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RESUMO

A polimerizacdo do metacrilato de metila (MMA) na presenca de dioxido de carbono
supercritico (scCO.) foi estudada como alternativa para incorporar o 6leo de copaiba
(Copaiba ssp.) em particulas de polimetacrilato de metila (PMMA). A utilizagdo de
scCO. para a obtengdo de microparticulas com simultanea incorporagdo de bioativos
oferece uma perspectiva promissora, para reduzir o nimero de etapas do processo,
permitir melhor controle da distribuicdo de tamanhos, além de eliminar o solvente
residual. Neste trabalho, as particulas de PMMA foram produzidas através da
polimerizacdo por dispersdo em scCOz na presenca de poli (dimetil siloxano) vinil
terminal (PDMS-V), como agente surfactante, e peroxido de benzoila (BPO), como
iniciador. Para garantir uma fase Unica no inicio da polimerizacdo, é preciso que 0
mondmero, o iniciador e o surfactante sejam completamente misciveis em CO2, formando
um sistema homogéneo. Por isso, foi feito um estudo prévio de equilibrio de fases do
sistema em estudo. Dados inéditos de equilibrio de fases a alta pressdo para o sistema
binario CO2+ MMA e para o ternario CO2 + MMA + PDMS-V foram medidos utilizando
0 método estatico sintético em uma célula de equilibrio de ago inoxidavel com volume
variavel. A partir desses dados, adotou-se a faixa de pressdo de 160 a 180 bar, a 80 °C, e
as reacdes foram realizadas por quatro horas. Diferentes concentracdes de surfactante em
relacdo ao mondmero e do monémero em relagdo ao volume total foram testadas, para se
observarem os respectivos efeitos na distribuicdo de tamanhos e morfologia das particulas
de PMMA. Os resultados indicam que particulas esféricas de PMMA contendo até 5%
m/m de Oleo de copaiba, 10% m/m de PDMS-V, 2% m/m de BPO em relacdo ao
mondmero e 10% m/m de MMA podem ser preparadas. Observou-se ainda que a presenca
de 6leo de copaiba afetou a polimerizacdo, pois os didmetros médios das particulas
contendo o dleo de copaiba variaram de 151,8 a 257,1 um, ou seja, maiores que o didmetro
médio das particulas obtidas com 10% m/m de PDMS-V (28,6 um a 34,1 um) e 10%
m/m de MMA (42,5 um a 48,4 um).



Palavras-Chave: diéxido de carbono supercritico; polimerizacdo em dispersao;
metacrilato de metila; poli (metacrilato de metila); microparticulas poliméricas; oleo de

copaiba.
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ABSTRACT

The methyl methacrylate polymerization (MMA) in the presence of supercritical carbon
dioxide (scCO.) was studied as an alternative to incorporate the copaiba oil (Copaiba ssp.)
in particles of methyl polymethacrylate (PMMA). The use of scCO, to obtain
microparticles with simultaneous incorporation of bioactive offers a promising
perspective, to allow better control of the size distribution, in addition to eliminating the
residual solvent. In this paper, the PMMA particles were produced through the
polymerization by dispersal in scCOz in the presence of poly (dimethyl siloxane) terminal
vinyl (PMDS-V) as surfactant agent and benzoyl peroxide as initiator. To ensure a unique
phase in the polymerization initiation, it is necessary that the monomer, the initiator, and
the surfactant be completely miscible in CO2, forming a homogeneous system., therefore
a previous study of the phase balance of the system under study. Unpublished high
pressure phase balance data for binary system CO2 + MMA and to the ternary system
CO2 + MMA + PDMS-V were executed using a syntactic-static method in a stainless-
steel balance cell with variable volume. From these data, it was adopted the pressure range
of 160 to 180 bar, to 80 °C and the reactions were performed for four hours. Different
surfactants concentrations regarding to the monomer and from the monomer to the total
volume were tested, to observe the respective effects on the size distribution and
morphology of PMMA particles. The results indicate that the PMMA spherical particles
containing up to 5% w/w of copaiba oil, 10% w/w of PDMS-V, 2% w/w of BPO regarding
the monomer and 10% m/m of MMA can be prepared. It was also observed that the
copaiba oil presence affected the polymerization, because the particles medium diameters
containing the copaiba oil ranged from 151,8 to 257,1 um, that is, larger than the particles
medium diameters obtained with 10% of PDMS-V (28,6 um to 34,1 um) and 10% w/w
of MMA (42.5 um to 48.4 um).

Keywords: supercritical carbon dioxide; dispersion polymerization, methyl

methacrylate, poly (methyl methacrylate), polymeric microparticles, copaiba oil.
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1.1 Introducéo

Estudos, nos ultimos 50 anos, tém demonstrado a potencialidade do uso de
polimeros como veiculo carreador de moléculas bioativas, pouco solUveis e instaveis, em
diversas aplicagdes na medicina, odontologia e outras areas da saude. No entanto, o
processamento de polimeros que proporcionem maior eficacia e seguranca dos bioativos
incorporados ainda constitui um desafio para a indUstria farmacéutica. A perspectiva de
multiplicacdo da producdo de sistemas poliméricos carreadores de bioativos deve ser
acompanhada, sobretudo, do desenvolvimento de novos processos em substituicdo aos
processos convencionais. Métodos de preparagdo desse tipo de sistema baseados em
técnicas de extracdo/evaporacdo de solventes orgénicos vém sendo paulatinamente
substituidos por técnicas ambientalmente amigaveis, como as que utilizam o dioxido de
carbono (CO>) supercritico.

O didxido de carbono supercritico apresenta algumas vantagens e solucdes para
problemas encontrados com a utilizagdo de técnicas convencionais, tais como, o
atendimento aos requisitos de tecnologia mais limpa, evitando danos ao meio ambiente,
0 processamento de materiais a temperaturas amenas, 0 que é adequando quando se
utilizam compostos termossensiveis, além da possibilidade de facil recuperacdo do
solvente supercritico ap6s o processo, e da diminuicdo dos gastos com energia térmica.
Por isso, sdo cada vez mais investigados como alternativa aos processos tradicionais, em
especial na industria farmacéutica. O CO; € o fluido supercritico mais utilizado, pois
apresenta propriedades e caracteristicas bastante atrativas, tais como baixo custo, baixa
toxicidade, ndo inflamavel, ser prontamente disponivel, facilidade na reciclagem e, mais
precisamente, as suas condigdes criticas facilmente acessiveis (T¢ = 31,28 °C, P, = 73,8
bar) contribuem para a relevancia de sua utilizagdo como solvente na reacdo polimérica.

Em particular, algumas tentativas relevantes e promissoras tém sido feitas para
incorporar principios ativos ou produtos naturais em polimeros utilizando o dioxido de
carbono supercritico (scCOz), apresentando resultados satisfatérios (HERTZ et al., 2006;
MATSUYAMA et al., 2003; KIM; PAXTON; TOMASKO, 1996). A incorporacdo de
bioativos em polimeros por impregnacéo ou revestimento usando scCO2 como carreador
aponta para varias rotas tecnologicas de destaque. Entretanto, poucos estudos foram
realizados envolvendo a producdo de polimero, formacdo de particulas e a simultanea
incorporacdo de bioativos/produtos naturais em uma Unica etapa, usando scCO». Do

ponto de vista industrial, esta estratégia € interessante, pois reduz o nimero de etapas nos
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processos de producdo, evitando perdas, manipulacdo do material e aumentando a
produtividade. Além dessas vantagens, o processo usando CO; supercritico permite
ajustar variaveis do processo para produzir particulas isentas de solvente residual,
fisicamente mais estaveis e com estreita distribuicdo de tamanhos.

A polimerizacdo por dispersdo é um importante processo industrial e um dos
métodos que vem sendo estudado para a sintese de polimeros em scCO2 (LU etal., 2004).
No entanto, a polimerizacdo por dispersdo de monémeros em scCO2 enfrenta alguns
problemas no controle do tamanho das particulas dos polimeros obtidos, que devem ser
adequadamente solucionados antes da producao em escala comercial. Um pardmetro de
processo importante é a proporcdo da concentracdo do surfactante em relacdo ao
mondmero, que afeta o tamanho,a morfologia do polimero e a pressdo do sistema. Por
esse motivo, 0s componentes da reacao e as condicdes de operacdo devem ser adequadas
para que as particulas poliméricas sejam formadas em torno dos principios ativos, com a
possibilidade de ajustar o tamanho e morfologia das particulas formadas ao final.

O processamento de produtos naturais, DNA e proteinas usando a tecnologia do
dioxido de carbono supercritico tem atraido o interesse da industria farmacéutica, devido
as condigdes brandas de temperatura, além do processamento dos materiais ocorrer de
forma mais rapida, em funcdo as propriedades peculiares que esse fluido supercritico
apresenta, entre as quais a baixa viscosidade, a alta difusividade e o elevado poder de
solubilizacdo. Destaca-se ainda a grande eficiéncia de separacdo entre as substancias
extraidas e 0 CO; supercritico, com alta seletividade, propiciando produtos com alto grau
de pureza (MISHIMA et al., 2000).

O uso dos polimetacrilatos, em especial o poli (metacrilato de metila) (PMMA),
como polimero estrutural de veiculo carreador, para incorporar farmacos ou bioativos,
oferece vantagens, como propriedades de biocompatibilidade, ndo toxicidade e a
facilidade de modificacdo da superficie quimica das particulas para direcionamento
especifico (CHATZIDOUKAS et al., 2003; MUELLER et al., 2005a). Além disso, tém
sido amplamente utilizados como veiculos para encapsulacdo de principios ativos e
fabricagdo de produtos farmacéuticos, incluindo os bioativos anti-inflamatorias (SAHU,
et al, 2018, BOULEDJOUIDJA et al, 2017), os antimicrobianos
(GOPALAKRISHNAN et al., 2020) e as vacinas (CAPUTO et al., 2009), e também
aplicadas como cimento 6sseo (MAITZ, 2015) e preenchimentos para cirurgia estética
(BETTENCOURT; ALMEIDA, 2012). A incorporacéo de fitoterapicos também desperta

crescente interesse nos campos académico e industrial, por exemplo, o uso de éleo de
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copaiba para uso medicinal.

A copaiba (Copaifera ssp.) € encontrada em algumas regides da América do sul ,
principalmente no Brasil (floresta amazonica, floresta atlantica e cerrado) e em alguns
paises da Africa (Congo, Camardes, Guiné e Angola). Seu 6leo resina é composto por
uma mistura de sesquiterpenos (fracdo volatil) e diterpenos (fragdo ndo volatil), nos quais
trans-B-cariofileno e a-copaeno sdo 0s principais constituintes da fracdo volatil. Em 2006,
foi criada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, quando diversos
servicos de saude no Brasil passaram a utilizar fitoterapicos para o tratamento dos
pacientes (FIGUEREDO et al., 2014) . A fitoterapia é uma forma de terapia medicinal
gue vem crescendo nesses ultimos anos, a partir do uso de produtos naturais (PEDROSA
et al., 2001). E interessante observar que muitos desses compostos ja foram utilizados
para a preparacdo de medicamentos destinados ao uso oral e tdpico. Por esse motivo, sua
aplicacdo em veiculos carreadores apresenta-se promissora em aplicagdes terapeuticas
(PASQUEL REATEGUI et al., 2017; VEIGA et al., 2007; VEIGA et al., 2001).

Entretanto, os processos de polimerizacao envolvendo a preparacdo simultanea de
particulas de PMMA e bioativos ou misturas de bioativos em meio supercritico sdo pouco
conhecidos e necessitam ser investigados, pois a presenca do scCO, pode afetar
significativamente a cinética de polimerizacdo, através do aumento da temperatura e
pressdo que leva ao aumento da taxa da reacdo e a um maior rendimento (LU et al., 2004).
O conhecimento de fases do sistema € uma condicdo importante para a formacdo de
PMMA em presenca de scCO-, pois possibilita assegurar as condigdes de operagao para
que o sistema se encontre em uma fase homogénea no inicio da reacdo. Nesse contexto,
torna-se necessario estudar o comportamento de fases dos sistemas binario CO, +
metacrilato de metila (MMA) e ternario CO> + MMA + poli (dimetil siloxano) vinil
terminal (PDMS-V) a alta presséo antes do processo de polimerizacdo para assegurar a
eficiéncia e seguranca da reacdo. Alguns dados de equilibrio de fases a alta pressdo do
sistema CO, + MMA estéo disponiveis na literatura (UZUN et al., 2005). No entanto,
esses dados sdo dependentes do método de preparacdo e da forma como foi medida a
amostra (MCHUGH; LORA, 1999; ZWOLAK; LIOE; LUCIEN, 2005). Os dados de
equilibrio de fases para o sistema CO, + MMA disponiveis ndo séo suficientes e, por
esse motivo, a determinacdo de novos dados em outras temperaturas e pressdes foi
necessaria. Além disso, os autores ndo relataram o efeito da adicdo de um surfactante ao
sistema, necessario para a polimerizacdo, e que pode alterar as propriedades do meio

reacional.
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Diante do exposto, 0 presente trabalho teve como objetivo estudar o processo de
producéo de particulas de PMMA atraves da polimerizacdo MMA em presenca de scCOa,
para a incorporacdo in situ de bioativos do 6leo resina de copaiba (Copaifera ssp.). Foi
investigado principalmente o efeito da variacdo da concentracdo do surfactante e do
mondmero na distribuicdo de tamanhos e morfologia das particulas, além da estabilidade

fisica do oOleo incorporado nas particulas de PMMA.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar as condicGes de polimerizagdo em dispersdo do metacrilato de metila (MMA) na
presenca de scCO- para diferentes concentragdes de surfactante (PDMS-V) e mondmero

(MMA), na presenca e auséncia de 6leo de copaiba.

1.2.2 Obijetivos Especificos

e Investigar experimentalmente os dados de equilibrio de fases para o sistema
binario CO2 + MMA e sistema ternario CO. + MMA + PDMS-V, em diferentes

temperaturas, pressoes e composicoes.

e Avaliar o efeito da adi¢do do surfactante (PDMS-V) no comportamento de fases

dos sistemas em estudo (ternario) para diferentes razées massicas;

e Determinar, a partir do equilibrio de fases, as condi¢des experimentais para o

inicio da polimerizacdo em dispersdo usando scCOy;

e Investigar experimentalmente a polimerizacdo em dispersdo do metacrilato de
metila (MMA) na presenca de scCO>, variando a concentracdo de surfactante e

mondmero;

e Desenvolver o procedimento de incorporacdo do 6leo de copaiba in situ em

PMMA através da técnica de polimerizacdo em dispersdo usando scCOz;
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1.3 Estrutura do trabalho

O presente trabalho estd dividido em 5 capitulos independentes, mas que
interagem em uma sequéncia logica, buscando a sua unidade sobre o tema abordado. O
primeiro capitulo é composto por uma introdugéo e os objetivos do trabalho.

No Capitulo 2, é apresentada uma revisdo bibliografica referente ao tema.
Inicialmente, é feita uma breve descri¢do sobre os sistemas poliméricos particulados. Em
seguida, sdo abordadas as técnicas para a producdo de particulas poliméricas a partir do
polimero pré-formado e a partir de mondmeros dispersos. A secdo seguinte trata do estudo
da polimerizacdo em dispersdo do MMA a baixa pressdo. Posteriormente, sdo abordados
0 estudo da tecnologia supercritica, a polimerizacdo em dispersao do MMA a alta pressao,
e a incorporacdo de bioativos via polimerizacdo in situ em scCO,. O ultimo topico é
dedicado as caracteristicas do 0leo de copaiba detalhando a sua importancia.

No Capitulo 3 trata-se dos materiais e métodos utilizados no desenvolvimento do
trabalho experimental e foi dividido em 5 segdes.

O Capitulo 4 trata dos resultados e discussdes, onde foi dividido em duas partes o
capitulo 4.1 e 4.2 que tratam dos resultados e da discussdo em formato de dois artigos
publicados. O contetdo do capitulo 4.1 corresponde ao conteido do artigo publicado no
periodico Journal of Supercritical Fluids intitulado “High pressure phase equilibrium
data for carbon dioxide, methyl methacrylate and poly (dimethylsiloxane) systems”,
abordando o estudo de equilibrio de fases a alta pressao para o sistema binario CO; +
MMA e para o sistema ternario CO2 + MMA + PDMS-V. E o contetido do capitulo 4.2
corresponde ao conteldo do segundo artigo, publicado no periddico Industrial &
Engineering Chemistry Reasearch denominado “Dispersion Polymerization of Methyl
Methacrylate in Supercritical CO2: A Preliminary Evaluation of In Situ Incorporation of
Copaiba Oil”, que apresenta os resultados obtidos no processo de polimerizacdo por
dispersdo do MMA na presenca de scCO, como uma técnica alternativa para incorporar
in situ o 6leo de copaiba, usando o0 PDMS-V como agente dispersante e o0 BPO como
iniciador.

O Capitulo 5 apresenta as consideracGes finais, conclusfes e sugestbes para
trabalhos futuros. Além disso, apresentam-se as referéncias bibliograficas, os apéndices

e 0 anexo, ao final da tese.
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2.1 Introducéo

Neste capitulo, sdo apresentados os fundamentos necessarios ao desenvolvimento
do processo de incorporacdo in situ do 6leo de copaiba em particulas de PMMA
produzidas via polimerizagdo em presenca de scCO». Discutem-se inicialmente alguns
conceitos importantes sobre os sistemas poliméricos particulados, descrevendo-se as
técnicas de producdo de particulas poliméricas atraves do polimero pré-formado, entre as
quais: emulsificacdo/evaporacdo do solvente, deslocamento de solvente, salting-out,
emulsificacdo/difusdo do solvente e a producéo de particulas poliméricas usando fluido
supercritico. Em seguida, sdo abordadas as técnicas de formacéo de particulas poliméricas
a partir de monémeros dispersos, como a polimerizagdo em emulséo, a polimerizacdo em
miniemulsdo e a polimerizacdo em dispersdo. Posteriormente, é apresentada a
polimerizacdo do MMA por dispersdo, abordando-se a polimerizacdo do MMA a baixa
pressdo, a tecnologia supercritica e o processo de polimerizacdo do MMA por dispersao

a alta pressao.

2.2 Sistemas Poliméricos Particulados

Os sistemas poliméricos particulados, com tamanho variando da escala
micrométrica a manométrica, tém sido amplamente utilizadas como sistemas
carregadores de bioativos, proteinas e peptideos, devido a sua manipulacdo simples e sua
capacidade de protecdo do principio ativo (SEVERINO et al., 2011). Além de possuir
vantagens como gastrorresisténcia, melhor biodisponibilidade, menor toxicidade e grande
versatilidade de aplicacdo na &rea biolOgica, faz-se presente em medicamentos,
cosméticos, vacinas e fitoterapicos (DELIE; BLANCO-PRIETO, 2005; SHAHANI et al.,
2010). Esses sistemas particulados diferem entre si segundo a composicao e a organizagdo
estrutural, conforme a representacao esquematica da diferenca entre ambas, ilustrada na
Figura 2.1 (BERKLAND et al., 2001; PETITTI et al., 2008).
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Figura 2. 1: Representacdo  esquematica de  nanocéapsulas/microcdpsulas e
nanoesferas/microesferas poliméricas: a) farmaco dissolvido no nucleo oleoso das particulas; b)
farmaco adsorvido a parede polimérica das particulas; c) fa&rmaco retido na matriz polimérica das
nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica das

nanoesferas).

Nanocépsulas/Microcapsulas Nanoesferas/Microesferas

a) b) c)

Fonte: adaptado de Schaffazick et al. (2003)

Parede
polimérica

Farmaco

Farmaco

Matriz
polimérica

d)

As nanocapsulas/microcapsulas sdo constituidas por um envoltorio polimérico
disposto ao redor de um ndcleo lipidico, onde é possivel identificar um nucleo distinto,
podendo o principio ativo estar dissolvido neste nicleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. Nesse caso, o ativo fica envolvido por uma membrana que isola o nucleo do
meio externo (parede polimérica) (LIMAYEM et al., 2006). Por outro lado, as
nanoesferas/microesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composicéo, sdo formadas por
uma matriz polimérica solida, onde o ativo pode ficar retido ou adsorvido, ndo havendo
uma separacdo do ativo e do polimero (SOPPIMATH et al., 2001).

Os polimeros, como poli(alcool vinilico) (PVA), polietilenoglicol (PEG), poli
(&cido lactico-co-glicélico) (PLGA) e PMMA, tém sido amplamente utilizadas como
veiculos para o encapsulamento de bioativos e a fabricacdo de produtos farmacéuticos,
incluindo o encapsulamento de anti-inflamatorios, antimicrobiano e vacinas, além de
serem aplicados como cimento 0sseo e cargas para cirurgia estética. As tecnologias para
preparacdo de carreadores, que além de carregar podem proteger o principio ativo
evitando a sua degradacdo precoce, tém proporcionado a oportunidade de superar
limitacGes relativas as propriedades fisico-quimicas do bioativo, como a solubilidade, a
potencializacdo do efeito terapéutico e ao controle da absorcéo, além de possibilitar a
reducdo da toxicidade local (ZANETTI; TOME, 2005). No entanto, a preparagio
simultanea do polimero e o encapsulamento do bioativo continuam sendo um desafio. O
tamanho da particula produzida no processo € relevante, pois influéncia na forma de
admistracdo do bioativo. Por exemplo, para aplica¢des intramusculares ou subcutaneas,

os diametros das particulas devem variar entre 20 e 100 pm, enquanto, quando
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admistradas por via intravenosa, devem apresentar tamanhos menores que 5 um (HANS;
LOWMAN, 2002).

Veronese e colaboradores (1988) prepararam microesferas utilizando o
poliorganofosfazeno composto por fenilalanina etil éster/imidazol nas proporgdes de
71/29 e 80/20 m/m, como substituintes do fésforo na cadeia principal do polifosfazeno,
para a liberacdo lenta de naproxeno no tratamento de inflamacGes agudas e cronicas.
Foram considerados trés métodos de preparacdo de microesferas afim de comparacéo:
secagem por pulverizagcdo, evaporacdo por emulsdo/solvente e extragdo por
evaporacao/emulsdo/solvente. Verificou-se que as microparticulas obtidas por secagem
por pulverizacdo possuiam uma distribuicdo estreita com um didmetro médio de 2 a 5
mm. Foram consideradas as miscroesferas obtidas por evaporacdo de solvente, para as
experiéncias in vivo, realizadas por implante subcutéaneo em ratos, que demonstraram um
nivel constante de naproxeno no plasma, podendo ser mantido por até 400 h em uma
concentracdo adequada para atividade anti-inflamatoria.

Fundueanu e colaboradores (2005) prepararam microesferas termo responsivas de
polimeros acrilicos usando duas técnicas com uma abordagem original, as técnicas de
evaporacdo simultdnea de solvente e técnicas de reticulagio em suspensdo. As
microesferas obtidasretém as propriedades de um copolimero. A indometacina, como
farmaco modelo, foi incluida nas mesmas esferas pelo método de evaporacao do solvente,
em busca de uma cinética de liberacdo modificada. Em seguida, a influéncia da
temperatura e do ciclo de temperatura na liberacdo do farmaco foi investigada por
cromatografia liquida.

Costa e colaboradores (2012) sintetizaram materiais binarios baseados em
copolimeros de metacrilato de metila reticulados com divinilbenzeno (MMA-DVB),
compostos por particulas magnéticas de ferro, usando a gelatina como agente de
suspensao atraves da técnica de polimerizacdo em suspensdo. Foram estudados a razdo
molar do polimero em relagdo ao reticulado (MMA-DVB), o tipo de agente de suspensao,
a morfologia e distribuicdo dos tamanhos medios das particulas, assim como o teor de
ferro adicionado ao copolimero. Os resultados de MEV mostraram que as particulas de
ferro ficaram localizadas apenas na superficie das particulas poliméricas e apresentaram
propriedades superparamagnéticas, com magnetizacdo de saturacdo entre 8,0 e 13,0
emu.g™.

Os sistemas poliméricos particulados podem ser produzidos por diversos métodos,
conforme a literatura (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). De modo geral, sdo
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empregadas técnicas para a incorporacao de principios ativos em polimeros, que podem
ser classificados em 2 grupos: métodos baseados na precipitacdo de polimeros pré-
formados (MARCHAIS et al., 1998; ESPUELAS et al., 1997; SANTOS-MAGALHAES
et al., 2000) e métodos baseados na polimerizagdo de mondmeros dispersos
(GALLARDO et al., 1993; CHOUINARD et al., 1994; LENAERTS et al., 1995;
SAKUMA et al., 1997 e LAMBERT et al., 2000), como mostra a figura 2.2.

Figura 2. 2: Representacdo esquematica de métodos de preparacdo de sistemas poliméricos

particulados.

Polimerizacsio Polimero pré-formado

in situ
Polimerizagdao Polimerizagao Emulsificagdo- Nanoprecipitagao/
emulsdo interfacial difusdao deposigao

I |
/® @/

Nanoesferas Nanocapsulas Nanoesferas/Nanocapsulas Nanoesferas/Nanocapsulas

Fonte: Jager, 2008.

Outra técnica promissora € a incorporacao via polimerizacéo in situ usando o CO»
como fluido em meio supercritico (BOYERE; JEROME; DEBUIGNE, 2014). A presenca
de scCO2 no meio da reacdo pode afetar a cinética da polimerizacdo, permitindo a
producdo de particulas de polimericas sem solvente residual e uma distribuicdo de
tamanho de particula mais estreita (nano ou micro) (LU et al., 2004). Dessa forma, nas

proximas sec¢des, esses sistemas serdo descritos de forma mais detalhada.

2.3 Técnicas de Preparacao de Particulas a Partir de Polimeros Pré-Formados

As técnicas de producéo de sistemas polimeéricos particulados a partir do polimero
pré-formado podem ser classificadas em quatro tipos: emulsificagdo-evaporacdo do
solvente, deslocamento do solvente-precipitacdo, emulsificacdo—difusdo do solvente e
salting-out. Essas técnicas utilizam uma solugdo organica na fase interna e uma fase

aquosa externa, em que é comum apresentar agentes estabilizadores da dispersdo das
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particulas durante sua preparacdo. Além disso, todas as quatro técnicas sao
preferencialmente empregadas para bioativos de natureza lipofilica (SOPPIMATH et al,
2001).

2.3.1 Emulsificagdo—Evaporacéo do Solvente

A emulsificacdo-evaporacdo do solvente é uma técnica almplamente utilizada
para a preparacdo de nanoparticulas a partir de uma disperséo de polimeros pré-formados,
sendo o primeiro método desenvolvido para a obtencdo destas particulas
(NAGAVARMA et al., 2012; RAO; GECKELER, 2011). Neste método, o polimero é
dissolvido num solvente organico volatil como, por exemplo, diclorometano, cloroférmio
ou acetato de etila. A técnica consiste na preparacdo de uma emulsao do tipo éleo/agua
(O/A), a fase organica é formada por um solvente organico apolar em que o polimero e a
fase aquosa que, posteriormente é dispersa utilizando-se um agente de dispersdo
(tensoativo), como, por exemplo, o poli (alcool vinilico), o polissorbato-80 ou lauril
sulfato de sodio, entre outros (PINTO REIS et al., 2006; SOPPIMATH et al., 2001). Apo6s
a formacdo de uma emulséo estavel, contendo as duas fases (oleosa e aquosa), o solvente
organico € subsequentemente evaporado, utilizando uma fonte de energia, como, por
exemplo, pelo aumento da temperatura sob pressdo (homogeneizacdo), por meio de
agitacdo continua, utilizando ultrassom (SOPPIMATH et al.,, 2001; SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012b), induzindo a precipitacdo do polimero como micro ou
nanoesferas, a depender da velocidade de agitacdo, do tipo do solvente, concentracdo da
solucdo e da natureza do tensoativo. A natureza do tensoativo é que determinara se a
emulsdo serd O/A ou A/O. Na Figura 2.3 esta esquematizado uma representacdo de um

tipico sistema de emulsificacdo-evaporacao do solvente (PINTO REIS et al., 2006).

Figura 2. 3: Representacdo esquematica da técnica de emulsificacdo-evaporacao do solvente
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Fonte: Adaptado de Pinto Reis et al. (2006)
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2.3.2 Salting-Out e Emulsificacdo—Difusdo do Solvente

A técnica de salting-out baseia-se na separa¢do de um solvente miscivel, como
por exemplo &lcool (substancia polar), de uma solucdo aquosa através de um efeito de
salting-out, resultando em uma precipitacdo, separacdo da fase liquida ou na formacéo de
nanoparticulas. O efeito de salting-out, ocorre quando adicionamos sais neutros a uma
solucdo, ocorrendo um aumento da forga ionica do sistema. Com isso, as substancias
sollveis em &gua sdo excluidas da fase aquosa pela adigdo de sais, resultando em uma
precipitacio, separacéo da fase liquida ou na formag&o de micro ou nanoesferas. E muito
utilizada para a separacdo de proteinas com base no principio de que as proteinas sao
menos sollveis em concentracBes elevadas de sais neutros (efeito da forga idnica)
(WHEATLEY e LEWANDOWSKI, 2010). As moléculas de agua, ocupadas em sua
interacdo com os ions, "abandonam™ a estrutura proteica. Como consequéncia, temos:
maior interacdo proteina-proteina, diminuicdo da solubilidade em meio aquoso e,
consequentemente, precipitacdo da proteina. Obtém-se no final uma dispersdo aquosa de
micro ou nanoesferas que pode ser separadas por ultracentrifugacdo ou ultrafiltragéo
(QUINTANAR-GUERRERO, 1998). As principais desvantagens deste método é que séo
aplicados exclusivamete a farmacos lipofilicos e as extensas etapas de lavagem das

particulas formadas nanoparticulas. O procedimento esta ilustrado na Figura 2.4.

Figura 2. 4: Esquema da tecnica de Salting-out
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Fonte: Adaptado de Pinto Reis et al. (2006)

A técnica de emulsificacdo-difusdo do solvente, proposta com base no uso de
solventes organicos parcialmente misciveis em agua, pode ser considerada como uma
modificacdo da técnica de salting-out, ndo sendo considerada, pois a emulsificacéo-
difusdo, evita o uso de sais e eletrélitos e o processo da lavagem das particulas formadas
(ARAUJO et al., 2009; PINTO REIS et al., 2006). A emulséo é constituida por trés fases:
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organica, aquosa e diluicdo. A fase organica (interna) é constituida por um solvente
organico parcialmente miscivel como, por exemplo, alcool benzilico, carbonato de
propileno ou acetato de etilo. Nesta fase encontra-se também o polimero que é dissolvido
no solvente saturado, na qual é disperso ou dissolvido o principio ativo. A fase aquosa é
composta pelo agente estabilizante e a fase diluida contém apena agua (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2011; ALLOUCHE, 2013). A fase interna ¢
emulsificada, sob agitacdo intensa, numa solucdo aquosa. Com o decorrer da reacdo a
depender do ponto de ebulicdo do solvente orgénico, este pode ser eliminado por
evaporacdo ou por ultrafiltracdo, obtendo-se, no final, a dispersdo aquosa de
nanoparticulas (AVGOUSTAKIS, 2004).

Podem ser obtidas nanoesferas ou nanocapsulas por emulsificacdo-difusdo do
solvente. Para preparar nanocapsulas, o principio ativo lipofilico é previamente dissolvido
num 6leo, que é adicionado ao solvente organico parcialmente hidro miscivel. As
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas obtidas por emulsificacdo-difusao do
solvente sdo afetadas pela solubilidade do principio ativo, pela concentracéo do polimero,
e pela natureza e concentracdo do tensoativo e agitacdo (SOUTO; SEVERINO;
SANTANA, 2012).

2.3.3 Deslocamento do Solvente—Precipitacéo

A técnica de preparacdo de particulas por deslocamento do solvente também
conhecida como nanoprecipitacdo, € um meétodo semelhante a emulsificacdo, onde o
polimero se encontra dissolvido na fase aquosa externa, ocorrendo a precipitacao ou a
deposicao do polimero pré-formado na interface entre a agua e a fase organica de uma
emulsdo do tipo 6leo/adgua (O/A) e foi desenvolvida por Fessi et al. (1989). Nessa técnica,
a fase organica é constituida por um polimero dissolvido num solvente organico polar,
como, por exemplo, acetona, acetonitrila, entre outros, no qual se encontra disperso ou
dissolvido o principio ativo (LEGRAND et al., 2007; SOUTO; SEVERINO; SANTANA,
2012). A fase aquosa é formada por uma solucdo aquosa, contendo um tensoativo
(surfactante ou estabilizante), como, por exemplo, o acetato de polivinilo (PVA). A fase
organica (solvente + polimero + principio ativo) é entdo, dispersa na fase aquosa, sob
agitacdo, ocorrendo a emulsificacdo espontanea, essa pode ser adicionada em uma Unica
vez, em pequenas porcdes, por gota a gota ou por taxa de adicdo controlada. A

nanoprecipitagdo acontece de forma instantanea, pois enquanto ocorre a remogdo do
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solvente organico, forma-se as particulas, como resultado da precipitacdo do polimeropré-
formado a partir de uma solucéo organica e a difusdo do solvente organico no meio
aquoso na presenca ou na auséncia de um agente tensioativo, como mostra a Figura 2.4
(PINTO REIS et al., 2006; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012; BESHEER et al.,
2009).

Figura 2. 5: Representacdo esquematica da técnica de Deslocamento do solvente—precipitacao
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Fonte: Adaptado de Pinto Reis et al. (2006)

Alguns parametros podem influenciar nas caracteristicas fisico-quimicas, como
morfologia e tamanho das nanoparticulas obtidas pela técnica de deslocamento do
solvente. E necessario antes conhecer a solubilidade do principio ativo, natureza do
solvente organico, massa molar e concentragdo do polimero. Assim como também,
natureza e concentragcdo do tensoativo, temperatura da fase externa e a velocidade de
injecdo da fase interna na fase externa, sendo possivel a obtencdo de nanoesferas e
nanocapsulas (PINTO REIS et al.,, 2006; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2011; ALI; LAMPRECHT, 2013).

Caliceti e colaboradores (2000) prepararam microesferas a base de polifosfazeno
para administracdo de insulina, seguindo trés procedimentos diferentes: (A) evaporacao
da suspensdo-solvente; (B) evaporacdo dupla de emulsdo-solvente; (C) suspenséo: dupla
evaporacao de emulsdo-solvente. Os métodos A e C permitiram maior carga protéica do
que o procedimento B. A microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrou que todos
os procedimentos de preparacdo atingem microparticulas com formato esférico e com
superficie porosa. Nesse estudo foi demonstrado que € possivel preparar microesferas
carregadas de insulina usando um polifosfazazeno biodegradavel e biocompativel,

permitindo a exploracdo de novas formulagdes de insulina Uteis no controle do diabetes.
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Os processos de polimerizacdo a partir do polimero pré-formado utilizam técnicas
convencionais de preparacdo de particulas polimeéricas, que apresentam algumas
desvantagens/limitacdes, como o uso de solventes organicos (toxicos e ndo aceitos
ambientalmente), a necessidade de etapas adicionais para a remocdo do solvente
empregado, assim como 0 uso de altas temperaturas, que podem degradar os materiais
termossensiveis e/ou promover reacdes indesejaveis. Além disso, a utilizacdo dessas
técnicas leva a obtencédo de particulas com uma alta distribuicdo de tamanho (BRAGA et
al., 2015; CHAMPEAU et al., 2015a).

Nesse contexto, esté crescendo o interesse na produgéo de particulas poliméricas
através da polimerizacdo em meio scCO. visando a incorporacdo de bioativos. Os
processos usando scCO» apresentam algumas vantagens, quando comparados aos
métodos convencionais tratados neste capitulo, pois possibilitam a realizacdo dos
processos usando temperaturas proximas a ambiente, e oferecem uma diversidade nas
condi¢Bes operacionais, como a alteracdo da temperatura e/ou pressdo, resultando em
uma mudanca na densidade. Nas se¢Oes seguintes, 0 uso da tecnologia supercritica €
abordado de forma mais detalhada (BRAGA et al., 2015; SILVA, 2018).

2.4  Técnicas de Preparacdo de Particulas Poliméricas a Partir de Mondmero

Dispersos

A polimerizagdo é o conjunto de rea¢Ges onde as moléculas simples (mondmeros)
reagem entre si para formar macromoléculas. Os tipos de polimerizacdo foram divididos

por Flory (1953) e Carothers (Mark 1929), em dois grupos: polimerizacdo via adicdo

(poliadicéo) e a polimerizagao via condensacao (policondensacéo) (BILLMEYER, 1963).
Hé& a formacdo de polimeros de adigdo, quando ocorre a adi¢cdo de moléculas de um sé
mondmero com uma ligacao dupla entre 2 &tomos de carbono, como, por exemplo, a ureia
e o formaldeido, enquanto os polimeros de condensacdo séo resultados de uma reacao
que envolveu a eliminagdo de pequenas moléculas. E possivel romper a estrutura de um
polimero por meio de agentes fisicos ou quimicos, reduzindo o seu grau de polimerizacao
(LEITE, 2008). Na Tabela 2.1, estdo relacionadas as principais caracteristicas dos

processos de polimerizacdo de adi¢do e condensacao.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Paul_John_Flory
https://pt.wikipedia.org/wiki/Wallace_Carothers
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hermann_Mark
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Tabela 2. 1: Caracteristicas dos processos de polimerizacdo

Processo Caracteristicas Exemplo*

Todos os atomos das moléculas do monémero compdem a
estrutura do polimero

Néo ha f 3
8o hé formacdo de subprodutos LDPE

Reacdo em cadeia, 3 componentes reacionais: iniciagéo,
propagacéo e terminacgéo

Poliadicao - — — p PP
¢ Mecanismos hemoliticos ou heterolitico ou por coordenacgao

HDPE

Velocidade de reacdo rapida, com formagdo imediata de PS

polimeros BR

Concentragdo de mondmero diminui progressivamente

Grau de polimerizacdo alto, da ordem 10°

Atomos do(s) mondmeros sio perdidos

Ha subprodutos da reacéo PET

Reacdo em etapas PA
Policondensacao |“\jecanismo heretolitico bC

Velocidade da reacdo lenta, sem formacdo imediata de PR

polimero

Grau de polimerizacéo, na ordem 104

*Plasticos de importancia industrial: Polietileno de baixa densidade (LDPE); Polietileno de alta densidade (HDPE); Polipropileno
(PP); Poliestireno (PS); Polibutadieno (BR); Poli (tereftalato de etileno) (PET); Poliamida (PA); Policarbonato (PC); Resina fendlica
(PR).

Fonte: Adaptado MANO; MENDES, 2004.

Os processos de polimerizacdo podem ser classificados de acordo com: o nimero
de mondmero, o tipo de reacdo quimica, a cinética de polimerizagdo ou o tipo de arranjo
fisico. Um dos principais processos empregadas em reac@es de polimerizagdo é por meio
do arranjo fisico e dividido em dois grandes grupos: sistemas homogéneos e sistemas
heterogéneos. A divisdo € feita conforme as condi¢cdes de operacdo, tanto no nivel
laboratorial quanto em escala industrial. As técnicas de polimerizacdo que empregam o
sistema homogéneo sdo: polimerizacdo em massa e em solucdo. Ja as técnicas que
abordam o sistema heterogéneo sdo: polimerizacdo em lama, emulsdo, suspensdo,
interfacial, em fase gasosa e em dispersao. Técnicas de polimerizacdo heterogéneas que
resultam na precipitacdo de cadeias poliméricas em particulas dentro da fase continua da

reacdo progrediram significativamente nos altimos 50 anos. Paralelamente, melhorias na
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sintese de estabilizadores adequados para dispersdes de latex permitiram aos
pesquisadores controlar o tamanho, a distribuicdo de tamanho e a composicdo das
particulas preparadas por esses processos. (RICHEZ et al., 2013).

Uma das vantagens dos processos quando se emprega 0s arranjos fisicos é que
durante o processo de polimerizacdo € possivel obter um controle de massa molar e de
sua distribuicdo, assim como obter um bom rendimento na reacdo. Em todos os casos é
necessario ter um iniciador solivel no meio onde devera iniciar a reacdo de
polimerizacdo. O uso de polimeros empregados na producdo de particulas poliméricas a
partir da polimerizacdo de mondmeros dispersos em meio heterogéneo, como
copolimeros do acido metacrilico, ésteres acrilicos ou metacrilicos, tem sido amplamente
utilizada na area farmacéutica para incorporacdo de principios ativos. (SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012). Alguns fatores como a hidrofobicidade, carga
superficial e perfil de degradacdo da composicdo polimérica e a massa molar, carga e
absorcdo ou incorporacdo do principio ativo influenciam na biodisponibilidade do
produto formado. Quintanar-Guerrero e colaboradores (1998) apontam desvantagens
nestes métodos, tais como o uso de polimeros ndo biodegradaveis, que geram subprodutos
ndo totalmente biocompativeis, além de residuos toxicos provenientes dos mondmeros,
oligdbmeros, tensoativos residuais ou catalisadores presentes na reacdo. Podem ocorrer
ainda reacdes com o farmaco provocando degradacdo de outros componentes das
particulas.

Haldorai e colaboradores (2010), produziram nanomateriais de argila
montmorilonita natural (MMT) dispersos em poli (etilenotereftalato) (PET) através de
métodos de polimerizacdo in situ. No caso de nanocompositos de PET / MMT foram
preparados pelo método de adicdo de argila da reacdo de esterificacdo (ES), argilas de
MMT ndo modificadas foram dispersas em agua e, em seguida, o etileno glicolmonémero
de PET antes da preparacdo dos nanocompdsitos de bis (2-hidroxiletil) tereftalato
(BHET), que posteriormente foram submetidos a polimerizacdo in situ. Para o0s
nanocompositos preparados pelo método do reator de policondensacéo (PC), quantidades
selecionadas de argila foram dispersas em etanol, com agita¢do no interior do reator. Uma
por¢do de BHET triturada foi entdo adicionada ao reator de PC e a mistura combinada foi
agitada para alcancar a dispersao. O BHET restante foi adicionado e misturado, o etanol
foi evaporado por aquecimento e entdo foi realizada a polimerizacdo in situ. A analise
morfoldgica por difratometria de raios X e microscopia eletrénica de transmisséo (MET)
confirmou a presenca de estruturas de argila esfoliada e intercalada nos nanocompositos
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preparados através dos métodos de adicao de argila ES e PC. Nanocompositos contendo
menores concentragdes de argila apresentaram aumento nas propriedades da barreira ao
oxigénio em comparagdo aos valores obtidos para o PET n&do modificado.

Desde a década de 1990, os polimeros biodegradaveis e ndo biodegradaveis, vem
sendo utilizados para a administracdo de medicamentos juntamente com a degradacdo de
microtransportadores ou aplicacGes macroscopicas (KAPOOR et al., 2015; GOMBOTZ;
PETTIT, 1995). Apesar do amplo ndmero de polimeros disponiveis na biomedicina, é
dificil atender a todos os requisitos de um bom dispositivo e a0 mesmo tempo atender 0s
requisitos econémicos. Além disso, existem problemas inerentes a alguns tipos de
polimeros: a polimerizacdo geralmente € um processo estatistico, e o controle da
distribuicdo da massa molar para diferentes reagdes quimicas. Embora os polimeros sejam
ndo toxicos, existem preocupacgdes frequentes sobre os demais mondmeros restantes da
polimerizagdo incompleta e outros componentes, como produtos de degradacéo,
subprodutos e plastificantes. Nesse contexto, 0 uso do mondémero Metacrilato de metila
(MMA) tem sido bastante relatado na literatura, por possuir um baixo teor de
contaminantes residuais, onde trabalhos abordam a polimerizacao in situ a baixa presséo
(MAITZ, 2015).

Mendes e colaboradores (2012) produziram nanoparticulas de poli (metacrilato de
metila) para uso no encapsulamento de bioativos. As nanoparticulas de polimero foram
produzidas utilizando a técnica de polimerizacdo por miniemulsdo. A polimerizagdo em
miniemulsdo do mondémero mostrou estabilidade e o tamanho médio foi cerca de 90 nm.
As nanoparticulas de PMMA foram testadas quanto a toxicidade na cepa de células
leucémicas humanas e ndo mostraram efeito adverso na viabilidade celular. Portanto, eles
concluiram que as nanoparticulas de poli (metacrilato de metila) sdo adequadas para
encapsular agentes antitumorais.

Sahu e colaboradores (2018) produziram nanoparticulas de poli (metacrilato de
metila) (PMMA-NPs) por polimerizacdo em emulsdo e a curcuminoides (Curs),
oleorresinas de Curcuma longa, foi incorporada as particulas de PMMA-NPs. As Curs
possuem propriedades anticarcinogénicas e anti-inflamatérios, mas possuem alta
toxicidade, baixa solubilidade aquosa e suscetibilidade a degradacgéo de fluidos corporais,
sendo grandes impedimentos para a sua administracdo clinica. No estudo, os autores
verificaram a presenca dos trés componentes das oleorresinas por cromatografia em
camada fina. Os NPs eram esféricos com didmetros de 192,66 + 5 nm (vazio) e 199,16 +
5 nm (carregado). A carga do bioativo e a eficiéncia do encapsulamento foi de 6% e 93%,



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA 39

respectivamente. A liberacdo do bioativo por até 10 dias foi estimada, acoplado em
tampédo, solucdo salina e soro. A liberagcdo mais alta de aproximadamente55% foi
observarda por 3 dias em tampdo que exibia a maior biodisponibilidade. Os resultados
revelaram que a morte celular, dependente da dose e do tempo no caso das particulas de
PMMA-NPs carregados, era comparavel a das curcumindides livres. De acordo com o
estudo, os PMMA-NPs carregados com bioativos parecem ser altamente adequados para

quimioterapia eficaz, localizada e segura.

2.4.1 Polimerizagao em Emulséo

A polimerizagdo em emulsdo é um processo que utiliza um mondmero, um
iniciador hidrossolivel, solvente (agua) e emulsificante, para proporcionar um meio
adequado para a formacdo de micelas. O seu meio é heterogéneo na qual os mondmeros
encontram-se dispersos e sdo polimerizados por radicais livres originados da
decomposicdo do iniciador solvel ou parcialmente sollvel na fase continua. O produto
formado pela polimerizacdo em emulsdo é uma dispersdo estavel, num meio aquoso,
recebendo o nome de latex (CHERN, 2006; MANO, MENDES,2004).

A polimerizacdo em emulsdo apresenta algumas vantagens, como: a obtencédo de
um latex que apresenta diferentes propriedades colidais (morfologia, distribuicdo de
tamanhos de particulas, concentracdo de particulas, entre outros.), e polimeros com
diferentes propriedades (composicéo, estrutura, distribuicdo de massa molar, entre
outros). E uma técnica importante no ponto de vista industrial e muito utilizada quando
comparada a outros métodos de polimerizagdo. Esta apresenta algumas desvantagens
como: o iniciador tem que ser hidrossolvel, necessidade do uso de coagulante e a
dificuldade na purificacdo do polimero (OLIVEIRA, 2010). A Figura 2.5 mostra um
diagrama esquematizando os componentes do meio reacional para a realizacdo de uma

polimerizacdo por emulséo.
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Figura 2. 6: Diagrama esquematico mostrando os componentes do meio reacional de uma
polimerizacéo por emulsdo: grandes gotas de mondmero, micelas de surfactante vazias, iniciador

soltivel em &gua e particulas de polimero envoltas por surfactante.
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Fonte: Canevarolo Jr. (2006)

Mestiri e colaboradores (1993) foram capazes de encapsular pelo método da
emulsdo simples, um composto pouco soltvel, como a cisplatina, utilizando o PMMA
com alta eficiéncia de incorporacdo, de tamanhos pequenos e possuindo uma boa
distribuicdo do bioativo, sendo viavel a liberacdo controlada de acordo com parametros
apropriados para o processo. Particulas diferentes foram avaliadas em diversas condigdes
de preparacdo, variando-se a natureza e a concentragdo do agente emulsionante, a
composicgdo da fase aquosa, o solvente organico, a concentracdo da solugdo de polimero
e a adicdo de um agente de porosidade (PEG 4000).

Bonfa e colaboradores (2011) obtiveram nanoparticulas de PMMA, com 195 + 15
nm de didmetro, usando o polisorbato 20 (Tween 20), como surfactante. A necessidade
da eliminacdo do surfactante do produto final, devido a sua toxicidade, dificilmente
completamente removido, é o que justifica a rara aplicacdo do método de preparacédo do
PMMA por polimerizacdo em emulsédo para aplicacdes biomédicas (RAO e GECKELER,
2011).

2.5 Polimerizacdo do Metacrilato de Metila (MMA) por Dispersao

O PMMA vem sendo utilizado no desenvolvimento de nano/microparticulas em
diversas areas biomédicas (COELHO et al., 2010). o PMMA é um importante candidato
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como um material biomédico devido a sua biocompatibilidade, estabilidade e por ser ndo-
reabsorvivel, e as publicacdes recentes tém mostrado um aumento no interesse de suas
aplicac6es como um sistema transportador de particulas para entrega de bioativos. Além
disso, algumas patentes relatam a preparacdo de particulas de PMMA com possiveis
aplicacdes como transportadores de bioativos (TATSUYA, 1995; CUI et al., 2010).

O PMMA, também conhecido como poli (metil 2-metilpropenoato) foi o primeiro
acrilico empregado como biomaterial, inclusive em processos de revestimento
farmacéutico, devido a sua biocompatibilidade (ZHANG et al; 2004). As primeiras
aplicacbes de PMMA como um material de transporte de particulas estavam no
desenvolvimento de nanoparticulas para fins de vacinacdo (KREUTER, 1974;
KREUTER e SPEISER, 1976a, b; KREUTER et al., 1976; KREUTER e LIEHL, 1978)
e em granulos para preencher defeitos relativos a ressecdo cirdrgica de osteomielite
crénica (KLEMM, 1976).

O polimero de PMMA, geralmente é obtido através da reacdo de adicdo via
radicais livres do mondémero metacrilato de metila (MMA) (Figura 2.6). O mecanismo
para a reagdo de polimerizagdo do PMMA ocorre basicamente em trés etapas: iniciagéo,
propagacao e terminacdo. Na etapa de iniciagéo, o iniciador (como por exemplo o BPO),
gera os radicais livres através da quebra de ligacdo (seja por calor ou incidéncia de luz),
formando um centro ativo que garante o crescimento da cadeia polimérica. A etapa de
propagacdo é onde ocorre a incorporagdo das unidades monémericas as cadeias ativas,
permitindo a propagacao da polimerizagdo e aumento da massa molar. Por fim ocorre a
etapa de terminacéo, onde o centro ativo perde a sua atividade, formando assim cadeias
poliméricas inativas (OLIVEIRA; NELE; PINTO, 2013).

Figura 2. 7: Estrutura quimica da unidade de repeticdo do polimero de Polimetacritado de metila
(PMMA)
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Fonte: Bettencourt e Almeida (2012)
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O PMMA é classificado como um material de facil processamento, muitas vezes
usado na substituicdo de vidros, possui uma temperatura de transicéo vitrea de 105 °C e
apresenta uma caracteristica bastante hidrofébica (STICKLER e RHEIN, 1992;
JOHNSON et al., 1986 Os melhores solventes organicos para 0 PMMA sdo parcialmente
substituidos por hidrocarbonetos como o tricloroetileno (EVCHUK et al., 2005).

Existem na literatura alguns efeitos adversos graves, como reacOes alergicas e
hipersensibilidade, associados ao uso de PMMA, com base na observagéo de varios anos
de prética em ortopedia, em que 0 PMMA foi usado como um implante de substitui¢éo
total do quadril e como um agente de estabilizacdo vertebral nos pacientes com
osteoporose (CARVALHO et al., 2009; SCHADE e ROUKIS, 2010). Outras aplicacdes
biomédicas de PMMA incluem a sua utilizacdo como um material protético na correcao
dentéria e mandibular (SIVAKUMAR e RAO, 2000) e como um implante permanente
para a lente intraocular apos cirurgia de catarata (CARVALHO et al., 2009).

2.5.1 Polimerizacdo do MMA por Disperséo a Baixa Pressdo

Historicamente, o processo de polimerizagéo por dispersdo foi desenvolvido a
partir da polimerizagdo por precipitacdo, onde ocorre um processo semelhante de
precipitacdo em uma cadeia polimérica em crescimento dentro de uma fase continua, onde
0 monbémero é dissolvido inicialmente, originando assim particulas poliméricas de
tamanho n&o controlado. A polimerizacdo por precipitacdo realizada na presenca de
estabilizadores adequados, produziu particulas de latex de polimero bem controladas e
coloidalmente estaveis. As experiéncias iniciais foram realizadas em solventes organicos,
mas esse método foi adaptado a solventes polares com grande sucesso. Em particular, a
possibilidade de misturar diferentes solventes para ajustar as condi¢des do solvente nas
quais o polimero precipita para formar particulas foi extensivamente investigado. No
entanto, a sintese em solventes ndo polares permaneceu de interesse dos académicos por
seu potencial em criar dispersdes de particulas com tamanhos controlados (RICHEZ et
al., 2013).

A polimerizagdo em dispersdo é um sistema inicialmente homogéneo que contém
0 mondmero, um solvente organico, o iniciador sollvel na fase organica e um agente
estabilizante e ao decorrer da reacdo este sistema se torna heterogéneo, pois o polimero
formado durante a polimerizacao € insoltvel no solvente organico. Os monémeros séo

dispersos na fase continua na forma de pequenas gotas atraves da acdo de agentes de
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suspensao. A polimerizacdo é entdo iniciada nas gotas de mondmero pelos iniciadores
que sdo transformadas em globulos, em seguida as particulas poliméricas formadas
absorvem monbémeros e radicais presentes na fase continua. Os processos de
polimerizacdo em dispersao produzem particulas com tamanhos na faixa de 1 a 10 um de
diametro (ODIAN, 2004). A selecdo do solvente organico depende, sobretudo, de sua
miscibilidade com os outros reagentes do sistema reacional. O ideal é que 0 mondémero,
0 agente estabilizante e o iniciador da polimerizacdo apresentem completa solubilidade
no solvente, enquanto o polimero seja insolivel no solvente e precipite durante a
polimerizacdo (ARAUJO, 2000).

Na literatura estd relatado diversos trabalhos para a producdo de particulas
poliméricas por polimerizacdo em dispersdo a baixa pressdo. Tipicamente, sdo usados
como solventes, alcoois como o etanol e o metanol, em diferentes concentrages, para
conducdo de polimerizagbes de mondmeros como o acrilonitrila, o acrilato de butila, a
acrilamida, entre outros (ARAUJO, 2000; SAENZ, 1999; CAO, 2000). Onde é possivel
descatar os dois principais mondmeros mais utilizados, metacrilato de metacrilato
(MMA) e estireno (SM).

Zhang e colaboradores (2006) prepararam particulas uniformes de poliestireno
(PSt) com o tamanho de 1,9 um por polimerizacdo por dispersdo, para posteriormente
copolimerizar as particulas de PSt com o estireno (St) e acido metacrilico (MAA) para
produzir microesferas portadoras de carboxil. As microesferas PSt/(SYMAA)
monodispersas do tamanho de microns foram preparadas com sucesso Via
copolimerizacdo de dispersdo semeada em meio aquoso de alcool com AIBN como
iniciador. Teores de MAA entre 54 e 97 mg/g foram detectados a partir das particulas
PSt/(St/MAA) produzidas sob diferentes condi¢cbes. O meio de dispersdo possui
excelentes influéncia na cinética da polimerizagdo, devido ao seu efeito na particdo de
mondmeros, solventes e iniciador em a fase de particulas, provavelmente, bem como na
conformacao do agente de dispersdo na superficie das particulas.

Entretando entre todos os processos, a polimerizagdo em emulsdo € a mais
utilizada, onde 0 monbémero e a fase continua sdo imisciveis. Variantes da polimerizacao
em emulsdo que levam a preparacdo de particulas em suspensao incluem polimerizacao
por miniemulsao e suspensdo, todos esses sdo processos usados principalmente com fases
continuas polares. O processo de polimerizacdo por dispersdo vem sendo amplamente

utilizado para produzir particulas de latex bem controladas em solventes ndo polares
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(RICHEZ et al., 2013). A Tabela 2.2 demonstra as principais diferencas entre a

polimerizacdo em disperséo e a polimerizagcao em emulsao.

Tabela 2. 2: Principais diferengas entre polimerizagdo em Dispersdo e em Emulsdo
Polimerizacio em DISPERSAO Polimerizacdo em EMULSAO

Mondmero misciveis nos solventes. A 4gua é o meio dispersante.

Iniciador: Radical livre, soltvel no

N Iniciador: Soluvel na fase aquosa.
mondmero.

Os mondémeros possuem solubilidade
Os monbémeros sdo agentes de suspensao. limitada na fase aquosa e incham o
polimero formado.

Emulsificante: Nucleacdo, crescimento das
particulas e a manutenc&o a estabilidade
coloidal das particulas formadas e gotas de
mondmero.

Cada gota atua como micro reatores de
polimerizacdo em massa resfriados por
agua (rapida remocdo de calor).

A polimerizacao € iniciada nas gotas de
mondmeros pelos iniciadores.

As gotas de monémeros sédo
transformadas em glébulos.

Fonte: Adaptado Mano, Mendes (2004)

Um dos principais objetivos para o desenvolvimento da polimerizacdo em
dispersdo era permitir & industria aumentar significativamente o contetdo de polimeros
nas formulacBes de revestimento de superficie sem aumentar significativamente a
viscosidade dos sistemas. Especificamente, em meados da década de 1960, as empresas
envolvidas na industria de revestimentos comecaram a produzir particulas estaveis bem
controladas dos polimeros necessarios em solventes ndo polares (RICHEZ et al., 2013).
Duas empresas principais estiveram envolvidas no desenvolvimento inicial da
polimerizacdo por dispersao, principalmente como consequéncia de sua implicacdo na
industria de revestimentos; uma empresa britanica, Imperial Chemical Industries (ICI) e
uma empresa norte-americana, Rohm & Haas. A maioria dos exemplos de polimerizagao
por dispersdo nessas patentes foram baseadas no uso de metacrilato de metila (MMA)
como mondémero, com a adi¢ao ocasional de outros acrilatos como co-mondmeros, Como
metacrilato de 2-etoxi etil (2EMA) ou acrilato de etila (EA).

Klein e colaboradores (2003) prepararam particulas de polimetacrilato de metila

(PMMA), através da polimerizacdo em dispersdo do metacrilato de metila (MMA),
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usando o polidimetilsiloxano terminados em metacriloxipropil, como estabilizante em
solucdo de hexano. O trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da massa molar
do estabilizador, da concentracdo do estabilizador e da concentragdo do monémero no
tamanho da particula e na polidispersidade. Obtiveram particulas de PMMA esféricas e
monodispersas (menos de 5% de polidispersividade) com a variacdo de diametro das
particulas de 0,4 a 1,5 um, com pouca alteragdo na polidispersividade, alterando a
concentracdo do estabilizador ou a carga do monbmero (razbes de massa de
estabilizador/mondmero de 0,02 a 0,08).

O estudo dos processos de polimerizagdes por dispersdo, baseados em monémeros
de MMA em solventes polares, sdo bastante discutidos na literatura. A quimica do meio
dispersante apolar também se desenvolveu ainda mais nos ultimos anos. Inicialmente,
com base principalmente em dodecano e solvente hexano, mais polimerizagdes de
dispersdo foram realizadas em outros solventes, como didxido de carbono supercritico
(scCO2) (RICHEZ et al., 2013).

2.5.2 Tecnologia Supercritica

A tecnologia supercritica vem sendo amplamente proposta para a producao de
materiais nanoestruturados e a polimerizacdo de monémeros dispersos. A utilizacdo de
processos de polimerizacao para produzir produtos de uma forma facil e sem a presenca
de residuos é uma area de pesquisa relativamente recente, sendo uma das vantagens a
estreita distribuicdo de tamanho das particulas obtidas, o que é de extrema importancia
na determinacdo da aplicacdo de polimeros (REVERCHON et al., 2009; PARK e SHIM,
2003). A producao de particulas poliméricas usando 0 scCO2 é um método promissor para
a incorporacdo de principios ativos, pois apresenta diversas vantagens em relacdo aos
métodos tradicionais, tais como controle da morfologia, aumento na escala de produgéo,
elevado rendimento e, ao final do processo, ndo € necessario 0 aumento da temperatura
para eliminar o solvente, ja que o mesmo é removido quando a pressdo diminui, além de
reduzir o numero de etapas do processo. A sintese de microparticulas poliméricas com
morfologia controlada, através da polimerizacdo em dispersdao em fluido supercritico,
vem sendo uma estratégia muito aplicavel a mondmeros soltveis em scCO2 onde existem
diversas op¢des de mondmero e surfactantes, para a realizacdo da polimeriza¢do. O bom
rendimento na polimerizacdo usando um mondmero menos sollvel pode ser obtido

usando estabilizadores, moléculas anfifilicas que possuem a capacidade de formar
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agregados na fase supercritica. Estes sdo capazes de estabilizar os monémeros e 0s
oligbmeros em crescimento até que estes atinjam uma determinada massa molar
(AGUIAR-RICARDO, 2012).

Alguns polimeros, em presenca do CO> supercritico, podem ser expandidos e
plastificados, o que reduziria sua temperatura de transicdo vitrea. Dessa forma, a
eliminacdo de impurezas, monémero residual, iniciador, agua e da mistura de aditivos
pode ocorrer mais facilmente, pois é possivel “limpar” as particulas com o proprio scCO2,
e 0 entumescimento do polimero facilita a eliminagdo de contaminantes toxicos, alem de
evitar a formacao de espuma (ELVIRA, et al., 2004; DOMINGO et al., 2003). Ainda, a
cinética de polimerizacdo pode ser favorecida, visto que a difusdo do monémero nas
particulas poliméricas pode ser beneficiada em funcdo da plastificacdo (PARK e SHIM,
2003). Disso, surge o desafio para a eliminacdo de solventes organicos, através da
realizacdo de processos usando fluidos supercriticos, geralmente usando-se o COs..
Assim, a incorporacao de particulas de forma limpa e eficaz é de grande interesse.

Fluidos supercriticos tém recentemente despertado grande interesse, uma vez que,
em comparagdo com solventes organicos, tornam o processo limpo, evitando possiveis
danos ao meio ambiente, sendo possivél obter produtos com uma melhor qualidade
(farmacos, cosméticos, dentre outros). O uso do scCO; destaca-se, devido a suas
excelentes propriedades e caracteristicas, tais como baixo custo, ndo toxico, nao
inflamavel, prontamente disponivel, facilmente reciclado e, como um solvente, que
possui difusividade tipica de um gas, densidade tipica de um liquido, permite o
processamento de forma versatil, podendo ser realizado a temperaturas proxima da
temperatura ambiente, além de ter a facilidade na variacdo das condi¢des de pressao e/ou
temperatura, fatores importantes para o processamento eficaz (BRAGA et al., 2015).
Particularmente, devido as suas condicdes criticas relativamente brandas (Tc = 31.28 °C,
Pc = 73,8 bar), o CO. é muitas vezes considerado como um meio de processamento
altamente vantajoso para a incorporacao de bioativos via polimerizacdo (KEMMERE e
MEYER, 2005).

O CO supercritico € uma molécula apolar, possui uma constante dielétrica baixa,
e ndo participa fortemente em interagdes de van der Waals, o que o torna um solvente
fraco para muitos reagentes altamente polares e de elevada massa molar, como 0s
polimeros. Como a precipitacdo do polimero, no processo de polimeriza¢do em disperséo,
acontece quando as particulas poliméricas atingem certa massa molar, os polimeros

sintetizados em meio supercritico apresentam uma baixa polidispersividade. As técnicas
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que empregam o0 scCO. possuem algumas restri¢des, sendo necessario o uso de
surfactantes. A maior parte dos surfactantes usados nos processos de polimerizacdo em
dispersdo em scCO. tém uma cadeia alquilica, 0 que torna interessante o uso de
surfactantes fluorados (PFOA) ou a base de silicone (PDMS). Esses surfactantes
fornecem uma melhor estabilidade, em comparacdo aos hidrocarbonetos, sendo mais
eficazes na estabilizacdo para as polimerizagdes radicalares de diferentes mondmeros,
pois formam interacdes reversiveis por pontes de hidrogénio com as cadeias em
crescimento, dada a sua elevada solubilidade em scCO, no final da reagdo (DESIMONE;
KEIPER, 2001).

2.5.3 Polimerizacdo do MMA por Dispersdo a Alta Pressdo

Diferentemente do processo de polimerizacdo em suspensdo, 0 processo de
polimerizacdo por dispersdo deve ser um sistema inicialmente homogéneo, que contém o
mondmero, iniciador e agente estabilizante. A medida que a reacdo se processa, esse
sistema torna-se heterogéneo devido a formacdo do polimero, que na sua maioria é
insolivel em scCO,, pois ao atingirem certa massa molar as particulas poliméricas
precipitam na forma de particulas esféricas livres bastante monodispersas (YUE et al.,
2004). O agente estabilizante deve conter o grupo funcional que tenha afinidade com o
scCOg, que é apolar, e afinidade com 0 mondmero, ja que o seu papel € manter 0 mesmo
disperso no meio reacional para que, a medida que a polimerizacgao se processe, as cadeias
se formem de maneira uniforme. Ja o iniciador deve ser totalmente soltvel no monémero,
pois é responsavel por iniciar a reacdo a partir da liberacdo de radicais livres originados
da sua dissociacdo, que se ligam as cadeias poliméricas em crescimento, ligando-se a
outras cadeias sucessivamente (AGUIAR-RICARDO, 2012; OLIVEIRA et al., 2016).

O monémero MMA tem como sua forma polimérica 0 PMMA, que possui como
caracteristicas positivas a sua boa biocompatibilidade, além de permitir facil modificacdo
da superficie quimica das particulas, o que torna esse polimero amplamente aplicado,
sobretudo na area biomédica. Na polimerizacdo por dispersdo em meio supercritico, tem-
se inicialmente um sistema homogéneo, no qual as condi¢fes de temperatura e pressao
devem ser previamente estudadas através do equilibrio de fases, onde se encontra o
mondmero, o iniciador, o surfactante e o solvente. A escolha do mondmero, iniciador e
do agente estabilizante dependem da sua solubilidade no solvente escolhido, nesse caso,

0s mesmos devem ser soltveis no scCO». Enquanto isso, as cadeias poliméricas formadas
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de PMMA devem ser insoltveis no scCO. (HAN; PARK; LEE, 2009), ao contrério da

sua forma monomerica, obtendo-se um sistema heterogéneo, como mostra a figura 2.7.

Figura 2. 8: Representacdo do mecanismo da polimerizacdo por dispersdo em CO; supercritico.
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Fonte: Adaptado de AGUIAR-RICARDO (2012)

Dessa forma, faz-se necessario o uso de um estabilizante, para promover o
crescimento uniforme das cadeias poliméricas. O estabilizante tipico da polimerizacéo
em dispersdo € constituido por um polimero com caracteristicas anfifilicas.
(MACHADO; LIMA; PINTO, 2007; DESIMONE; KEIPER, 2001). O estabilizante deve
ser capaz de envolver o monémero, promovendo a sua dispersao na fase continua. O
inicio da reacdo é promovido pela presenca de um iniciador, onde os radicais livres
originados da sua dissociacdo se ligam as cadeias poliméricas em crescimento, ligando-
se a outras cadeias sucessivamente (OLIVEIRA et al., 2016).

Rosell e colaboradores (2005), produziram particulas de PMMA atraves da
polimerizagéo de radical livre de MMA em scCO> usando um perfluoropoliéter terminado
em 4&cido disponivel comercialmente como um estabilizador (Krytox 157 FSL). Os
autores analisaram a variagdo na taxa de agitacdo, obtendo uma dispersao instavel a uma
taxa de agitacdo moderada (acima de 25 rpm). No entanto, quando condi¢des estaveis sao

alcancadas, o comportamento cinético normal é observado, levando a formagédo de
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particulas poliméricas, com tamanho uniforme na faixa de poucos microns e distribuicao
da massa molar relativamente ampla.

Mcallister e colaboradores (2016) estudaram o controle do tamanho e da
morfologia das particulas usando o poli (dimetilsiloxano) terminado em metacrilato
(PDMS-MA) como estabilizador na polimerizacdo em dispersdo do MMA em scCOo.
Além disso, estudaram uma nova abordagem em scCO3, onde adicionaram 0 ménomero
no meio da reacdo para permitir uma reducgdo da variabilidade lote a lote, bem como
reduzir o grau de agregacao entre as particulas. Os resultados mostraram a obtencéo de
particulas cujo didmetro variou de 0,3 a 5,3 um. Isso foi obtido combinando o controle
do mondmero inicial e das cargas do estabilizador, demonstrando que essa abordagem
deve ser facilmente aplicavel a muitos outros estabilizadores. Além disso, a adicdo de
uma segunda aliquota de mondmero para atingir alta massa molar e conversdo usando
condigdes iniciais que, de outra forma, levariam a uma baixa massa molar e rendimento.
Os resultados mostram que, apos a lavagem em dodecano, menos de 15% m/m do PDMS-
MA inicial permaneceram nas amostras, quando concentracdes de surfactantes entre 5 a
20% m/m foram utilizadas. 1sso ocorreu possivelmente porque uma fragdo do PDMS-MA
adicionado a polimerizacao foi copolimerizada e a maior parte do PDMS-MA néo foi
incorporada ao produto final.

Oliveira e colaboradores (2016) estudaram o efeito da concentracdo do surfactante
nas polimerizagdes em disperséo do MMA em scCO,. As polimerizagdes foram
realizadas a 160 bar e 80 °C, usando o azobisisobutironitrila (AIBN) como iniciador e o
polidimetilsiloxano vinil terminal (PDMS-V) como agente de dispersdo. Os autores
foram capazes de produzir particulas de polimero com didmetros médios variando de 11,6
a 72,3 um. Os resultados confirmaram a adequacéo do processo e do estabilizador para a
producéo de particulas de PMMA.

Na literatura é possivel observar a existéncia de alguns estudos que abordam o uso
da polimerizagdo em scCO> (NEILL et al., 1988; NEILL; YATES; JOHNSTON, 1988;
QUADIR et al., 1988; CHATZIDOUKAS; PLADIS; KIPARISSIDES, 2003; XU; HAN;
YAN, 2003; GALIA et al., 2004; HERTZ et al., 2005; HERTZ et al., 2006; GRIGNARD
et al., 2008; HOJJATI; CHARPENTIER, 2010; YANG et al., 2010; GUO; ZHOU; LV,
2013; MCALLISTER etal., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; LOPEZ-DOMINGUEZ et al.,
2020).

O grupo de pesquisa de Hertz e colaboradores (2005; 2006) descreveram
resultados sobre a sintese de zircnia estabilizada com itrio (YSZ) em scCO2 e seu
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encapsulamento com poli (imetilsiloxano)-poliacrilato-frisado (PDMS-g-PA) ou PMMA
em scCO.. Foram utilizados para as reagdes o MMA, como monémero, o AIBN, como
iniciador, e 0 PDMS-g-PA, como surfactante e como polimero para a encapsulagéo. Foi
demonstrado que a separacdo de fases e a polimerizagdo permitem o revestimento das
particulas do 6xido e modificam claramente suas propriedades. Por outro lado, o uso de
um surfactante como o PDMS-g-PA permite a ancoragem do mondmero MMA e
promove a polimerizacdo na superficie da particula. A escolha do surfactante é
considerada um parametro chave para um processo de encapsulacao efetivo. Este trabalho
ofereceu novas perspectivas para a sintese e encapsulacéo de pds ceramicos em scCOo.
Particulas de PMMA tém sido utilizadas como veiculos para aplicacdes de entrega
de bioativos devido a sua manipulacdo simples, no entanto, a preparacdo simultanea de
PMMA e a incoporacdo do principio ativo permanecem um desafio. Um processo
promissor é a incorporacao via polimerizacao in situ em scCO. A presencga do scCO2 no
meio de reacdo pode afetar a cinética da polimerizacdo permitindo a producdo de
nanoparticulas de PMMA sem solvente residual e com uma distribuicdo de tamanho de
particula mais estreita (LU et al., 2004). Por esse motivo, 0 interesse por incorporar
fitoterapios a matriz polimerica do PMMA é um grande desafio. A exemplo de um
fitoterapico que vem demosnstrando grande interesse no seu uso industrial é o éleo de
copaiba, por suas propriedades anti-inflamatdrias, antibacterianas, anticancer e de

cuidados com a pele.

2.6 Incorporacéo de Bioativos Via Polimerizagao in situ Usando scCOz

O uso de particulas poliméricas € um meétodo convencional para a protecdo da
superficie dos principios ativos contra a oxidacdo e para evitar a aglomeracdo do po
durante 0 manuseio e processamento. Estas particulas englobam uma vasta gama de
aplicacOes na industria farmacéutica, eletrénica, alimenticia, de cosméticos e biomeédicos,
em gue as técnicas convencionais de revestimento de particulas geralmente envolvem
grandes gquantidades de solventes organicos (ESMAEILI; CHAOUKI et al., 2012), que
podem causar sérias preocupacdes ambientais. Além disso, depois do procedimento de
revestimento, o tratamento posterior, como a filtracdo, secagem, moagem, peneiracao,
leva a um aumento de custo total.

Disso surge o desafio para a eliminacdo de solventes organicos, atraves da

realizacdo de processos usando fluidos supercriticos, em emulsdes do tipo H.O/scCO, A
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agua € utilizada em pequenas quantidades para aumentar o poder de solvatacdo do COa,
quando utilizado na extracdo de compostos polares (HARADA et al., 2008; DE
OLIVEIRA, 2015). Assim, a encapsulacdo de particulas de forma limpa e eficaz é de
grande interesse. Fluidos supercriticos tém recentemente despertado grande interesse,
uma vez que, em comparacdo com solventes organicos, tornam o processo limpo,
evitando possiveis danos ao meio ambiente. Os métodos utilizados para producdo de
particulas utilizando a tecnologia supercritica sdo: Expansdo Rapida de Solucgdes
Supercriticas (RESS), o Gas Antissolvente (GAS), o Solvente-Antissolvente Supercritico
(SAS) e o Dispersao Assistida da Solugdo por Fluido Supercritico (SEDS) e a
Precipitacdo a partir de Solugdes Saturadas por Gases (PGSS) (BRAGA et al., 2015).
Recentemente, a utilizacdo dessses processos mostrou-se bem-sucedida para uma ampla
variedade de substdncias termossensiveis (6leos essenciais, fragrancias, compostos
farmacéuticos ativos e tintas) e matrizes (madeira, polimeros, algoddo e lentes de
contato). Os 6leos essenciais, por exemplo, podem sofrer degradacdo a altas temperaturas,
utilizadas no processo de secagem do solvente (acima de 80 °C), o que pode ser evitado
usando-se CO; supercritico (BAKRY et al., 2016).

Almeida e colaboradores (2013) demonstraram que foi possivel impregnar
microesferas de diferentes tipos de amido, com o 6leo essencial de orégano usando SSI
(impregnagéo por solvente supercritico) com scCO». As reacdes foram realizadas em
diferentes condicOes, como pressdo (80150 bar), temperatura (40-50 °C), tempo de
impregnacdo (3-24 h) e proporcdo de massa de Oleo essencial/amido (0,4-3). Os
resultados do estudo demonstraram que a impregnacdo supercritica € um processo
atraente para a impregnacdo de matrizes naturais, como granulos de amido, com dleos
essenciais de orégano. As condi¢cbes amenas de operacao evitam a degradacao do 6leo
essencial e a alta difusividade do scCO2 na matriz sélida de amido garante uma eficiente
impregnacao do Oleo essencial, com alta atividade antioxidante do produto, também
durante o armazenamento. Além disso, o processo é relativamente facil de escalonar, para
a producdo de ingredientes potencialmente benéficos para a saude, podendo ser utilizado
na inddstria de alimentos.

Baker e colaboradores (2005) utilizaram o método de emulséao assistida em CO>
para carregar progesterona em microparticulas de poliestireno com a superficie grafitada
com poli (N-vinilpirrolidona), a partir de suspensdo aquosa do latex emulsificada com
CO2com SAM 185, um surfactante polimerico. Chong e colaboradores (2009) utilizaram
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0 método de precipitacdo com fluido supercritico e obtiveram particulas esféricas ou
fibras ultilizando olefina ciclica de metaloceno com varios solventes. Dependendo da
concentracdo do polimero nos solventes e do diagrama de fases, onde a precipitacdo
ocorreu, sdo obtidos diferentes tamanhos de particulas. Assim como Gonzales-Padilha e
colaboradores (1975) ao usar esse mesmo método, fibras constituidas por microparticulas
de polimero coalescidas foram obtidas ao se utilizar o éacido poli-L-lactico,
polimetacrilato de metila e policaprolactona (DMC), obtendo fibras que apresentaram
superficie escamosa e area superficial extremamente alta.

O processo de producdo de sistemas farmacéuticos particulados ainda apresenta
muitos desafios para a ciéncia. No entanto, a literatura tem relatado o sucesso de alguns
processos de producdo de particulas nanometricas e micrométricas, usando o fluido
supercritico. O scCO; é o preferido pela industria farmacéutica, pois possui a capacidade
de melhorar a solubilidade de bioativos lipofilicos, o que pode favorecer a
comercializacdo dos farmacos. Alguns desses produtos ainda estdo em desenvolvimento
(SHEKUNOQV, et al., 2006; CHATTOPADHYAY, et al., 2006; SHEKUNQV, et al.,

2005). Outros produtos ja estdo disponiveis no mercado, como mostra a tabela 2.3.

Tabela 2. 3: Abordagens comercializadas para aumento da biodisponibilidade de bioativos pouco

sollveis em agua.

Categoria Progju@os Aplicacao Referéncia
comercializados
Ut||_|z_ado pela Merisko-Liversidge;
Rapamune® medicina como . o
. . Liversidge; Cooper, (2003)
Nanoparticula imunossupressor
Emend® Prevenga9 d? nauseas Liversidge; Cundy (1995)
e vOmitos
Particulas Elyzol® Antibiotico Johnsson et al. (2006)
compostas
(dispersé&o solida, . . Yasuji; Takeuchi;
solucdo solida) Carbatrol® Anticonvulsivante Kawashima, (2008)
~ Vend® Antifangico Zia; Rajewski; Stella, (2001)
Formulacdo
semelhante a
liquido Geodon® Trata_m ento gla Rajewski et al, (1995)
esquizofrenia

FONTE: adaptado, Johnsson et al. (2006)
Os fluidos supercriticos utilizados para aplicacdes farmacéuticas estdo descritos em

importantes artigos de revisdo (JUNG; PERRUT, 2001; PERRUT, 2000; YASUJI,
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TAKEUCHI; KAWASHIMA, 2008; BAKRY et al., 2016). Nesses artigos, observa-se
que a tecnologia supercritica pode ser usada para produzir particulas com diametros
dentro de uma faixa estreita de tamanhos, 0 que pode ser vantajoso para produtos
farmacéuticos. Além disso, ha duas vantagens adicionais da tecnologia do fluido
supercritico: requerer pouco ou nenhum solvente organico e usar temperaturas amenas.
Os fabricantes tém aproveitado a0 maximo estas e outras vantagens oferecidas pela

tecnologia supercritica, sobretudo com o emprego do COx.

2.6.1 Oleo de Copaiba

As arvores de copaiba, séo plantas pertencentes ao género Copaifera, sdo comuns a
América Latina e Africa Ocidental (Congo, Camar@es, Guiné e Angola), sendo tipicas no
Brasil, das regides Sudeste, Centro-Oeste e Amazonica (floresta amazonica, floresta
atlantica e cerrado). As copaibeiras sdo arvores que chegam a viver cerca de 400 anos e
chegam a possuir a altura de 25 a 40 metros e didmetro entre 0,4 e 4 metros, com folhagem
densa e constituida por flores pequenas e frutos secos (SANTANA et al., 2014; ARAUJO
JUNIOR et al., 2005). Da arvore de copaiba € extraido um Oleo-resina ou como
popularmente é conhecido o éleo de copaiba, que a depender da espécie a cor varia de
amarelo ouro a marrom, trata-se ainda de um liquido transparente e viscoso (Figura 2.8).
Esse 6leo natural apresenta uma certa variedade nos seus componentes de amplo emprego
medicinal. As bioatividades do 6leo de copaiba foram confirmadas pela presenca de
diterpenos (fracdo ndo volatil), flavondides e predominancia dos sesquiterpenos (fracdo
volatil), como o a-humuleno, a e B-selineno, B-bisaboleno e B-cariofileno. O B-bisaboleno
possui propriedades anti-inflamatéria e analgésica e o B-cariofileno é descrito na literatura
como anti-edémico, anti-inflamatdrio, bactericida e insetifugo (OLIVEIRA; LAMEIRA;
ZOGHBI, 2006).

Figura 2. 9: Oleo-resina ou Oleo de Copaiba
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Fonte: PASCOAL et al., (2017)

O o6leo de Copaiba (Copaifera ssp) tém sido bastante utilizado com diversas
funcdes, principalmente na medicina popular, indigena e na industria farmacéutica
(PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009), para a preparacao de medicamentos destinados a uso
oral e tépico (GOMES et al., 2007). Diversos estudos demonstram o interesse do uso do
6leo de copaiba com a finalidade de comprovar a sua acao antimicrobiana sobre bactérias
formadoras da placa dental (PIERI, 2007; VALDEVITE et al., 2007). PIERI (2007)
testou in vitro a atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba, sobre a bactéria
Streptococcus pyogenes, que sdo as principais causadora das inflamagdes de garganta,
onde obteve resultados positivos na inibi¢do do crescimento deste microrganismo.

Pascoal et al. (2017) relata a incorporacdo do Oleo de copaiba em curativos
comerciais baseados em biopolimeros (Spongostan® e Promogran®) usando o método
de impregnacao/deposi¢cdo com solvente supercritico (SSI/SSD) como um tratamento
alternativo topico para leishmaniose cutanea. Os métodos de SSI / SSD forneceu uma
faixa de 0,06 a 4,7 mg de 6leo de copaiba por mg dos biopolimeros, permitindo a
identificacdo de uma variedade de concentragdes de 6leo de copaiba que podem ser
realizadas por esse método para esses curativos comerciais. O processo de carregamento
do o6leo de copaiba em curativos comerciais usando scCO, mostrou-se uma alternativa
promissora para 0 uso desses curativos capazes de realizar liberacdo controlada no
tratamento de feridas provocados por leishmaniose cutanea.

Bonan et al. (2015) demonstrou que é possivel obter particulas de micro e

nanofibras de poli (&cido lactico) (PLA) e polivinilpirrolidona (PVP) carregadas com 6leo



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA 55

de Copaiba (Copaifera ssp), produzidas por sopro em solucdo (SBS). A adicdo de PVP
nas misturas de PLA/PVP aumentou o diametro das fibras e reduziu o angulo de contato
medido devido a natureza hidrofilica da PVP. A cromatografia em 6leo de copaiba
confirmou sua composi¢do complexa, tendo o B-cariofileno como principal constituinte.
Testes de liberacdo controlada in vitro mostraram que a fibra do PLA tem uma liberacédo
de 6leo muito baixa, enquanto o nanofibras PLA/PVP apresentou uma taxa de liberacao
dependente da proporcdo da mistura. Isso estd de acordo com estudos in vitro com
coldnias microbianas nas quais o tamanho da zona de inibicdo era proporcional a
guantidade de PVP contida nas misturas. Esses resultados demonstram o uso promissor
das fibras em sistemas de liberacdo controlada de agentes ativos, como o 6leo de copaiba,
e podem ser utilizados em futuras aplicacfes biomédicas.

Devido as suas propriedades medicinais e seu baixo custo, a utilizacdo do 6leo de
copaiba em matrizes poliméricas para aplicacfes farmacéuticas tem sido amplamente
relatada. Nesse sentido, a incorporacgédo do 6leo de copaiba em poliméricos para aplicacao
de uso oral e topico de vem se mostrando uma estratégia experimental promissora.

Os processos de polimerizacao envolvendo PMMA em meio supercritico, seguido
da incorporagdo de um bioativo, sdo pouco conhecidos e necessitam ser mais bem
estudados, uma vez que a presencga do scCO. pode afetar significativamente a cinética de
polimerizacdo. Uma condicdo importante para a formagdo de PMMA a alta pressdo em
presenca de scCO; é ter conhecimento do comportamento de fases do sistema, a fim de
escolher as condigdes de operacdo que assegurem um sistema homogéneo no inicio da
reacdo. Varios autores relatam a necessidade de estudar, antes do inicio do processo de
polimerizacdo, o comportamento de fases dos sistemas e a possivel interferéncia do uso

de surfactantes na polimerizagao.

2.7 Considerac0es

H& muitos estudos sobre as técnicas para a producao de nano e microparticulas
poliméricas a baixa pressdo, onde a discussdo sobre as condi¢Ges operacionais,
distribuicdo de tamanho das particulas e morfologia, sdo bastante discutidos. Contudo, na
literatura existe um namero menor de trabalhos, quando se trata sobre a producdo de
particulas polimericas em meio supercritico, onde as condi¢Ges operacionais influenciam
no tamanho, na distribuicdo de tamanho e morfologia. Tais caracteristicas levam a um

aumento na taxa de dissolugdo do bioativo no organismo e aumento da sua
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biodisponibilidade, possibilitando reduzir a dosagem e consequentemente os efeitos
colaterais, além de minimizar os custos. Por conta disso, vem se desenvolvendo um
grande interesse em novas tecnologias para a incorporacdo de diversoss bioativos assim
como o uso de fitoterapicos. Um processo que vem ganhando destaque € a incorporagéo
via polimerizagdo in situ em scCO.. Nos ultimos 30 anos, a utilizagdo de fluidos
supercriticos com o emprego do CO2 vem se mostrando uma alternativa adequada para a
producdo de materiais biofarmacéuticos, como vacinas, proteinas, peptideos e DNA, com
ampla aplicacéo na industria farmacéutica. Para isso, foi necessario realizar o estudo do
comportamento de fases com a obtencdo de dados de equilibrio para o sistema binario
scCO2 + MMA, para comparar com o sistema ternario scCO2; + MMA + PDMS-V. A
investigacao do sistema ternario foi motivacao adicional para este trabalho devido a falta
de estudos na literatura sobre a influéncia do surfactante PDMS-V na transicéo de fases
do sistema. O estudo do equilibrio de fases teve o intuito de investigar os efeitos das
condi¢des operacionais para a realizacdo da polimerizacGes em dispersdo do MMA em
scCO;

No presente levantamento bibliografico, constatou-se que ndo ha, até entdo,
nenhum estudo sobre a incorporagdo do 6leo de copaiba utilizando o PMMA via
polimerizagdo in situ em presenca de CO supercritico. Foram encontrados apenas
trabalhos envolvendo a incorporacdo de outros farmacos e 6leos usando o PMMA, assim
como a utilizacdo da tecnologia supercritica em outros sistemas, ou seja, ha perspectivas

promissoras para o desenvolvimento do sistema de incorporagéo aqui proposto.
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3.1 Introducéo

O objetivo deste capitulo é descrever os procedimentos de equilibrio de fases a
alta pressdo, a sintese de PMMA a alta pressdo e a incorporacdo do 6leo de copaiba via
polimerizacdo in situ a alta pressdo, além dos métodos de anélise e caracterizacdo das
particulas poliméricas, incluindo-se a avaliacdo da quantidade de éleo incorporado.

Na secdo 3.2 sdo relatados os materiais utilizados, o aparato experimental e a
metodologia empregada nos estudos de equilibrio de fases em presenca de didxido de
carbono (CO3) supercritico, sem iniciador. Na se¢do 3.3, sdo descritos 0s materiais
utilizados, o aparato experimental e a metodologia empregada na etapa de polimerizacao
do PMMA em dispersdo em scCO2, na presenca e auséncia do 6leo de copaiba. Na secédo
3.4 sdo descritas as analises realizadas com o proposito de caracterizar a morfologia,
determinar as massas molares médias, distribuicdo de massa molar, determinar a
quantidade de mondémero residual, a distribuicdo do tamanho das particulas, a
identificagdo dos grupos funcionais e estruturas quimicas das particulas obtidas. Na se¢éo
3.5 séo descritas as analises para determinacdo da eficiéncia de incorporacdo do 6leo de

copaiba no polimetacrila de metila.

3.2 Determinacdo do Equilibrio de Fases do Sistema MMA + PDMS-V + scCO2

3.2.1 Materiais

Sdo apresentados a seguir os materiais utilizados no preparo das solucdes
empregadas no estudo de equilibrio de fases. Os materiais foram utilizados como

recebidos, sem nenhuma etapa de purificacédo adicional.

Metacrilato de metila (MMA), fornecido pela Sigma-Aldrich (Brasil), com pureza
minima de 99%;

Dioxido de carbono (COy), fornecido pela White Martins (Brasil), com pureza de 99,99%;
Poli (dimetil siloxano) vinil terminal (PDMS-V) fornecido pela Sigma-Aldrich (Brasil),
com pureza> 99% e Mw = 25.000 g/mol.



CAPITULO 3 - MATERIAS E METODOS 59

3.2.2 Aparato Experimental

As medidas experimentais de equilibrio de fases a altas pressdes foram realizadas
em uma célula de equilibrio de aco inoxidavel com volume variadvel interno, localizado
no Laboratdrio de Termodinadmica e Tecnologia Supercritica - LATESC, dos Programas
de Pds-graduacdo em Engenharia de Alimentos e Engenharia Quimica da UFSC. O
aparato e procedimento experimentais, foram descritos em uma variedade de estudos e
amplamente validados por Lanza (2004), Bender (2014) e Rebelatto et al., (2015). A
célula esté equipada com duas janelas de safira (uma para entrada de luz e outra para
observagao visual), um transdutor de pressdo absoluta (Smar, modelo LD 301), um
programador portatil (Smar, modelo HT 201) para aquisi¢do de pressao e uma bomba de
seringa (ISCO, modelo 260D), como ilustrado no diagrama esquematico do aparato
experimental da Figura 3.1.

A celula de equilibrio também contém um pistdo modvel usado para ajustar a
pressdo final e evitar queda de pressao durante as execugdes experimentais. Este aparelho
pode ser operado com seguranca até 275 bar com incertezas de pressao de £ 0,1 bar,
fornecidas pelos sistemas indicadores. O CO: e fornecido a célula de equilibrio por uma
bomba de seringa, previamente resfriada a 7 °C em um banho termostatico. Neste
trabalho, o método adotado foi o estatico sintético, identificando visualmente as
transicdes de fase através da manipulacdo da pressdo utilizando uma bomba de seringa e

CO;, como fluido.

Figura 3.1: Diagrama esquematico do aparato experimental.
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Fonte: Lanza (2004).
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As siglas apresentadas na Figura 3.1 representam: C1: reservatdrio de solvente
(podendo este ser um cilindro de propano, butano, GLP ou COy); V1: véalvula de esfera (tem como
objetivo isolar o cilindro da bomba); BR1: banho de recirculacdo, utilizado para manter a camisa
da bomba a uma temperatura constante; BS: bomba de alta pressdo da marca ISCO, modelo
260D; CE: célula de equilibrio de volume variavel construida em aco inoxidavel, encamisada e
polida internamente; JS: janela de safira, encontrada na parte frontal da célula e no orificio de
entrada de luz; V2: Valvula de uma via, utilizada com a finalidade de evitar o retorno do solvente
para o cilindro; V3, V4 e V6: valvulas de esferas, sendo a valvula V3 de fundamental importancia
para o isolamento do sistema; V7: vélvula de alimentacdo do solvente na célula de equilibrio;
V8: vélvula de descarga ou alivio, utilizada em casos de emergéncia ou no momento da
despressurizacdo do sistema; BR2: banho com recirculagdo para aquecimento da célula; IT:
indicador de temperatura; TP: transdutor de pressdo diferencial; MP: monitor de pressao;
FE: fonte de alimentagéo de energia; AM: sistema de agitacdo; FL: fonte de luz; ST:
termopar (Lanza 2004; Rebelatto, 2018).

3.2.3 Procedimento Experimental

O experimento tem inicio com o carregamento da bomba seringa com o CO; usado
como solvente. Inicialmente deve ser feita a transferéncia do CO> do cilindro (C1) para a
camara interna da bomba (BS). Dentro da camara da bomba, é adicionada uma grande
quantidade de CO., utilizada para ajustar a composi¢do do sistema e como fluido
pressurizador. E importante ressaltar que a quantidade de CO; transferida deve ser a maior
possivel para ndo ser necessaria a repeti¢do do procedimento de carga na bomba.

A temperatura do banho de recirculacdo (BR1) é ajustada em 7 °C para que a
temperatura na cAmara da bomba permaneca constante e a pressdo na bomba seja mantida
em 150 bar. As valvulas V3 e V4 sdo abertas para que ocorra a pressurizacdo de toda a
linha. Apds a estabilizacdo do fluxo de CO2 no sistema, é iniciada a montagem da célula
de equilibrio. Primeiramente, é feito o ajuste do pistéo, de forma que possa deslizar no
interior da célula e vedar a passagem de fluido para a parte frontal e vice-versa. A barra
de agitacdo magnética é entdo adicionada e, posteriormente, é pesada a massa de
mondmero e inserida na célula. As roscas sdo fechadas e em seguida a célula é colocada
adequadamente na unidade experimental (sobre o agitador magnético) sem que as
tubulacGes do termopar e da alimentacdo sejam conectadas.

O método estatico sintético consiste na introducdo de uma mistura de composi¢édo

conhecida no interior da célula, mantida a uma temperatura constante, onde o contato
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entre as fases é dada pela homogeinizacdo do sistema pelo agitador magnético, até o
atingir o equilibrio (FONSECA; DOHRN; PEPER, 2011). Foram estudados dois
sistemas, um binario CO2 + MMA e um ternario CO2 + MMA + PDMS-V, que envolveu
0 mondmetro (MMA), o surfactante (PDMS-V) e CO». Para determinar a massa de cada
componente, foi realizado o seguinte procedimento: para a medicdo do monémero e
PDMS-V, foi utilizada uma balanca analitica (Shimadzu, Modelo AY220) com uma
precisdo de 0,0001 g epara o solvente (CO), a pressdo da bomba seringa € ajustada em
150 bar e a temperatura de 7 °C, sendo possivel determinar nessas condi¢es o valor da
densidade de CO- (a bomba controla o volume adicionado e ndo a massa). A quantidade
de dioxido de carbono transferida para a célula é contabilizada pelo deslocamento de
volume na bomba seringa. Conhecendo-se o volume, pressao e temperatura do solvente
(COy) transferido, a densidade pode ser determinada e € possivel calcular a massa de CO2,
deslocando-se 0 volume da bomba de seringa. A densidade do CO», em condigdes fixas
de temperatura e pressao, foi obtida através de NIST Chemistry Webbook (NIST, 2020).
Ap0s a etapa de montagem da célula, é passado um pouco de CO; a baixa pressdo para
retirar da célula o ar residual, em seguida é adicionado a célula 0 MMA (para o sistema
binério) e a mistura de MMA e PDMS-V (para o sistema ternario) sdo transferidos para
o interior da célula, utilizando uma seringa, através do orificio onde é conectado o
termopar. Ap6s o fechamento da célula, o volume de CO; que é transferido pela bomba
seringa para a célula é calculado pelo décrescimo do volume interno da bomba pela
abertura da V7, mantendo a temperatura e pressdo constantes do sistema até a pressao
desejada, pois com base na sua densidade € possivel calcular a massa de solvente que foi
adicionada. Para isso, foi avaliado o fluxo da bomba (+ 0,01 mL/min) por no minimo 30
minutos. Apos o sistema se encontrar em equilibrio, a valvula V7 foi aberta lentamente,
abastecendo a célula com a entrada de CO., até o valor pré-estabelecido da composicao
global (calculos no apéndice 2) desejada ser atingindo no volume da cadmara da bomba.
Enquanto se realizou a carga do CO», nenhuma presséo foi aplicada no fundo do pistéo,
para que a célula obtivesse o0 volume maximo no inicio do experimento. Apds
pressurizacdo, a mistura na célula foi agitada continuamente com um agitador magnético
e uma barra de agitacdo revestida com Teflon. A mistura é aquecida por meio do banho
com recirculacdo para aquecimento da célula (BR2) até a temperatura desejada e a pressao
foi aumentada até um sistema monofasico ser observado visualmente. A temperatura no
interior da célula foi entdo medida atraves do termopar (ST) e monitorada pelo indicador
de temperatura (IT). O termopar e indicador foram calibrados de modo que a temperatura
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do sistema sempre fosse baseada no indicador (IT). Os dados de equilibrio da fase
experimental foram extrapolados com base dos dados existentes na literatura, na faixa de
temperatura de 50 a 80 °C, sendo a primeira temperatura avaliada de 50 °C e as demais
temperaturas 60, 70 e 80 °C na sequéncia e pressdes de até 251,8 bar. O sistema
permaneceu em repouso por cerca de 30 minutos até atingir o equilibrio térmico. O ajuste
fino da pressao foi feito usando um pistédo, até que uma formacdo incipiente de uma nova
fase fosse visualmente observada, indicando o ponto de transicdo da pressdo. A transicdo
de fase foi realizada movendo-se o pistéo.

Para o sistema binario CO2 + MMA, a fracdo molar investigada variou de 0,6949
a 0,9499, conforme a literatura. A transicdo entre as fases liquida e fase vapor foi
investigada no ponto de bolha, quando a primeira bolha aparece no topo da célula, e no
ponto de orvalho, quando uma fina néva e/ou goticula de liquido surge dentro da célula.
Para o sistema ternario (CO2 + MMA + PDMS-V) foi tratado como um sistema binario
(CO2 + MMA), ou seja, em base livre de PDMS-V, na razdo de massa PDMS-V para
MMA de 1:10, a fragdo molar total de CO variou de 0,6833 a 0,9444 na base livre de
PDMS-V (célculos no apéndice 2), com razdo de massa PDMS-V/MMA constante de
1:10. No sistema ternario CO2 + MMA + PDMS-V, o equilibrio liquido-vapor (ELV) foi
investigado no ponto de bolha, enquanto a transicdo de fase liquido-liquido (ELL) e a
transicdo de fase liquido-liquido-vapor (ELLV) foram investigadas alterando a presséo,
a uma temperatura constante. Quando o equilibrio liquido-liquido (ELL) apareceu, o
ponto de transicao foi identificado a partir do surgimento de uma nova fase que se estendia
pelo topo da célula, seguida pela turvacdo completa do sistema. A despressurizacdo foi
seguida pelo aparecimento de uma terceira fase (vapor) no topo da célula, caracterizando
0 equilibrio liquido-liquido-vapor (ELLV).

De acordo com o método sintético, nenhuma amostra foi retirada das fases. A
incerteza nas medicdes de pressdo foi de aproximadamente £ 1 bar e a temperatura da
mistura no interior da célula foi de + 0,98 °C. Estima-se que as incertezas associadas as

composicdes globais das misturas sejam inferiores a 0,5% em massa.
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3.3 Polimerizacéo em Dispersdao do MMA na Presenca de ScCO:

3.3.1 Materiais

Sdo apresentados a seguir os materiais utilizados no processo de polimerizagéo
em dispersao, do metacrilato de metila (MMA) em scCO,, na presenca e auséncia do 6leo
de copaiba. Os reagentes utilizados nesta etapa do trabalho foram utilizados como

recebido, sem nenhuma etapa de purificagéo.

1. Metacrilato de Metila (MMA), fornecido pela Sigma-Aldrich com pureza minima
de 99%;

2. Diodxido de carbono (COy), fornecido pela White Martins, com pureza de 99,99%;

3. Polidimetilsiloxano Vinil Terminal (PDMS-V), fornecido pela Sigma-Aldrich
com pureza minima de 99%;

4. Peroxido de Benzoila (BPO), fornecido pela Dindmica Quimica Contemporanea,
com pureza minima de 95%;

5. O oleo de copaiba (extraido mecanicamente da copaiba, sem o uso de solventes)
foi doado pelo Laboratério de Pesquisa em Assuntos Médicos (LAPEMM) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA).

3.3.2 Aparato Experimental

As corridas experimentais da polimerizagdo por disperséo do MMA em scCO2
foram realizadas em um reator de alta pressdao (RAP) de aco inox encamisado do modelo
R250 W, Reactor Assay, fabricado pela Thar Technologies Inc/WATERS (Pittsburgh,
EUA). Possui um volume interno de 250 cm? e uma janela de safira que permite a
vizualizagdo da mistura reacional. A temperatura de reagdo € medida por um termopar
localizado no interior do reactor e possui um agitador com hastes acoplado ao reator
(aproximadamente 900 rpm) possuindo um dispositivo de aquecimento para ajuste das
condigdes de temperatura e controle de agitacdo. O reator pode ser operado até a pressao
méxima de 400 bar e temperatura maxima de 150 °C (+ 0,1 bar e £ 0,1 °C,
respectivamente).O CO> que alimenta o reator é previamente resfriado em um banho
termostatico, até alcancar a temperatura de aproximadamente 5°C é bombeado na

condicdo de liquido subresfriado, usando-se uma bomba seringa da marca Teledyne-
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ISCO (modelo 260D, Lincoln EUA).. A Figura 3.2 mostra o esquema do conjunto de
equipamentos utilizados, instalados no Laboratério de Nanotecnologia Supercritica
(LNS, localizado na Escola Politécnica-UFBA).

Figura 3. 2: Esquema do conjunto dos equipamentos utilizados para a polimerizacdo em meio
supercritico.
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Vs =Valvula de pressurizacdo do CO:z para reator de alta pressao
Ve =Valvula de despressurizacdo do reator de alta pressao

CO:

Fonte: da Autora (2020)

Como suporte, foram utilizados dois equipamentos auxiliares: uma bomba seringa
fabricada pela TELEDYNE ISCO, Série D, modelo 260D, para pressurizar o reator com
0 COg, capaz de quantificar a quantidade de CO2 bombeada; e um banho termostatico
com circulacao (QUIMIS), utilizado para o subresfriamento do CO; até 5 °C, antes de ser

bombeado.

3.3.3 Procedimento Experimental

As reacOes de polimerizacdo por dispersdao do MMA em meio supercritico foram
conduzidas em um reator de aco inox a alta pressdo (RAP), da marca Thar/WATERS,
cujo interior pode ser observado através de janelas de safira. O mddulo de compressao
consiste em um cilindro de CO2, banho termostatico e bomba seringa. A temperatura de

reacdo € medida com um termopar localizado no interior do reator. A dispersdo € mantida
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por um modulo de agitagdo magnética, que possui uma haste com pas acopladas, com a
velocidade da reacéo fixada.

As polimerizagdes em dispersédo de MMA em scCO, foram realizadas na presenca
e auséncia do 6leo de copaiba. Nos experimentos realizados sem a presenga do 6leo de
copaiba, foi utilizada uma bomba de vacuo para retirada de ar remanescente do reator,
que poderia interferir na reacdo. Em seguida, os reagentes (mondmero, iniciador e
surfactante) foram pesados, misturados e introduzidos no reator previamente aquecido a
35 °C. Na presenca de 6leo de copaiba, os reagentes (monémero, iniciador e surfactante)
e 6leo de copaiba foram pesados, misturados e introduzidos no reator de alta pressdo de
maneira semelhante. Ambas as execugdes experimentais (com e sem 6leo de copaiba)
foram realizadas a 35 °C.

Depois de hermeticamente fechado, o reator € alimentado com CO> de maneira
gradual até atingir uma pressdo de aproximadamente 65 bar. Em seguida, o reator é
aquecido simultaneamente e quantidades de CO; sdo adicionadas lentamente, até que as
condigdes da reacdo sejam atingidas. A alimentacdo de CO; € interrompida quando o
sistema estabiliza nas condigdes pretendidas (160-180 bar e 80 C°, pco2 = 470 g/L). Na
sequéncia, a polimerizacdo é realizada por 4 h (o tempo foi ajustado depois da realizacéo
de estudos prévios). Com o fim da polimerizacdo, o reator € resfriado e completamente
despressurizado para as condi¢des ambientais, e o produto (material sélido) é recuperado.
Apos isso, o material polimérico solido é lavado com n-hexano para remogéo do residuo
do agente estabilizador (PDMS-V), filtrado a vacuo e seco a temperatura ambiente. As
condicgdes experimentais foram obtidas a partir de um prévio estudo do diagrama de fases
do sistema.

Os experimentos realizados investigaram o efeito da variagdo da concentracdo do
estabilizante (PDMS-V) em relagdo ao mondémero (MMA) e o efeito da variagdo da
concentracdo do mondmero (MMA) na incorporacdo in situ do 6leo de copaiba. As
condi¢des experimentais foram estabelecidas conforme trabalhos da literatura e estdo
resumidas na Tabela 3.1 (OLIVEIRA et al., 2016; MCALLISTER et al., 2016). Todas as

corridas experimentais foram realizadas em triplicata.
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Tabela 3.1: CondicBes experimentais para a polimerizacdo em dispersdo do MMA em scCO,

Monémero (MMA)= 10% m/m, 12,5% m/m e 15% m/m, em relacéo a
massa total do sistema

pMMA= 940 g/L (80 °C)
Iniciador (BPO)= 2% m/m, em relacdo a massa do mondémero

Surfactante (PDMS-V)=1,7%, 5,4% m/m, 7% m/m, 10% m/m e 12%
m/m, em relacdo a massa do monémero

Formulacéo

Oleo de Copaiba= 3% m/m, 5% m/m e 7% m/m, em relacio & massa do
mondmero

3.4 Caracterizacao das Particulas Poliméricas de PMMA

3.4.1 Materiais

Sdo apresentados a seguir os materiais utilizados no preparo das solucGes
empregadas para as analises listadas abaixo. Os reagentes utilizados nesta etapa do
trabalho foram utilizados como recebido, sem nenhuma etapa de purificagéo.

1. Tetra-hidrofurano (THF), fornecido pela Sigma-Aldrich (Alemanha) com pureza
minima de 99,99%, e utilizado na analise de cromatografia de permeacao em gel
(GPC/SEC);

2. Acetona, fornecida pela Sigma-Aldrich (Alemanha) com pureza minima de
99,99%, e utilizada na analise de cromatografia gasosa (GC).

3. Lauril sulfato de sodio (LSS), fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza

minima de 90%, e utilizado na analise de espalhamento dindmico de luz (DLS).

3.4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi usada para identificar
a morfologia das particulas de PMMA puras e PMMA contendo o Oleo de Copaiba. O
aparelho utilizado foi da marca Tescan equipado com um catodo de tungsténio aquecido
(série VEGA3, Libusina, CZE). As amostras foram inicialmente colocadas em fita dupla
face de carbono e depois revestidas com uma camada de Au sob argdnio por 300s, a uma

taxa de decomposicdo de 5 nm/min, em um dispositivo de pulverizacdo (QUORUM
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modelo Q150R ES, East Sussex, Reino Unido). As analises foram realizadas no modo de

campo amplo com uma tensédo de aceleracdo de 5,0 kV.

3.4.3 Cromatografia de Permeacgdo em Gel (GPC/SEC)

As analises de GPC foram realizadas a 35 °C, com solucdes preparadas com 0,15
mg de amostras de polimero seco e 3 mL de THF, a uma vazédo de 0,5 mL/min e uma
pressao de 17,2 bar. As solucdes de polimero foram filtradas com membranas de Teflon
com tamanho de poro de 0,45 um. Os volumes de injecdo foram iguais a 300 puL. As
analises GPC foram realizadas em um cromatdgrafo Viscotek, modelo VE2001 (Séo
Paulo, Brasil), equipado com 4 colunas Phenomenex com poros de 500, 103, 105 e 106
A e um detector refratométrico Viscotek, modelo VE3580, para determinar as massas
molares. A calibracdo foi realizada com padrfes de poliestireno com massas molares
médias variando de 500 a 1,0 x 106 Da.

3.4.4 Cromatografia Gasosa (GC)

A presenga do mondmero residual foi determinada com um cromatografo a gas
(GC), modelo 6890N, fornecido pela Agilent (Santa Clara, EUA). As amostras foram
solubilizadas em acetona. O conteudo residual de MMA foi determinado com uma curva
de calibracdo preparada com solugbes de concentracdes conhecidas. Uma vez
solubilizadas, as amostras foram secas em estufa de circulacdo forcada de ar (De Leo) a
60 °C.

3.4.5 Espalhamento Dinédmico de Luz (DLS)

As analises de espalhamento dinamico de luz (DLS) foram realizadas com um
analisador de tamanho de particula CILAS 1190L (Madison, EUA), equipado com trés
fontes de laser e um laser colimado operando na faixa de 0,04 a 2500,00 um. A avaliagcdo
dos tamanhos e formas das particulas foi realizada com software proprietario fornecido
pelo fabricante do equipamento DLS. As amostras foram analisadas em dispersdes
aquosas liquidas preparadas com aproximadamente 1% m/m de surfactante lauril sulfato
de sodio (SLS).
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3.4.6 Espectroscopia de Infravermelho por Transformadas de Fourier (FTIR)

As anélises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas com um analisador Shimadzu, modelo IR Prestige-21 (Kyoto,
Jap&o), na faixa de comprimento de onda de 4000 a 400 cm™, a fim de identificar a
composicao quimica das cadeias poliméricas e avaliar a incorporacdo no 6leo de copaiba
nas particulas de PMMA. Além disso, as amostras de PMMA foram preparadas com
brometo de potassio (KBr) e avaliadas no modo de operagdo de transmissdo. Os espectros

de FTIR foram registrados como médias de 32 varreduras com uma resolugéo de 4 cm™.

3.4.7 Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN HY)

A espectroscopia de RMN ¢é uma técnica analitica que se baseia na absorcao e
reemissdo de radiacdo eletromagnética em uma frequéncia especifica, na presenca de um
forte campo magnético. Varios nucleos podem ser estudados pelas técnica de RMN, mas
0s mais comuns disponiveis s&o os de carbono e hidrogénio. E possivel obter informagoes
sobre 0 nimero de 4&tomos magneticamente distintos do isotopo estudado, bem como a
composicdo de um material e o tipo de ligacdo quimica que uma determinada espécie
quimica esta realizando. Por exemplo, quando se estudam os nucleos de hidrogénio
(protons), é possivel determinar o ambiente quimico, a quantidade dos diferentes tipos de
prétons ndo equivalentes, assim como obter informagdes sobre a estrutura e estado de
reacdo (DIEGUEZ et al., 2018).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de préton (RMN H?Y) foram
registrados em um Varian Gemini 500 MHz (1H: 500MHz e 13C: 125MHz) e um Bruker
DRX400 UltraShield (H*: 400MHz e C*3: 100MHz). Todas as amostras foram dissolvidas

em cloroférmio deuterado (CDClIs).

3.4.8 Eficiéncia de Incorporacao

A quantidade de 6leo na superficie das particulas de PMMA carregadas com 6leo
de copaiba, foram avaliadas através do método descrito em BAE; LEE, 2008 e PASQUEL
REATEGUI et al., 2017. Para realizar os testes de extracdo, foram adicionados 20 mL de
etanol (Neon, P.A.) em 0,1 g das particulas de PMMA carregadas com 6leo de copaiba.

Para extrair o O0leo da superficie das particulas de PMMA, a mistura foi agitada
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manualmente por 2 min a temperatura ambiente. Depois, a mistura vazou em um
microfiltro (1,4 um). O po retido foi subsequentemente lavado com 20 mL de etanol (trés
ciclos). Essa metodologia foi implementada porque as particulas de PMMA sdo
insolGveis em etanol e, portanto, o 6leo incorporado permanece protegido dentro das
particulas, permitindo que apenas o 6leo externo seja arrastado pelo solvente. O solvente
foi removido por evaporacao e o 6leo nédo incorporado (6leo de superficie) foi calculado

de acordo com a Eq. 3.1, os testes foram realizados em triplicata.

(Oleototal - Oleosuperfl’cie)

: x 100
Oleogyperficie (ToTAL)

EI (%) =

onde EI ¢ a eficiéncia de incorporagdo, 0leotwtal € @ massa total de 6leo usada para

preparar a emulsdo (g) e dleosuperficie € @ Massa de 0leo extraido das particulas (Q).
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4.1 INTRODUCAO

Este capitulo apresenta uma compilacéo dos resultados experimentais sob a forma
de dois artigos publicados. O primeiro foi publicano no “Journal of Supercritical Fluids”
e o segundo “Industrial & Engineering Chemistry Research” na ordem em que foram
realizados.

O primeiro artigo tratou sobre estudo das transi¢oes de fase de alta presséo para o
sistema binario dioxido de carbono (CO.) + metacrilato de metila (MMA\) e para o sistema
ternario CO. + MMA + poli (dimetilsiloxano) terminado em vinil (PDMS-V). Afim de
determinar determinar as condi¢Oes de temperatura, pressao e composi¢do capazes de
assegurar a existéncia de um sistema homogéneo antes do inicio da reacdo de
polimerizacdo. Alguns dados de equilibrio de fases a alta pressao do sistema CO, + MMA
estdo disponiveis na literatura, porém ndo cobrem toda a faixa de temperatura e pressdo
desejada no presente trabalho e ndo abordam a possivel interferéncia do surfactante na
reacdo (ZWOLAK et al., 2005; MCHUGH e LORA 1999). Desse modo, as condi¢bes
temperatura, pressdo e composi¢cdo para 0 inicio da reacdo foram previamente
determinadas por meio de um estudo de comportamento de fases do sistema binario
scCO2 + MMA e do sistema ternario scCO2 + MMA + PDMS-V.

O segundo artigo estudou o processo de polimerizacdo por dispersdo in situ de
metacrilato de metila (MMA) na presenca de scCO, utilizando o BPO, como iniciador e
0 PDMS-V como surfactante, na presenca e auséncia do dleo de copaiba (Copaifera ssp).
O trabalho teve como objetivo avaliar como a variagao da concentracdo do mondmero e
surfactante afetam o processo de polimerizacdo. A incorporacéo do 6leo de copaiba foi
uma motivacdo adicional, afim, de analisar qual a inteféncia do bioativo no meio
reacional, usado como uma molécula modelo complexa, no processo de polimerizacdo

em dispersdao em scCO, e também analisar, se 0 processo de incorporagdo in situ € efetivo.
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4.2 — EQUILIBRIO DE FASE A ALTA PRESSAO DE SISTEMAS CONTENDO
DIOXIDO DE CARBONO, METACRILATO DE METILA E
POLI(DIMETILSILOXANO)

O contetdo dessa segdo corresponde na integra ao conteudo do seguinte artigo: SANTOS,
T.M.M.; REBELATTO, E.A.; CHAVES, B.B.; LANZA, M.; OLIVEIRA, J.V;
CABRAL-ALBUQUERQUE, E.C.M.; VIEIRA DE MELO, S.A.B. High pressure phase
equilibrium data for carbono dioxide, methyl methacrylate and poly (dimethylsiloxane)
systems. Journal of Supercritical Fluids, v. 143, p. 346-352, 2019.
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HIGH-PRESSURE PHASE EQUILIBRIUM DATA FOR CARBON DIOXIDE,
METHYL METHACRYLATE AND POLY (DIMETHYLSILOXANE) SYSTEMS

Abstract

This paper investigates high-pressure phase transitions for the binary system carbon
dioxide (CO2) + methyl methacrylate (MMA) and for the ternary system CO; + MMA +
poly (dimethylsiloxane) vinyl terminated (PDMS-V). The experiments were carried out
using the static-synthetic method in a stainless steel equilibrium cell with a variable-
volume, including piston and sapphire window, at temperatures of 323.15, 333.15, 343.15
and 353.15 K and the molar fraction ranging from 0.6949 to 0.9499 and 0.6833 to 0.9444
for the binary and ternary systems, respectively. For the binary system, phase transition
was determined from the liquid region to the two-phase region. High miscibility of carbon
dioxide in MMA was observed with a significant volumetric expansion of the liquid
phase. The surfactant PDMS-V was added to this binary system in order to investigate
its effect on the phase behavior. For the ternary system CO2 + MMA + PDMS-V, phase
transitions were observed from the liquid homogeneous phase until the two-phase region.
The results indicate that the addition of PDMS-V led to a small increase in the phase
transition pressure, and for the liquid-liquid region a large increase in the phase transition

pressure of the system occurred at all temperatures.

Keywords: High pressure, phase transition, supercritical CO2, methyl methacrylate, poly

(dimethylsiloxane) vinyl terminated.

4.2.1 Introduction

Poly (methyl methacrylate) (PMMA) nanoparticles have been used as vehicles for
drug delivery applications due to their simple manipulation, however, the simultaneous
preparation of PMMA and encapsulation of the drug remains a challenge. A promising
process is encapsulation via in situ polymerization in a supercritical fluid medium. The
presence of supercritical carbon dioxide in the reaction medium can affect the kinetics of
the polymerization enabling the production of PMMA nanoparticles with no residual
solvent and a narrower particle size distribution [1].

The use of carbon dioxide in the supercritical state is a promising alternative for

polymerization and copolymerization processes [2-4] due to its low environmental impact
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when compared to organic solvents traditionally used, non-flammability, non-toxic and
low cost. Furthermore, it has a low critical temperature, close to room temperature, which
prevents the degradation of thermo labile molecules [5-6].

Synthesis and processing using supercritical carbon dioxide (scCO3) has been the
focus of several studies [7-12] over recent decades. scCO- has been widely used in the
preparation of biomedical devices due to its high biocompatibility and many industrial
applications, such as in pharmaceuticals, cosmetics, polymers, catalysts, dental materials,
prosthesis, among others [13-18].

Although supercritical carbon dioxide is considered an interesting alternative for
polymerization processes, scale up and process design require a knowledge of both the
reaction kinetics and phase behaviour of the system scCO2 + monomer + surfactant at
operating conditions [3, 19, 20]. Carbon dioxide is usually highly soluble in many organic
solvents under conditions of high pressure and moderate temperatures [21]. Additionally,
the dissolution of CO- in typical organic solvents is also accompanied by a significant
volumetric expansion of the liquid phase. This phenomenon affects the design of the high-
pressure polymerization reactor where it should be possible to observe the interface
between the phases and provide enough room to mix the reactants.

CO:- is a non-polar molecule, has a low dielectric constant and does not strongly
participate in van der Waals interactions. Therefore, CO; is a weak solvent for many
highly polar materials and high molecular weight, such as polymers [22, 23]. In order to
overcome these CO: limitations, it is necessary to use polymeric surfactants, which are
amphiphilic molecules, i.e. they contain a ‘COz—philic’ and a ‘COz-phobic’ part.
Fluorocarbons and siloxanes surfactants are interesting because they provide a better
stability when compared to hydrocarbons, being more effective in the stabilization of free
radical polymerizations of different monomers [24, 25]. Some works have reported that
fluorocarbon, poly (1,I-dihydroperfluorooctyl acrylate) [poly (FOA)], siloxane, and
poly(dimethylsiloxane) (PDMS) based homopolymers, macromonomers, and
copolymers are employed successfully as surfactant in free radical dispersion
polymerization of methyl methacrylate (MMA), styrene, and other soluble monomers in
CO2 [26-29].

Moreover, amphiphiles form reversible hydrogen bonding interactions with the
growing chains due to their high solubility in scCO. at the end of the reaction [11].

According to DeSimone and Keiper (2001), the solvent density has an impact on the
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micellization of amphiphilic copolymers in CO», because the critical micellar
concentration increases when the CO> density rises [23].

Some authors have studied the phase behavior of systems containing CO> and
MMA at high pressure for a wide range of temperatures [2-4, 30]. However, depending
on the sample preparation and measurement method, the results of these experiments can
differ considerably [3-4, 30-31]. Correlation of CO2 + MMA phase equilibrium data is
not satisfactory and for this reason, extrapolation to other temperatures is not
recommended. Furthermore, these authors do not report the effect of adding a surfactant
to the system, which is needed for polymerization and can change the properties of the
medium reaction. In the present work, new vapour-liquid equilibrium data of the binary
system scCO. + MMA were measured at the same temperatures reported in the literature.
This is because MMA polymerization is typically performed with the addition of
surfactant and at temperatures in the 323.15-353.15 K range. The study of the data for the
binary system (CO, + MMA) was necessary to compare with the ternary system (CO2 +
MMA + PDMS-V). The investigation of the ternary system scCO, + MMA + PDMS-V
was the motivation for this work due to the lack of studies in the literature about the
influence of the surfactant PDMS-V on the phase transition of the system. The phase
behavior of this ternary system was determined under the same conditions of pressure and

temperature as used in the binary system.

4.2.2 Experimental

4.2.2.1 Materials

Methyl methacrylate (MMA) (purity > 99 %) was purchased from Sigma-Aldrich
(Brazil), vinyl terminated poly (dimethylsiloxane) (PDMS) (purity > 99 %, Mw= 25,000
g/mol) was purchased from Sigma-Aldrich (Brazil) and carbon dioxide (99.99 %) was

obtained from White Martins (Brazil). All the chemicals were used as received.
4.2.2.2 Phase equilibrium apparatus and procedure
The experimental runs were carried out in high-pressure phase transition

circulation-type apparatus consisting of a stainless steel equilibrium cell with an internal

variable-volume. The experimental apparatus and procedure has been described in a
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variety of studies [32-37] and been extensively validated [38, 39]. The cell is equipped
with two sapphire windows (one for light input and one for visual observation), an
absolute pressure transducer (Smar, model LD 301), a portable programmer (Smar, model
HT 201) for pressure acquisition, and a syringe pump (ISCO, model 260D), as illustrated
in Figure 4.1. The equilibrium cell also contains a movable piston used to fine tune the
final pressure and to avoid pressure drop during the experimental runs. This apparatus
can be safely operated up to 27.5 MPa with pressure uncertainties of £ 0.01 MPa,
provided by the indicator systems. CO: is supplied to the equilibrium cell by a syringe
pump, previously cooled to 280.15 K in a thermostatic bath. In this work, the method
adopted was the static synthetic, visually identifying the phase transitions through the
manipulation of the pressure using a syringe pump and CO: as the fluid. Notwithstanding,

no samples were withdrawn in this experiment.

Figure 4. 1: High-pressure phase equilibria apparatus.
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FRONT WINDOW

In the synthetic static method, it essential to know the overall composition of the
system. The system was basically composed of monometer, PDMS-V and CO.. In order
to determine the mass of each component, the following procedure was undertaken. For
the measurement of monomer and PDMS-V an analytical balance (Shimadzu, Model
AY220) with an accuracy of 0.0001 g was used. For the solvent (CO2), however, the mass
was determined through the volume of solvent transferred, that was simply determined

by the value on the syringe pump. By knowing the volume, pressure and temperature of
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the solvent (CO») transferred, the density was determined and it was possible to calculate
the mass of CO> by displacement the volume of the syringe pump.

The ternary system (CO, + MMA + PDMS-V) was treated as a binary system
(CO2 + MMA), that is, in poly (dimethylsiloxane) vinyl terminated free-basis, at PDMS-
V to MMA mass ratio of 1:10. For the binary system (CO2 + MMA), the molar fraction
investigated was varied from 0.6949 to 0.9499; and for the ternary system CO; (1) +
MMA (2) + PDMS-V (3) the overall mole fraction of CO>, was varied from 0.6833 to
0.9444 in free base of PDMS-V with mass ratio PDMS-V/MMA constant of 1:10. After
the cell closure, an amount of CO> was pumped in using a syringe until the desired
pressure. After pressurization, the mixture in the cell was continuously stirred with a
magnetic stirrer and a Teflon-coated stirring bar. The mixture in the cell was heated to
the desired temperature and the pressure was increased until a one-phase system was
visually observed. The system rested for about 30 min until it reached thermal
equilibrium. Fine tuning of pressure was done by using a piston, until an incipient
formation of a new phase was visually observed, indicating the pressure transition point.
The phase transition was performed by moving the piston.

The experimental phase equilibrium data was obtained in the temperature range
of 323.15 t0 353.15 K and pressures up to 25.18 MPa. For the binary system CO, + MMA,
the vapour-liquid equilibrium phase transition was investigated at bubble point (VLE-BP
transition), and the dew point (VLE-DP transition) was determined; and for the ternary
system CO, + MMA + PDMS-V, vapor-liquid equilibrium (VLE) with bubble point
transition (BP), liquid-liquid and liquid-liquid-vapour equilibrium phase transition were
investigated by changing pressure at a constant temperature. When the liquid-liquid
equilibrium (LLE) appeared, the transition point was identified from the appearance of a
new phase which stretched across the top of the cell, followed by the complete system
clouding. Depressurization was followed by the appearance of a third vapor phase at the
top of the cell, characterizing the vapor-liquid-liquid equilibrium (VLLE).

According to the synthetic method no samples were withdrawn from the phases.
The uncertainty in pressure measurements was approximately + 0.10 MPa and
temperature of the mixture inside the cell was £ 0.98 K. The uncertainties associated with
the global compositions of the mixtures were estimated to be lower than 0.5% on a mass

basis.
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4.2.3 Results and Discussion

4.2.3.1 Binary system CO2 + MMA

Experimental phase transition data for the system CO, + MMA were measured at
four different temperatures, 323.15, 333.15, 343.15 and 353.15 K, and the system
pressure ranged from 6.09 to 12.35 MPa, as shown in Table 4.1 and illustrated in Figure
4.2. Each piece of isothermal data was obtained in triplicate in the same sample.

Table 4.1 describes the results of the phase transition in terms of pressure and the
phase transition type: Vapour-liquid transitions such as bubble point (BP) and dew point
(DP). Experimental error was represented by the standard deviation. Data from the
vapour-liquid equilibrium phase transition show that for carbon dioxide mole fractions of
up to 0.8997, the VLE-BP transition was observed and it was characterized by the
formation of bubbles at the top of the cell during the depressurization of the system. For
carbon dioxide mole fractions investigated above 0.9250, the VLE-DP was observed,
which is characterized by the appearance of a fine mist and/or liquid droplets at the top

of the equilibrium cell.

Figure 4. 2: Pressure-composition diagram for the binary system CO2 (1) + MMA (2).
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Table 4.1: Phase equilibrium results for the binary system CO, (1) + MMA (2). VLE-BP denotes
vapour-liquid-equilibrium, type bubble point, VLE-DP denotes vapour-liquid-equilibrium, type
dew point, T, system temperature, P, system pressure, ¢ is the standard deviation of the of
triplicate measurements of phase transition pressure values in an individual experiment, i.e.,

divided by sqgrt (n-1), and x1, denotes the molar fraction of CO5.

T/K P/MPa o/MPa Transition T/IK P/MPa o/MPa Transition
type type
X1= 0.6949 x1= 0.8997
323.15 6.09 0.02 VLE-BP 323.15 8.47 0.03 VLE-BP
333.15 7.19 0.03 VLE-BP 333.15 10.00 0.04 VLE-BP
343.15 8.22 0.02 VLE-BP 343.15 11.35 0.03 VLE-BP
353.15 9.30 0.02 VLE-BP 353.15 12.35 0.05 VLE-BP
x1= 07624 x1=0.9250
323.15 6.87 0.01 VLE-BP 323.15 8.89 0.06 VLE-BP
333.15 7.96 0.01 VLE-BP 333.15 10.27 0.05 VLE-BP
343.15 9.25 0.02 VLE-BP 343.15 11.35 0.03 VLE-DP
353.15 10.45 0.02 VLE-BP 353.15 12.40 0.02 VLE-DP
x1=0.8211 x1=0.9499
323.15 7.60 0.02 VLE-BP 323.15 9.29 0.06 VLE-BP
333.15 8.86 0.01 VLE-BP 333.15 10.22 0.05 VLE-DP
343.15 10.32 0.01 VLE-BP 343.15 11.23 0.03 VLE-DP
353.15 11.31 0.02 VLE-BP 353.15 11.90 0.02 VLE-DP
x1=0.8618

323.15 8.05 0.01 VLE-BP
333.15 943 0.01 VLE-BP
343.15 10.90 0.03 VLE-BP

353.15 12.05 0.04 VLE-BP
@Variable expanded uncertainties with 95% of level of confidence T: £ 0.98 K; P: £ 0.10 MPa.

The P-x diagram for the system CO, + MMA, in Figure 4.2, shows the
experimental points through the pressure diagram versus the molar composition in the
range of studied temperatures (323.15 to 353.15 K). For this binary system, a high
miscibility of carbon dioxide in MMA was achieved with a significant volumetric
expansion of liquid phase of approximately 200 %, which is in agreement with the
literature [3]. According to Lora and McHugh (1999), CO> has a high solubility in MMA,
probably due to the formation of a complex between the weak link of the carboxyl group
in the MMA and the oxygen and carbon in CO». Vapour-liquid phase transition (bubble
point pressure) seems to exhibit a linear relationship between temperature and pressure.
The dispersion polymerization of MMA in scCOz is influenced by the high miscibility of
MMA which is soluble in CO> at a pressure and temperature of 12.40 MPa and 353.15 K.
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However, PMMA is insoluble in CO; at pressures and temperatures greater than 2,500
bar and 528.15 K. Moreover, MMA is miscible in CO, densities above 0.460 g/cm? [40].
Therefore, in order to assure a homogeneous phase at the onset of the high-pressure
polymerization of MMA in a supercritical CO2 medium the experimental runs should to
be carried out at pressures and temperatures above 10.22, 11.23 and 11.90 MPa, and
333.15, 343.15 and 353.15 K, respectively.

Uzun et al. (2005) presented phase equilibrium data of the binary system CO; +
MMA at temperatures of 323.15, 333.15, 343.15, and 353.15 K (the same as in this work)
and pressures in the range of 6 to 13 MPa. They also make a comparison between the
works of Lora and McHugh (1999), which used the synthetic method to study the
equilibrium phase data of the binary system CO2 + MMA, at temperatures of 313.15,
353.15and 378.65 K and pressures in the range of 1 to 13.6 MPa, and the works of Zwolak
et al. (2005), which used the static method at temperatures of 308.15, 313.15, 323.15,
333.15 K and pressures in the range of 1 to 8 MPa to investigate the vapour-liquid
equilibrium for CO. + MMA. For higher temperatures, the values of the phase transition
pressure found in the Uzun et al. (2005) works are higher than those obtained by Lora and
McHugh (1999) and Zwolak et al. (2005). The presence of these significant discrepancies
between the data sets occurs because the liquid and vapour phase sampling for the CO, +
MMA system at high pressures was not reported in these studies. Therefore, only the data
for this system reported in Uzun et al. (2005) were considered for comparison with the
present work, as shown in Figure 4.3.
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Figure 4. 3: Comparison between experimental data obtained for the binary system CO; (1) +
MMA (2) in this work with the literature [23] for the same system, at the temperature of 323.15,
333.15, 343.15 and 353.15 K.
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4.2.3.2 Ternary system CO2 + MMA + PDMS-V

Experimental phase transition data for the system CO2 + MMA + PDMS-V were
investigated by changing pressure at the four constant temperatures measured, 323.15,
333.15, 343.15 and 353.15 K, which are the same isotherms as the binary system. Table
2-3 describes the values for each experimental point measured in triplicate of the phase
transition in terms of pressure, and also describes the phase transition type of phase
equilibrium: vapour-liquid equilibrium (VLE) with bubble point transition (BP), liquid-
liquid and liquid-liquid-vapour equilibrium phase transition. Table 4.2 shows the
experimental phase transition data measured for the system carbon dioxide (1) + methyl
methacrylate (2) + PDMS-V (3), in + PDMS-V free-basis, at the PDMS-V to methyl
methacrylate mass ratio of 1:10. Table 4.3 describes the mass fractions related to the data

presented in Table 4.2,
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Table 4.2: Phase equilibrium results for the ternary system CO; (1) + MMA (2) + PDMS-V (3)?,
in PDMS-V free-basis, at PDMS-V to MMA mass ratio of 1:10. VLE-BP denotes vapour-liquid-
equilibrium, type bubble point or dew point (DP). LLE denotes liquid-liquid-equilibrium; VLLE
denotes vapour-liquid-liquid equilibrium, T, system temperature, P, system pressure, ¢ is the
standard deviation of the of triplicate measurements of phase transition pressure values in a
individual experiment (i.e., divided by sqrt (n-1)) and x;’, denotes the molar fraction of COz0n
an PDMS-V free-basis and x,” denotes molar fraction of MMA + PDMS-V free-basis®.

TIK P/MPa  ¢/MPa Transition TIK P/MPa  o/MPa Transition

type type
w1’ =0.8993 (w2’ =0.1007)

x1" = 0.6833 (X2’ = 0.3177)

323.15 6.29 0.02 VLE-BP 32315 9.02 0.02 VLE-BP
333.15 7.15 0.02 VLE-BP 333.15 11.80 0.04 LLE
343.15 8.20 0.01 VLE-BP 333.15 10.12 0.05 VLLE
353.15 9.21 0.03 VLE-BP 343.15 15.00 0.07 LLE
X1” =0.7470 (x2” = 0.2530) 343.15 11.32 0.06 VLLE
323.15 6.91 0.02 VLE-BP 353.15 17.43 0.05 LLE
333.15 7.94 0.01 VLE-BP 353.15 12.39 0.07 VLLE
343.15 9.12 0.01 VLE-BP X1” =0.9243 (x.” = 0.0757)
353.15 10.33 0.02 VLE-BP 323.15 12.06 0.03 LLE
X1” =0.7924 (x2” = 0.2076) 32315 953 0.05 VLLE
323.15 7.42 0.02 VLE-BP 333.15 15.00 0.07 LLE
333.15 8.62 0.01 VLE-BP 333.15 10.32 0.08 VLLE
343.15 10.00 0.02 VLE-BP 343.15 18.07 0.08 LLE
353.15 11.34 0.04 VLE-BP 343.15 1140 0.07 VLLE
X1” =0.8243 (x> = 0.1757) 353.15 21.05 0.09 LLE
323.15 7.80 0.01 VLE-BP 353.15 12.18 0.09 VLLE
333.15 9.10 0.01 VLE-BP X1” = 0.9444 (x2> = 0.0556)
343.15 10.55 0.02 VLE-BP 32315 1571 0.04 LLE
353.15 11.85 0.02 VLE-BP 32315 9.72 0.06 VLLE
X1’ =0.8591 (x2’ = 0.1409) 333.15 18.88 0.05 LLE
323.15 8.15 0.01 VLE-BP 333.15 10.25 0.05 VLLE
333.15 9.47 0.02 VLE-BP 343.15 21.95 0.06 LLE
343.15 11.11 0.03 VLE-BP 343.15 11.39 0.06 VLLE
353.15 13.20 0.05 LLE 353.15 25.18 0.05 LLE
353.15 11.80 0.06 VLLE 353.15 12.29 0.08 VLLE
X1” =0.8800 (x2’ = 0.1200)
323.15 8.54 0.01 VLE-BP
333.15 10.00 0.02 VLE-BP
343.15 12.65 0.04 LLE
343.15 11.00 0.06 VLLE
353.15 15.23 0.07 LLE
353.15 12.21 0.06 VLLE

2 Variable expanded uncertainties with 95% of level of confidence T: £ 0.98 K; P: = 0.10MPa;
PDMS-V to MMA mass ratio: = 0.0311.
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Table 4.3: Absolute values of composition for the ternary system CO; (1) + MMA (2) + PDMS-

V (3). Mass fractions related to the data presented in Table 4.22.

W1 W2 W3
0.4868 0.4619 0.0513
0.5647 0.3918 0.0435
0.6266 0.3361 0.0373
0.6734 0.2939 0.0327
0.7282 0.2446 0.0272
0.7633 0.2130 0.0237
0.7970 0.1827 0.0203
0.8430 0.1413 0.0157
0.8819 0.1063 0.0118

@Variable expanded uncertainties with 95% of level of confidence, wi w2 and ws: £ 0.0010

wi = absolute mass fraction for the CO..
w, = absolute mass fraction for the MMA.
ws= absolute mass fraction for the PDMS-V.

For the isotherms at 323.15, 333.15, 343.15 and 353.15 K as shown in figures 4.4-
4.7, phase transitions of the VLE-BP type were observed until the carbon dioxide molar

fractions of 0.8993, 0.8800, 0.8591 and 0.8243, respectively, which are in agreement with

the CO2 + MMA binary system previously studied. The transition of the LLE type phases

was observed for the isotherms T = 323.15 K and 333.15 K, as shown in Figures 4 and 5,

in carbon dioxide molar fractions above 0.9243 and 0.8993, respectively. While for the
isotherms at 343.15 K and 353.15 K, as shown in Figures 6 and 7, LLE and VLLE phase
transition were observed in carbon dioxide molar fractions above 0.8800 and 0.8591. The
LLE and VLLE phase transitions were observed only in the CO; + MMA + PDMS-V
ternary system which differed from the data studied in the binary system for these

isotherms.
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Figure 4. 4: Comparison between experimental data obtained for the binary system CO; (1) +
MMA (2), with the ternary system CO- (1) + MMA (2) + PDMS-V (3), Poly (dimethylsiloxane)
vinyl terminated free-basis, at PDMS-V to MMA mass ratio of 1:10, at the temperature of 323.15
K.
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Figure 4. 5: Comparison between experimental data obtained for the binary system CO; (1) +
MMA (2), with the ternary system CO- (1) + MMA (2) + PDMS-V (3), Poly (dimethylsiloxane)
vinyl terminated free-basis, at PDMS-V to MMA mass ratio of 1:10, at the temperature of 333.15
K.
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Figure 4. 6: Comparison between experimental data obtained for the binary system CO; (1) +
MMA (2), with the ternary system CO- (1) + MMA (2) + PDMS-V (3), Poly (dimethylsiloxane)
vinyl terminated free-basis, at PDMS-V to MMA mass ratio of 1:10, at the temperature of 343.15
K.
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Figure 4. 7: Comparison between experimental data obtained for the binary system CO; (1) +
MMA (2), with the ternary system CO- (1) + MMA (2) + PDMS-V (3), Poly (dimethylsiloxane)
vinyl terminated free-basis, at PDMS-V to MMA mass ratio of 1:10, at the temperature of 353.15
K.
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The surfactant PDMS-V was added to the binary system because it is used in the
polymerization process to develop stable growing chains continuously and uniform
particles, with no agglomeration, making the polymerization of the MMA more stable.
The effect of addition of PDMS-V on the phase behaviour of the system CO, + MMA
was measured in terms of changes in the phase transition pressure of the system for each
temperature. The results indicate that the addition of PDMS-V led to a small increase in
the phase transition pressure and for the liquid-liquid region a large increase in the phase
transition pressure of the system occurred at all temperatures. Phase separation is
characterised by a solvent-rich phase (rich in carbon dioxide and monomer and poor in
surfactant), which leads to an increase in pressure mixture critical points when PDMS-V
is added, as expected. Indicating that MMA is a good solvent for PDMS-V. However, it
was observed that in large molar fractions of CO; the solubility of PDMS-V was
decreased due to the strong interaction between CO, and MMA. Therefore, it does not
have MMA available in the reaction medium to solubilize the PDMS-V that decreases its

solubility.
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4.2.4 Conclusions

High pressure phase transition is crucial for the polymerization of MMA in a
supercritical fluid medium because the best choice of operating conditions can identify
the adequate medium for homogeneous polymerization of MMA. This work reported new
phase transition data for the systems CO, + MMA and CO; + MMA + PDMS-V at 323.15,
333.15, 343.15 and 353.15 K and pressures in the range of 6.09 to 25.18 MPa. The
addition of PDMS-V demonstrated a significant effect on the phase transition of the CO;
+ MMA system for larger carbon dioxide molar fractions (0.9243 and 0.9444) and for all
the isotherms, observed phase transitions of type VLE, LEE and VLLE. The significant
effect of the addition of PDMS-V on the phase transition of the CO2 + MMA system is
useful for defining operating conditions for the polymerization process of MMA and these
new phase transition data for the binary system CO, + MMA are complementary to those

available in the literature.
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4.3 - POLIMERIZACAO POR DISPERSAO DE METACRILATO DE METILA
EM CO: SUPERCRITICO: UMA AVALIACAO PRELIMINAR DA
INCORPORACAO IN SITU DO OLEO DE COPAIBA

O contetdo dessa segdo corresponde na integra ao conteudo do seguinte artigo: SANTOS,
T. M. M.; CHAVES, B. B.; CERQUEIRA, J. S.; CANARIO, M. M.; BRESOLIN, D.;
PINTO, J. C.; MACHADO, R. A. F.; CABRAL-ALBUQUERQUE, E.C.M ; VIEIRA DE
MELO, S. A. B. Dispersion polymerization of methyl methacrylate in supercritical CO»:
A preliminar evaluation of in-situ incorporation of copaiba oil. Industrial &
Engineering Chemistry Research, v. 59, p. 9398-9407, 2020.
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DISPERSION POLYMERIZATION OF METHYL METHACRYLATE IN
SUPERCRITICAL CO2: A PRELIMINARY EVALUATION OF IN SITU
INCORPORATION OF COPAIBA OIL

Abstract

In situ dispersion polymerization of methyl methacrylate (MMA) in the presence of
supercritical CO: is investigated as an alternative technique to load copaiba (Copaifera
ssp.) oil in poly(methyl methacrylate) (PMMA) particles. The dispersing agent was vinyl-
terminated poly (dimethyl siloxane) and the initiator was benzoyl peroxide. All reactions
were carried out at 80 °C for 4 h under pressures ranging from 16 to 18 MPa. PMMA
microparticles were characterized by gel permeation chromatography, scanning electron
microscopy, gas chromatography, dynamic light scattering, Fourier Transform Infrared
Spectroscopy and Proton Nuclear Magnetic Resonance. The obtained results indicate that
spherical PMMA particles containing up to 5% w/w copaiba oil can be prepared in the
reaction conditions applied in this work. Copaiba oil consists of sesquiterpenes,
diterpenes, and flavonoids, which are responsible for its anti-inflammatory, antibacterial
and anticancer properties, mainly due to the presence of trans-p-caryophyllene. A
preliminary evaluation shows that in situ incorporation of copaiba oil into PMMA
particles through dispersion polymerization of methyl methacrylate in supercritical CO-
is promising and maybe of great interest in the pharmaceutical industry.

Keywords: Supercritical carbon dioxide, dispersion polymerization, methyl

methacrylate, poly(methyl methacrylate), copaiba oil.

4.3.1 Introduction

Polymer particles have attracted significant attention from researchers because of
their many therapeutic uses and excellent stability in biological fluids and in storage®?.
They are usually prepared in heterogeneous aqueous media at low pressures, normally
requiring an additional drying step*’. From an industrial point of view, it is essential to
reduce the number of steps in commercial production processes in order to make the
process cleaner and more profitable. For this reason, attempts have been made to
successfully produce polymer particles using high pressures, particularly in supercritical
CO; (scCO) media®. Supercritical fluid technology can also be used to produce particles
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with narrower size distributions and there is very little solvent residue, which makes the
final drying step often unnecessary® 1°.

Supercritical carbon dioxide has been frequently used as a solvent in different
polymerization processes because of its lower environmental impact (when compared to
other common organic solvents)®. It is non-flammable and has non-toxic characteristics
and a lower cost. Furthermore, it exhibits moderate critical conditions (Tc=304.15 K and
Pc=7.38 MPa)! 12, Dispersion polymerization constitutes important industrial processes
and is one of the methods that has been studied for the synthesis of polymers in scCO,**
14, However, the dispersion polymerization of vinyl monomers in supercritical CO- faces
some technical issues that must be addressed prior to commercial scale production. For
instance, the proposed operation must ensure the onset of homogeneous polymerization
conditions at the beginning of the reaction trajectory, as the monomer, initiator,
surfactant, drug (when drug encapsulation is pursued) and CO2 should initially form a
single-phase mixture. Afterwards, as the polymerization advances, the polymer material
should become insoluble in the reaction medium and should precipitate as a solid powder
(that should also contain the drug to be encapsulated)*2. For this reason, both the reaction
components and the operation conditions must be carefully selected. Some works have
reported the use of fluorocarbon, i.e poly (1,l-dihydroperfluorooctyl acrylate)
[poly(FOA)], and siloxane i.e, poly(dimethylsiloxane), PDMS based homopolymers,
macromonomers, and copolymers, which are employed successfully as polymeric
surfactants in free-radical dispersion polymerization of methyl methacrylate (MMA),
styrene, and other soluble monomers in scCO2'*Y.

Polymer particles, such as PMMA, have been widely used as vehicles for drug
encapsulation and the manufacture of pharmaceuticals, including the encapsulation of
anti-inflammatory drugs®® *°, antimicrobial®® and vaccines?, and also applied as bone
cement? and fillers for cosmetic surgery?>. PMMA particles can be administered by
different routes, such as oral, topical and parenteral. The particle size affects directly the
application of the system. Particles with diameters ranging 1 - 5 pum have the best
pulmonary performance, while particles with diameters varying from 20 to 100 um are
desirable for oral applications. Particles with an average size of approximately 0.1 pm are
indicated for skin (transdermal) and scaffold application?3. For example, nanoparticles
below 20 nm have the power to pass through blood vessels and circulate through the body.
The microspheres, from 1 to 80 um, have been applied as a facial filler to increase soft
tissue in aesthetic treatments?? 2> 24, The encapsulation of herbal medicines has also
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awakened increasing interest in the academic and industrial fields, for example, the use
of copaiba oil for medicinal purposes®>?’,

The industrial use of copaiba oil is very promising because of its anti-
inflammatory, antibacterial, anticancer and skincare properties®®2°. The copaiba
(Copaiferassp.) tree is found in America, mainly in Brazil (Amazon forest, Atlantic forest
and Cerrado) and in some countries of Africa (Congo, Cameroon, Guinea and Angola).
Its resin-oil is composed of a mixture of sesquiterpenes (volatile fraction) and diterpenes
(non-volatile fraction), in which trans-p-caryophyllene and o-copaene are the main
constituents of the copaiba resin-oil volatile fraction. It is interesting to observe that many
of these compounds have been already used for the preparation of medicines intended for
oral and topical use®®, For this reason, researchers have attempted to incorporate
copaiba oil into polymer matrices, mostly to improve the therapeutic efficacy of copaiba
oil in oral applications3+3°,

Several studies have shown that copaiba oil is widely used as an active ingredient
to treat a variety of diseases, and it is sufficiently versatile to be incorporated with
different types of polymers. A recent application was reported by de Almeida Borges et
al., where poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) was successfully used for the
nanoencapsulation of copaiba oil and the nanoparticle system was used to treat
endometriosis, which is a common disease characterized by the presence of the
endometrial tissue outside the uterine cavity. The nanoparticles provided high
encapsulation efficiencies of copaiba oil and showed an expressive reduction in the
viability of endometrial cells, indicating high therapeutic potential in the treatment of
endometriosis®. According to Xavier-Junior et al., another type of polymer that can be
used to encapsulate copaiba oil is poly (isobutylcyanoacrylate), which is a biodegradable
polymer with the capacity to generate nanocapsules resistant to the gastric medium.
Copaiba oil was efficiently encapsulated in the poly (isobutylcyanoacrylate)
nanocapsules, which showed that it is suitable to serve as a carrier system for lipophilic
anticancer drugs by oral administration®,

PDMS-based surfactants present relatively high solubility in non-polar solvents,
which makes them suitable stabilizers for scCO- dispersion polymerizations. In this case,
an important process parameter is the surfactant to monomer ratio (SMR), which affects
the polymer particle size and morphology**: 37-°.

The appropriate selection of the initiator is very important in dispersion

polymerization as the reaction can occur simultaneously in the scCO> solution and inside
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the precipitated polymer particles, significantly affecting the molecular weight
distribution of the polymer*®*2, Usually, two free-radical initiators have been used more
frequently to perform scCO; dispersion polymerization of MMA: 2,2’-azobis(2-
methylpropionitrile) (AIBN) and benzoyl peroxide (BPO). The use of AIBN can provide
good monomer conversions and narrow particle size distributions in the presence of
PDMS-based surfactants*®-#?, although the use of BPO has been encouraged because it
can be easily found, is cheaper and does not require additional purification steps at the
polymerization site (while AIBN must be normally recrystallized prior to use).

Based on this, in the present work the dispersion polymerization of MMA in
scCO, was investigated using BPO as the initiator and vinyl-terminated
poly(dimethylsiloxane) (PDMS-V) as the surfactant. Experimental conditions were based
on previous investigations reported by Oliveira et al., who studied the effect of the
surfactant’s concentration on scCO2 MMA dispersion polymerizations using AIBN as the
initiator. The authors were able to produce polymer particles with average diameters
ranging from 11.6 to 72.3 um*2. To the best of our knowledge this is the first work that
reports the use of BPO as the initiator and PDMS-V as the surfactant for MMA dispersion
polymerizations performed in scCO,!" 4% 4346 Despite the inherent differences between
AIBN and BPO (AIBN decomposes faster than BPO), the kinetics of the free radical
initiation reaction in scCO, with both initiators are expected to be similar3/42 4647,

The effects of operation conditions on the reaction kinetics and phase behavior of
scCOz+monomer+surfactant systems are important for dispersion polymerizations
performed in supercritical media and these were previously characterized to ensure the
adequacy of the proposed experimental trials*®. However, in the present work copaiba oil
was added to the reacting mixture in order to investigate the in situ loading of the essential
oil into PMMA microparticles through scCO. dispersion polymerizations of MMA.
Furthermore, the effects of the surfactant concentration (PDMS-V, Figure 4.8) on the
properties of the obtained polymer particles were investigated in the presence of BPO and
copaiba oil. In order to ensure the existence of a single phase at the beginning of the
polymerization, the pressure range of 16 - 18 MPa at 353.15 K was selected, in
accordance with previous high-pressure phase equilibrium studies of the binary system
CO2-MMA and of the ternary system CO2-MMA-PDMS*8-53,
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Figure 4. 8: Schematic representation of the chemical PDMS-V structure.
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4.3.2 Materials and Methods
4.3.2.1 Materials

The monomer, methyl methacrylate (MMA) (minimum purity of 99.5%), and
vinylterminated poly (dimethyl siloxane) (PDMS-V) (minimum purity of 99%), used as
the surfactant, were purchased from Sigma-Aldrich (Brazil). Benzoyl peroxide (BPO)
(minimum purity of 95%), used as the free-radical initiator, was purchased from
Contemporary Chemical Dynamics (Brazil). Carbon dioxide (minimum purity of
99.99%) was purchased from White Martins (Brazil). Copaiba oil (mechanically
extracted from the copaiba tree, without the use of solvents) was donated by the
Laboratory of Medical Matters Research (LAPEMM) of the Federal University of Bahia
(UFBA)?. Tetrahydrofuran (THF) (minimum purity of 99.99%) and acetone (minimum
purity of 99.99%) were purchased from Sigma-Aldrich (Germany). All the chemicals

were used as received.
4.3.2.2 Dispersion Polymerization reactions

Experimental runs for dispersion polymerization of MMA in scCO2 were
performed in a high-pressure jacketed stainless-steel reactor (Waters, Pittsburgh, USA),
with an internal volume of 250 mL. The reactor was equipped with a sapphire window
that allowed the visual observation of the reaction medium. The reaction temperature was
measured with a thermocouple located inside the reactor. The mixture was stirred using
a magnetic stirrer coupled to the reactor (approximately 900 rpm). This apparatus can be safely
operated up to 40 MPa and 423.15 K (£0.01 MPa and +0.1 K, respectively). CO2 was
supplied to the reactor by a Teledyne-ISCO syringe pump (model 260D, Lincoln, USA),
previously cooled to 278.15 K in a thermostatic bath. Figure 4.9 illustrates the high-
pressure dispersion polymerization unit composed of a high-pressure reactor, a syringe

pump and a thermostatic bath.
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Figure 4. 9: High-pressure dispersion polymerization bench scale unit: 1) high-pressure jacketed

stainless-steel reactor, 2) syringe pump and 3) thermostatic bath.
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Dispersion polymerizations of MMA in scCO2 were performed in the presence
and absence of copaiba oil. In a typical experimental run without copaiba oil, the
monomer, initiator, and surfactant were fed to the high-pressure reactor previously
evacuated using the same feed line. In the presence of copaiba oil, the reagents (monomer,
initiator and surfactant) and copaiba oil were introduced into the high-pressure reactor in
a similar way. Both experimental runs (with and without copaiba oil) were carried out at
308.15 K. After closing the reactor, the system was gradually pressurized by CO. until
reaching a pressure of approximately 6.5 MPa. Then the reactor was heated and,
additional amounts of CO> were slowly added to keep the system at the desired
temperature and pressure (16-18 MPa and 353.15 K, pCO = 470 g/L). After sealing the
reactor, the polymerization was carried out for 4 h. After polymerization, the reactor was
cooled and completely depressurized to ambient conditions, and the product (solid
material) was recovered. Additionally, this solid polymeric material was washed with n-
hexane for removal of the stabilizing agent (PDMS, vinyl terminated) residue, vacuum-
filtered, and dried at ambient temperature. All the experiments were performed in

triplicate.
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4.3.3 Characterization

4.3.3.1 Scanning Electron Microscopy (SEM)

The morphology of the obtained PMMA particles was investigated through
scanning electron microscopy (SEM), using a Tescan microscope equipped with a heated
tungsten cathode (VEGA3 series, LibuSina, CZE). Samples were initially placed on
carbon double-sided tape and then coated with a Au layer under argon for 300 s at a
decomposition rate of 5Snm/min in a sputtering device (QUORUM model Q150R ES, East
Sussex, UK). Analyses were performed in the wide field mode with an acceleration
voltage of 5.0 kV.

4.3.3.2 Gel Permeation Chromatography (GPC)

GPC analyses were performed at 308.15K with solutions prepared with 0.15 mg
of dried polymer samples and 3mL of THF, at a flow rate of 0.5 mL/min and a pressure
of 17.24bar. Polymer solutions were filtered with Teflon membranes with a pore size of
0.45 pm. The injection volumes were equal to 300 uL. GPC analyses were carried out on
a Viscotek chromatograph, model VE2001 (S&o Paulo, Brazil), equipped with 4
Phenomenex columns with pores of 500, 103, 10° and 10° A and a Viscotek refractometric
detector, model VE3580, to determine the molar masses. Calibration was performed with

polystyrene standards with average molar masses ranging from 500 to 1.0 x 10° Da.

4.3.3.3 Gas Chromatography (GC)

The presence of the residual monomer was determined with a gas chromatograph
(GC), model 6890N, supplied by Agilent (Santa Clara, USA). Samples were solubilized
in acetone. The residual MMA content was determined with a calibration curve prepared
with solutions of known concentrations. Once solubilized, samples were dried in a forced

air circulation-drying oven (De Leo) at 333.15K.
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4.3.3.4 Dynamic Light Scattering (DLS)

Dynamic light scattering (DLS) analyses were performed with a CILAS 1190L
(Madison, USA) particle size analyzer, equipped with three laser sources and a collimated
laser operating in the range of 0.04 to 2500.00pum. Evaluation of particle sizes and shapes
was performed with proprietary software provided by the manufacturer of the DLS
equipment. Samples were analyzed in liquid aqueous dispersions prepared with

approximately 1% w/w surfactant sodium lauryl sulfate (SLS).

4.3.3.5 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analyses were performed with a
Shimadzu FTIR, model IR Prestige-21 (Kyoto, Japan), in the wavelength range of 4000
to 400cm™, in order to identify the chemical composition of the polymer chains and
evaluate the incorporation in the copaiba oil in the PMMA particles. In addition, PMMA
samples were prepared with potassium bromide (KBr) and evaluated in transmission
operation mode. FTIR spectra were recorded as averages of 32 scans with a resolution of

4cm,

4.3.3.6 Proton Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR)

Proton nuclear magnetic resonance spectra (*H NMR) were recorded on a Varian
Gemini 500 MHz (*H: 500MHz and **C: 125MHz) and a Bruker DRX400 UltraShield
(*H: 400MHz and 3C: 100MHz). All samples were dissolved in deuterated chloroform
(CDCls).

4.3.4 Encapsulation Efficiency

The amount of oil at the particle surface was assessed though the method
described elsewhere® *°. To perform the extraction tests, 20 mL of ethanol (Neon, P.A.)
were added to 0.1g of PMMA particles loaded with copaiba oil. To extract the oil from
the PMMA particles surface, the mixture was manually stirred for 2 min at room
temperature. Afterward, the mixture was leaked in a microfilter (1.4 um). The retained

powder was subsequently washed with 20mL of ethanol (three cycles). This methodology
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was implemented because the PMMA particles are ethanol insoluble, and therefore, the
encapsulated oil remains protected within the particles, allowing just the external oil to
be dragged by the solvent. The solvent was removed by evaporation and non-encapsulated

oil (surface oil) was calculated according to eq. 1.

EE (%) = (""it;z:ia‘lo”suf ace) ;100 (1)

where EE is the encapsulation efficiency, oil: is the oil total mass used to prepare the

emulsion (g) and Oils is the mass of oil extracted from the particles (g).
4.3.5 Results and Discussion

The experimental conditions are summarized in Table 4.4. All mixtures were
homogeneous when the reactions were initiated. As time evolved, the reaction media
became heterogeneous due to precipitation of the white solid polymer powder. Figure
4.10 provides the schematic representation of the dispersion polymerization performed in

the supercritical medium. All the reactions were performed in triplicate.

Table 4. 4: Variable levels of the performed scCO, MMA dispersion polymerization.
Monomer (MMA)= 10% w/w, 12.5% w/w and 15% w/w, ratio to the

total system mass;

pMMA= 940 g/1 (80 °C)

Formulation Initiator (BPO)= 2% wi/w, ratio to the monomer mass

Stabilizer (PDMS vinyl)= 5.4% wi/w, 7% w/w and 10% w/w, ratio to

the monomer mass

Copaiba Oil= 5% w/w, ratio to the monomer mass
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Figure 4. 10: Schematic representation of the scCO; dispersion polymerization mechanism.
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4.3.5.1 The Effect of PDMS-V Concentration

Initially, the concentrations of the monomer and initiator were kept constant and
equal to 10% wi/w in relation to the total mass and 2% w/w in relation to the monomer.
Then, the effect of the SMR (5.4, 7 and 10% w/w) on the average particle diameter was
investigated. Samples containing the 5.4% w/w surfactant (Figure S1) were not analyzed
because they presented low conversion (about 40%), unable to obtain the powder sample
as in the other samples with surfactant concentrations (7 and 10% w/w). The SEM
micrographs obtained showed that polymer particles exhibited the characteristic spherical
shape and have a heterogeneous population, as shown in Figure 4.11. The results on
particle size distribution were obtained by DLS of PMMA particles with 7 and 10% w/w
PDMS-V. Average diameters ranged from 34.0 to 40.1 um, when the 7% w/w surfactant
(Figure S2) was used, and from 28.6 to 34.1um, when the 10% w/w surfactant (Figure
S3) was used, clearly indicating the negative effect of the SMR on the average particle
sizes, as expected. In most cases, the residual MMA contents of the obtained polymer

particles were lower than 3%, indicating the very high conversion levels achieved*? 5,
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The presence of impurities, residual monomer, initiator, and water in PMMA can strongly
affect the biomedical applications as they are harmful to health. However, an alternative
to remove the residual monomer (MMA) is flushing PMMA with scCO2, which leads to
the polymer swelling and facilitates the elimination of toxic contaminants®® 57, Average

sizes and residual monomer contents of obtained PPMA particles are shown in Table S1.

Figure 4. 11: SEM micrographs of PMMA particles produced with MMA=10% w/w, ratio to the
total system mass, BPO= 2% w/w, ratio to the monomer mass and PDMS-V= 7% w/w (a, b, c)

and PDMS-V=10% w/w (d, e, f), ratio to the monomer mass.
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Table 4.5 shows the molar masses of the polymers obtained. High average molar
masses were observed in both analyzed SMR conditions, although some of the (B) values
indicate the production of broad molar mass distributions, the particle size distributions
presented polydispersity’s P ranging from 1.47 to 3.69. Furthermore, the variability of
the average molar masses was high in both cases. Wang and Cheung* reported that
unavoidable fluctuations in temperature and pressure during scCO2 MMA
dispersion polymerizations can significantly affect the growth of the polymer chains
and the precipitation of the polymer powder, which can explain the molecular mass
heterogeneity For instance, according to Han et al®®, the growing PMMA chains are
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more soluble under high pressure because positive fluctuations in the reactor pressure can
cause a delay in the precipitation of the polymer and modify the molar mass distributions.
Similar results have been reported in other supercritical dispersion polymerization
studies*> °8 %9, Nevertheless, in all cases the average molar masses were sufficiently high
to provide mechanically and chemically stable polymer materials, suitable for use as
vehicles for the encapsulation of drugs, encouraging the in situ encapsulation of copaiba

oil.

Table 4. 5: Average molar masses of obtained PMMA particles.

Reactions % Stabilizer ~ Mn x 10%(g/gmol)  Mw x 102 (g/gmol) B (Mw/Mn)
1 7 90.4 334.1 3.7
2 7 61.7 1145 1.8
3 7 89.5 220.1 2.5
4 10 59.6 112.3 1.9
5 10 21.4 182.1 8.6
6 10 34.9 51.5 1.5

The proton nuclear magnetic resonance (*H NMR) analysis of PMMA samples, as
shown in Table S2, was performed to check the presence of the residual monomer
(MMA), as well as side reactions and the formation of a copolymer between PMMA and
PDMS-V, and the efficiency of the MMA dispersion polymerization process in scCOx.
The 'H NMR spectrum presents five different chemical displacement peaks
corresponding to non equivalent hydrogen atoms and this can also be seen in Table S2.
The peaks related to the displacement of vinyl protons (B1 and B2), the peaks referring
to methylene hydrogens (B) and the two different peaks related to methylene hydrogens,
are in different chemical environments. Due to the different positions of the methylene
and methylene hydrogens, it is possible to state that the polymer has different
configurations. The minor peaks, however, may occur due to the presence of a small
fraction of residual monomer in the polymer particles obtained.

PDMS-V is expected to behave as a surfactant in the reaction between the
monomer, initiator, and scCO- to obtain PMMA particles. Undesirable side reactions may
occur between the surfactant and the free radical growing chains, although they are not
desired. The results obtained by *H NMR analysis, as shown in Figure 4.12, demonstrate
that PMMA particles were the majority compound obtained at the end of the dispersion

polymerization in scCO,, and it is not possible to verify peaks that reveal the
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incorporation of the surfactant in the polymer chain®-%2, Although the results obtained by
'H NMR analysis are not the ideal technique, it was not possible to verify the occurrence
of secondary reactions and the formation of a copolymer between MMA and PDMS-V.
The effect of PDMS-V as a stabilizing agent on the reaction was observed, and its use for

dispersion polymerization reactions of MMA in scCO:, is of interest.

Figure 4. 12: *H NMR analysis of PMMA particles produced with MMA= 10% w/w, ratio to the
total system mass, BPO= 2% w/w, ratio to the monomer mass and PDMS-V= 10% wi/w, ratio to

the monomer mass, synthesized by dispersion polymerization in scCO..
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4.3.5.2 The Effect of MMA Concentration

A different strategy was adopted to investigate the effect of the monomer
concentration (10, 12.5 and 15% w/w) on the average size and morphology of PMMA
particles. In all reactions, surfactant and initiator concentrations were kept constant and
equal to 10% w/w PDMS-V and 2% w/w BPO. Figure 4.13 shows the SEM micrographs
of the final PMMA particles, which exhibit the characteristic spherical shape and have a

heterogeneous population. Average particle diameters varied from 28.6 to 34.1pum, with
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the 10% w/w monomer (Figure S4), from 42.5 to 48.4 um, with the 12.5% w/w of
monomer (Figure S5), and from 41.2 to 44.1 um, with the 15% w/w monomer, as shown
in Table S3. This indicates that the average diameter decreased with the increase of initial
monomer concentration, suggesting the formation of a relatively higher number of
nucleation sites or a reduction in the rates of particle coalescence. This is due to the
modification of the solvency of the reacting medium as the monomer behaves as a co

solvent for the polymer, as discussed in the literature®!.

Figure 4. 13: SEM micrographs of PMMA particles produced with MMA= 12.5% w/w (a) and
MMA= 15% w/w (b), ratio to the total system mass, BPO= 2% w/w, ratio to the monomer mass

and PDMS-V= 10% wi/w, ratio to the monomer mass.

SEM HV: 10.0 kV WD 16.65 mm
View field: 92.0 sm Det: SE
SEMMAG: 150 kx | Date(midyy): 08:02/17

Lol

4.3.5.3 In situ Encapsulation of Copaiba Oil through scCO. MMA Dispersion

Polymerization

In all the experimental runs for the encapsulation of copaiba oil, the copaiba oil to
monomer mass ratio was 5% w/w. The concentrations of the surfactant, initiator and
monomer were kept constant and equal to 10% w/w of PDMS-V in relation to the
monomer, 2% w/w BPO in relation to the monomer and, 10% w/w MMA in relation to
the total mass. Figure 4.14 shows the SEM micrographs of PMMA particles loaded with
copaiba oil, which exhibit the characteristic spherical shape and micro and nano particles
that can be separated by gravimetry. The average particle diameters ranged from 151.8 to
257.1um, as shown in Table S3 and Figure S6. These were larger than the average particle
size diameter reported in the previous sections and indicate that the presence of copaiba
oil affected the polymerization. The increase in the standard deviation in two thirds of the
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whole particle size, indicates the formation of a relatively lower number of nucleation
sites or an increase in the rates of coalescence, possibly due to the reduction in the

solubility of growing polymer chains in the reacting medium?39-4246.47,

Figure 4. 14: SEM micrographs of PMMA particles produced in presence of Copaiba Oil= 5%
wi/w, ratio to the monomer mass, with MMA= 10% w/w, ratio to the total system mass, BPO=

2% wi/w, ratio to the monomer mass and PDMS-V= 10% w/w, ratio to the monomer mass.

TM3030_0347 2018/05/08 13:58 A 30 pm  TM3030_0345 2018/05/08 13:55 A 50 um

The analysis of the FTIR spectra of PMMA particles produced in the absence and
presence of copaiba oil, shown in Figure 4.15, reveals the characteristic PMMA peaks at
838 and 938 cm™, related to C-O-C deformation; at 3005 and 2957 cm™, related to C-H
stretching of the CH3 and CH: groups, respectively; at 1451 cm?, related to C-H
deformation of the CHz and CH: groups; at 1730 cm™, related to C=0 stretching; at 1407
and 733 cm™, related to a-methyl group vibrations; and between 1146 and 1264 cm™,
related to C-O-C stretching®?.

The presence of copaiba oil was confirmed by peaks placed at 1473 and 1385 cm-
! related to the COzH bond of carboxylic acids; at 1152 and 1030 cm™, related to C-O-C
stretching; at 1727 cm, related to C=0 stretching; at 2973 cm™, related to C-H stretching
of CH2 and CH3 groups of aliphatic structures; and at 798 cm™, related to C=0 vibrations.
These peaks are characteristic of sesquiterpenes (p-cariophyllene, B-bisobolene, -
cadinene, a-copaene), which are the major components of copaiba oil, as previously

observed in other studies and shown in Figure 82742 64,
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Figure 4. 15: FTIR spectra of PMMA particles produced in absence and presence of copaiba oil

and FTIR spectra copaiba oil.
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The encapsulation efficiency (EE) of copaiba oil on the surface of PMMA
particles was measured by the residual oil mass efficiency test. The result showed a
copaiba oil encapsulation efficiency of 87%. The amount of non-encapsulated oil in the
PMMA particle surface was 13%. The results indicate a good encapsulation level from
the in situ incorporation of copaiba oil by dispersion polymerization of methyl
methacrylate in supercritical CO». Therefore, based on FTIR analysis and encapsulation
efficiency tests it is possible to state that copaiba oil is present in the final polymer
product. These preliminary results open an opportunity for future works to investigate
other process parameters such as particle size distribution, molar masses and molecular

weight distribution.
4.3.6 Conclusion
Copaiba oil is a versatile drug that can be encapsulated for several types of

polymers, and it is a widely spread oil used as an active to a large number of treatments.

The results indicate that it is possible to obtain spherical PMMA polymer particles with



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO 109

broad size distributions using a surfactant based on siloxane, such as PDMS-V, to
stabilize the reaction and BPO as the initiator. Additionally, it was shown that BPO can
be successfully used to perform MMA dispersion polymerizations in scCO.. Finally, the
addition of copaiba oil caused an increase in average particle size diameter, while an
increase in the initial MMA concentration and initial surfactant concentration caused a
reduction in the final average particle size diameter. The effects of copaiba oil and MMA
concentrations are probably related to the modification of the solvency of the reacting
media, while the effect of PDMS-V concentration is probably related to the stabilization
of the precipitated polymer phase. The present study showed that the production of
PMMA particles through free-radical dispersion polymerization in scCO; can be

successfully performed in the presence of copaiba oil.
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The effect of PDMS-V concentration
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Figure S1. Histograms in volumes of PMMA particles produced with MMA=10% w/w,
ratio to the total system mass, BPO= 2% w/w, ratio to the monomer mass and PDMS-V=

5.4% (a, b, ), ratio to the monomer mass.
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Figure S2. Histograms in volumes of PMMA particles produced with MMA=10% w/w,
ratio to the total system mass, BPO= 2% wi/w, ratio to the monomer mass and PDMS-

V= 7% wiw (a, b, ¢), ratio to the monomer mass.
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Figure S3. Histograms in volumes of PMMA particles produced with MMA=10% w/w,
ratio to the total system mass, BPO= 2% wi/w, ratio to the monomer mass and PDMS-

V=10% w/w (a, b, c), ratio to the monomer mass.
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%Stabilizer Residual %MMA? D10% (um)? D50% (um)? D90% (um)? DMean (um)?
5.4 24+04 14.7 27.7 41.1 27.7
5.4 2.75+0.9 17.1 43.2 42.4 30.2
5.4 2.17+05 19.0 315 43.2 314
Mean particle diameter
, 169+21 29.8+1.2 42211 29.7+19
(nm)
7 2.64+05 20.3 33.7 474 34.0
7 3.81+£03 31.8 38.2 50.3 39.8
7 1.01+0.8 319 38.4 50.9 40.1
Mean particle diameter
, 28.0+6.7 36.8+2.6 495+18 38.0+34
(um)
10 1.67+0.2 16.1 28.5 41.0 28.6
10 1.17+0.3 16.0 29.4 42.0 29.3
10 1.83+0.2 25.5 333 449 34.1
Mean particle diameter
--------- 19.2+55 30.4+2.6 426+2.0 30.6+3.0

(um)?

1-  Evaluated via GC analysis.

2-  Evaluated using DLS instrument.

Table S2. *H NMR chemicals shifts and assignements.

Chemical Shift (8) Signal
6.05 H (B1) vinyl
5.49 H (B2) vinyl
1.11-2.23 H (B) methylene
3.55-3.90 H (OCHs)
0.60-1.10 H (CHs)
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The effect of MMA concentration
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Figure S4. Histograms in volumes of PMMA particles produced with MMA= 12.5% w/w
(a, b), ratio to the total system mass, BPO= 2% w/w, ratio to the monomer mass and

PDMS-V= 10% w/w, ratio to the monomer mass.
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Figure S5. Histograms in volumes of PMMA particles produced with MMA= 15% w/w
(a, b), ratio to the total system mass, BPO= 2% w/w, ratio to the monomer mass and

PDMS-V= 10% wi/w, ratio to the monomer mass.
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%Stabilizer  %MMA  %Copaiba Oil ~ D10% (um):  D50% (um):  D90% (um)!  DMean (um)*
10 125 e 16.16 30.2 36.9 42.3
10 125 e 313 37.2 29.9 48.4
Mean particle
I 23.7£10.7 33.7+£5.0 33.3+£48 454+ 4.2
diameter (um)?
10 15 e 19.6 32.1 32.1 41.2
10 15 - 16.5 28.8 28.9 44.1
Mean particle
e 18.0+2.1 30.5+23 30.5+22 426121
diameter (um)?
10 0 - 16.1 28.5 41.0 28.6
10 e 16.0 29.4 42.0 29.3
10 10 e 25.5 333 44.9 34.1
Mean particle
e 19.2+55 30.4+2.6 426+2.0 30.6+3.0
diameter (um)*
10 10 5 20.0 72.7 389.7 151.8
10 10 5 60.6 267.7 445.8 257.1
Mean particle
------------------ 40.3 £28.7 170.2 £137.9 417.7 £ 39.6 204.5+745

diameter (um)?

1-  Evaluated using DLS instrument.
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In-situ encapsulation of copaiba oil through scCO2 MMA dispersion polymerization
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Figure S6. Histograms in volumes of PMMA particles produced in presence of Copaiba
Oil= 5% w/w (a, b), ratio to the monomer mass, with MMA= 10% w/w, ratio to the total
system mass, BPO= 2% w/w, ratio to the monomer mass and PDMS-V= 10% w/w, ratio

to the monomer mass.
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5.1 Conclusoes

Como visto ao longo dos diferentes capitulos, esta tese teve como ponto central o
desenvolvimento da polimerizagdo em dispersdo do metacrilato de metila (MMA) em
dioxido de carbono supercritico (scCO-), usando o perdxido de benzoila (BPO), como
iniciador e o polidimetilsiloxano vinil terminal (PDM-V), como surfactante, para a
obtencdo de particulas de poli metacrilato de metila (PMMA) na presenca e auséncia do
6leo de copaiba, visando a sua incorporagéo in situ.

O estudo do equilibrio de fases a alta pressao foi realizado para a investigagdo das
melhores condicBes de operacdo de modo a garantir um sistema homogéneo no inicio do
processo da polimerizacdo do MMA em meio supercritico. Este trabalho gerou novos
dados de transicdo de fase a alta pressdo para os sistemas binario CO, + MMA e ternério
CO2 + MMA + PDMS-V para temperaturas de 50, 60 70 e 80 °C e pressdes na faixa de
60,9 a 251,8 bar. Através das medicdes realizadas foi possivel observar uma expanséo
volumétrica da fase liquida do MMA em até trés vezes o seu volume inicial. Ao sistema
foi adicionado o PDMS-V, que causou diferentes efeitos na transi¢do de fase do sistema
binario CO, + MMA , observando-se transi¢des de fase do tipo EVL, ELL e ELLV. A
adicdo do PDMS-V teve um papel crucial na transicdo de fases do sistema binario CO; +
MMA, pois a partir dos dados obtidos foi possivel escolher as condi¢es mais adequadas
para investigar a polimerizagdo do MMA.

Uma vez determinada a condigdo operacional que garantiu uma fase homogénea
no inicio da reacdo, iniciou-se o estudo da polimerizacdo do MMA por dispersdo, em
scCO», em um reator de alta pressédo, com foco no efeito das concentra¢Ges de surfactante
e do monémero na distribuicdo de tamanho e na morfologia das particulas. Os resultados
indicam que é possivel obter particulas esféricas de PMMA utilizando um surfactante
com base em siloxano, o PDMS-V, para estabilizar a reacdo, e BPO como iniciador. Foi
observado que, mantendo-se as concentracdes fixas de mondmero (MMA) e variando-se
a concentracdo do surfactante (PSMS-V), é possivel obter particulas de PMMA
monodispersas. A realizacdo do conjunto de andlises, através das técnicas MEV, DLS
GPC, GC, levou a conclusdo da melhor proporcdo de MMA/PDMS-V, em que se
obtiveram particulas esféricas com uma distribui¢cdo mais uniforme. Dessa forma, seguiu-
se para a realizacdo do processo simultaneo de producdo de particulas de PMMA
incorporadas com o 0leo de copaiba, através da polimerizagao em dispersdo do MMA na

presenca de scCOa.
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A adicdo do o6leo de copaiba a reacdo de polimerizacdo foi uma motivacdo
adicional para o presente trabalho, pois sabe-se que o 6leo de copaiba possui bioativos
que podem ser incorporados em diferentes tipos de polimeros, além de ser amplamente
difundido como principio ativo em diversos tratamentos. Os resultados indicaram que a
adicdo do 6leo de copaiba ao meio reacional, em presenca do scCO2, levou ao aumento
no didmetro médio do tamanho das particulas de PMMA, enquanto um aumento na
concentracdo inicial de MMA e na concentragdo inicial de surfactante causou uma
reducdo no didmetro médio final das particulas de PMMA.. Os resultados mostraram que,
a medida que aumentou a concentracédo inicial de MMA, houve um aumento no nimero
de nucleacéo e uma reducéo de coalecéncia das particulas, modificando a solubilidade no
meio reacional (0 MMA se comporta como um co-solvente para o polimero). Quando o
6leo de copaiba foi adicionado ao meio reacional, houve uma reducédo da sua solubilidade
nesse meio, originando uma diminuicdo no ndmero de nucleacdo e um aumento de
coalescéncia. Logo, a adicdo do 6leo de copaiba alterou a propor¢do do surfactante na
reacdo, impossibilitando a formacdo de uma gota mais estavel. Os efeitos das
concentracbes de Oleo de copaiba e MMA provavelmente estdo relacionados a
modificacdo da solubilidade dos reagentes no meio, enquanto o efeito da concentragéo de
PDMS-V provavelmente esta relacionado a estabilizacdo da fase do polimero precipitado.

O presente trabalho optou por incorporar um fitoterapico como um bioativo
modelo, utilizando um sistema de alta pressdo, para demonstrar que a producdo de
particulas de PMMA por polimerizacdo por dispersdo de radicais livres em scCO; pode
ser realizada com sucesso. O bioativo escolhido (6leo de copaiba) revelou boa
estabilidade fisica apds o processo de incorporacdo. No entanto, € necessario mais
estudos para investigar exaustivamente algumas variaveis do processo para a otimizacao

do processo de incorporagdo desse 6leo.

5.2 Sugestoes

Diante dos resultados obtidos e apresentados no presente trabalho, é possivel
observar que o assunto tem uma vasta possibilidade para futuros trabalhos, que podem
explorar outras condi¢des experimentais para a polimeriza¢cdo do MMA em scCO2, como
também o uso de outros iniciadores que possam melhorar a cinética da reacdo, e
surfactantes, a fim de eliminar a etapa de lavagem com solvente orgénico, além de

conseguir resultados de diametro médio das particulas mais estreitos e particulas mais
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uniformes. Uma alternativa é também incorporar outros principios ativos, ja que foi
possivel incorporar o0 6leo de copaiba através da polimerizacdo do MMA em scCOa.

Como continuidade deste trabalho, sugere-se investigar mais profundamente o
papel do 6leo de copaiba na cinética das reacdes de polimerizacdo, incluindo a influéncia
da coalescéncia das gotas, a fim de obter melhores resultados de distribuicdo de tamanho
de particula, massas molares e distribuicdo de massa molar, para a incorporacao do 6leo
de copaiba através da polimerizacdo em dispersdao do MMA na presenca de scCOo.

Testes de liberagdo contolada in vitro, para observar o perfil de liberacéo e
dissolugéo das particulas de PMMA carregadas com 6leo de copaiba obtidas, poderiam
ser conduzidos também para investigar o perfil de liberacdo do 6leo através de alguns
métodos quimicos e fisicos que foram desenvolvidos para liberar os principios ativos das
particulas (dependentes de estimulos). O 6leo de copaiba apresenta um vasto nimero de
beneficios e aplicagBes por via oral e topica, como por exemplo, o0 uso alternativo na
terapia antimicrobiana oral, visando a prevencdo de doenca periodental, e é um forte
cantidado para a substituicdo da clorexidina. Uma outra aplicacdo € na industria
cosmeética, quando o 6leo de copaiba € incorporado a polimeros como por exemplo o
(PMMA), formando particulas muito pequenas que facilitam a adsor¢do na pele,
melhorando a estabilidade do Oleo, além de mascarar totalmente o cheiro, que pode
resultar em forma semissolida, como em creme ou um gel, pois possui uma baixa
toxidade e uma alta acdo anti-inflamatoria e cicatrizante.

Apo6s um aprofundamento do processo de incorporagdo em meio supercritico,
recomenda-se um estudo em escala piloto para a producdo das particulas de PMMA

incorporadas com o 6leo de copaiba.
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Apéndice A 2. Célculo das fracdes molares usadas para o Equilibrio de Fases

A densidade e volume do CO., em condigdes fixas de T= 7 °C e P=150 bar, foi obtida atraves de
NIST Chemistry Webbook (NIST, 2020),

Onde:
p= 0,968 g/mL
m=6,44 mL

m
6,44 mL

m
p=— > 0968 g/mL= = m=6gde CO>

Para a proporgéo de:
50% m/m de CO-
50% m/m de MMA

Temos:

NUmero de mols de mondmero alimentado:

n=— = 6—gg = 0,05993 g

TMM 100,12

Numero de mols de CO; alimentado:

n=—r=—29 -013646 g
MM 44019

NT=ncoz2 + numa =2 nt=0,19639 mol

_ ncoz _ ~
Xco2= A Xcoz=0,6949

XCoz + XMMA =1-> XMMA: 1- Xcoz -> XMMA: 1- 0,6949 -> XMMA: 0,3051

W= 0,6949
W>=0,3051




Apéndice A 2.1: Valores das fracdes molares para o sistema binario CO2 + MMA, obtidos

através da base do calculo do apéndice Al

Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,5850
Volume CO> 7,28 mL
0,7624
Massa CO- 7,049 g
W»>=0,4150
Massa MMA 59
Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,6687
Volume CO> 8,34 mL
0,8211
Massa CO- 8,0751 g
W»>=0,3313
Massa MMA 49
Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,7326
Volume CO> 8,49 mL
0,8618
Massa CO- 8,229
W,=0,2674
Massa MMA 39
Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,7976
Volume CO> 10 mL
0,8997
Massa CO2 9,6824 g
W>=0,2024
Massa MMA 2,4563 g
Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,8443
Volume CO> 10,54 mL
0,9250
Massa CO- 10,505 g
W»=0,1557
Massa MMA 1,8826 g




0,9499

Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,8929
Volume CO> 11,07 mL
Massa CO- 10,72 ¢
W>=0,10709
Massa MMA 1,2856 g
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Apéndice A 2.2: Valores das fracdes molares para o sistema ternario CO2 + MMA + PDMS-V,
obtidos através da base do calculo do apéndice Al

Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,4868
Volume CO; 6 mL
0,6833 Massa CO> 5,8094 g
W»,=0,4619
Massa MMA 5,5115¢
Massa PDMS-V 0,6124 g W3=0,0513
Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,5647
Volume CO> 6,85 mL
0,7470 Massa CO» 6,6324 g
W»>=0,3918
Massa MMA 45997 g
Massa PDMS-V 0,5111g W3=0,0435
Densidade CO> 0,968 g/mL
W= 0,6266
Volume CO; 8 mL
0,7924 Massa CO- 7,7459 g
W>=0,3361
Massa MMA 4,1549 ¢
Massa PDMS-V 0,4617 g W3=0,0373
Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,6734
Volume CO> 8,5 mL
0,8243 Massa CO- 8,2300 g
W»>=0,2939
Massa MMA 3,5906 g
Massa PDMS-V 0,3990 g W3=0,0327
Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,7282
Volume CO> 9,11 mL
0,8591 Massa CO> 8,8207 g
W>= 0,2446
Massa MMA 2,9606 g
Massa PDMS-V 0,3289 g W3=0,0272




Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W1=0,7633
Volume CO> 9,68 mL
0,8800 Massa CO. 9,3726 ¢
W>=0,2130
Massa MMA 2,6158 g
Massa PDMS-V 0,2906 g W3=0,0237
Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W1=0,7970
Volume CO; 10,44 mL
0,8993 Massa CO- 10,1084 g
W>=0,1827
Massa MMA 2,3187¢g
Massa PDMS-V 0,2576 g W3=0,0203
Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,8430
Volume CO> 10,98 mL
0,9243 Massa CO- 10,6313¢g
W>=0,1413
Massa MMA 1,7816 g
Massa PDMS-V 0,1979¢ Ws=0,0157
Densidade CO2 | 0,968 g/mL
W= 0,8819
Volume CO> 11,39 mL
0,9444 Massa CO- 11,0283 g
W>=0,1063
Massa MMA 1,3302 g
Massa PDMS-V 0,1478 g W3=0,0118
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