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RESUMO

As problematicas associadas a utilizagdo dos plasticos convencionais tém preocupado a
comunidade cientifica, que vé na utilizacédo de polimeros biodegradaveis uma possivel forma de
resolver o problema. A poli(e-caprolactona) (PCL) é um polimero biodegradavel e biocompativel,
mas as propriedades mecanicas apresentadas por este nem sempre sdo adequadas para as
aplicacfes contempladas. A adi¢cdo, em pequenas quantidades, de refor¢co constitui uma opgéo
para resolver as limitacdes apresentadas, devendo averiguar-se se esta adi¢do influencia a
biocompatibilidade deste polimero para ser possivel a sua utilizacdo em dispositivos biomédicos.
Neste estudo foram elaborados nanocompésitos de PCL reforcados por argilas de
Montmorilonite — uma n&o modificada (CNa*) e uma organicamente modificada (C30B) —
correspondentes a teores de 1%, 2% e 3% de reforgo (percentagem em peso). Foi utilizada uma
extrusora de duplo fuso para a obtencéo da pré-mistura. Seguidamente procedeu-se a extrusdo
friccional da pré-mistura, com o objetivo de estudar a influéncia deste processo nas carateristicas
do compdsito obtido. O nanocompdsito foi analisado através das técnicas de FTIR, XRD e TGA,
procedendo-se igualmente a sua caracterizagdo mecanica (ensaios de flexdo e compresséo) e
ao estudo da sua biocompatibilidade. Os resultados de FTIR e TGA evidenciaram a mesma
estrutura quimica, bem como a mesma gama de temperaturas de degradacdo do PCL, tanto da
pré-mistura como apos a extrusao friccional. As analises de XRD evidenciaram uma estrutura
intercalada ap6s a obtencdo da pré-mistura, sendo que ndo se verificou influéncia do
processamento por extrusdo friccional no processo de intercalagdo/exfoliagdo do
nanocompdésito. Verificaram-se incrementos nos valores das propriedades mecénicas
(nomeadamente da rigidez) nos nanocompésitos obtidos, comparativamente com o PCL ndo
reforcado, sendo este efeito mais acentuado no caso da utilizacdo da argila C30B. Os ensaios
de citotoxicidade permitiram concluir uma maior biocompatibilidade dos nanocompdésitos
contendo a argila CNa* comparativamente com aqueles em que se recorreu a argila C30B.

Palavras-chaves: nanocompd@sitos, poli(e-caprolactona), argilas de Montmorilonite, argilas
organicamente modificadas, extrusao friccional






ABSTRACT

The negative impacts stemming from the use of traditional plastic materials have attracted
the attention of scientists, who believe that using biodegradable polymers could be a possible
way to minimize such impacts. Polycaprolactone (PCL) is a biodegradable and biocompatible
polymer but its mechanical properties limit their range of applications. The addition of nandfillers,
even in small quantities, seems to be an option to solve the limitations of biodegradable polymers,
even though verification is still warranted whether such addition influences the biocompatibility of
the polymer so that it can be used in biomedical devices. In this work, PCL/Na*-Montmorillonite
nanocomposites and PCL/C30B nanocomposites with 1, 2 and 3 wt% of clays were obtained.
First, both materials were mixed using a twin-extruder, after which the mixture was processed via
frictional extrusion to fabricate the fully formed nanocomposite part. The main purpose has been
to study the influence of this process on the behaviour of the nanocomposites obtained. The
samples were analyzed by FTIR, XRD and TGA techniques, prior to its mechanical
characterization (bending and compression tests) and biocompatibility studies. The FTIR and
TGA results show the same chemical structure and the same range of PCL degradation
temperatures both for the pre-mixtures after the final frictionally extruded composites. The XRD
analyses showed an intercalation structure after mixing and revealed no influence arising from
the frictional extrusion processing on the material’'s intercalation/exfoliation process.
Enhancement of the measured mechanical properties (especially the stiffness) was observed in
the nanocomposites comparatively to unreinforced PCL. The mechanical characterization also
showed some evidence of a more marked increase in modulus when the C30B clay was used as
reinforcement. The cytotoxicity analyses showed a higher biocompatibility for CNa*
nanocomposites, when compared to the C30B nanocomposites.

Keywords: nanocomposites, polycaprolactone, Montmorillonite clay, organoclay, frictional
extrusion
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1. INTRODUCAO

1.1. Motivagéo

Nos Ultimos anos, os problemas associados a acumulacédo de plasticos em fim de vida tém
preocupado a comunidade cientifica, que acredita que o desenvolvimento e a utilizacdo de
polimeros biodegradaveis e amigos do ambiente pode contribuir para a resolugcdo desta
problemética [1,2].

A poli(e-caprolactona) (PCL) é um poliéster alifatico linear, semicristalino, com baixo ponto
de fuséo (o qual varia entre 59 °C e 64 °C, dependendo do peso molecular e da cristalinidade)
que apresenta uma temperatura de transic&o vitrea de -60 °C. E um polimero biocompativel,
biodegradavel, que apresenta uma boa miscibilidade com outros polimeros e uma boa
solubilidade em solventes organicos [3,4]. Este polimero pode ser processado através dos
equipamentos tradicionais de processamento de plasticos e as suas propriedades tornam este
material adequado para diversas aplicac6es desde o uso agricola até dispositivos biomédicos.
Apresenta uma baixa taxa de degradacgéo tornando-o um candidato para diversas aplicacdes na
area biomédica e da engenharia de tecidos, nomeadamente para aplicacdes em que o material
deve manter as suas propriedades fisicas e mecanicas durante periodos de tempo alargados
[5-8]. No entanto o seu preco relativamente elevado, as propriedades de barreira a 4gua e a
rigidez apresentada por este polimero tém limitado a sua utilizagdo em larga escala como
substituto dos polimeros tradicionais [9]. Por forma a superar as limita¢cdes apresentadas, uma
das opc¢des mais eficientes e baratas € a incorporacdo de nanofillers, como o caso das argilas,
para a obtencédo de nanocompdsitos [9].

1.2. Nanocompdsitos
1.2.1. Generalidades

A investigagdo centrada nos nanocompdsitos de matriz polimérica tem ganho importancia
pela possibilidade de desenvolver materiais com propriedades melhoradas ou ajustaveis devido
a incorporacdo de nanoparticulas, em pequenas quantidades (geralmente inferiores a 5%), na
matriz polimérica [10]. O conceito de nanocompésito surgiu no inicio dos anos 90, no grupo de
pesquisa da Toyota, que produziu um compodsito polimérico com argilas, tendo verificado
melhorias significativas nas propriedades térmicas e mecénicas devido a adicdo das mesmas
[11-13]. Os nanocompdsitos apresentam, em geral, melhorias nas propriedades mecénicas,
maior estabilidade térmica, propriedades de barreira ao gas, propriedades elétricas e até
melhorias na taxa de biodegradacao [10,14]. No entanto, para que estas melhorias sejam efetivas
€ importante ter em atencdo que existem diversos fatores que afetam o papel das nanoparticulas
como reforgo numa matriz polimérica, como por exemplo: os reforcos devem possuir excelentes
propriedades mecanicas (tais como o médulo de Young), apresentar elevado coeficiente de
esbeltez e uma grande area de superficie para permitir a interacdo com o polimero e devem
apresentar-se devidamente dispersos na matriz, evitando a aglomeracao [15]. Devido as suas
propriedades Unicas, os nanocompositos encontram diversas aplicagdes em setores como o:
energético (utilizados como materiais dielétricos ou tecnologia de separacgdo) [16], alimentar
(empacotamento de produtos) [14], farmacéutico (libertacao de farmacos) [17], entre outros.

1.2.2. Classificagdo dos nanocompdsitos

Os nanocompésitos podem ser divididos em 3 grupos, de acordo com o numero de
dimensdes das particulas dispersas que se encontram na escala nanométrica. Quando as 3

1



dimensdes se encontram a nanoescala, trata-se de particulas isodimensionais, como por
exemplo as nanoparticulas esféricas. Quando os reforcos apresentam estruturas alongadas em
gue as 2 dimensdes se encontram na escala nanométrica e a terceira dimensdo € superior,
tratam-se de tubos, como os nanotubos de carbono. O terceiro tipo de nanocompdsito é
caracterizado por apresentar particulas em que apenas uma das dimensfes se encontra a
nanoescala. Neste caso, o reforco esta presente em forma de folhas de 1 a alguns nanémetros
de espessura e centenas de milhar de nanémetros de comprimento [18,19]. Nesta classe de
nanocompaésitos, um dos reforgos mais utilizados sao as argilas e os silicatos em camada, como
por exemplo a montmorilonite, a hetorite ou a saponite, entre outras. Estes materiais tém sido
mais amplamente estudados porque sdo abundantes na natureza e por apresentarem a
capacidade de intercalar um polimero devido a geometria que apresentam [18].

1.2.3. Principais métodos de obtenc¢do de nanocompdsitos polimero/nanoargila

Existem véarios métodos para a preparacdo de nanocompositos de polimero/nanoargila,
sendo os trés principais a intercalacdo por fusdo, a polimerizacdo intercalativa in situ e a
intercalagcdo do polimero a partir de uma solugao.

A polimerizag&o intercalativa in situ consiste na expanséo do silicato em camadas por uma
solucdo de mondémero ou por um mondémero liquido. Desta forma, 0 monémero ir4 migrar para
0s espacos inter-camadas do silicato e a reacéo de polimerizagéo ocorrera entre as camadas do
silicato (consultar a sec¢éo 1.3.). A reacdo pode ser iniciada por calor ou radiacdo, pela difusdo
de um iniciador adequado ou por um iniciador ou catalisador fixado através de uma troca
catidnica antes da expansdo. A polimerizagdo produz polimeros de cadeia longa dentro dos
espagos inter-camadas da argila e controlando as taxas de polimerizacdo as camadas de argila
séo delaminadas e o material apresenta uma estrutura desordenada [18,20].

No caso da intercalacdo por fusdo, a argila é misturada com a matriz polimérica fundida.
Nestas condi¢8es, caso as superficies da camada sejam suficientemente compativeis com o
polimero, este tenderd a localizar-se nos espacos inter-camadas dos silicatos, formando um
nanocompésito intercalado ou exfoliado (consultar a sec¢cdo 1.3.2.). Esta técnica apresenta
algumas vantagens, nomeadamente ser significativamente mais econémica e é também um
processamento ambientalmente favoravel, uma vez que nao sao necessarios solventes. [20,21].

No caso da intercalagdo do polimero a partir de uma solucéo, € utilizado um solvente em
que o polimero (ou pré-polimero, no caso do polimero ser insolivel) é solavel, ocorrendo a
exfoliagdo do silicato. ApOs a expansao da argila no solvente, o polimero é adicionado a solugao
e fica intercalado entre as camadas de argila. Por fim é necessario proceder a remocao do
solvente, que pode ser feita por vaporizacdo (geralmente sob vacuo) ou por precipitacdo. A maior
vantagem deste método é que 0s nanocompdsitos podem ser sintetizados com polimeros com
baixa ou mesmo sem polaridade. No entanto, esta técnica é dificil de aplicar devido ao uso de

grandes quantidades de solvente [18,20].

1.3. Montmorilonite

A Montmorilonite (MMT) é uma nanoargila pertencente a familia dos filossilicatos 2:1, cuja
estrutura cristalina consiste numa camada, maioritariamente de 6xido de aluminio, situada entre
duas camadas de 6xido de silicio. As camadas individuais apresentam elevado coeficiente de
esbeltez e elevada area de superficie, caracteristicas importantes num reforco para que se
verifiqguem melhorias efetivas na sua integragdo no composito, como ja anteriormente referido.
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O modulo de Young no plano de uma Unica camada de MMT regista valores que variam entre
178 GPa e 265 GPa, propriedades mecénicas indicadas para a sua utilizacdo como reforco [15].
As camadas apresentam uma espessura de 1 nanémetro e as dimensdes laterais variam entre
20 nanémetros e alguns micrometros. No seu estado natural, esta argila apresenta-se como um
conjunto elevado de camadas sobrepostas umas as outras, que se encontram ligadas entre si
por forcas de van der Waals. Entre as camadas surgem espacamentos denominados por
espacos inter-camadas (galleries). [11,22,23]. Na camada octaédrica, alguns atomos de aluminio
encontram-se substituidos por atomos de magnésio. A diferenca de valéncia entre os atomos de
aluminio e de magnésio cria cargas negativas distribuidas ao longo do plano da placa, que séo
contrabalancadas por ides positivos, normalmente i6es de sédio, localizados nos espacos inter-
camadas, como se observa na Figura 1.1.

1 } Camada tetraédrica
|

[ Camada octaédrica
-

Camada tetraédrica

Espaco inter-camada {
Camada 2:1

Figura 1.1 - Estrutura da Montmorilonite (adaptado [25])

A estrutura apresentada por este material atribui-lhe duas carateristicas muito importantes
para a obten¢do de nanocompdsitos: a possibilidade de modificar quimicamente a superficie com
catides organicos e inorganicos, que permite uma maior compatibilidade entre o polimero e a
argila; e a capacidade da montmorilonite se dispersar em camadas individuais, permitindo a
ocorréncia de fenébmenos como a intercalacao e exfoliagéo. [22]

1.3.1. Modificacdo da superficie

A MMT é uma argila hidrofilica, sendo que pode ser utilizada no seu estado virgem, em
sistemas poliméricos que se dispersam ou que sao sollveis em agua como o alcool polivinilico,
Oxidos de polietileno, latex e polivinilpirrolidona [24]. Isto verifica-se porque, em meio aquoso,
ocorre a hidratagao dos ibes de sodio, levando a expansao dos espacos inter-camada, pelo que
ocorre a expansao da argila e as placas de MMT ficam completamente dispersas em agua [25].
No entanto, a maioria dos polimeros séo hidrofébicos, ndo sendo assim compativeis com a MMT.
Isto implica a modificacdo das argilas ou do polimero para que possa ocorrer a dispersdo
daquelas na matriz polimérica de forma a que as camadas individuais figuem envolvidas pelo
polimero [13]. O tratamento mais comum é a troca idnica dos ibes de sodio por catides organicos
como os catides alquilaménio ou alquilfosfénio, que contém diversos substituintes, sendo que
um deles deve ser uma cadeia com 12 ou mais atomos de carbono para tornar a argila
hidrofobica, originando uma argila organofilica [13,26]. Quando ocorre a substituicdo do sodio
por surfatantes organicos de maior dimensao ocorre a expansao dos espacos inter-camadas [15,
22,23].



1.3.2. Estruturas dos nanocompoésitos

Os nanocompdsitos baseados em silicatos em camadas podem ser classificados em trés
tipos: compdsitos imisciveis; nanocompdsitos intercalados e nanocompdsitos exfoliados, como
se pode observar na Figura 1.2. No caso dos compdésitos imisciveis as argilas apresentam-se
como agregados, isto é, sem separacao das camadas da argila [15]. As estruturas intercaladas
formam-se quando as cadeias poliméricas ficam intercaladas entre as camadas de argila,
formando uma estrutura em multicamada com uma distAncia entre as camadas
aproximadamente constante. As estruturas exfoliadas séo obtidas quando as camadas de argila
estdo bem separadas e individualmente dispersas ao longo da matriz polimérica. Esta estrutura
€ particularmente interessante, uma vez que maximiza as interag@es polimero/argila, levando a
uma alteragdo mais significativa das propriedades mecanicas e fisicas. A dispersdo completa
das camadas das argilas otimiza o numero de elementos de reforgo, facilitando a transferéncia
de tensédo para o reforco, permitindo que as propriedades mecénicas melhorem em relacdo ao
polimero inicial [14,20,22]. No entanto, ndo é facil obter uma exfoliacdo completa, porque as
camadas de silicato sdo altamente anisotropicas, com dimensdes laterais entre 100 e 1000 nm,
0 que implica que mesmo quando separadas por grandes distancias ndo podem ser colocadas
aleatoriamente na matriz polimérica. Para além disso, a maioria das cadeias poliméricas esta
ligada a superficie das camadas de silicato, podendo esperar-se que existam dominios nestes
materiais, mesmo acima da temperatura de fusdo do polimero, em que alguma ordem de longo
alcance é preservada e as camadas de silicato estdo orientadas numa direcado preferencial
[20,27]. Assim, para compreender a estrutura dos nanocompositos pode recorrer-se a técnica de
difracéo de raios X. No caso de compdsitos imisciveis, os padrdes de raios X para o compdsito
sdo os mesmos do po de argila. Por outro lado, no caso de ocorrer a total exfoliagdo das argilas,
verifica-se a auséncia do pico de difragdo, como se observa nos difratogramas da Figura 1.3.

v |
— a4 3.0 nm
+ A
; - |
argia polimero [
///\\\ Sor | 22nm
— “Sebidy iy, exfoliado

RS bie o FEVERPSY

Intensity

287 \ak

% *ﬁ \
— e [\

——— J \ 1.5nm
ﬁ_ — J§1 \ ;
T ol \j ot WL IN 1.0nm

e intercalado
composita nanocompdsito nanocomposnto
Imiscivel intercalado exfoliado imiscivel _ 11 nm
10 310 5‘0” == -7!0 -9 0
20 (deg)
Figura 1.3 - Representagdo esquematica dos ] . .
diferentes tipos de nanocompésitos (adaptado [21]) Figura 1.2 - Padres tipicos de XRD para

compositos (adaptado [11])
1.4. Nanocompoésitos PCL+MMT

Os principais métodos de obtencao de nanocompésitos de PCL reforcados por nanoargilas
correspondem aos mesmos descritos na seccao 1.2.3.: polimerizagdo in situ do monémero ¢-
caprolactona nos espacos inter-camada das argilas, intercalacdo por fusdo e intercalacéo da
poli(e-caprolactona) a partir de uma solugéo [2,28-31]. Dos trés métodos apresentados, o mais
utilizado é a intercalagdo por fusdo, por ser o mais simples e industrialmente mais aceite. No
entanto, este ndo se revela tdo eficiente na obtencdo de nanocompésitos exfoliados como a
polimerizacéo in situ e corre-se o risco de ocorrer a degradacéo térmica do modificador organico,
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no caso da utilizacdo de MMT organicamente modificada [3,30]. Os estudos realizados acerca
deste sistema composito revelaram que a obtencdo de estruturas totalmente exfoliadas ocorre
para baixas percentagens de reforco (geralmente inferiores a 3%). Para maiores percentagens
(superiores a 5%) geralmente obtém-se estruturas apenas parcialmente exfoliadas [32]. Também
0 estudo realizado por Luduefia et al., sobre o efeito do uso de diferentes argilas organicamente
modificadas em comparacdo com a Na*/MMT no desempenho do nanocompdsito, revelou que
as argilas comerciais C20A e C30B foram as que obtiveram, globalmente, resultados mais
positivos em comparacao com as argilas modificadas C25A, C10A e C93A [1]. O estudo realizado
por Babo et al. demonstrou que os nanocompésitos PCL/C30B apresentam propriedades
antimicrobianas melhores em relacéo a outros nanocompdésitos obtidos com outros polimeros
como o acido polilatico (PLA) [33]. A nivel da biodegradabilidade do nanocompésito ndo ha
resultados consensuais, ja tendo sido reportados resultados em que ocorreu um aumento da
biodegradabilidade com a adicdo das nanoargilas, assim como estudos em que se verificou uma
diminuicdo da mesma. Os estudos de Xu et al. [34] e Ray et al. [35] indicaram um aumento da
biodegradabilidade, sendo que neste ultimo estudo este fendmeno foi justificado pelo papel
catalitico dos grupos terminais hidroxilados presentes nas camadas de silicato. Os estudos de
Wu et al. [31] e Lee et al. [36] demonstraram uma diminuig&o da taxa de biodegradabilidade, que
foi justificada neste dltimo estudo pelas propriedades de barreira das camadas de silicato. A
melhoria da biodegradabilidade associada a adicdo de MMT pode estar associada aos
surfactantes utilizados [31].

1.5. Extruséao friccional

O processo de extrusdo friccional surgiu e foi patenteado em 1993, estando enquadrado
nos processos de deformacdo plastica severa (SPD). Os processos de deformacgédo plastica
severa correspondem a processos em que o material de partida, normalmente metalico, é
enformado por aplicacdo de tensdes de corte que ultrapassam largamente a sua tensdo de
cedéncia, sendo no entanto submetido a constrangimentos tendentes a evitar a fratura; € assim
induzida uma extensa deformacéo plastica, a qual € acompanhada por um refinamento extremo
do grédo do metal [37—39]. Neste processamento, uma ferramenta atua como puncao, aplicando
uma for¢a vertical para comprimir o material percursor que esté presente na cAmara onde decorre
0 processo. A ferramenta entra em rotagdo enquanto a forga vertical € aumentada. O calor
gerado pelo atrito entre a ferramenta e o material provoca um aumento de temperatura
localizado, tornando-se mais facil de deformar o precursor, o qual por acdo da compressao
imposta é extrudido para o interior de uma cavidade central existente na ferramenta, formando
um pino solido, como se observa na Figura 1.4 [39,40].
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Figura 1.4 - Figura esquematica da extrusao friccional (adaptado [40])



Entre outras aplicagbes, a extrusdo friccional pertence a categoria de métodos de
reciclagem direta, em que é possivel produzir produtos de alto valor, como por exemplo fios de
metal, com base em precursores de baixo custo ou residuos de metal reciclados, ndo requerendo
um aquecimento externo, uma vez que 0 aquecimento gerado no processo é suficiente para
proceder a extruséo [37,38]. Esta técnica de processamento ja foi utilizada para a obtencao de
compdsitos de matriz metalica (MMC) nomeadamente de uma matriz de aluminio reforcada por
nanotubos de carbono multicamada [41] e de uma matriz de aluminio refor¢cada por carboneto
de silicio [42].

Este trabalho tem como principal objetivo estudar a viabilidade da técnica de extruséo
friccional para a obtencéo de nanocompositos de PCL reforgados por MMT, assim como perceber
a influéncia deste processamento nas propriedades finais do nanocompaosito.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Materiais
Para a matriz dos compdsitos produzidos foi utilizada poli(e-caprolactona) (PCL) de massa
molecular 80000 g/mol fornecida na forma de pellets pela Sigma-Aldrich. Das argilas, fornecidas
pela Rockwood Clay Additives, GmbH (Moosburg, DE), utilizaram-se as seguintes: Cloisite® Na*
(CNa*), Cloisite® 10A (C10A), Cloisite® 15A (C15A), Cloisite® 20 (C20), Cloisite® 30B (C30B) e
Cloisite® 93 (C93). Estas foram utilizadas como recebidas pelo fornecedor e os substituintes
organicos das argilas encontram-se na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Substituintes organicos das nanoargilas utilizadas

CNa* | Cloisite® 10A | Cloisite® 15A | Cloisite® 20 | Cloisite® 30B | Cloisite® 93

CH; CHy CHs CH.CH,OH "
i | \ 3 |
- CH—N'— cHz--@ CHy— T’— HT CH— T*— HT CHy—NY—T cr— Nt
HT T HT j?] 1,CH,0H r‘n

T — Gordura (Tallow) (~65% C18; ~30% C16; ~5% C14)
HT — Gordura hidrogenada (Hydrogenated Tallow) (~65% C18; ~30% C16; ~5% C14)

2.2. Métodos

2.2.1 Caracterizacéo da poli(e-caprolactona)

Para a caracterizacdo do PCL foram utilizadas as técnicas de difragdo de raios X (XRD),
espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e uma analise térmica —
correspondente a realizacdo simultdnea de calorimetria diferencial de varrimento (DSC) e
termogravimetria (TGA). Para a obtencdo dos difratogramas foi utilizado um difractometro
PANalytical X’Pert PRO, com a amostra sobre um substrato de Si, e fez-se um varrimento em 26
entre 2° e 40°, utilizando radiagdo monocromatica Cu-Ka (comprimento de onda A = 1,54 A,
correspondendo as condi¢des de excitagdo a 45 kV e 40 mA), com um intervalo de amostragem
de 0,033°. A analise de FTIR foi realizada com recurso a um espectrofotometro Nicolet 6700-
Thermo Electron Corporation, tendo sido analisada numa gama de valores de nimero de onda
de 280 a 4000 cm™. As analises térmicas foram realizadas no equipamento Netzsch STA 449 F3
Jupiter e os perfis foram registados desde os 25 °C até aos 600 °C, com uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min numa atmosfera de azoto com um fluxo de 30 ml/min.

2.2.2. Caracterizagdo das nanoargilas

Para a caracterizagdo das argilas recorreu-se as mesmas técnicas de caracterizagdo do
PCL: XRD, FTIR e TGA (seccao 2.2.1.), utilizando os mesmos equipamentos. Os difratogramas
das argilas foram obtidos com os materiais em pé, na gama de 2° a 10°, com um intervalo de
amostragem de 0,033°. A analise de FTIR foi realizada com a amostra em pdé, para nimeros de
onda entre 280 a 4000 cm. As analises térmicas foram realizadas desde os 25 °C até aos
900 °C com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min numa atmosfera de azoto com um fluxo de
30 ml/min.

2.2.3. Moagem criogénica de PCL

Para pulverizar o PCL recorreu-se ao moinho criogénico Spex Sample Prep Freezer Mill,
equipamento do Departamento de Engenharia de Polimeros da Universidade do Minho,
utilizando azoto liquido. A moagem teve a duracdo total de 27 minutos, correspondentes a 5
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minutos de pré-arrefecimento, seguidos de 3 ciclos de 5 minutos de moagem e 2 minutos de
arrefecimento. Moeu-se um total de 500 gramas de PCL, sendo que em cada moagem se utilizou
cerca de 50 gramas de material.

2.2.4. Extrusao da pré-mistura

Para a extrusdo da pré-mistura comegou por se misturar manualmente os dois materiais,
em pequenas porgbes de cerca de 20 gramas, colocando-os num frasco e agitando-o
vigorosamente durante 5 minutos. A mistura do frasco foi entdo processada através de um fuso,
cuja rotacdo permite a alimentacdo, com um fluxo controlado, de uma extrusora modular de duplo
fuso, constituida por 6 zonas, utilizando um redutor planetario uCL Bonfiglioli. Os equipamentos
utilizados pertenciam ao Departamento de Engenharia de Polimeros da Universidade do Minho
e podem observar-se nas Figuras 2.1 e 2.2. O fluxo da extrusora foi de, aproximadamente, 160
g/h, com um tempo de residéncia de 3 a 4 minutos. O perfil de temperatura utilizado ao longo
dos sucessivos moédulos da extrusora correspondeu a sequéncia: 120 °C — 120 °C — 120 °C —
120 °C - 120 °C - 19,4 °C. Foram utilizadas 2 argilas distintas (CNa* e C30B) e para cada um
foram extrudidos compésitos com 3 diferentes teores de filler (1, 2 e 3% de argila em peso).

Figura 2.1 - Fuso para adi¢do da pré -mistura e extrusora
modular de duplo fuso

Figura 2.2 - Detalhe do fuso utilizado

2.2.5. Caracterizacdo da pré-mistura

Para a caracterizacdo da pré-mistura foram utilizadas as técnicas de XRD, FTIR e
termogravimetria (TGA). As andlises de XRD e FTIR foram realizadas nas condi¢es descritas
na secgdo 2.2.2. utilizando amostras cilindricas. As andlises térmicas foram realizadas no
equipamento Netzsch STA 449 F3 Jupiter e os perfis foram registados desde os 20 °C até aos
720 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min numa atmosfera de azoto com um fluxo de
30 mi/min.

2.2.6. Extruséo fricional de PCL e caracterizagdo

A extruséo friccional realizou-se utilizando uma ferramenta desenhada e dimensionada
para ser utilizada numa fresadora Jarocinska Fabryka Obrabiarek, pertencente ao Departamento
de Engenharia Mecénica e Gestéo Industrial da FCT-NOVA, cuja montagem se encontra nas
Figuras 2.3, 2.4 e 2.5. Comecgaram por extrudir-se provetes de PCL néo reforcado, com uma
velocidade vertical de 70 mm/min e diferentes velocidades de rotacdo da ferramenta: 56, 71, 90,
112, 140, 180, 224, 280, 355, 560, 900, 1400 e 1800 rpm. Procedeu-se a sua caracterizagao
determinando a densidade através do método de Arquimedes, utilizando-se agua destilada



(Pagua= 1 9/cm?3) como liquido de imers&o e uma balanga Sartorius com preciséo de 0,001 gramas

para proceder a medicdo das massas seca (Mseca) € aparente (Maparente).

_ Mseca
Pmaterial = Tseea=mt (2.1)
materia seca—Maparente

Pagua

Figura 2.3 - Fresadora utilizada com a Figura 2.5 - Detalhe da Figura 2.4 - Ferramenta
incorporagdo da ferramenta montagem com a ferramenta para a extruséo friccional

2.2.7. Extruséo friccional do compdésito

Para a obtencdo do compdsito, a extrusdo fricional realizou-se com uma velocidade
vertical de 70 mm/min e uma velocidade de rotagdo de 900 rpm. A montagem e equipamento
utilizado foi o mesmo da extrusao friccional do PCL (sec¢do 2.2.6.). O momento de rotagdo foi
determinado através de um suporte personalizado, construido para a medi¢éo desta grandeza.

2.2.8. Caracterizacdo do compdésito

Para a caracterizacdo do compdsito obtido recorreu-se as técnicas de XRD, FTIR, ensaios
de citotoxicidade, andlise térmica — correspondente a realizagdo simultdnea de calorimetria
diferencial de varrimento (DSC) e termogravimetria (TGA) — caracterizagdo mecanica — através
de ensaios de flexdo a 3 pontos e de compresséo — e microtomografia de raios X. Os ensaios de
XRD, FTIR e DSC-TGA foram realizados nos mesmos equipamentos e has mesmas condicdes
da analise da pré-mistura. Os ensaios de flexdo a 3 pontos foram realizados com recurso a uma
maquina universal de ensaios mecéanicos Shimadzu AG-50kNG, dotada de uma célula de carga
com uma capacidade de 500 N. A distancia de vao utilizada nos ensaios foi de 15 mm e a
velocidade vertical utilizada foi de 1 mm/min. Os ensaios de compresséo decorreram no mesmo
equipamento dos ensaios de flexdo, com a mesma velocidade vertical (1 mm/min), utilizando
uma célula de carga de 50 kN. Os ensaios de microtomografia foram realizados num
equipamento Skyscan 1172 com uma resolugao de 5 um, pertencente ao Instituto Superior
Técnico/Universidade de Lisboa. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados seguindo a
norma “Biological evaluation of medical devices - Part 5: tests for in vitro cytotoxicity”. Foram
analisadas as amostras de 2% e 3% de CNa* e de 1, 2 e 3% de C30B. Foi utilizado o método de
extrato indireto, com recurso a células SAOS 5A. Para mais detalhes deste procedimento e a
disposi¢éo da placa deve consultar-se o anexo 1.



3. ANALISE E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Neste capitulo ira proceder-se a analise e discussao dos resultados adquiridos ao longo
do processo de obtencao dos compdsitos de PCL refor¢cados por argilas por extruséo friccional.
Este capitulo inicia-se com a caracterizacdo das matérias-primas utilizadas. Seguidamente
apresenta-se a analise da pré-mistura dos dois materiais assim como a analise dos provetes de
PCL obtidos por extrusdo friccional. Por fim apresentam-se os resultados associados a
caracterizacdo dos compdésitos obtidos.

3.1. Caracterizacdo das matérias-primas

As matérias-primas utilizadas durante este trabalho foram caracterizadas por forma a
facilitar a compreenséo dos resultados obtidos na caracterizagdo quer da pré-mistura, quer do
compadsito obtido.

3.1.1. Caracterizacao da poli(e-caprolactona)
3.1.1.1. Anédlise de XRD

A analise de XRD foi realizada com o objetivo de analisar a estrutura do polimero PCL. O
difratograma de XRD obtido experimentalmente pode observar-se na Figura 3.1.
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Figura 3.1 - Difratograma de XRD do PCL

Ai podem observar-se 2 picos para valores de 26 iguais a 21,2° e 23,5°. Comparando 0s
resultados obtidos com o0s existentes na literatura, verificou-se a presenca de dois picos para o
PCL, sendo que o pico para o valor de 28 de 21,2° corresponde ao plano de difracdo (110) e o
pico para o valor de 26 de 23,5° corresponde ao plano de difragdo (200). Estes picos estao
associados a estrutura semicristalina do polimero. Verifica-se ainda que para valores de 26
inferiores a 10° n&o se registam picos [43,44].
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3.1.1.2. Andlise de FTIR

O espetro de FTIR que se observa na Figura 3.2 foi obtido com o intuito de determinar as
ligacbes quimicas no PCL. Este espectro sera utilizado como referéncia para analisar os
espectros obtidos na analise de FTIR realizada nas amostras da pré-mistura e nos compadsitos.
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Figura 3.2 - Espectro de FTIR do PCL

Comparando com a literatura, é possivel identificar as bandas caracteristicas do PCL no
espectro apresentado. Os picos existentes a 2941 e 2866 cm-! estdo associados a ligagcao C-H,
correspondendo respetivamente aos alongamentos assimétrico e simétrico desta ligagédo. O pico
a 1724 cm corresponde ao alongamento dos grupos carbonilo (C=0). As bandas presentes a

1160 e 1239 cm! correspondem respetivamente aos alongamentos simétrico e assimétrico da
ligacdo C-O-C [45,46].

3.1.1.3. Anédlise térmica

A andlise termogravimétrica foi realizada para determinar a gama de temperaturas em que
se d& a degradagdo deste polimero e a respetiva perda de massa que ocorre nesse intervalo de
temperaturas. Esta andlise revela-se de extrema importadncia para definir os valores de
temperatura a utilizar durante o processo de extrusdo, uma vez que o PCL ndo deve degradar-
se durante o mesmo. No entanto, é preciso ter em conta que esta andlise decorre em condigfes
distintas das condicdes reais do processamento do polimero durante a extruséo.
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Figura 3.3 - Curva termogravimétrica do PCL
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Através da andlise da curva termogravimétrica presente na Figura 3.3, foi possivel
determinar que as temperaturas de inicio e fim de degradacédo, no decurso das quais ocorreu a
perda de massa do material, correspondem, respetivamente, a 377 °C e 426 °C. Assim, o PCL
deve ser processado a temperaturas inferiores a 377 °C por forma a garantir que ndo ocorre a
sua degradacédo térmica. Verifica-se ainda que o processo de degradacdo ocorre numa Unica
etapa [47]. A analise de DSC permitiu determinar o valor da entalpia de fusdo experimental (AHr)
correspondente a 68,24 J/g.

3.1.2. Caracterizacéao das argilas

Procedeu-se a caracterizacdo das argilas, utilizando as mesmas andalises realizadas para
a caracterizacao do PCL, por forma a determinar as argilas mais apropriadas para utilizar nos
compadsitos a produzir, uma vez que, tendo em conta 0s constrangimentos temporais existentes,
das 6 argilas disponiveis se pretendia utilizar apenas 2.

3.1.2.1. Anélise de XRD

A andlise de XRD tem por objetivo determinar as disténcias interplanares de cada uma
das argilas. A partir dos dados experimentais foi possivel obter os difratogramas e determinar os
valores de 26 dos picos detetados, como se pode observar na Figura 3.4.
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c93
I N €10 |
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20 (9
Figura 3.4 - Difratograma das argilas

Com os valores de 26 determinados obtiveram-se, através da Lei de Bragg (A = 2dsen8),
os valores das distancias interplanares para o plano (001) que se registam na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Dados obtidos da andlise de XRD

CNa* C30B C10 C93 C15A C20A
20 (°) 7,07 4,80 4,53 3,06 2,71 2,64
dooz (Nm) 1,25 1,84 1,95 2,88 3,26 3,34

Como referido na secdo 1.3, a argila ndo modificada (CNa*), isto €, que ndo possui
nenhum modificador, apresenta o valor de 26 mais elevado (Figura 1.3), correspondendo a um
valor de doo: inferior. As argilas organicamente modificadas, como referido na segéo 1.3.1,
possuem entre as suas placas moléculas organicas, levando a presenca destas a um aumento
da distancia interplanar, o que se reflete em valores de 26 inferiores.
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3.1.2.2. Andlise de FTIR

A andlise de FTIR das argilas foi realizada com o objetivo de determinar as ligacdes
quimicas das argilas, nomeadamente as diferencas entre a argila ndo modificada e as argilas
organicamente modificadas. Os espectros de FTIR das argilas encontram-se na Figura 3.5.
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Figura 3.5 - Espectros de FTIR das argilas

Como se pode observar, as bandas a 3627, 1631 e 1012 cm?, presentes em todas as
argilas, estdo associadas respetivamente ao alongamento das ligacées O-H de silicato, ao
bending da ligacdo O-H e as vibra¢des do alongamento da ligacdo Si-O-Si dos silicatos. As
argilas organicamente modificadas apresentam mais 3 bandas, comparativamente com a argila
néo modificada, para valores de numero de onda de 2917, 2848 e 1467 cmL. Estas bandas estédo
associadas as vibracdes das ligacdes C-H dos grupos metileno relativos aos substituintes
organicos utilizados nas argilas. Mais especificamente, a banda de 2917 cm! corresponde ao
alongamento assimétrico, a banda de 2848 cm-! ao alongamento simétrico e a banda de 1467
cm! estd associado o bending da ligagdo C-H [48].

3.1.2.3. Termogravimetria

Os ensaios de termogravimetria foram realizados com o objetivo de estudar a estabilidade
térmica das argilas estudadas neste trabalho. Nas Figuras 3.6 e 3.7 encontram-se
respetivamente as curvas de massa residual (TG) e respetiva derivada (DTG) para determinar
as temperaturas a que ocorrem as taxas maximas de perda de massa.
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Figura 3.6 - Curva de TGA Figura 3.7 - Curvas de DTGA
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Na Tabela 3.2 encontram-se as temperaturas de inicio de decomposigéo, a massa
residual e as temperaturas de taxa de perda de massa maximas.

Tabela 3.2 - Dados obtidos da analise das curvas de TGA e DTGA

Tinicio decomposigao (OC) Ttaxa de perda de massa max (OC) Massa residual (%)
CNa* - 92; 361 85,22
C30B 175 280; 388 70,52
C93 192 410 59,71
C20 183 325, 421 60,61
C15A 184 311 56,15
C10A 158 222,298, 374 62,19

A temperatura de inicio de degradacéo para as argilas estudadas varia no intervalo de 158
°C e 192 °C, correspondendo as temperaturas apresentadas pelas argilas C10A e C93 como ja
referido na literatura. [48] No entanto, as maiores taxas de perda de massa ocorrem, para todas
as argilas, para temperaturas superiores a 200 °C. A argila que apresenta menor perda de massa
€ a CNa*, sendo este um resultado expectavel, uma vez que a referida argila ndo apresenta
modificadores orgéanicos. No caso das argilas organicamente modificadas, a que apresentou a
menor perda de massa foi a C30B.

3.2. Moagem criogénica de PCL

Observaram-se os pellets de PCL, antes e apds a moagem criogénica, com 0 recurso a
uma lupa. As imagens obtidas podem observar-se nas Figuras 3.8 e 3.9. Através da utilizagédo
do software ImageJ foi possivel determinar as dimensdes médias dos graos antes e apds a
moagem. Pode ainda observar-se que os pellets obtidos apdés a moagem sédo angulosos, ao
contrario do que se verificava antes deste processo em que se apresentavam redondos. Para
além disso, pode ainda observar-se uma dispersdo mais heterogénea do tamanho do pellet apés
a moagem.

v i

Figura 3.9 - Pellets de PCL antes da moagem Figura 3.8 - Pellets de PCL ap6s a moagem

Os dados relativos a massa de material e ao tamanho de particula antes e apds a moagem
encontram-se na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Dados relativos a moagem criogénica

Massa () Tamanho médio de particula (mm)
Inicial Final Inicial Final
500,53 £ 0,01 489,78 £ 0,01 3,72+0,28 1,27 + 0,33
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3.3. Extrusao da pré-mistura

A composicdo das pré-misturas — e, por conseguinte, a composicdo dos compdésitos —
foi escolhida de acordo com a analise das matérias-primas, assim como da andlise de dados da
literatura. A escolha de compdsitos com percentagens de 1, 2 e 3% baseou-se nos relatos da
literatura, relativos a obtencédo de compdésitos exfoliados para percentagens iguais ou inferiores
a 3%, enquanto para percentagens de 5 e 10% n&o ocorre o fendmeno de exfoliagdo, mas
apenas de intercalacdo e/ou aglomeracédo das argilas [32].

Para as argilas a utilizar considerou-se que seria interessante efetuar o estudo de uma
argila ndo modificada (CNa*) e comparar com o0s resultados obtidos com uma argila
organicamente modificada (C30B). A modificacao da argila pressupde que a distancia interplanar
entre as suas folhas aumente e isto verifica-se nos resultados obtidos na sec¢do 3.2.2.1. Para a
escolha da argila organicamente modificada teve-se em atencéo as limitagdes do difratdbmetro
utilizado, nomeadamente as dificuldades associadas & medi¢do de baixos angulos (em especial
para 26 inferior a 2°). Considerou-se que a argila a utilizar deveria apresentar um pico para
valores de 20 superior a 3°, possibilitando assim a detegdo de fendmenos de intercalagado que
nao seriam possiveis de detetar para picos cujos valores de 26 fossem inferiores. A argila C30B,
como determinado na seccdo 3.1.2.1., apresenta um pico para o valor de 26 de 4,80 ° que se
enquadra nas condi¢bes pretendidas. Relativamente a andlise de TGA presente no capitulo
3.1.2.3., a argila C30B foi a que apresentou a menor perda de massa. Em estudos realizados
anteriormente obtiveram-se compdsitos com um maior grau de dispersao utilizando a argila
C30B, por comparacdo com a utilizacdo de outras argilas. Zheng et. al.,, no seu estudo de
nanocompésitos de PCL com C30B e C15A, obtiveram um maior grau de dispersdo para a
utilizacdo da argila C30B [49]. Também o estudo de Lepoittevin et al. verificou uma maior
disperséo da argila C30B em relagdo a C15A [50]. No trabalho realizado por Luduefia et al. com
compdsitos com as argilas CNa*, C30B, C10A, C93A e C20A foi observado que a utilizacdo das
argilas C20A e C30B resultava em os nanocompdsitos com melhor disperséo das argilas no seio
do polimero, originando consequentemente os nanocompoésitos com melhor desempenho,
nomeadamente a nivel mecénico [1].

Na extrusdo da pré-mistura obteveram-se estruturas cilindricas de comprimento variavel
e de diametro de 2 mm. Estas fieiras foram cortadas, com o auxilio de uma lamina, em cilindros
com um comprimento aproximado de 4 mm, para serem posteriormente utilizados para a
extrusdo friccional. A adicdo das argilas, para qualquer uma das composi¢des, provocou uma
alteragdo da coloragdo em relagédo a coloracdo do PCL ndo reforgcado, sendo que a mistura €
mais escura, como se pode observar na Figura 3.10.

a) b)c d e f 0

Figura 3.10 — a) PCL b) PCL+1%CNa* c) PCL+2%CNa* d) PCL+3%CNa* e) PCL+1%C30B f) PCL+2%C30B g) PCL+3%C30B
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A utilizagdo de um equipamento que permitisse a adigdo dos materiais a extrusora foi um
passo critico na obtencdo da pré-mistura, uma vez que permitiu simultaneamente adicionar
lentamente a mistura na extrusora modular de duplo fuso e evitar a sedimentacdo das argilas
devido as suas dimensbes reduzidas antes da adicdo a extrusora. Apesar de terem sido
utilizados procedimentos para evitar a aglomeracéo das argilas, ndo é possivel garantir através
deste processo a distribuicdo homogénea das mesmas no seio do polimero.

3.4. Caracterizacao da pré-mistura
3.4.1. Anélise de XRD

Os difratogramas obtidos da analise da pré-mistura apresentam-se nas Figuras 3.11 e
3.12. A baixa intensidade dos picos podera ser explicada pelas baixas percentagens de argilas
presentes, o que é consistente com os resultados apresentados, uma vez que os picos de XRD
mais bem definidos se encontram para percentagens de argilas de 3%. Apesar dos picos de XRD
nao estarem, em alguns dos difratogramas, perfeitamente definidos, aproximou-se 0 maximo
possivel e determinaram-se os valores de 26 dos picos, calculando-se assim os valores da
distancia interplanar que se encontram registados na Tabela 3.4. Nos espectros de PCL + 1%
CNat*e PCL + 2% CNa* parece existir uma bossa centrada no valor 6,2° mas ndo se encontram
picos e por isso para estas amostras, ndo foram determinados os valores de 26 nem os valores
da distancia interplanar do plano (001).
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Figura 3.12 - Difratograma para a pré-mistura Figura 3.11 - Difratograma para a pre-
com CNa* mistura com C30B

Tabela 3.4 - Dados obtidos da analise de XRD da pré-mistura

PCL/CNa* (% em peso) PCL/C30B (% em peso)
1% 2% 3% 1% 2% 3%
20 (°) - - 6,11 2,70 2,70 2,70
d (nm) - - 1,44 3,27 3,27 3,27

Considerando os resultados obtidos na sec¢éo 3.1. verificou-se que o PCL ndo apresenta
picos de XRD para angulos inferiores a 10° e que os picos de XRD das argilas CNa* e C30B se
encontram para valores de 20 de 7,07° e 4,80°, respetivamente. Para a argila CNa* verificou-se
que para as percentagens de 1 e 3% os valores de 26 corresponderam a 6,2° e 6,1°,
respetivamente. Para a argila C30B os valores de 20 determinados foram de 2,7° para as
percentagens de 1,2 e 3%. Assim, verificou-se que apés a extrusao da pré mistura para todas as
percentagens de argilas (1,2 e 3%) ocorreu a reducao do valor de 26 do pico o que corresponde
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Massa residual (%)

a um aumento do valor de distancia interplanar, como se pode verificar na Tabela 4. De acordo
com a literatura, ha evidéncias da ocorréncia de fendmenos de intercalacdo, uma vez que o pico
de XRD néo desapareceu, mas o valor de 28 diminuiu.

3.4.2. Andlise de FTIR

Os espectros obtidos através desta analise encontram-se nas Figuras 3.13 e 3.14 e foram
comparados com os apresentados na seccao 3.1. A observacdo dos dados recolhidos permite
verificar a presenca das bandas caracteristicas do PCL na pré-mistura obtida. Ndo se verifica a
presenca de bandas associadas as argilas, o que se pode justificar devido a baixa percentagem
utilizada. A analise de FTIR ocorre numa pequena zona da amostra; assim, estes resultados
podem ser uma evidéncia de que néo ocorreu uma dispersao homogénea das argilas no seio do
polimero. No entanto, na coloracdo da pré-mistura é notdria a presenca das argilas.
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Figura 3.13 - Especc(;:]cq) g?\IZIIR da pre-mistura Figura 3.14 - Espectro de FTIR da pré-mistura

] . com C30B
3.4.3. Termogravimetria

Numero de onda (cm™)

As andlises termogravimétricas foram realizadas até temperaturas superiores a
temperatura de degradagdo total do polimero por forma a determinar as percentagens efetivas
de argila presentes na pré mistura. Para cada uma das composi¢des foram analisadas 3 zonas
distintas de um fio de pré-mistura. Assim, nas Figuras 3.15 e 3.16 é apresentada uma das trés

curvas, sendo esta apenas representativa (as curvas de cada uma das analises encontram-se
no anexo 2).
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Figura 3.15 - Curva termogravimétrica da

Figura 3.16 - Curva termogravimétrica da
pré-mistura de CNa*

pré-mistura de C30B
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Os valores de perda de massa (correspondente a perda total de massa do polimero)
encontram-se registados na Tabela 3.5. Na tabela encontram-se as trés medi¢cdes realizadas
para cada pré-mistura, por forma a evidenciar as flutuagdes existentes em cada medigéo.

Tabela 3.5 — Dados obtidos da andlise das curvas termogravimétricas da pré-mistura

AT decomposicao (°C) Perda de massa (%)
PCL 377-426 100
388-437 98,62
PCL + 1% CNa* (%m/m) 386-438 99,24
388-438 99,83
386-434 98,69
PCL + 2% CNa* (%om/m) 387-434 94,56
389-436 99,06
384-432 99,09
PCL + 3% CNa* (%m/m) 384-435 99,02
383-434 99,91
386-436 99,83
PCL + 1% C30B (%m/m) 380-434 100
382-436 99,84
367-428 98,04
PCL + 2% C30B (%om/m) 371-432 99,64
370-429 98,97
365-420 98,54
PCL + 3% C30B (%m/m) 363-421 98,83
366-421 98,52

Verifica-se que os valores de temperatura do intervalo de decomposi¢do dos compdsitos
se encontram aproximadamente na mesma gama de valores apresentados pelo PCL. No caso
dos compdsitos com 2% e 3% de C30B, apresentam valores de temperatura inferiores aos
apresentados pelo PCL. Tendo em conta a gama de temperaturas da andlise, ocorre a perda
total de massa do polimero, sendo a massa final correspondente & argila presente no compdésito.
Assim, as percentagens de perda de massa para a mesma composi¢ao variam e ndo apresentam
valores consistentes entre medigdes, como se verifica no caso do compoésito PCL+1% C30B,
que apresenta uma perda de massa de 100%, ou pelo facto de os valores de perda de massa
para analises do compdésito de PCL+2%CNa* apresentarem valores inferiores aos do compdésito
de PCL+3%CNa*. Estes valores podem ser reflexo da existéncia de uma distribuicdo né&o
homogénea das argilas ao longo do comprimento das amostras. Para o caso dos compdsitos
com C30B, especialmente para a presenca de maiores percentagens de argila, verificou-se a
degradacdo dos mesmos para temperaturas inferiores, comparando com as temperaturas de
degradacédo do PCL. Estes resultados sdo contrarios aos apresentados em alguns estudos
anteriores, em que se verificou um aumento das temperaturas de degradacdo quando
comparadas com o PCL [50,51]. No entanto, alguns estudos indicam também uma diminuicédo
dos valores de temperatura da degradacao dos compésitos [52,53]. Estes resultados poderéo
ser justificados devido a hidrélise causada pela presenga dos grupos hidroxilo presentes no
modificador da argila C30B, que acelera a degradacéo da matriz [30].
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3.5. Extruséo fricional de PCL e caracterizagéo

Através da extruséo friccional de PCL foram obtidos provetes cilindricos com 4 mm de
didmetro e 5,5 cm de comprimento. As amostras extrudidas apresentavam cores distintas para
diferentes regides da amostra, parecendo indicar diferentes estados de densificacao do polimero.
Assim, considerou-se importante determinar, para além da densidade global dos provetes, a
densidade do provete dividido em 3 sec¢des aproximadamente iguais, como se pode observar na
Figura 3.17.

Figura 3.17 - Corte das amostras de PCL obtidas por extrusédo friccional a) topo b) meio c) base

Os valores das densidades determinadas pelo método de Arquimedes, correspondentes
a 3 medic¢Bes, encontram-se na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Valores de densidade de amostras de PCL obtidas por extrusao friccional

Densidade (g/cm3)

Vv (rpm) Global Topo Meio Base
56 1,09+0,01 1,04+0,01 1,11+0,01 1,07+0,01
71 1,06+0,01 1,09+0,01 1,11+0,00 0,90+0,02
90 1,11+0,00 1,10+0,02 1,13+0,01 1,11+0,02
112 1,11+0,01 1,12+0,00 1,12+0,02 1,09+0,01
140 1,12+0,01 1,12+0,00 1,14+0,00 1,12+0,01
180 1,13+0,01 1,12+0,02 1,14+0,01 1,12+0,02
224 1,12+0,01 1,11+0,01 1,13+0,01 1,09+0,01
280 1,12+0,02 1,12+0,01 1,13+0,00 1,10+0,02
355 1,12+0,00 1,11+0,01 1,12+0,00 1,10+0,00
560 1,13+0,01 1,11+0,02 1,13+0,01 1,12+0,01
900 1,12+0,01 1,12+0,01 1,12+0,01 1,11+0,01

1400 1,12+0,00 1,12+0,01 1,13+0,02 1,11+0,00
1800 1,10+£0,01 1,10+0,01 1,12+0,01 1,09+0,01

Através desta caracterizacdo determinou-se a velocidade de rotacdo mais adequada para
realizar a extrusdo friccional do composito, tendo em vista a obtencdo de um provete o mais
homogéneo possivel. Assim, a velocidade selecionada para subsequente producao de provetes
homogéneos foi de 900 rpm.

3.6. Extruséo friccional do compadsito

Foram obtidos provetes de material compdsito com 4 mm de didmetro e 5,5 cm de
comprimento, como 0s observados na Figura 3.18.

Figura 3.18 - Provete do compoésito PCL+1%CNa* (em peso)
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Os provetes foram observados a lupa, de forma a compreender se a utilizacdo desta
técnica permitia a reproducédo adequada de detalhes. Assim, a ferramenta possuia na sua porcao
superior dois canais transversais colmatados por parafusos, sendo visiveis na Figura 3.19 as
correspondentes impressoées, tal como observadas com recurso a uma lupa binocular.

Figura 3.19 - Detalhe do provete do composito PCL+1%CNa* (em peso)

Para o processo de extrusdo friccional dos compdésitos efetuou-se a medicdo do
momento de rotagdo. O gréafico apresentado na Figura 3.20 é representativo, uma vez que 0s
valores do momento obtidos para cada uma das extrusdes foram idénticos.
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Figura 3.20 - Variagdo do momento de rotacdo durante o processo de extruséo friccional

Na representacao grafica apresentada, o valor inicial da distancia corresponde a entrada
do puncao na matriz. O valor maximo do momento foi de 4,22 N m e registou-se a uma distancia
de 2,5 cm (valor correspondente ao comprimento da parte da ferramenta que entra na matriz e
que pode ser observada na Figura 2.5). Verifica-se um aumento do momento com o aumento da
distancia de entrada do puncéo na matriz. Este andamento foi associado ao aumento da coluna
de material extrudido ao longo do tempo, isto €, a medida que a coluna de material ja extrudido
aumenta maior € o momento que é necessario aplicar para a torcer.

3.7. Caracterizacdo do compasito
3.7.1. Andlise de XRD

A andlise de XRD foi realizada com o objetivo de compreender se o0 processo de extrusao
friccional teria influéncia na distribuicdo das argilas no composito, ou seja, se se verificaria uma
reducdo do valor de 26 em relacdo aquele determinado para a analise da pré-mistura.
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Os espectros obtidos e os valores determinados encontram-se respetivamente nas
Figuras 3.21 e 3.22 e na Tabela 3.7.

Intensidade (u.a.)

Figura 3.22 - Espectro de XRD para os
compositos de CNa*
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Figura 3.21 - Espectro de XRD para 0s
compositos de C30B

Tabela 3.7 - Comparacéao dos valores da andlise de XRD obtidos antes e depois da extruséo fricional

Antes extruséo friccional Depois extruséo friccional
0(/3 /()"’r‘;?r'r']? 20 (°) d (nm) 20 (°) d (nm)
1% - - 6,07 1,45
PCL/CNa* 2% - - 5,83 1,51
3% 6,11 1,44 5,86 1,50
1% 2,70 3,27 2,60 3,39
PCL/C30B 2% 2,70 3,27 2,57 3,43
3% 2,70 3,27 2,54 3,47

Pode assim verificar-se que os valores de 26 ndo se alteram significativamente apds a
extrusdo friccional, ndo havendo assim evidéncia de que este processamento do material
promova a intercalagdo e/ou exfoliacdo das argilas no polimero. Assim, este processamento
permite obter compdésitos com diferentes conformacdes, mantendo o grau de intercalacéo e/ou
exfoliagdo obtidos na pré mistura. Para além disso, determinou-se a varia¢éo do valor de doo1
das argilas apresentados na sec¢éo 3.1.2.1. e dos nanocompd@sitos apos a extruséo friccional, tal
como se apresenta na Tabela 3.8.

Tabela 3.8 - Resultados da variacéo de doo1 da argila para o compdsito apds extrusao friccional

PCL/CNa* (% em peso)

PCL/C30B (% em peso)

1%

2%

3%

1%

2%

3%

Adoox (%)

16,00

20,80

20,00

84,24

86,41

88,59

Este pardmetro pode ser interpretado como uma medida quantitativa da eficiéncia da
intercalacdo das cadeias poliméricas entre as camadas de argila. Assim, é possivel verificar um
maior grau de dispersdo da argila C30B do que da argila CNa* na matriz de PCL tal como ja se
tinha verificado em trabalhos anteriores [9].
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3.7.2. Andlise de FTIR

Ap6s a extrusdo friccional foram realizados novamente ensaios de FTIR e comparados
com os resultados obtidos para a pré-mistura. Apresentam-se, a titulo de exemplo, os espetros
anteriores e posteriores a da extrusao friccional do compésito de PCL + 1% CNa* na Figura 3.23
sendo que os restantes se encontram no anexo 3.
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Figura 3.23 - Comparacao dos espectros de FTIR antes e depois da extruséo friccional
Para todas as composicdes estudadas verificou-se que as bandas do FTIR se mantém

iguais. Como referido na sec¢édo 3.4.2., as bandas apresentadas correspondem as bandas
apresentadas pelo PCL.

3.7.3. Andlise térmica

A analise termogravimétrica foi realizada com o objetivo de compreender se o0 processo
de extrusdo friccional influencia as propriedades térmicas, nomeadamente a gama de
temperaturas a que ocorre a decomposicdo do compdsito, comparando com as propriedades
apresentadas pela pré-mistura. Os resultados obtidos podem observar-se na Tabela 3.9.

Tabela 3.9 - Dados da analise termogravimétrica dos compositos obtidos

AT decomposicao (°C) Perda de massa (%)
PCL 377-426 100
PCL + 1% CNa* (%om/m) 386-434 100
PCL + 2% CNa* (%om/m) 387-435 93,25
PCL + 3% CNa* (%om/m) 386-437 98,80
PCL + 1% C30B (%m/m) 389-439 99,92
PCL + 2% C30B (%m/m) 374-430 98,70
PCL + 3% C30B (%m/m) 363-417 98,48

Como verificado nos resultados obtidos na sec¢éo 3.4.3, a gama de temperaturas de
degradacdo apresentada pelos compdsitos produzidos nao varia significativamente
relativamente ao que sucede para o PCL. E também possivel verificar que, para cada uma das
composicdes, as gamas de temperatura apresentadas antes e depois da extruséo friccional sdo
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o (MPa)

muito similares, o que pode indicar que as propriedades térmicas apresentadas pelo material nao
séo influenciadas pelo processo de extrusao friccional.

Os resultados da andlise de DSC permitiram determinar o grau de cristalinidade, que foi
determinado através da equacéao 3.1.

AH;

— x 100 (3.1)
wpcr, X AHyqo

Xcr(%) =
Em que 4H, corresponde a entalpia de fusdo experimental, wect a fragdo de PCL em massa e
AH,,, a entalpia de fusdo de PCL 100% cristalina (136,1 J/g) [54]. Os valores do grau de

cristalinidade dos compdsitos obtidos encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3.10 - Resultados do grau de cristalinidade

AH¢ (J/9) Xcr (%)

PCL 68,24 50
PCL + 1% CNa* (%m/m) 77,24 57
PCL + 2% CNa* (%m/m) 75,61 57
PCL + 3% CNa* (%m/m) 75,73 57
PCL + 1% C30B (%m/m) 75,22 56
PCL + 2% C30B (%m/m) 75,77 57
PCL + 3% C30B (%m/m) 73,80 56

Pode concluir-se que o grau de cristalinidade dos compdsitos apresenta aproximadamente o
mesmo valor, como verificado em trabalhos anteriores [9,54].

3.7.4. Ensaios de compressao

Os ensaios de compresséao foram realizados para observar o comportamento apresentado
pelo material quando sujeito a esfor¢cos de compressdo, sendo utilizados 3 provetes por
composicdo. Permitiram também determinar o médulo de Young. Os resultados obtidos
encontram-se na Figura 3.24 e 3.25 e na Tabela 3.11.
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Figura 3.25 - Resultados do ensaio de compresséo Figura 3.24 - Resultados do ensaio de
aos compositos com a argila CNa* compressdo aos compositos com a argila C30B
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Tabela 3.11 - Dados obtidos através dos ensaios de compressao

Médulo de Young (MPa)

PCL 194,65
PCL + 1% CNa* (%om/m) 213,75
PCL + 2% CNa* (%om/m) 211,91
PCL + 3% CNa* (%m/m) 238,95
PCL + 1% C30B (%m/m) 254,31
PCL + 2% C30B (%m/m) 257,59
PCL + 3% C30B (%m/m) 243,13

Verificou-se, para as duas argilas e para todas as percentagens de argilas utilizadas, um
aumento do modulo de Young e da tensdo maxima suportada relativamente aos valores obtidos
para estas grandezas para o PCL. Verifica-se que qualquer um dos nanocompésitos obtidos
apresenta um moédulo de Young superior ao apresentado pela matriz de PCL, resultado da
estrutura intercalada, ainda que as percentagens de reforco sejam muito baixas, como no estudo
previamente realizado por Devalckenaere et al. [50]. O grau de cristalinidade (Xcr) da matriz é
uma propriedade que também influencia as propriedades mecanicas do compdsito. Como
determinado na secdo 3.8.3, os compdsitos apresentam aproximadamente o mesmo grau de
cristalinidade, ndo tendo assim esta grandeza efeito sobre as tendéncias das propriedades
mecanicas [9]. Os valores de médulo de Young, para as mesmas percentagens de argilas, sdo
mais elevados para a utilizacdo da argila C30B do que para a argila CNa*. No entanto ndo se
verifica, para a utilizacdo da mesma argila, um aumento do valor do médulo de Young com o
aumento da percentagem de argila. E necessario ter em atencdo que o aumento do médulo de
Young, como referido na se¢ao 1.2.1., estd associado ndo apenas as propriedades do reforgo -
isto é, que este apresente um modulo de Young superior ao da matriz - mas também a sua
distribuicdo homogénea na matriz, assim como a ocorréncia de uma efetiva transferéncia de
carga entre a matriz e o refor¢co. Assim, estes resultados poderdo ser uma evidéncia de uma
dispersé@o ndo homogénea das argilas no seio do polimero. Para além disso, ndo obstante estes
ensaios terem sido realizados com provetes de reduzidas dimensdes, constrangimentos
operacionais obrigaram a utilizacdo de uma célula de carga de 1 kN, ndo sendo assim possivel
assegurar o nivel de precis@o dos resultados obtidos que seria alcancavel com recurso a uma
célula de carga mais ajustada as for¢cas desenvolvidas no decurso dos ensaios. Para além disso,
os provetes foram cortados manualmente com o auxilio de uma lamina, o0 que nem sempre
permitiu a obtengéo de superficies rigorosamente planas e paralelas, como seria desejavel para
a realizagdo destes ensaios. Assim, os fatores anteriormente descritos podem ter influenciado
os resultados obtidos durante a compressédo. Consequentemente, para uma analise mecanica
mais rigorosa dos compdésitos obtidos, realizaram-se igualmente ensaios de flexao.
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3.7.5. Ensaios de flexdo

Os ensaios de flexdo foram realizados com o objetivo de determinar algumas propriedades
mecanicas dos compdsitos, assim como observar 0 seu comportamento quando submetidos a
tens@es de tracdo e de compresséo significativas. Os resultados destes ensaios resultaram da

andlise de 3 provetes por composicao e podem ser observados nas Figuras 3.26 e 3.27.
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Na Tabela 3.11 encontram-se os resultados referentes ao modulo de elasticidade, assim como

a tensdo maxima.

Tabela 3.12 - Dados obtidos através dos ensaios de flexao

Tensdo maxima (MPa) Mddulo de elasticidade

(MPa)

PCL 32,51 129,00

PCL + 1% CNa* (%m/m) 34,30 144,65
PCL + 2% CNa* (%m/m) 35,00 152,73
PCL + 3% CNa* (%m/m) 37,69 153,69
PCL + 1% C30B (%m/m) 34,97 145,39
PCL + 2% C30B (%m/m) 38,21 165,49
PCL + 3% C30B (%m/m) 36,94 174,92

Verifica-se, tal como nos ensaios de compressao, um aumento da rigidez dos compositos
relativamente ao médulo de Young da matriz de PCL. Quer para compdsitos de CNa* como para
os de C30B verifica-se igualmente um aumento da rigidez com o aumento da percentagem de
reforco. Verifica-se ainda que, para a mesma percentagem de argilas, a rigidez dos compdésitos
de CNa* é inferior a que é registada dos compdésitos de C30B, como ja se tinha verificado nos
ensaios de compressdo, cujos resultados podem ser consultados na seccdo 3.4.4. Pode
observar-se, para a mesma percentagem de argila, uma tendéncia do aumento do mddulo de
elasticidade como funcéo do grau de dispersdo, sendo assim justificacdo dos valores superiores
registados para os nanocompositos de C30B em relagdo aos reforcados por CNa*, em
conformidade com o reportado na literatura [9].
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3.7.6. Ensaios de citotoxicidade

O PCL é um polimero biocompativel e biodegradavel, propriedades ja referidas e estudadas na
literatura [2,3]. Os ensaios de citotoxicidade tiveram como objetivo verificar qual a influéncia da
presenca das argilas na biocompatibilidade deste material. Na Figura 3.28 encontra-se uma
representacao grafica dos resultados de viabilidade celular obtidos.
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Figura 3.28 - Representacéo dos resultados de viabilidade celular relativa

Na Figura 3.28, a altura das colunas representa os valores médios de viabilidade celular
relativa; estes valores, assim como as correspondentes barras de erro, foram determinados
utilizando a equagé&o constante no anexo 1. Os ensaios foram realizados para a concentragao
inicial e para 3 diluicBes de fator 2. Nesta representacdo apenas se apresentam os resultados
da concentracéo inicial e da primeira diluicdo (D1), uma vez que para a diluicdo D1 todos os
resultados de viabilidade celular sédo superiores a 90% (ndo citotéxicos) e, portanto, para as
outras dilui¢cdes (D2 e D3) os resultados séo igualmente ndo citotoxicos. Os elevados valores de
viabilidade celular relativa, como explicado no anexo 1, indicam que ocorreu um processamento
metabolico da resazurina a resorufina por parte das células.

No caso dos compésitos com 2% e 3% de CNa* verificam-se, para a concentracado inicial
e D1, valores de viabilidade celular superiores a 90% o que, comparando com os valores da
Tabela 6.1 do anexo 1, nos permite concluir que os compositos com CNa* sao nao citotoxicos.
Verifica-se que para 2% de argila o valor de viabilidade relativa € superior ao obtido para um teor
de 3%. Tendo em atencdo que a matriz utilizada para a obtencdo dos compdsitos ndo é
citotoxica, a citotoxicidade apresentada pelos mesmos estara associada a presenca das argilas.
Assim, se para percentagens em massa de 2 e 3 para a utilizacdo da argila CNa* o material ndo
se revela citotéxico, ndo o devera ser igualmente para percentagens inferior desta argila (neste
caso de 1%).

No caso dos compositos realizados com C30B, os mesmos revelaram valores inferiores
de viabilidade relativa, para teores equivalentes de argila. Estes resultados podem ser indicativos
de que a presenca da argila C30B € mais citotoxica para as células do que a argila ndo
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modificada. Assim, para compdsitos de PCL com 3% de C30B, os resultados indicam que estes
sdo moderadamente citotéxicos, enquanto os de 2% de C30B se revelaram levemente
citotoxicos e os de 1% de C30B se revelaram ndo citotoxicos. Em estudos realizados
anteriormente, a maior citotoxicidade apresentada pelos compésitos com a argila C30B,
comparada com os compésitos de CNa*, foi associada a presenca do espacador organico
(composto de amonio quaternario) na argila C30B, o qual ndo existe na argila CNa* [55]. Assim,
se estes compasitos tiverem como aplicagao areas relacionadas com a biomédica, ndo deverao
utilizar-se percentagens de argila C30B superiores a 1%. No caso dos compdsitos com argila
CNa* é possivel obter compésitos com percentagens em peso de pelo menos 3% sem que 0s
mesmos se revelem citotoxicos.

3.7.7. Microtomografia

Para observar a distribuicdo das argilas no seio do compdésito recorreu-se a técnica de
microtomografia. Por ser uma técnica de analise muito morosa (uma duracdo média de 5 horas)
s6 foi possivel analisar uma Unica composi¢ao, optando-se por uma com maior percentagem de
argila, concretamente a CNa*. Uma das imagens representativas obtidas foi a que se apresenta
na Figura 3.29.

Figura 3.29 - Imagem obtida na andlise de microtomografia

Tendo em conta que as dimensdes da argila séo inferiores a resolugéo espacial do equipamento,
caso ocorra a sua dispersdo o resultado da tomografia deve corresponder a um meio
homogéneo. No entanto, as imagens recolhidas apresentam pontos mais brilhantes. Como tal,
esta analise ndo foi conclusiva, uma vez que nao foi possivel perceber se os pontos mais
brilhantes apresentados na imagem correspondem a aglomeracdes de argila ou, pelo contrario,
a zonas onde a matriz polimérica se encontre mais densificada.
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4. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

O trabalho apresentado teve como objetivo preparar por extrusdo friccional e caracterizar
nanocompoésitos de PCL reforcados pela argila Montmorilonite (CNa*), bem como por uma argila
organicamente modificada (C30B), tendo sido selecionados teores de reforco de 1%, 2% e 3%
em peso.

Antes de se obter o compésito procedeu-se a caracterizacdo do PCL e das argilas, assim
como da pré-mistura. As analises FTIR da pré-mistura indicam que, para todas as composicoes,
esta apresenta uma estrutura idéntica a do PCL. As andlises de TGA revelaram que a
degradacéo térmica de cada uma das pré-misturas ocorre na mesma gama de temperaturas do
PCL. Na analise de XRD verificou-se uma reducao do valor 26 do pico de difracdo, constituindo
uma evidéncia da ocorréncia de fendmenos de intercalacdo para a utilizagdo de ambas as
argilas, e isto para qualquer dos teores de refor¢co. Os resultados da analise de FTIR (em que sé
se detetam picos de absor¢cdo do PCL), assim como os resultados das analises térmicas
(nomeadamente as varia¢gBes das percentagens de perda de massa) podem ser evidéncias de
uma distribuicdo ndo homogénea das argilas no seio do polimero.

Antes de proceder a extrusao friccional de compésitos, procedeu-se a operacdo semelhante
com PCL isenta de refor¢o. Esta operacéo, realizada com diferentes velocidades de rotagéo,
evidenciou uma variagdo de densidade ao longo dos provetes obtidos. A medicdo das
densidades nas diferentes zonas do provete, realizada através do método de Arquimedes,
permitiu concluir que uma velocidade de rotacdo de 900 rpm conduz & obtencéo de provetes
mais homogéneos.

A caracterizagdo através das técnicas de FTIR e TGA permitiu verificar que tanto a estrutura
como as propriedades térmicas estudadas se mantém idénticas antes e ap6s o processo de
extrusao friccional. Com a analise de XRD verificou-se que nao existia evidéncia de que este
processo promovesse a intercalacao e/ou exfoliacdo das argilas no polimero.

A caracterizacdo mecénica, feita através dos ensaios de flexdo e compresséo, permitiu
concluir um aumento da rigidez de qualquer uma das composicdes, relativamente ao
apresentado pelo PCL. Verificou-se ainda que, para a mesma percentagem de reforco, a rigidez
€ superior para o compésito reforcado pela argila C30B.

Os ensaios de citotoxicidade indicaram uma maior biocompatibilidade para os compdsitos
reforcados com CNa* do que para os reforcados com C30B. Os compdsitos com argila CNa*
revelaram-se ndo citotdxicos para qualquer uma das composi¢fes, enquanto os compdsitos de
C30B s0 se revelaram ndo citotoxicos para a utilizacéo de 1% de argila em peso.

Por forma a otimizar o trabalho realizado no &mbito desta dissertacio poderia realizar-se um
estudo sobre a otimizacdo da dispersdo das argilas no seio do polimero. Podera ainda
efetuar-se um estudo mais detalhado da biodegradibilidade dos compésitos obtidos, focado na
influéncia da adicdo das argilas nesta propriedade relativamente a PCL. A reprodutibilidade de
detalhes apresentada pela técnica de extrusdo friccional para compdsitos pode também ser
futuramente estudada. Desta forma, a técnica de extrusédo friccional podera ser utilizada para a
enformacao final de componentes em compoésito para aplicacdes biomédicas.

No caso da pré-mistura, e devido ao seu formato cilindrico, baixo diametro (2 mm) e
comprimento variavel e ajustavel, sera interessante estudar a viabilidade da sua utilizacdo como
feedstock para fabricacdo aditiva. Tendo em conta a ndo citotoxicidade dos compésitos
produzidos, a fabricacdo aditiva constituiria uma via alternativa para a obtencdo de produtos
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biomédicos com propriedades bem estudadas e conhecidas, com a vantagem de se poder
adaptar a cada paciente.
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ANEXOS

Anexo 1 - Ensaios de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade iniciaram-se com a esterilizacdo do material. Para isso
colocou-se o0 mesmo em etanol a 70% e posteriormente foi colocada numa camara de fluxo
laminar até evaporar o etanol. De seguida, as amostras de material foram colocadas em contacto
com o meio de cultura numa razdo de 200 mg de material por 1 mL de meio. O material ficou em
contacto com o meio durante 24h numa incubadora a 37 °C e com uma atmosfera de 5% de CO:..
Procedeu-se seguidamente a preparacdo da sementeira numa placa de 96 pocos. Para isso é
necessario proceder a suspenséo das células, observar a microscépio por forma a garantir que
se encontram saudaveis e proceder a contagem de células utilizando um microscoépio por forma
a determinar a concentracdo de células viaveis, correspondente a 30 000 células/cm?. Colocou-
se 100 pL de meio com células em cada pogo e a placa foi colocada novamente na incubadora
durante 24h. Foram realizadas 4 réplicas por cada concentracdo sendo que a primeira
concentracdo corresponde a concentracdo do meio extraido do contacto com o material e as
restantes correspondem a diluicbes de factor 2, sendo que correspondem a 50% do volume da
solucéo utilizada para a concentracdo imediatamente antes e 50% do meio de cultura. Os pocos
CC* correspondem ao controlo positivo que consiste em célula em meio de cultura em que é
adicionada 10 pL de dimetilsulfoxido (DMSQ) a 20%, que € um composto toxico utilizado com o
objetivo de matar as células. Os pogos CC- correspondem ao controlo negativo em que €
adicionado meio de cultura as células. Os po¢os CM correspondem aos pog¢os de controlo de
meio em que € colocado meio de cultura sem a presenca de células. A placa foi novamente
colocada na incubadora nas mesmas condi¢cfes anteriormente referidas durante 48h. Utilizou-se
resazurina como indicador de viabilidade celular, uma vez que a resazurina (composto azul e
pouco fluorescente) é reduzida a resorufina (composto cor de rosa e fluorescente) pelas células
metabolicamente ativas. A alteracdo da cor do meio pode ser detetada por medicdo de variacdo
da absorvancia, uma vez que esta é proporcional ao nimero de células viaveis presentes. Assim,
para a realizacao do teste de viabilidade os meios dos pocos sdo aspirados e coloca-se 0 meio
com resazurina: 50% de meio de cultura e 50% de solu¢éo de resazurina com concentracdo de
0,04 mg/mL em PBS. A placa foi colocada na incubadora durante 3h e foram medidas as
absorvancias a 570 nm e 600 nm com o auxilio de um leitor de microplacas. A viabilidade celular
relativa foi determinada utilizando a equacéo 6.1:

Viabilidade celular = "Média amostra;" — "Média CM" 6.1)
rabridade cear = " Média CC" — "Média CM" '

Os valores utilizados correspondiam a média das 4 réplicas de cada concentracdo. Os
resultados obtidos foram analisados e a classifica¢cdo do material foi feita vendo em que intervalo
de valores se encontrava o valor de % de viabilidade celular tendo em conta a Tabela 6.1.

Tabela 0.1 - Classificagdo dos materiais segundo a viabilidade celular apresentada

Citotoxicidade Viabilidade celular relativa (%)
Nao citotoxico 290
Levemente citotoxico 80 a 89
Moderadamente citotéxico 50a79
Severamente citotoxico <50
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Anexo 2 - Curvas termogravimétricas da pré mistura

Temperatura (°C)
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Anexo 3 — Andlise de FTIR antes e depois da extruséo friccional
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