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Resumo: O biopolimero poli(3-hidroxibutirato) PHB, importante pelas suas propriedades de
biodegradabilidade e biocompatibilidade, pode apresentar melhores caracteristicas termoplasticas
guando estruturalmente modificado com anidrido maleico (AM). Para avaliar a propor¢do de anidrido
maleico presente nos filmes de PHB com a propor¢éo no intervalo de 0 a 20% de AM para o PHB,
foram otimizadas as condi¢cdes experimentais e determinados os principais parametros de validagéo
para a andlise simultdnea de derivados de PHB e AM, utilizando-se cromatografia em fase gasosa
(GC). Os resultados demonstram que o procedimento analitico pode ser aplicado com confiabilidade.
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Introducéo de cadeia do PHB considerando os campos com
potencial de aplicacao[4].
O PHB poli(3-hidroxibutirato), polimero A otimizacéo e a validacdo de uma meto-

biossintetizado por microorganismos se acumuldologia analitica eficiente para a determinacédo
na célula microbiana em forma de granulos comsimultdnea de PHB e anidrido maleico por
reserva de carbono e energia[l]. As propriedadesomatografia gasosa, séo importantes para avaliar
termoplasticas do PHB sdo semelhantes as dom precisdo a composi¢do de filmes com
polipropileno isotatico com respeito a sudaliferentes propor¢des de anidrido maleico e estudar
cristalinidade e temperatura de fusdo. Considerpessiveis alteracdes na composicao dos mesmos.
se 0 PHB como um poliéster termoplastico
biocompativel e biodegradavel, por outro lado
sendo quebradico e termicamente instavel sddaterial e Métodos
uso em materiais tem sido restringido, pois
apresenta baixas propriedades mecénicas. Reagentes, Padrdes e Solventes

O PHB tem sido melhorado com a PHB na forma de granulos, proveniente da
introducdo de mondmeros de alcanoatos paRHB Industrial (Serrana, SP), foi produzido
produzir poliéster ou misturas poliméricas deéndustrialmente por rota biossintética a partir de
PHB com outros polimeros[2,3]. Para alcangasacarose invertida e foi submetido a modificagao
condi¢des Otimas no processo industrial e obteom anidrido maleico na presenca de trietilamina.
produtos com melhores propriedades avaliou-se@mo padréo foi utilizado o PHB proveniente da
influencia de anidrido maleico como modificadorSigma-Aldrich.

Ecl. Quim., S&o Paulo, 31(4): 49-54, 2006 49



Anidrido maleico 99% (Merck), trieti- contendo a solu¢do de PHB, de modo a preparar
lamina 99% (Vetec), Alcool iso-amilico 98,5% vérios filmes com diferentes proporcées de
(Vetec), Acido benzoico 99,5% (Vetec), Acido anidrido (Tabela 1).
cloridrico 37% (Mallinckrodt) e acetona 99,5% A reacdo de esterificagéo foi conduzida a
(Merck) foram empregados na andlise. 110°C durante 1 hora na presenga de uma amina

terciaria como catalisador (trietilamina) com
Equipamentos volume de 200uL de (concentracdo de 5% v/v).

Cromatografo a gas modelo CP-3380 d: Filmes de PHB puro, PHB/amina, ani-
Varian equipado com injetor modelo 1177drido puro e anidrido/amina foram preparados
(“split-splitless), coluna zbwax (30m x 0,53mm conforme procedimento descrito para a prepa-
X 1?m) detector de ionizacdo em chama (FID) racdo dos filmes de PHB/AM.
software para aquisicdo e processamento ( Em seguida a solucao foi transferida para
dados Star Workstation da Varian. placa de petri que foi mantida aberta em capela

Estufa Tecnal Modelo TE-394/2 com sem exaustdo durante 24 horas para evaporacao
circulagéo e renovacao de ar. dos componentes volateis e conseqiente

Banho de aquecimento Tecnal Modelo Te-formagé&o do filme.

800.
Mesa agitadora Marconi modelo MA-141. Determinacdo do teor de PHB e anidrido
maleico por GC-FID
Purificacdo do PHB Uma solucdo reagente foi preparada

Aproximadamente 120g de PHB foi adicionando 80mL de 4&lcool isoamilico,
lavado com 300mL de acetona, sob vacuo. (contendo 8% de &cido cloridrico concentrado e
polimero foi transferido para placa de Petri e sec0,12% (m/v) de acido benzéico (padréo interno-
em estufa com circulacdo e renovacdo de ar Pl). Apds homogeneizacdo, a solugcdo foi

40°C durante 18 horas. transferida para frasco ambar que foi mantido
sob refrigeracdo (entre 0 e 4°C).
Preparacéao de filmes de PHB/AM Em frascos (8mL) foram pesados granulos

Na Tabela 1 estdo apresentadas as difido padrdo de PHB (Sigma-Aldrich), e adicionados
rentes massas de PHB granulado que fora3mL de solucdo reagente. Apos aquecimento de
solubilizadas em 2mL de cloroférmio em frascos100°C em banho de areia durante 4 horas as
de vidro de borosilicato com vedac¢éo de Teéflon amostras foram resfriadas rapidamente em banho
Os frascos foram aquecidos durante 10 minutcde agua durante 10 minutos. Apos adi¢cdo de 3mL
em banho de areia (100°C) e posteriormenide dgua deionizada e agitagdo manual vigorosa, 0s
foram mantidos a 90 rota¢des por minuto (RPMfrascos foram mantidos em repouso (1 hora) para
durante 20 horas a temperatura ambiente. separacao das fases.

Anidrido maleico foi dissolvido em 2mL Aliquotas de 1L foram diretamente
de cloroférmio e aquecido a 100°C durante linjetadas no GC-FID para separacdo na coluna
minutos. Apés o resfriamento, a solu¢do de anzbwax e deteccdo por FID. Utilizou-se o sistema
drido maleico foi transferida para o frascode injecdo (Injetor 1177) no modsplitless

portanto sem divisdo de amostra, tendo em vista
o limite de deteccdo do equipamento para a
Tabela 1. Proporcdes de PHB e AM nos filmes preparados resposta do anidrido maleico.

FILME ~ MASSADEPHB (g) MASSADE AM (g) Os ensaios de recuperacdo de HB e Ml

foram realizados em trés diferentes niveis de

;ggﬁ% 8:%2 88‘22(7’ concentracdo, sendo baixo, médio e alto, porém
3(93/07) 0.1858 0.0146 dentrg do intervalo de concentragdo de trabalho
4 (95/05) 0,1908 00109 ~ do método. N

5(97/03) 0,1961 0,0060 As temperaturas do injetor e do detector
6 (99/01) 0,2000 0,0021 foram mantidas em 230°C e 260°C, respec-
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tivamente. A coluna foi aquecida de 90 a 220°C v £ @
com razédo de 8°C mine isoterma em 220°C de
3 minutos. A sensibilidade do detector foi
mantida no valor maximo (Range 11) |
As amostras de filmes de PHB/AM foram
submetidas ao mesmo tratamento de preparag °
dos padrBes, utilizando-se massa d‘ J L

-

300

aproximadamente 0,018g, considerando
intervalo de linearidade da curva de respost
obtida com os padrées de PHB e AM pariFigura 1. Cromatograma da anélise em branco
determinacéo simultdnea dos ésteres isoamilicc(solugdo reagente).
Aliquotas (1?L) da fase organica foram

analisadas por GC-FID e a quantificagdo dos

ésteres isoamilicos dos mondmeros de PHB e

maleato de isoamila (derivado de anidridc| =«
maleico) foi realizada a partir da curva de
resposta por comparacao com os padrdes.
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O teor de PHB e anidrido maleico poden | .
ser determinados simultaneamente utilizando « . .
metodologia cromatografica apresentada. Figura 2. Cromatograma da solucdo padréo de HB,

Solugdes com diferentes concentracbes cPle Ml
padrdo de PHB, anidrido maleico e com a mesma
concentracdo de &cido benzoico foram esterificadas
com alcool isoamilico e analisadas por GC-FIDreferentes ao ésteres derivados do PHB, acido
Apos esterificagdo, aliquotas deillda fase benzoico e anidrido maleico, respectivamente. O
organica foram injetadas no GC-FID em triplicatetempo total de andlise foi de 19 minutos.
no mesmo dia. Os volumes injetados corresponde Para determinacéo do teor de HB e MI nos
amassa entre 1 e 18mg para o PHB, entre 0,5 e 5ifiimes sdo construidas curvas de resposta do sinal
para o anidrido maleico e a concentragéo de Pl foianalitico (relagcdo de area de HB/PI ou MI/PI)
mesma para todos os padrdes. contra massa do padréo de HB e Ml.

Com a hidrélise em meio 4cido e Na Figura 3 estdo apresentadas as curvas
esterificacéo determina-se por GC-FID os ésterede resposta analitica (area média HB/PI) em
correspondentes, que sdo maleato de isoamfuncdo da massa de HB, além do fator de
(M), 3-hidroxibutirato de isoamila (HB) e resposta, (FR) dado pela relagdo de area média
benzoato de isoamila (padréo interno - PI). HB/PI sobre a massa de HB em funcdo da massa

Os cromatogramas da analise em brancode HB ilustrando o intervalo de linearidade
da solugdo padrdo de MI, HB e Pl estéo apresedentro dos limites aceitos para validagdo do
tados na Figura 1 e Figura 2, respectivamente. método [7]. Na Figura 4 estdo apresentadas as

O cromatograma da Figura 1, correspondcurvas de respostas para o MI.

a andlise em branco da solucdo reagente cc Os parametros do processo de validacdo
apenas o pico do solvente no inicio da analisdo método para determinagéo do teor de HB e MI
cromatografica e em 11,109 minutos o piccforam calculados de maneira semelhante aquela
referente ao PI. descrita no método para quantificacdo do teor de

Os picos em 8,850, 11,095 e 13,66Z3-hidroxibutirato de metila e 3-hidroxivalerato

minutos no cromatograma da Figura 2 séde metila [6].

Hinutes

Ecl. Quim., S&o Paulo, 31(4): 49-54, 2006 51



O Relagao area meédia HB/PI
w

1,058

s s
B Fator de resposta de HB

T
o
@

T
=]
=]

0,0‘06 0 609 0,612
Massa de HB /g

T T
0,000 0,003

Figura 3. Reposta analitica (relacdo area HB/PI)
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Principais parametros de validacao: sensibi-
lidade do método, precisdo dada pela repetibilidade
das injecdes, recuperacdo em trés diferentes niveis
de concentragdo e desvio padrdo (DP) (n=3), limite
de detecgdo (LD) e limite de quantificacéo (LQ), no
intervalo de massa dos padrdes analisados para o
HB e M, estéo descritos na Tabela 2. Os resultados
obtidos no método proposto para determinacdo
simultinea de HB e MI estdo coerentes com 0s
estudos de validacdo empregando hidrdlise acida e
esterificacdo com metanol [6].

Os resultados de porcentagem de HB e de
eMI determinados por GC-FID nos filmes

preparados estdo descritos na Tabela 3.

A aplicacdo da metodologia apresentada
possibilita quantificar os monémeros de PHB e
de anidrido e obter informacdes adicionais sobre
a atuacdo do catalisador (trietilamina) utilizado
na reacdo de esterificacdo, quanto a possiveis
reacBes anidrido/amina ou residuos de amina
presente nos filmes.

A soma dos valores de porcentagem de HB
e Ml indica que durante a reacao de modificacéo de
cadeia do PHB com anidrido maleico podem ter
formado estruturas distintas dos padrdes, devido a
possiveis interacbes de HB e AM com a
trietilamina levando a um aumento da afinidade
pela fase aquosa, assim ndo foram identificadas
nem quantificadas na andlise por GC-FID.

A avaliacdo do perfil cromatografico dos

fator de resposta de Ml submetidos a derivacéo. filmes de PHB puro em comparagdo com

Tabela 2. Parimetros do processo de validagdo do método para determinacdo de HB e MI

PARAMETROS VALORES UNIDADES
HB MI
Sensibilidade 327 325  Relagio de area/g
Intervalo de trabalho 0,0009 —0,0188 0,0005 — 0,0054 g
Precisdo (repetitividade) 2,06 5,06 %o
0,0049 g=>105+5 0,0007 g=>86+2
Recuperagdo
0,0142g=>101£1 0,0013g=>92%1 %
Média £ DP
0,0182g=>105£1 0,0030g=>97%1
LD do método 0,0016 0,0002 g
LQ do método 0,0048 0,0007 o
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Tabela 3. Porcentagem de HB ¢ MI determinadas por ~ filme 6 indicam que, provavelmente ndo ocorre
GC-FID interacdo PHB-trietilamina e com uma pequena
proporcdo ou auséncia de AM nas amostras

0 0,
AMOSTRA /o HB o MI recuperou-se HB com teor levemente acima do
1(80/20) 70,1 14,7 DP obtido no nivel mais elevado de recuperacao
2(90/10) 80,0 1o deHB. .
A porcentagem de anidrido (27,8%)
3(93/07) 96,5 77 determinada na amostra de anidrido/amina indica
4(95/05) 99,0 5.8 que o anidrido maleico pode interagir com a
5 (97/03) 103.5 ND trl_etlllamlna, cujo produto pode possuir maior
afinidade com a fase aquosa e injetando a fase
6 (99/01) 106,7 ND organica espera-se menor valor de porcentagem
PHB/amina 106,0 - de anidrido maleico.
PHB puro 106.2 i A principal vantagem~ da metodologia
o _ apresentada € a substituicho de solvente no
Anidrido/amina - 27,8

processo de preparacdo de amostras, uma vez que
Anidrido - 91,0 utilizava-se cloroférmio e metanol para a reacéo
de esterificagdo dos mondémeros de PHB
(derivagcédo) [5,6], substituido por &lcool
isoamilico, com toxicidade relativamente menor.

PHB/amina e dos cromatogramas das amostr.

de anidrido puro e anidrido/amina n&o indicou

presenca de pico que pode ser referente ConclusGes
trietilamina.

Para as amostras dos filmes 1 e 2 O método para determinacdo simultanea
respectivamente com as maiores propor¢oes (de 3-hidroxibutirato de isoamila e maleato de
anidrido nos filmes de PHB/AM com 80/20 e isoamila por cromatografia gasosa foi validado e
90/10, a soma das porcentagens indica unos parametros determinados mostram a
recuperacdo menor de PHB e de anidridseguranca analitica para avaliar amostras de
maleico, pois os ésteres ndo identificados coifilme de PHB modificado com anidrido maleico.
suas respectivas estruturas podem te As principais vantagens do procedimento
permanecido na fase aquosa. proposto sé@o a andlise simultanea dos derivados

Para os filmes 3 e 4 de PHB/AM a somzde PHB e anidrido maleico e a substituicdo de
dos valores de PHB e AM apresentam um.cloroférmio e metanol por alcool isoamilico.
esterificacdo completa da massa de filme e ¢
respectivos valores de porcentagem de PHB e N
estdo de acordo com os determinados nAgradecimentos
processo de validagdo do método.

Nas amostras de filmes 5 e 6 ndo foran Ao Conselho Nacional de Pesquisa e
detectados picos de M, pois os valores de masDesenvolvimento — CNPqg pelo suporte
de AM utilizados na preparacdo dos filmes estéfinanceiro e a PHB Industrial S/A pela concesséo
abaixo do intervalo de concentracédo de trabalhdas amostras de PHB.
do método, considerando os valores d
recuperacao no nivel 1 para o Ml (Tabela 3).

Os resultados apresentados na Tabela Recebido em: 19/09/2006.
para as amostras de PHB puro, PHB/amina Aceito em: 07/12/2006.
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J. L. Souza, A. F. dos Santos, L. Polese, M. S. Crespi, C. A. Ribeiro. Optimization and
validation of chromatographic method for simultaneous determination of monomeric composition in
biodegradable polymer.

Abstract: The poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) are an important biopolymer with biodegradable and
biocompatible properties. When PHB is submitted to structural modification with maleic anhydride
(MA) is possible to obtain PHB with superior thermoplastic characteristics. A gas chromatography
(GC) method has been optimized and validated for simultaneous determination of monomeric
proportions (0 to 20% w/w in MA) in PHB/MA films. The results demonstrated that the analytical
procedure is a consistent chromatographic method to identification and quantification from PHB and
MA isoamilic esters derivatives.

Keywords poly(3-hydroxybutyrate); maleic anhydride; chromatographic method validation
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