed e Xu [8] estudaram o efeito da forga idnica e do pH nas propriedades térmicas de
blendas de proteina de soja e amilopectina, e observaram que os vaores de ?H e de
temperatura de desnaturacdo mudam significativamente quando o pH e aforca idnica do meio
variam. Com base nos valores de temperatura de transicdo vitrea, Zhong e Sun [11]
demonstraram que a adicdo de MDI (difenilmetileno de diisocianato) promove a
compatibilizagdo entre os componentes em blendas formadas por SPI e PCL. Os estudos de
DSC sdo ainda descritos na avaliacdo da adicdo de plastificantes (e.g. propileno glicol,
trietileno glicol, etileno glicol, butano diol e glicerol) [2,28].

A modificacdo da proteina isolada de soja através da adicédo de dodecilsulfato de sbdio
(SDYS), foi estudada por métodos térmicos de andlise por Mo e Sun [29]. Esses autores
verificaram que a adicdo de pequenas quantidades de SDS (1%) atera a temperatura de
desnaturacéo da proteina, e que com a adi¢do de quantidades maiores (5 - 10%) os picos de
desnaturacéo ndo sdo observados, indicando que a mesma j& estd completamente desnaturada.

|.4. Propriedades M ecanicas

O estudo das propriedades mecénicas constitui uma etapa imprescindivel no
desenvolvimento de novos materiais, pois permitem avaliar seu comportamento frente as
influéncias mecénicas externas e, portanto, inferir sobre suas possiveis aplicagdes. Estas
propriedades estdo associadas a capacidade de desenvolver deformacbes (reversiveis ou
irreversiveis), e de apresentar resisténcia a ruptura €/ou fratura em consequéncia da
composi¢ao da matriz polimérica e de sua estrutura nos niveis molecular e supramolecular.

Quanto ao comportamento mecanico, os polimeros podem ser classificados como
plasticos, fibras ou elastébmeros. O comportamento mecanico notadamente distinto dessas trés
categorias € ilustrado na Figura 9 [20].
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Figura 9. Curvas de tensdo vs. deformagdo tipicas para um plastico rigido, uma fibra, um

plastico flexivel e um elastdbmero.

Uma propriedade importante dos filmes poliméricos é sua resposta a aplicagdo de
forca, indicada por dois tipos principais de comportamentos. elastico e plastico. Materiais
elésticos retornam a sua forma original desde que a forca seja removida. Materiais plasticos
a0 contrério, ndo retomam sua forma inicia. A maioria dos filmes poliméricos sintéticos
demonstra uma combinagcdo dos comportamentos elastico e pléstico, em gera exibindo
comportamento pléstico apdés o limite elastico ter sido excedido. Neste caso, a principal
propriedade mecanica avaliada é a deformacéo elastica, representada quantitativamente pelo
modulo de elasticidade (ou mddulo de Young), o qua corresponde ao regime onde a
deformagdo do material € uma funcdo linear da tensdo aplicada. Logo, o0 médulo de Young é
obtido diretamente a partir da inclinacéo da curva de tensdo vs. deformagdo na regido elastica.
Outra propriedade mecanica importante exibida por filmes poliméricos é a capacidade de
deformagao sem sofrer ruptura.

Devido as propriedades mecanicas pobres dos materiais formados somente a base de
SPI, inimeros estudos tem sido dedicados a avaliacdo dessas propriedades apos a adicéo de
um componente secundério. Rhim et al. [30] observaram que a adi¢éo de 5 ou 10% de amido

modificado em filmes de SPI promove melhoria nas propriedades mecéanicas através da
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formagdo de ligagdes cruzadas (reticulagdo) no filme. Cho e Rhee [31] estudaram o efeito de
trés diferentes tipos de plastificantes (glicerol, sorbitol e glicerol/sorbitol 1/1) em filmes de
SPI, e concluiram que a hidrofobicidade e a concentracdo do plastificante presente no filme
exerce um efeito pronunciado nos valores de tensdo na ruptura. Estudo semelhante foi
realizado por Orliac et al. [9], no qual as propriedades mecéanicas foram modificadas pelo uso
de diferentes polidlcoois como plastificantes.

Outros autores demonstraram que as propriedades mecéanicas também podem ser
alteradas pela formac&o de blendas com outros polimeros e pela modificacéo da SPI através do

uso de agentes desnaturantes, como por exemplo, acidos e surfactantes [2,11,29,32].

|.5. Medidas de Fluor escéncia

A espectroscopia de fluorescéncia € um método bastante utilizado para estudar proteinas
e os complexos formados. O espectro de emissdo das proteinas é sensivel a ligagcbes com
substratos, reacdes de associagdo, modificacOes da estrutura nativa e desnaturacdo. Medidas de
fluorescéncia foram usadas para estudar as mudangas estruturais e conformacionais da
proteina, monitorando-se os residuos de triptofano (Figura 10), o qual esta presente em grande
parte das estruturas protéicas encontradas na SPI, principamente na fracdo denominada
glicinina (11S).

O comprimento de onda de maxima emissdo de fluorescéncia (I ma) depende da
polaridade do micro-ambiente no qual o residuo triptofano se encontra. Em meio hidrofébico,
0 | max Situa-se tipicamente em torno de 330 nm, ao passo que quando exposto a um meio polar
tal como em &gua, este valor aproxima-se de 350 nm. Desta maneira, o pico de emissdo de
fluorescéncia revela a polaridade do meio que circunda os residuos de triptofano [33].

coo
+
H—C—NH3

Figura 10. Estrutura do triptofano em pH 7,0.
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CAPITULO 11

OBJETIVOS

[1.1. Objetivo geral

Preparar filmes de proteina isolada de soja com dodecilsulfato de sodio e
policaprolactona-triol e avaliar a morfologia e as propriedades térmicas € mecénicas dos

mesmaos.

I1.2. Objetivos especificos

Preparar filmes de proteina isolada de soja com dodecilsulfato de sodio e
policaprolactona-triol por dissolucéo e evaporacdo em solvente comum;

Avdliar o efeito da adicdo de surfactante (dodecilsulfato de sddio) e do poliol
(policaprolcatona-triol) na estrutura da proteina na solucdo formadora dos filmes,
Estudar a estabilidade térmica em atmosfera inerte dos materiais puros, dos filmes
de proteina de soja contendo dodecilsulfato de sodio e dos filmes contendo, além
de dodecilsulfato de sodio, policaprolactona-triol através de termogravimetria
(TG) e caorimetriaexploratéria diferencial (DSC);

Estudar os pardmetros cinéticos associados a degradacdo térmica dos filmes
através do método de Ozawa[22];

Andisar as caracteristicas morfologicas dos filmes formados através de
microscopia eletronica de varredura (MEV);

Determinar os residuos solidos e gasosos formados durante o processo de
degradacdo térmica dos filmes através da andlise por FTIR e inferir a cerca do
mecani Smo associado ao mesmo;

Determinar a quantidade de agua presente nos filmes, estabelecendo uma
correlagdo com a composi¢éo e propriedades medidas;

Determinar o médulo de Y oung (médulo de elasticidade), tensdo e deformacéo na
ruptura dos filmes através de ensaios mecanicos de tragdo em diferentes umidades

relativas.
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CAPITULO I

PARTE EXPERIMENTAL

I11.1. Reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados durante o desenvolvimento do presente
trabalho: proteina isolada de soja (SPI - Supro 500E, Solae), policaprolactona-triol (PCL-T -
Aldrich), dodecilsulfato de sddio (SDS- Aldrich), hidroxido de sodio (NaOH - Vetec) e
brometo de sodio (NaBr - Vetec).

I11.2. Preparacéo dos filmes

As solugdes para formacdo de filmes foram preparadas pela dissolucéo de 1 g de SPI
(contendo 92 % de proteina em base seca) em 20 mL de solugdo aquosa com diferentes
concentragdes de SDS e de policaprolactona-triol sob agitacdo. O pH da solucéo foi gjustado
para 10,0 com NaOH 1,0 mol L™. Condi¢Bes alcalinas favorecem a formaco do filme de SPI
por gjudar na dispersdo da proteina na solucéo formadora do filme [32]. As solugdes foram,
posteriormente, depositadas em placas de poliestireno para evaporacdo do solvente. A
espessura dos filmes foi controlada pela deposicdo do mesmo volume (18 mL) de solucéo
formadora de filme por placa. A evaporagdo do solvente ocorreu a temperatura ambiente (25
°C) durante 24 h, e, em seguida, os filmes secos foram removidos das placas. Foram
preparados filmes contendo 100/0, 97/03, 94/06, 87/13, 80/20, 72/28 e 63/37 (% em massa)
SPI/SDS e 93/04/03, 85/06/09, 72/10/18, 60/14/26, 49/19/32 e 39/22/39 (% em massq)
SPI/SDS/PCL-T. Antes dos experimentos, os filmes a base de SPI ficaram armazenados em

dessecador a vacuo por, no minimo, 24 h.
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Esquema 1. llustragdo do procedimento de preparacédo dos filmes.

[11.3. Medidas de Fluorescéncia

As medidas de intensidade de fluorescéncia foram realizadas empregando-se um
espectrofotdmetro da HITACHI 4500, equipado com uma cubeta de quartzo de 10 mm. As
medidas de fluorescéncia foram obtidas gustando-se 0 comprimento de onda de excitagcéo
(I &) em 280 nm.

[11.4. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As propriedades térmicas dos filmes foram determinadas por calorimetria exploratoria
diferencial num aparelho Shimadzu DSC-50. Aproximadamente 6 - 10 mg das amostras sob
amosfera de nitrogénio (fluxo de Nz = 50 cm*min) foram aquecidas a 10 °C/min até 200 °C.

Em seguida, as mesmas foram resfriadas a temperatura ambiente e novamente aguecidas a 10
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°C/min até 200 °C. A temperatura de transicéo vitrea (Tg) foi obtida a partir do ponto médio
entre as linhas-base antes e apos a transi¢&o.

[11.5. Termogravimetria (TG)

A degradagdo térmica dos filmes sob atmosfera de nitrogénio foi estudada através de um
analisador termogravimétrico Shimadzu TGA 50. Experimentos néo-isotérmicos foram realizados
na faixa de temperatura de 25 — 600 °C com diferentes taxas de aquecimento (10 — 40 °C/min)
para cada amostra. O fluxo de nitrogénio foi mantido a 50 cm*/min. Os dados termogravimétricas
foram analisados pelo método de Ozawa [22], conforme fora descrito acima, e 0s parametros
cinéticos determinados usando o software associado TGA-50. A energia de ativagdo (E) foi
determinada pelainclinagdo do gréfico de log a (taxa de aquecimento) contra-1/T.

I11.6. Espectroscopia naregido deinfravermelho (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho (FTIR) foram registrados utilizando-se um
espectrdmetro 16 PC Perkin Elmer com resolucgo de 4 cm™, nafaixa de 4000 — 400 cm™. Através
deste, os residuos sdlidos e os produtos gasosos formados a partir de filmes a base de SPI
submetidos a degradacdo em um forno tubular em temperaturas definidas foram analisados.
Amostras contendo ca. 150 mg (para os residuos solidos e os produtos gasosos) foram aquecidas
sob atmosfera de nitrogénio (50 cm®min) com uma taxa de aguecimento de 10 °C/min. Os
residuos solidos foram resfriados a temperatura ambiente, e os espectros obtidos usando suporte
de KBr. Os produtos gasosos foram coletados em uma célula durante o processo de degradacéo
em um forno tubular paraandlises de FTIR.
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Esquema 2. llustragdo do procedimento utilizado na obtencdo dos espectros de FTIR dos
produtos gasosos de decomposi¢ao térmica.

[11.7. Ensaios M ecanicos

Os ensaios de tensdo-deformacdo foram conduzidos em um equipamento EMIC
DL 2000 operando com uma velocidade de tragdo de 1 a 10 mm/mim a temperatura ambiente
para se determinar a tensdo e a deformagdo na ruptura, asssm como o0 médulo de Young
(mddulo de elasticidade). As amostras com dimensdes de 50x20 mm e espessura de até 0,2
mm foram previamente armazenadas em um dessecador com umidades relativas de 40, 54 e
75% para avaliar o efeito da umidade sobre as mesmas. Os valores reportados correspondem a
uma média de, no minimo, 10 medidas para cada filme.

111.8. Deter minagéao da quantidade de umidade presente nos filmes

Para esta andlise os filmes foram armazenados em dessecador por 24h e, em seguida, a
massa das amostras foi determinada. Apds, os mesmos foram levados para uma estufa a vacuo
(Napco modelo 5381) onde permaneceram por 4h a 100°C, e posteriormente sua massa foi
novamente determinada. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.
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[11.9. Microscopia Eletrénicade Varredura (MEV)

As superficies dos filmes e suas respectivas secfes transversais foram fixadas em
suporte metalico e recobertas com uma fina camada de ouro. Posteriormente, os filmes foram

observados em um microscépio eletrdnico de varredura (MEV) Philips XL30.



CAPITULO IV

RESULTADOSE DISCUSSAO

IV.1. Medidas de Fluor escéncia

A Figura 11 mostra a variagdo do | ma (Figura 11A) e da intensidade (Figura 11B) de
fluorescéncia do triptofano em fungdo da composi¢éo da solugdo, utilizando um comprimento
de onda de excitagao (I &) de 280 nm. O quadro inserido na Figura 11A ilustra um espectro de
fluorescénciatipico para o residuo de aminoécido triptofano.

Nesta etapa do trabalho, solucfes diluidas em comparacdo aquelas utilizadas para
obtencdo dos biofilmes (conforme indicado na Figura 11) foram igualmente investigadas com
intuito de enfatizar o efeito da presenca do SDS e da PCL-T sobre a polaridade do micro-
ambiente onde se situa o triptofano e, por fim, na estrutura da proteina.

Na Figura 11A, foi observado um deslocamento batocrémico de 3 nm no | s para
[SDS] (os colchetes se referem a concentragdo) acima da Concentragdo Micelar Critica
(CMC), a qual é ca. 8 mmol/L para SDS em &gua pura. Em paralelo, a intensidade de
fluorescéncia do triptofano (Figura 11B) também exibiu um decréscimo evidente. Em ambos
0s casos, Figuras 11A e 11B, os resultados demonstraram gque o0 micro-ambiente em que o
triptofano esta inserido tem sua polaridade diminuida quando a [SDS] esta acima da CMC, de
acordo com os resultados publicados anteriormente por Lakemond et al. [17].

Portanto, a principal mudanca na estrutura da proteina, conforme sugerem os resultados
de fluorescéncia, esta relacionada a presenca de micelas de SDS na solugdo, as quais
interagem eletrostaticamente (através dos grupos —SO3) e hidrofobicamente (através das
cadeias de aiféticas) com a proteina. Provavelmente, tais interagdes promovem a ruptura das
ligacBes inter- e intramoleculares de baixa energia que mantém a conformagéo da proteina e
interrompem a continuidade da matriz [5,29,32] originando estruturas estendidas. Conforme
sugere na Figura 11, em todas as solucdes utilizadas para formagéo dos filmes, a SPI apresenta
estruturas desnaturadas (estendidas). Consequientemente, as mudangas nas propriedades dos
filmes (mostradas na seqiiéncia) estdo mais provavelmente associadas as interagdes entre 0s

componentes do filme do que a estrutura da proteina em si.
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Figura 11. Fluorescéncia do triptofano nas solucdes formadoras de filme : (A) | max € (B)

variagdo da intensidade em funcdo da composicéo da solucdo. A Figura inserida na Figura

11A mostra um espectro de fluorescéncia tipico para o residuo de aminoéacido triptofano; | e =

280 nm. As linhas continuas unem os pontos experimentais para melhor visualizagao.
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IV.2. Propriedades Térmicas

IV.2.1. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Considerando que as propriedades das solugdes formadoras de filme (estrutura e
interacdo entre os componentes) devem ser refletidas no comportamento dos filmes solidos, a
temperatura de transi¢do vitrea (Tg), a qual pode ser interpretada como a faixa de temperatura
em que o movimento das macromoléculas torna-se termicamente ativado, foi analisada.
Geralmente, a T4 de proteinas aumenta com a rigidez das cadeias e com a intensidade das
interagdes inter- e intramoleculares, inclusive pelo impedimento da rotagdo interna ao longo
das cadeias macromoleculares. Na presenca de um plastificante eficaz, tais interagOes inter- e
intramolecular sdo minimizadas, facilitando a mobilidade molecular e diminuindo o atrito
interno no biopolimero.

A Figura 12 mostra um termograma de DSC tipico de um biofilme de SPI, o qual
apresenta uma temperatura de transicéo vitrea (T,) em 143 °C. No caso de SPI ndo submetida
a modificacfes externas (pH, forca idnica, temperatura, etc.) este processo termo-ativado é
observado em uma temperatura um pouco superior (150 °C) [34,35]. A diminuigdo de 7 °C
observada no presente trabalho para a SPI €, aparentemente, devida as mudangas na estrutura
da proteina promovidas durante a preparagcdo do filme. De fato, a auséncia de transicfes
endotérmicas entre 70 e 90 °C indica que a proteina estd completamente desnaturada,
conforme ja conhecido, devido a0 gjuste do pH em 10 durante a preparacdo das solucfes
formadoras dos filmes. Na realidade, tal afirmagdo é confirmada pela primeira varredura de
DSC (ndo apresentada), a qual também ndo apresenta transicdes correspondentes as
temperaturas de desnaturagéo.

A influéncia da composicdo do filme na temperatura de transicéo vitrea € apresentada
na Figura 13. Conforme pode ser observado, os filmes formados por SPI/SDS apresentam
valores de T, praticamente constantes em torno de 151 °C, enquanto que os filmes de
SPI/SDS/PCL-T apresentam um considerével decréscimo no valor da Ty para [PCL-T] > 9%,
refletindo o efeito plastificante da PCL-T. No caso dos filmes de SPI/SDS e SPI/SDS/PCL-T
gue contém até 9% de PCL-T, os resultados sugerem que a rigidez das cadeias e a extensao

das interagOes inter- e intramol eculares mantém-se praticamente invariavels.
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Figura 12. Termograma de DSC tipicamente observado para filmes de SPI preparados a partir
da metodol ogia descrita neste estudo.

Conforme exposto na se¢do anterior, a interagdo entre o SDS e o biopolimero SPI se
estende aos dominios hidrofilicos e hidrofébicos com consegiiente reducdo na interacéo entre
as cadeias peptidicas da matriz polimérica, resultando em um material menos rigido (isto &,
com menor Ty). Com base nos testes mecanicos (discutidos posteriormente), observou-se que
os filmes de SPI/SDS sdo de fato menos rigidos que os filmes formados apenas por SPI,
porém este comportamento é extremamente dependente da umidade presente. As moléculas de
agua sdo conhecidas por reduzir as ligagbes de hidrogénio intramoleculares e as interacfes
eletrostéticas e de dipolo-dipolo na estrutura da proteina, e acabam por aumentar a mobilidade
das cadeias (i.e., menor Ty). Portanto, os valores de T4 constantes em 151 °C podem ser
atribuidos a baixa quantidade de umidade presente nos filmes de SPI/SDS devido a

evaporacdo da mesma durante o agueci mento.
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Figura 13. Influéncia da composicdo dos filmes de SPI/SDS e SPI/SDS/PCL-T na
temperatura de transi¢do vitrea (Tg), determinada por medidas de DSC. As linhas continuas
unem os pontos experimentais para melhor visualizagéo.

IV.2.2. Degradacédo Térmica

A estabilidade térmica de filmes de SPI, SPI/SDS e SPI/SDS/PCL-T foi, portanto,

investigada por termogravimetria (TG) e espectroscopia nha regido do infravermelho (FTIR).

IV.2.2.1. Termogravimetria (TG) e parametros cinéticos

A Figura 14 mostra uma curva de decomposicéo térmica (TG e DTG) obtida com
velocidade de aguecimento de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio tipica para filmes de
SPI. Nesta Figura, duas etapas principais (I e Il) de degradacdo térmica sdo observadas. O
primeiro decréscimo apreciavel da massa da amostra (etapa |) ocorre em aproximadamente
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100 — 130 °C, e esta relacionada a evaporagdo da &gua (ca. 10%) presente no biofilme e ndo
serg, portanto, discutida na sequiéncia. A degradacdo térmica dos filmes de SPI acontece em
um processo Unico de perda de massa (etapa ll), o qual seiniciaem 292 °C e atinge a maxima
vel ocidade de degradacdo em 331 °C. O residuo final em 600 °C corresponde a cerca de 30 %

damassainicia daamostra.
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Figura 14. Curva de decomposi¢do térmica (TG (32) e DTG (---)) tipica para filmes de SPI

medida com velocidade de aguecimento de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio.

A variacdo da energia de ativacdo (E), determinada pelo Método de Osawa [22]
conforme descrito anteriormente (pg. 11), em funcdo da fracdo de perda de massa (a) paraa
degradacdo de filmes de SPI é mostrada na Figura 15. Nesta figura observa-se que os valores
de E permanecem praticamente constantes para a < 0,4, aumentando rapidamente em funcéo
do avanco da degradacdo térmica. Aparentemente, as estruturas mais termo-estéveis formadas
acimade a @0,4 sdo devidas a ocorréncia de reacOes de reticulacdo ativadas pelo aumento da
temperatura, as quais podem envolver fungBes quimicas reativas presentes na estrutura
protéica, tais como aminas, hidroxilas, carbonilas e sulfidrilas [29]. O mesmo comportamento
foi também descrito para filmes a base de proteina de trigo e gelatina[24].

A variacdo da energia de ativacdo (E) em funcéo da fragdo de perda de massa (a) para
processos de degradacdo térmica esta rel acionada a mudangas no mecanismo de degradacéo e,

usualmente, tais mudangas refletem a existéncia de etapas reacionais multiplas e competitivas
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[36]. No caso dos filmes de SPI, os valores de E situam-se na faixa de 150 — 190 kJ/moal,
sugerindo ainda que o processo observado envolve o cisdo randdmica de ligagdes fortes na
SPI, uma vez que interagdes/ligacdes quimicas fracas apresentam valores de E tipicamente
inferiores a 100 kJ/mol [36].
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Figura 15. Variagdo da energia de ativagdo (E) em funcéo da frac&o de perda de massa (a)

para o processo de degradacdo térmica de filmes de SPI.

A Figura 16 mostra curvas de decomposicéo térmica (TG e DTG) para filmes de
SPI/SDS com composic¢les distintas.  Os resultados obtidos a partir da andlise detalhada das
curvas de TG e DTG registradas para os filmes de SPI e SPI/SDS, assim como para filmes
formados por SPI/SDS/PCL-T discutidos a seguir, estdo sumarizados na Tabela 2. Em
presenca de SDS, pode-se observar na Tabela 2 que a temperatura inicial de degradacéo
térmica (Tq) diminui progressivamente de 294 °C para 263 °C conforme a[SDS] aumentade 3
para 37 %, enquanto que o residuo final permanece praticamente invaridvel em comparagao
aos filmes de SPI. Entretanto, os espécimes formados por SPI/SDS exibiram um pico
acentuado nas curvas de DTG em ca. 275 °C (Figuras 16B — 16C), cuja intensidade aumenta
em funcdo da [SDS]. Este processo térmico pode ser atribuido ndo somente a decomposi¢cao
do SDS, mas também a degradacdo da SPI, conforme sugerem os resultados referentes a
analise dos produtos gasosos gerados.
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Figura 16. Curvas de decomposi¢do térmica (TG (%) e DTG (---)) parafilmes de SPI/SDS

(A) 87/13, (B) 72/28 e (C) 67/37 medidas com velocidade de aquecimento de 10 °C/min sob

atmosfera de nitrogénio.
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O perfil da energia de ativagcdo aparente (E) para a degradacéo térmica dos filmes de
SPI/SDS em funcéo da fragdo de perda de massa (a) (Figura 17) revela que a estabilidade
térmica dos filmes decresce (i.e., menor E) a medida que a [SDS] aumenta. Os valores médios
da E calculados com base nos dados mostrados da Figura 17 séo sumarizados na Tabela2. Em
paralelo ab comportamento acima mencionado, constata-se que ao passo gue filmes de SPI
apresentam um valor médio de E em torno de 160 kJmol, em presenca de SDS este valor
diminui graduamente para 128 kJymol (20% menor) no caso de filmes de SPI/SDS — 67/37.
Resultados similares foram anteriormente reportados para outros polimeros naturais, como por

exemplo, xantana, metilcelulose e hialoronato de sddio [37], e celulose, proteina do leite, trigo

e gelatina[24].
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Figura 17. Variac&o da energia de ativagdo (E) em funcéo da fracdo de perda de massa (a)
para o processo de degradacéo térmica de filmes de SPI/SDS com diferentes composicOes. As

linhas continuas unem os pontos experimentais para melhor visualizagao.

O decréscimo na estabilidade térmica para o sistema SPI/SDS tem sido atribuido a
mudancas promovidas pelo SDS na estrutura da proteina [25]. Este tensioativo aniénico pode
interagir eletrostaticamente (através dos grupos - SO3) e hidrofobicamente (através das

cadeias aliféticas) com as macromoléculas presentes na SPI. Estas interagdes induzem a
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ruptura de ligagbes/interagdes intermoleculares que mantém a conformagdo da proteina,
maodificando a continuidade da matriz polimérica[5,29].

A PCL-T degrada-se praticamente na mesma faixa de temperatura que os demais
componentes do filme, conforme se verifica na Figura 18, a qual mostra as curvas de TG e
DTG paraa PCL-T empregada neste estudo. Dessa forma, os sistemas ternarios formados por
SPI/SDS/PCL-T exibiram basicamente o0 mesmo perfil de degradacdo térmica (TG e DTG) em
comparacdo aos sistemas binarios SPI/SDS, como mostrado na Figura 19 para diferentes
composicdes. A degradacéo térmica da PCL-T acontece em ca. 200 °C, estendendo-se até ca.
400 °C.
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Figura 18. Curva de decomposicdo térmica (TG (3%) e DTG (---)) para o polimero PCL-T

medida com velocidade de aguecimento de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio.

Todavia, a andlise detalhada das curvas de DTG representadas na Figura 18 revelou
deslocamentos importantes da temperatura inicial de degradacdo (Tq) e da temperatura de
méxima velocidade de degradagdo (Tmax). Nitidamente, a baixa estabilidade térmica da PCL-
T (T4 = 200°C, Figura 18) tem implicactes diretas na diminuicdo da estabilidade térmica do
material resultante. Os valores de T4 para filmes a base de SPI variam, portanto, desde 292 °C
(filmes de SPI) até 252 °C (filmes SPI/SDS/PCL-T - 39//22/39), passando por valores

intermediérios no caso de filmes de SPI/SDS.
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Figura 19. Curvas de decomposicdo térmica (TG (34) e DTG (---)) para filmes de

SPI/SDS/PCL-T (A) 85/06/09, (B) 72/10/18, (C) 49/19/32 medidas com velocidade de
aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio.
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A Figura 20 mostra a variacdo da energia de ativagdo (E) em funcéo da fragéo de perda
de massa (a) para o0 processo de degradacdo térmica de filmes de SPI/SDS/PCL-T com
diferentes composic¢Oes. Pode-se observar nesta figura que a estabilidade térmica dos filmes
decresce (i.e., menor E) amedida que a[PCL-T] e[SDS] aumentam, corroborando a tendéncia
mencionada no paragrafo anterior. Os perfis das curvas exibidas sdo similares agueles ja
discutidos anteriormente (Figuras 15 e 17) e, portanto, 0S mesmos comentarios podem ser
aplicados neste caso. Além disto, os valores médios da E (Tabela 2) confirmam que a barreira
energética necessaria para ocorrer a degradacéo dos filmes de SPI/SDS/PCL-T €, em gerd,

inferior aquela observada para os demais casos.

Tabela 2. Par@metros termogravimétricos para a degradacdo térmica de filmes a base de SPI.

Fime T Tuax’ E° Residuo®

(°C) (°C) (k¥mol) (%)
SPI 292 331 160 32
SPI/SDS - 97/03 294 331 142 30
SPI/SDS - 94/06 291 349 138 30
SPI/SDS - 87/13 289 353 151 29
SPI/SDS - 80/20 281 354 138 30
SPI/SDS - 72/28 264 277 133 30
SPI/SDS - 63/37 263 276 128 31
SPI/SDS/PCL-T - 93/03/04 288 346 129 30
SPI/SDS/PCL-T - 85/06/09 290 338 117 26
SPI/SDS/PCL-T - 72/10/18 280 349 124 25
SPI/SDS/PCL-T - 60/14/26 268 340 118 23
SPI/SDS/PCL-T - 49/19/32 260 288 133 22
SPI/SDS/PCL-T - 39/22/39 252 281 123 21

@ Temperaturainicia de degradacdo

P Temperatura de méxima velocidade de degradagéo.

¢ Determinada a partir da media dos valores mostrados nas Figuras 15, 17 e 20.
4V alores medidos a 600 °C a uma velocidade de aguecimento de 10 °C/min.
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Figura 20. Variac&o da energia de ativagdo (E) em funcéo da fracdo de perda de massa (a)
para o processo de degradacdo térmica de filmes de SPI/SDS/PCL-T com diferentes

composi¢des. As linhas continuas unem os pontos experimentais para melhor visualizaggo.

IV.2.2.2. Andlise dos produtos de degradacao por FTIR

Os espectros de FTIR dos produtos gasosos e dos residuos solidos formados pelas
amostras quando submetidas a diferentes temperaturas foram analisados com o intuito de
melhor compreender o mecanismo de degradacdo térmica, correlacionando os produtos
identificados com os resultados registrados nas analises térmicas.

A Figura 21 mostra os espectros na regido do infravermelho dos residuos sdlidos dos
filmes de SPI, SPI/SDS 63/37 e SPI/SDS/PCL-T 39/22/39 durante a degradacéo térmica em
diferentes temperaturas, as quais foram definidas com base nas curvas de DTG para o
principal estagio de decomposi¢do de cada sistema estudado.

Para os filmes de SPI a temperatura ambiente, observa-se claramente as bandas de
absorcéo referentes ao n(C=0) em 1630 cm* (amida I), d(N-H) em 1530 cm™ (amida 1) e
d(C—H) em ca. 1450 cm™. A banda de deformacéo em 1230 cmi* pode ser atribuida aos grupos
n(C—N) e ad(N-H) (amidalll) [38]. A banda em ca. 1100 cm*, por sua vez, é aparentemente
formada pela contribuicdo de diferentes fungdes quimicas, tais como d(C-H) (de estruturas

aromaticas), n( PO2) ou n(P-OH) de ésteres de fosfato [38], 0os quais estdo presentes em
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guantidades significativas na SPl e em outras proteinas, especiamente nos residuos do
aminoécido serina (aproximadamente 5% na SPI [7]). Na faixa de 3600 - 3000 cm™’ sdo
observadas bandas referentes aos grupos O-H e N-H, enquanto que as deformagtes axiais C—
H tipicas dos grupos —CH, e —CH3 aparecem na faixa de 2980 - 2850 cm™. No que diz respeito
ao espectro referente aos filmes de SPI/SDS e SPI/SDS/PCL-T (ndo mostrados a 25°C),
basicamente os mesmos comentarios podem ser aplicados. Entretanto, os filmes de SPI/SDS
exibiram menor transmitancia (maior absorbancia) na regido associada a n(C—H) (2980 — 2850
cm™) devido &s cadeias aliféticas do SDS. A caracteristica mais importante neste espectro é o
aparecimento de uma banda referente a um n(C=0) em 1730 cm™, sugerindo modificacdes

estruturais da proteina promovidas pelo SDS.

Transmiténcia (u. a.)

4000 3400 2800 2200 1600 1000 400

NUmero de onda (cm™)

Figura 21. Espectros FTIR para os residuos solidos de filmes de SPI (34), SPI/SDS
63/37 (----) e SPI/SDS/PCL-T 39/22/39 (%) durante a degradacdo térmica em diferentes

temperaturas.
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As absorbancias verificadas para as amostras aquecidas até 200 °C diminuiram
consideravel mente em todos 0s casos, e a banda relativa ao estiramento amida | aparece como
uma combinac&o de bandas entre um ombro em ca. 1680 cm™* e um méximo em ca. 1630 cm™.
Resultados semelhantes foram anteriormente encontrados por Moharram et al. [39] para
amostras de proteina de soja aquecidas a 240 °C. Segundo 0s autores, a presenca de uma banda
intensa entre 1630 — 1637 cmi* e uma banda moderada/fraca entre 1680 — 1685 cm™ é devida a
estrutura do tipo pregueada, enquanto que a vibragdo amida | de estruturas desordenadas
localizar-se-iaem 1660 cm™ [39].

Embora se constata com clareza que a estrutura da macromolécula em estudo se altera
quando aquecida a 200 °C, esta mudanca ndo € acompanhada por processos de perda massa.
No entanto, aumentando-se a temperatura para 275 °C, a qual corresponde a temperatura de
méxima velocidade de degradacdo dos filmes de SPI/SDS 67/37 (Figura 16C) e
SPI/SDS/PCL-T 39/22/39 (Figura 18C) (filmes de SPI ndo exibem perda de massa nesta
temperatura; Figura 14), as bandas associadas a0 n(C—H) (2980 — 2850 cm?) e ao d(N-H)
(amida 11 em ca 1530 cm™) tiveram sua intensidade comparativamente diminuida. O
decréscimo na absorcdo referente a0 d(N-H) dos residuos solidos estd de acordo com a
liberagdo de NH3(g observadaem 275 °C (discussdo abaixo). Ao mesmo tempo, o fato de que a
banda correspondente a vibracdo amida | deslocou-se para nimeros de onda superiores
confirma a existéncia de rearranjos estruturais envolvendo ligages peptidicas, tal como a
dissociacdo em subunidades. Portanto, para os filmes formados por SPI/SDS submetidos ao
aquecimento em 275 °C ha a degradacéo térmica de ambos os componentes: SDS, visto que
guanto maior a[SDS] maisintenso é o pico nacurvade DTG (Figura 16), e SPI, umavez que
hé liberagdo de NHgg. Os mesmos comentérios sdo validos também para o sistema ternario
SPI/SDS/PCL-T em 275 — 280 °C. Neste caso, entretanto, e de acordo com os dados
mostrados na Figura 19, a decomposi¢cdo do polimero PCL-T deve ocorrer em paraelo.
Persenaire et al. [40] propuseram recentemente que a PCL degrada-se termicamente gerando
COyg), H20(), &cido hexandicoy), e seu mondmero e-caprolactonag). As caracteristicas dos
espectros de FTIR apresentados por estes autores coincidem com as observadas neste trabal ho.
Naquele caso, entretanto, informagdes complementares extraidas de espectros de massa dos
gases liberados permitiram a Persenaire et al. [40] inferir acerca a natureza quimica de outros

produtos da reacdo ndo identificados neste trabalho (i.e., &cido hexandico e e-caprolactona).
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Em 350 °C, as bandas de absorcao referentes ao n(C—H) na faixa de 2980 — 2850 cm'™,
ad( C—H) em 1450 cm™ e a banda em ca. 1100 cm™ permaneceram no espectro dos residuos
solidos de filmes de SPI, indicando que o mecanismo da reagdo de degradacdo compreende
primeiramente a quebra de ligagdes mais fracas como C-N, C(O)-NH, C(O)-NH, e -NH>
[24,25], as quais est@o presentes em diversas funges quimicas encontradas na SPI, de forma
andloga a degradacdo de filmes a base de proteina de trigo [24]. Esta hip6tese esta de acordo
com 0s espectros registrados para os produtos gasosos formados (Figura 22). Em adigo, nesta
faixa de temperatura os filmes de SPI/SDS e SPI/SDS/PCL-T demonstraram espectros
correspondentes a residuos solidos mais degradados, confirmando a menor estabilidade
térmica dos mesmos em comparagao aos filmes de SPI.

Finalmente, os espectros registrados para os filmes submetidos a temperatura de 550 °C
contém poucas informagdes, caracterizando a quase completa degradacéo térmica da amostra.

A Figura 22 mostra os espectros FTIR dos produtos gasosos liberados durante a
degradacédo térmica de filmes de SPI, SPI/SDS 63/37 e SPI/SDS/PCL-T 39/22/39 submetidos
a temperatura correspondente a maxima vel ocidade de degradacdo (Tuax). Os gases formados
a partir da degradacéo dos filmes de SPI e SPI/SDS/PCL-T revelaram bandas de absor¢éo
caracteristicas de CO, (2370, 2340 e 670 cm™), CO(g (2200 — 2000 cm'™), C=0 (1730 cm™),
NHsg (970, 930 e 3335 cm™), e n(C-H) (2950 — 2850 cm*; hidrocarbonetos saturados). As
bandas vibracionais em ca. 1625 cm™ (n(C=C)) e 670 cm™ (d(CHy)) sugerem a liberacdo de
hidrocarbonetos insaturados.

A degradacdo térmica dos filmes SPI/SDS 67/37 produz compostos gasosos cujas
bandas sdo caracteristicas de COyg), NH3(g) € hidrocarbonetos saturados. Porém, neste caso as
bandas associadas as vibragdes dos grupos =CH, e C=0 e de CO() praticamente ndo
aparecem. A banda em 1375 cm* é atribuida & deformac&o angular de grupos —CHs oriundos

da degradacdo das cadeias diféticas de SDS.
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Figura 22. Espectros FTIR para os produtos gasosos formados a partir filmes de SPI (34),
SPI/SDS 63/37 (%) e SPI/SDS/PCL-T 39/22/39 (%) durante a degradacdo térmica na
temperatura de méaxima velocidade de degradacéo.

IV.3. Propriedades M ecéanicas

Devido a complexidade da estrutura da proteina, as propriedades mecanicas dos
(bio)filmes contendo SPI sdo sensiveis aos diferentes nivels de interagdes intra e
intermoleculares, e consequentemente, da concentracdo de cada componente (SPI, SDS, PCL-
T e H,O — umidade).

A Figura 23 mostra curvas representativas de tensdo vs. deformacdo para filmes de
SPI/SDS em 75 % UR e SPI/SDS/PCL-T em 40% e 75% UR. Comparando-se os resultados
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registrados para filmes de SPI/SDS em 75 % UR (verde) e SPI/SDS/PCL-T em 75 (azul),
observa-se um efeito proeminente da PCL-T sobre as propriedades mecanicas dos filmes,
notadamente em termos de tensdo (T) e alongamento na ruptura (L) e modulo de Y oung.
Adicionalmente, as diferencas entre os perfis registrados para filmes de SPI/SDS/PCL-T em
40 % (vermelho) e 75% (azul) revelam com clareza que a umidade relativa a qual os filmes
S30 expostos é um aspecto determinante das propriedades do material.

A Tabela 3 resume a dependéncia das propriedades mecénicas em funcdo da
composicdo e da umidade relativa dos filmes. E importante ressaltar que os parametros
medidos para os filmes de SPI pura estdo de acordo com aqueles publicadas por Mo e Sun
[29]. Nesta etapa do trabalho, as medidas foram redlizadas em trés umidades relativas
diferentes, salvo para os espécimes quebradicos.

28T T T T T T T
—&— SPIISDS em 8% UR

—a—5SPISDSPCLT em 75% UR
Pile —®—SPIBDSIPCLT em 40% UR

1407 7

Tensao (MPa)

D | | 1
o 20 40 g0 g0 100 120

Defarmacao{%)

Figura 23. Curvas representativas de tensdo vs. deformacéo para filmes de SPI/SDS em 75 %
de UR e SPI/SDS/PCL-T em 75 e 40 % de UR.

A Figura 24 mostra a variagdo do modulo de Y oung (dados extraidos da Tabela 3) em
funcéo da composicdo para filmes de SPI/SDS (Figura 24A) e de SPI/SDS/PCL-T (Figura
24B), acondicionados em diferentes umidades relativas (UR). No primeiro caso (filmes de
SPI/SDS - Figura 24A), os resultados obtidos para UR de 75% demonstram que os valores do
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modulo de Young tendem a estabilizar-se em ca. 800 MPa para [SDS] 3 13%, ap6s um
decréscimo inicia a partir de 1424 MPa (filmes de SPI). Entretanto, o efeito da presenca de
SDS torna-se gradativamente menos significativo a medida que a UR decresce (i.e., UR £
54%). Enquanto que para UR de 54% seu valor inicialmente diminui de 1720 MPa (filmes de
SPI) até 985 MPa para filmes de SPI/SDS 80/20, o comportamento oposto pode ser verificado
para[SDS] > 20%. Quando acondicionadosa uma UR de 40%, as propriedades mecanicas dos
filmes praticamente ndo sofrem alteracéo mediante o0 aumento da[SDS)].

Como citado anteriormente, a interacdo entre o SDS e SPI ocorre simultaneamente nos
dominios hidrofilicos e hidrofébicos da macromolécula, rompendo a continuidade da
respectiva matriz e reduzindo a interagdo entre as cadeias peptidicas. Em principio, este
cendrio implicaria em materiais menos rigidos (menos quebradicos) [29]. Em contraste, 0s
dados coletados neste trabalho mostram que tal efeito depende da presenca de umidade no
filme (Tabela 3 e Figura 24A), sendo observado somente para UR = 75%. A natureza
altamente higroscépica da SPI é favorecida pela presenca de residuos de aminoécidos polares,
fazendo com que moléculas de agua penetrem facilmente na estrutura interna do biopolimero,
aqual, presumivelmente, ja se encontra expandida. Neste sentido, as ligagcdes de hidrogénio e
as interagOes dipolo-dipolo entre cadeias macromoleculares sdo drasticamente reduzidas,

caracterizando assim o efeito plastificante da agua.
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Figura 24. Variagdo do modulo de Young em fungdo da composicdo para filmes de
SPI/SDS (A) e de SPI/SDS/PCL-T (B), acondicionados em diferentes umidades relativas
(UR). Aslinhas continuas unem os pontos experimentais para melhor visualizag&o.



Tabela 3. Modulo de Young, tensdo na ruptura (T) e alongamento na ruptura (L) medidos em fung¢do da composi¢do dos filmes

acondicionados em diferentes umidades rel ativas.

Humidade Relativa (%)

Filme 40 > ~
T A M édulo de T A M édulo de T A M édulo de
(MPa) (%) Young (M Pa) (MPa) (%) Young (M Pa) (M Pa) (%) Young (M Pa)
SPI - - - 1743 2.10+£0.8 1726+152 1415 15+0.8 1424+131
SPI* - - - - - - 1543 1.8+0.5 1545+124
SPI/SDS
94/06 - - - - - - 1943 2.6+0.9 1188+159
87/13 - - - 5 1.0+14 1409+396 11+2 11.3+6.6 717+167
80/20 21+5 2.2+0.8 1950+231 2+2 6.2+31 985+145 10+4 6.3+2.3 899+157
72/28 19+4 22409 19144233 72  3.8+21 1173+111 10+3  10.0+4.1 800+196
63/37 1626 1.8+0.7 1819+282 23+t4 25+1.2 1718+201 12+2 6.3+3.6 858+199
63/37* - - - - - - 1243 8.8t5.5 900+117
SPI/SDS/PCL-T
93/03/04 - - - 13+4 3.8+15 1433+200 15+3 45+1.6 1138+200
85/06/09 - - - 1242 3.7+1.2 1333+129 11+3 104487 982+235
72/10/18 132 14406 1566+143 12+4 3.8+10 1038+107 612 12144321 171+41
60/14/26 10+£2 1.240.3 1228+112 9+3 5.6+2.1 713+148 2+1  84.0t+18.7 6617
49/19/32 7+1 15403 798+063 612 4.7+22 661+123 3+1  85.0£17.9 58+29
39/22/39 542 4.0t14 526+105 31  6.9+19 436191 1+1  91.5+18.0 44420
39/22/39* - - - - - - 4+2 13544321 48+15

* Filmes aguecidos a 70°C durante 01 hora ap0s a evaporagdo do solvente.
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Para baixas URs (principalmente 40%), entretanto, o efeito do SDS é menor, indicando
que as cadeias protéicas expandidas (devido a presenca de SDS) por si sO ndo tem influéncia
notéria nas propriedades mecanicas dos filmes, se seu efeito for considerado separadamente
do efeito da umidade relativa.

Os filmes contendo PCL-T exibiram propriedades mecéanicas completamente distintas
em comparacdo aguelas descritas até o presente momento. De acordo com dados registrados
para UR = 75% na Figura 24B, o médulo de Y oung decresce abruptamente desde 1424 MPa
(filmes de SPI) até apenas 171 MPa no caso dos espécimes SPI/SDS/PCL-T 72/10/18, e este
valor diminui posteriormente para 44 MPa para [PCL-T] superiores. Em geral, os mesmos
comentarios também se aplicam aos valores de médulo de Young obtidos em 54% e 40%,
exceto gue nestes casos a diminui¢do ocorre gradativamente em funcdo da [PCL-T].

A Figura 25 mostra a variagdo do alongamento na ruptura (L) em funcdo da [PCL-T]
para diferentes URs. Para filmes acondicionados em UR de 75%, os valores de A aumentam
rapidamente até ca. 90% quando [PCL-T] 3 18%, sendo que 0 comportamento oposto €
verificado em termos da tensdo na ruptura (T). No entanto, para RH £ 54% os valores de A
sdo comparaveis aqueles obtidos para filmes de SPI/SDS, enquanto que um pegueno

incremento ocorre aparentemente nos valoresde T em presencade PCL-T (Tabela 3).
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Figura 25. Variacdo do alongamento na ruptura medido em funcdo da composi¢do dos filmes
de SPI/SDS/PCL-T para diferentes umidades relativas. As linhas continuas unem 0s pontos

experimentais para melhor visualizag&o.

Os resultados mostrados anteriormente para os filmes de SPI/SDS e SPI/SDS/PCL-T
sugerem que as propriedades mecénicas desses materiais a base de SPI podem ser modificadas
pelo guste das quantidades de SDS, PCL-T e umidade relativa. Caracteristicas tipicas de um
material plastico em curvas de tensdo vs deformagado foram observadas para filmes nos quais a
presenca de PCL-T é de no minimo 18% em umidade relativa de 75% (Figura24). A PCL-T é
um plastificante com grupamentos hidroxilas que Ihe conferem carédter hidrofilico moderado
com habilidade para participar nas ligagdes de hidrogénio intermoleculares, e portanto, reduz
as interagdes polimero-polimero com conseqiiente acréscimo na mobilidade da cadeia (isto €,
menor médulo de Young e maior alongamento na ruptura). Além disto, a PCL-T pode ainda
interagir com os dominios hidrofébicos da SPI através das cadeias alifaticas. Contudo, a
presenca de moléculas de agua parece ter papel fundamental na determinagdo da estrutura do
filme e, consequentemente, nas propriedades dos mesmos, conforme evidenciado na Tabela 3
onde em 75% de umidade relativa o efeito plastificante da PCL-T e da agua no
comportamento mecanico dos filmes a base de SPI é marcadamente maior que a soma das

contribuigdes individuais.
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Jafoi descrito naliteratura que a formacao de ligagdes cruzadas em materiais a base de
proteinas pode ocorrer sob certas condicdes, basicamente devido a presenca de grupos reativos
de aminoéacidos presentes na proteina, tais como aminas, hidroxilas, carbonilas e sulfidrilas
[24]. Kim et al. [41] reportaram que os valores de tensdo e alongamento na ruptura e a
quantidade de &gua absorvida pelos filmes de SPI foram significativamente aumentados
através de aquecimento a 60°C, devido a formacdo de ligagBes cruzadas inter- e
intramol ecul ares.

Durante os experimentos do presente estudo, foi observado que os resultados dos testes
mecéanicos dependem do tempo decorrido apds a preparacdo dos filmes , pois 0s mesmos
mostram-se variaveis até uma semana apds a preparacdo das amostras. Desta forma, os
resultados mostrados anteriormente referem-se a filmes de SPI analisados apds uma semana,
no minimo, de sua preparacao. Neste periodo, entretanto, as propriedades mecénicas sofreram
mudancas consideravels.

A Figura 26 mostra a variagdo da tensdo na ruptura (T) e do médulo de Young para
filmes de SPI/SDS e SPI/SDS/PCL-T em fungdo do tempo decorrido apds a preparacdo dos
mesmos Para uma maior clareza dos resultados, os pardmetros apresentados foram
normalizados em relagdo aos valores iniciais (dia 2), ou sgja Trnormalizada = T/Tinicia € MOdulo de
Y 0uNng normalizado = MOdulo de Young / Modulo de Young inicia, 0S quais estdo sumarizados na
Tabela 4. Na Figura 26 fica evidente que os vaores de tensdo na ruptura (T) e de médulo de
Young dos filmes formados por SPI/SDS permanecem constantes durante todo o periodo
estudado (T ~ 11 MPa; médulo de Young ~ 840 MPa). Em contraste, os filmes formados por
SPI/SDS/PCL-T apresentam um acréscimo obvio em termos de T (de 0,6 para 3,0 MPa) e de
modulo de Young (de 7,5 para 53 MPa) durante os primeiros 4-5 dias, permanecendo
constante apos esse periodo. Essa variacdo pode ser atribuida a formagao de ligacOes cruzadas
no filme, j& que este processo foi acelerado pelo aguecimento a 70 °C durante uma hora do
filme recém formado (veja resultados na tabela 3). Além disso, os filmes de SPI e
SPI/SDS/PCL-T apresentaram-se insolUveis em agua apos o envelhecimento, confirmando a
formago de ligaghes internas. Por outro lado, os filmes formados por SPI e SDS, sem adi¢éo
de PCL-T, ndo exibiram rearranjos, permanecendo estaveis e sollvels em dgua mesmo uma

semana apads sua preparacio.
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Tabela 4. Variagdo da Tensdo na Ruptura (T) e do Médulo de Young em funcdo do tempo
decorrido ap6s a preparacéo dos filmes de SPI/SDS 63/37 e SPI/SDS/PCL-T 39/22/39.

Filmes Tempo T T. Médulode  Médulo deoung
(dias) (MPa) normalizada Young (MPa) normalizado

2 12 1.0 915 1.0

3 10 0.8 836 0.9

SPI/SDS 4 11 0.9 668 0.7
5 8 0.7 827 0.9

8 12 1.0 948 1.0

2 0.6 1.0 7.5 1.0

3 2 3.3 5.8 0.8

SPI/SDS/PCL-T 4 3 5.0 16.7 22
5 3 5.0 52.6 7.0

8 3 5.0 55.3 7.4

8 T T T T T T T 8

|
i

—— SPI/SDS/PCL-T
--------- SPI/SDS

Tensao na Ruptura Normalizada
=
T

opez|EUWloN Bunoi ap onpoy

0 | 1 1 | | | | 0

tempo (dias)

Figura 26. Dependéncia do modulo de Y oung e da tensdo na ruptura com o tempo decorrido
apos a preparacdo dos filmes a base de SPI (SPI/SDS 63/37 e SPI/SDS/PCL-T 39/22/39). As

linhas continuas unem os pontos experimentais para melhor visualizagao.
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IV.4. Determinacéo da quantidade de umidade presente nos filmes

Os resultados apresentados anteriormente evidenciam claramente o efeito da umidade
nas propriedades dos filmes de SPI/SDS e SPI/SDS/PCL-T. Porém, a andlise da capacidade
dos filmes de absorver &gua pela simples variagdo da umidade relativa ndo se mostra muito
evidente. Dessa forma, para examinar essa propriedade fisica, os filmes foram dispostos em
um dessecador durante 4 dias (a0 invés do controle de umidade relativa) antes da
determinacdo da quantidade de umidade restante, a qual é mostrada na Figura 27 para os
filmes de SPI, SPI/SDS e SPI/SDS/PCL-T.

[PCL-T] (%)

10 20 30 40 50 60 70
12 T T T T T T T

11 | -

10 |

—&8— SPISDS
—— SPI/SDS/PCL-T

Quantidade de umidade (% - m/m)
=]

0 g 10 15 20 25 30 35 40

[SDS] (%)

Figura 27. Variagdo da quantidade de umidade restante em fungdo da composicéo para filmes
de SPI/SDS e SPI/SDS/PCL-T acondicionados em dessecador a vécuo durante 4 dias. As

linhas continuas unem os pontos experimentais para melhor visualizagao.
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Os experimentos revelaram gue os filmes formados apenas por SPI apresentam cerca
de 55 % de umidade em massa. Quando o SDS é adicionado esses valores iniciamente
crescem até cerca de 8,8% para [SDS] = 3%, aparentemente devido a exposi¢éo dos grupos
polares hidrofilicos da estrutura protéica, os quais interagem com as moléculas de agua.
Acima desta concentracdo de SDS, a quantidade de umidade presente diminui até atingir o
valor inicial. Provavelmente, isso ocorre por causa das partes hidrofébicas das moléculas de
SDS, que impedem a agua de se acomodar na estrutura do filme [32]. Portanto, a presenca de
SDS possivelmente reduz a sensibilidade do filme protéico as mudangas de umidade. Essas
observacOes estdo de acordo com os resultados descritos para as propriedades mecanicas dos
filmes de SPI/SDS (Figura 24A).

Por outro lado, os filmes formados por SPI/SDS/PCL-T apresentaram uma elevada
capacidade de retencdo de &gua para [PCL-T] 3 18% ([SDS] 3 10%), enquanto que para
baixas concentragdes de plastificante a quantidade de umidade é similar aguela encontrada
para filmes formados apenas por SPI. Esse comportamento pode ser explicado considerando
gue a PCL-T é uma molécula com grupamentos hidroxilas que |he conferem caréter
hidrofilico e portanto, em baixas concentragfes, onde a estrutura da proteina ja apresenta
grupamentos hidrofilicos expostos, as moléculas de agua ndo sdo retidas pelo fato de que a
PCL-T substitui formando ligagdes de hidrogénio intermolecular com a proteina. Acima de
certa concentragdo de PCL-T (> 9%), a absor¢do € favorecida devido ao aumento de sitios

hidrofilicos.

IV.5. Morfologia

A Figura 28 mostra micrografias obtidas por MEV da superficie (Figura 28A) e da
secdo transversal (Figura 28B) dos biofilmes formados por SPI. Esses espécimes sdo
caracterizados pela presenca de pequenas areas heterogéneas em suas superficies (Figura
28A), originadas no processo de evaporacdo do solvente, e pela presenca de uma fase densa
(Figura 28B), a qua € inicidmente bem compactada e se torna gradativamente menos

organizada com a evaporagdo do solvente, conforme indicado pela seta na Figura 28B.



Capitulo 1V: Resultados e Discussdo 51

AccV  Spot Magn  De
100kV60 1000x S SPI - LATERAL

Figura 28. Micrografias eletronicas de varredura da superficie (A) e da secdo transversal (B)
dos biofilmes de SPI.

Com a adicdo de SDS, os filmes obtidos tornaram-se progressivamente mais porosos e
com tendéncia a separacdo de fases em altas concentragOes de SDS. A Figura 29 mostra as
micrografias obtidas por MEV da superficie e da secéo transversal dos filmes de SPI/SDS
contendo diferentes quantidades de SDS. Com baixas concentragdes de SDS (94/06 SPI/SDS
— Figura 29A-B), as caracteristicas morfolGgicas permanecem praticamente inalteradas se
comparadas as observadas para os filmes de SPI. Em contraste, uma superficie homogénea
(Figura 29C) e uma fase continua (Figura 29D) sdo observadas para os filmes formados por
SPI/SDS nas proporgdes 87/13. Acima de certa concentragdo de SDS (20%), a porosidade do
filme aumenta (Figuras 29F e 29H) e as micrografias da superficie revelam a presenca de
regides brancas como a indicada pela seta na Figura 29G. O ponto de fusdo medido para o
sdlido branco coletado da superficie do filme foi caracteristico do SDS (200 °C).

As micrografias dos filmes de SPI/SDS/PCL-T com diferentes proporgcoes entre os
componentes sdo mostradas na Figura 30. Para baixas quantidades de PCL-T e SDS
(SPI/SDS/PCL-T 85/06/09 — Figuras 30A-B), as morfologias das superficies e das secdes
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transversais se apresentam muito similares as observadas nas Figuras 28A-B (SPI) e Figuras
29A-B (SPI/SDS). Para [PCL-T] = 18% (concentragdo na qual ocorre a maior mudanca em
termos de propriedades mecanicas) os filmes apresentam uma superficie rugosa (Figura 30C) e
moderadamente porosos (Figura 30D). Uma transformagcdo em uma matriz completamente
porosa ocorre para [PCL-T] > 18% como mostra as Figuras 30F e 30H, onde duas fases sdo
identificadas na superficie do filme, conforme mostrado na Figura 30E. Experimentalmente
observou-se gue uma das fases superficiais corresponde ao plastificante e, portanto, 0 aumento
da porosidade dos filmes de SPI/SDS/PCL-T pode ser atribuida a migragéo do plastificante do
fase para a superficie do filme. As for¢cas que conduzem esse processo € O caréter
relativamente hidrofébico da PCL-T e seu tamanho relativamente grande, que aparentemente
impedem as moléculas de se integrarem completamente a matriz quando grandes quantidades
sdo utilizadas [9].

De fato, uma analise um pouco mais cuidadosa dos filmes com quantidade de PCL-T
superior a 18% revela que na parte inferior do filmes estéo presentes regides ricas em PCL-T,
engquanto que, na superficie existe um solido branco que corresponde ao SDS. Apesar desta
observacdo, a combinagdo SDS/PCL-T realmente tem aplicagdo como um plastificante,
promovendo melhoria nas propriedades mecanicas sem separacdo de fases, desde que, a

guantidade de PCL-T presente nos filmes sgja superior a 18%.
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Figura 29. Micrografias el etrénicas de varredura (MEV) da superficie (& esquerda) e da se¢cdo
transversal (a direita) para filmes de SPI/SDS com diferentes composi¢des: 94/06 (A,B); 87/13
(C,D); 80/20 (E,F); 72/28 (G,H).
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Figura 30. Micrografias el etrénicas de varredura (MEV) da superficie (& esquerda) e da se¢cdo
transversal (a direita) para filmes de SPI/SDS/PCL-T com diferentes composic¢des. 85/06/09
(A,B); 72/10/18 (C,D); 60/14/26 (E,F); 39/22/39 (G,H).
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CAPITULO IV

CONCLUSAO

No presente estudo, as propriedades térmicas e mecéanicas e a morfologia de filmes a
base de SPI contendo diferentes quantidades de SDS e do plastificante PCL-T foram
avaliadas. Conforme os resultados de fluorescéncia, utilizados no estudo das solucbes
formadoras dos filmes, as mudancas na estrutura da proteina estdo relacionadas a presenca de
micelas de SDS na solucdo, as quais interagem eletrostaticamente e hidrofobicamente com a
proteina. As analises de DSC mostraram que os filmes formados por SPI/SDS apresentam
valores de Ty praticamente constantes (Tq = 151 °C), enquanto que os filmes de
SPI/SDS/PCL-T apresentam um consideravel decréscimo nos mesmos (Tq = 135 °C),
refletindo o efeito plastificante da PCL-T.

A degradacdo térmica dos filmes formados por SPI ocorre em um uma Unica etapa,
com inicio em 292 °C. Quando o SDS ¢é adicionado ao sistema, a estabilidade térmica decresce
e atemperaturainicial de degradacdo tem um decréscimo de até 29 °C. O perfil davariacdo da
energia de ativagdo (E) em funcdo da perda de massa teve um comportamento similar, e seus
valores variam de 160 kJ mol™ nos filmes formados apenas por SPI para 128 kJ mol™ nos
filmes formados por SPI/SDS — 67/37. O decréscimo na estabilidade térmica para o sistema
SPI/SDS tem sido atribuido a mudangas promovidas pelo SDS na estrutura da proteina
formadora do filme. Os sistemas ternarios formados por SPI/SDS/PCL-T exibiram
basicamente o mesmo perfil de degradacdo térmica em comparacdo aos sistemas binérios
SPI/SDS. Todavia, foram observados deslocamentos importantes da temperatura inicial de
degradacdo e da temperatura de maxima velocidade de degradacdo. Nitidamente, a baixa
estabilidade térmica da PCL-T tem implicagdes diretas na diminuicdo da estabilidade térmica
do material resultante. Pode-se observar ainda, que os valores de E decrescem a medida que a
[PCL-T] e[SDS] aumentam, corroborando a tendéncia mencionada anteriormente.

Os espectros de FTIR dos produtos gasosos formados durante a degradacéo térmica
apresentaram bandas tipicas de CO,, CO, NH3 e outros compostos insaturados, sugerindo que
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0 mecanismo da reagdo envolve, ao mesmo tempo, a ruptura das ligagdes C-N, C(O)-NH,
C(O)—NH2, -NH_ e C(O)—OH presentes na proteina.

Os resultados dos ensaios mecanicos registrados evidenciaram o efeito proeminente da
PCL-T e da umidade relativa sobre as propriedades mecénicas dos filmes de SPI/SDS/PCL-T.
Estes resultados sugerem que as propriedades mecénicas desses materiais a base de SPl podem
ser modificadas pelo guste das quantidades de SDS, PCL-T e da umidade relativa. Foi
observado, ainda, que os resultados dos testes mecénicos dependem do tempo decorrido apés a
preparacdo dos filmes, pois 0s mesmos mostram-se varidveis até uma semana apéds a
preparacdo das amostras. Essa variagdo pode ser atribuida a formacao de ligac6es cruzadas no
filme.

Nas andlises por microscopia eletrénica de varredura observou-se que com a adi¢éo de
SDS aos filmes de SPI, os mesmos tornaram-se progressivamente mais porosos e com
tendéncia a separacdo de fases em altas concentragdes de SDS. Com a adicdo de PCL-T, o
filme torna-se mais poroso, apresentando em sua parte inferior regides ricas em PCL-T,
enquanto que, na superficie verifica-se a presenca de um solido branco que corresponde ao
SDS. Apesar desta observagdo, a combinagdo SDSPCL-T tem um efeito plastificante

importante, promovendo melhoria nas propriedades mecanicas sem separacdo de fases.
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