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RESUMO

A utilizacio de materiais poliméricos biodegradaveis na area medica foi um
importante avango biotecnologico, esses materiais podem ser utilizados como implantes
temporarios substituindo uma funcBio particular do organismo por um periodo pré-
determinado e degradar “in vivo” evitando cirurgia para a retirada do implante. O material
a ser escolhido depende das necessidades da aplicagiio e da biocompatibilidade do material
com o organismo vivo. O presente trabalho teve por objetivo estudar blendas de poli{L-
acido lactico) (PLLA) / polihidroxibutirato (PHB) para aplicacio na area medica. As
blendas foram preparadas por dois métodos: evaporacio do solvente e por fusdo, obtendo-
se amostras nas formas de filmes e pinos, respectivamente. Os filmes foram caracterizados
por: analise termogravimétrica (TGA), calonimetria diferencial de varredura modulada
(MDSC), microscopia eletronica de varredura (SEM), andlise dindmico mecanica (DMA),
difracdo de raios-X {WAXS) e espalhamento de raios-X a baixos &ngulos (SAXS); os
pinos, além das técnicas citadas acima, foram caracterizados por ensaio mecanico de
flexdo. Foi feito um estudo “in vitro™ das blendas PHB/PLLA, avaliando-se a degradacio
hidrolitica. Foram realizados ensaios de adsor¢io de proteinas do sangue humano, albumina
(HSA), imunoglobulina G (HlgG) e fibrinogénio (HFg), sobre a superficie dos biomateriais
(PHB, PLLA e PHB/PLLA), empregando a técnica de infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR) acoplado & técnica de reflectancia total atenuada (ATR) em um sistema de
fluxo continuo simulande em tempo real as condi¢Bes fisioldgicas, com a finalidade de
estudar um tipo de biocompatibilidade dos biomateriais. Tal estudo foi complementado
utilizando analises de Eletroforese Capilar. Os resultados obtidos mostraram que as blendas
PHB/PLLA sdo imisciveis apresentando separagdo de fases; porém, com alguma interagdo
entre as fases. Os pinos apresentaram superficie de fratura densa assim como os filmes de
PHB e PLLA puros enquanto que as blendas eram porosas. As blendas PHB/PLLA
apresentaram melhores propriedades térmicas e mecinicas que o PHB puro, sugerindo que
o PLLA implicou em tais melhorias. No estudo de degradaciio observou-se que o PLLA ¢
mais susceptivel a0 meio biologico degradando mais rapidamente, assim como os filmes
em relacio aos pinos. Notou-se também, que apesar do PHB apresentar propriedades
mecanicas inferiores ao PLLA, este conseguiu manté-las por mais tempo durante o
processo de degradacio. Durante a degradagio as amostras apresentaram tendeéncia a
cristalizar, aumentando provavelmente as lamelas cristalinas. No estudo de adsor¢do de
proteinas, os resultados de densidade de proteinas adsorvidas, HSA e HlgG, na superficie
dos materiais, apresentaram valores proximos aos de outros biomateriais citados na
literatura. Assim, pode-se sugerir que as blendas PHB/PLLA possuem potencialidade para
emprego na area médica como biomateriais biorreabsorviveis.

Palavras-chaves: biomaterials, polimeros biorreabsorviveis, degradacio, poli(L-acido
lactico), polihidroxibutirato, adsorcdo de proteinas, FT-IR (ATR), eletroforese capilar.
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ABSTRACT

The use of polymeric biodegradable materials in medicine is an important progress
in biotechnology. These materials can be used like temporary implants as substitute a
specific function of the organism for a pre-determined period, and its degradation “in vivo”,
so that there is no need for subsequent surgery to remove the implant. The choice of the
material will depend on the needs demanded for a certain application and the
biocompatibility material/organism. The aim of this work was to study poly(B-
hydroxvbutyrate) (PHB) / poly(L-lactic acid) (PLLA) blends for medical area application.
The blends were prepared from two different methods: casting and melting, obtaming
samples in the forms of films and pins, respectively. The films were characterized by
thermogravimetric analysis {TGA), modulated dynamical scanming calorimetry (MDSC),
dynamical mechanical analysis (DMA), scanmng electron microscopy (SEM), wide-angle
X-ray scattering (WAXS), small-angle X-ray scattering (SAXS), and the pins, besides the
techniques mentioned above, were characterized by flexural mechanical test. The “in vitro”
study of the PHB/PLLA blends was accomplished and their hydrolytic degradation was
evaluated. Experiments of human protein adsorption (albumin - HSA, imunoglobulin G -
HigG, fibrinogen — HFg) onto biomaterials surfaces (PHB, PLLA PHB/PLLA) were made.
These experiments used the Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) coupled with
attenuated total reflectance (ATR) in a continuous flow system, and simulated the
physiological conditions in real time to study the biomatenals biocompatibility. The
biocompatibility study was complemented using capillary electrophoresis analysis. The
results showed that the PHB/PLLA are immiscible, with phase separation; however, with
some interaction among the phases. Pins showed dense fracture surfaces, like films of pure
PHB and PLLA, while the blends of films showed porous fracture surface. The PHB/PLLA
blends revealed better thermal and mechanical properties than pure PHB. It is suggested
that the PLLA presence promoted these results. In the degradation study we could observe
that PLLA is more susceptible to biological environment than PHB and blends, because it
presents a faster degradation in a comparison for films and pins. The results also showed
that the PHB got to maintain its mechanical properties for more time than PLLA, despite of
PHB has mechanical properties inferior than PLLA. During the degradation the samples
disclosed tendency to crystallize, probably increasing the crystal lamellar thickness. The
biocompatibility study showed density adsorption protein values, HSA and HlgG, onto
biomaterials surfaces very similar to those reported in the literature. It is suggested that the
PHB/PLLA blends have potentiality to be used as bioreabsorbables polymers in the
medical area.

Key words: Dbiomaterials, bioreabsorbables polymers, degradation, poly(B-
hydroxybutyrate), poly(L-lactic acid), protein adsorption, FT-IR (ATR), capillary
electrophoresis.
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Capitulo I - Introducdo

CAPITULO I

INTRODUCAO

O uso de polimeros na area médica coincide com o avango das pesquisas dos
mesmos. Praticamente todo polimero sintético recém descoberto encontrou sua fungdo em
estudos de experimentagdo cirirgica logo apds sua descoberta, e muitos perduraram
tornando-se rotina em pratica clinica. Suturas de Nylon foram reportadas no principio da
década de 40 e artigos de revisio para uso de polimeros como o nylon,
poli{metilmetacrilato) (PMMA), Dracon polyester e policloreto de vinla em cirurgia,
comecaram a aparecer em conceituados jornais médicos na metade da década de 40
(GRIFFITH, 2000).

Esses polimeros tornaram-se importantes na medicina como componentes
essenciais de dispositivos de préteses permanentes incluindo implantes de quadris, lentes
artificiais, enxertos vasculares, cateteres, etc. As pesquisas continuam otimizando a
estabilidade e desempenho dos polimeros para utilizagdo na area médica (GRIFFITH,
2000).

Devido a esse crescente avango nas pesquisas em busca por materiais para uso
médico percebeu-se a necessidade de se definir um termo para tais, que passaram a Ser
conhecidos como biomateriais (material sintético utilizado para substituir partes de um

sistema vIvo ou estar em contato intimo com um tecido bioldgico vivo).

Estima-se que o mercado mundial associado aos biomaterias envolve atualmente
aproximadamente 35 bilhSes de ddlares anuais, com perspectiva de crescimento de 11% ao
ano demonstrando, assim, o interesse e a necessidade por este tipo de produto (OREFICE,
1995).

No caso nacional grande parcela dos biomateriais usados sfo importados,

agravando mais ainda a questdo da saode piblica; assim, faz-se necessario o
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desenvolvimento clentificc e tecnologico brasileiro na area de biomateriais, a fim de

melhorar o atendimento i saide publica e diminuir seus gastos (OREFICE, 1995).

Ao longo das ultimas décadas implantes biorreabsorviveis tém sido
experimentados ¢ utilizados em muitos procedimentos cirurgicos, como por exemplo,
fixagdo de fraturas, substituigdo Ossea, reparo de cartilagem, entre outros. Dependendo dos
componentes do polimero, esses materiais s3o modelados 2 fim de apresentar propriedades
funcionais adequadas para cada utilizac8o, sendo que as propriedades do polimero resultam

da associacdo de fatores mecinicos, térmicos e viscoelasticos (YUEHUEL 2000).

Porém, a utilizacfio de biomateriais em alguns casos apresenta interacbes adversas
enire a superficie do material € os componentes do sangue levando em geral 4 formacgio de
coagulos, os quais podem obstruir a circulagio sangiiinea ocasionando sérias lesbes e até
mesmo a morte. O processe de formaco de coagulos sangiineos € precedido pela adesdo e
ativacio de plaquetas, que por sua vez ¢é precedida pela adsorcio de proteinas do sangue na
superficie do biomaterial. As interagdes entre biomateriais e proteinas ocorrem devido a
grande diversidade de caracteristicas superficiais apresentadas pelas proteinas (ROSA,
1998).

Assim, além do grande interesse em pesquisas por novos biomateriais verifica-se,
também, aumento das pesquisas para se estudar a adsor¢io de proteinas do sangue humano
na superficie destes materiais com o intuito de prever possiveis interacdes adversas na

interface do sistema material/fluido biologico.

Neste trabalho descreve-se a preparacio e caracterizagio de blendas
biorreabsorviveis de poli(B-hidroxibutirato) (PHB) / poli{L-acido lactico) (PLLA), bem
como os estudos de degradacdo hidrolitica e de adsor¢3o de protefnas do sangue humano na
superficie destas blendas. Optou-se pela blenda PHB/PLLA com o intuito de melhorar as
propriedades mecanicas do PLLA durante a degradagdo, ja que este material perde
rapidamente suas propriedades mecénicas quando degrada. Assim, optou-se por misturar
PLLA com PHB que apresenta propriedades mecénicas inferiores, mas consegue manté-las
durante o processo de degradacio. A relevincia deste estudo reside no fato de que o
desenvolvimento de novos biomateriais representa possibilidade de aplicagio na éarea
médica, contribuindo para o avango da tecnologia de implantes temporarios € melhorando a
qualidade de vida de futuros pacientes.
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CAPITULO TI

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho fol preparar, caracterizar, estudar a degradacio “in vitro”
e a adsorcdo de proteinas sobre as blendas biorreabsorviveis, Poli(B-hidroxibutirato} (PHB)
/ Poli (L-acido lactico) (PLLA), visando contribuir com o avanco da tecnologia de

implantes temporarios.

O assunto fo1 abordado pelo estudo dos aspectos apresentados no diagrama abaixo;

Obtencio das blendas
PHB/PLLA.

U

Ensaios de degradacio
“in vitro™ das blendas
PHB/PLLA.

U

Ensaios de adsorcio de
proteinas do sangue
humano na superficie
de blendas
PHB/PLLA.

=

-

¥" Preparar blendas PHB/PLLA em varias
concentragies através dos métodos de mustura
fisica no estade fundido (pino)} ¢ solucdo
“casting” (filme).

v Caracterizar as blendas obtidas por:
MDSC, DMA, SEM, TGA., ensaic mecdnico
de flexfio, WAXS e SAXS.

v Amostras da blenda PHB/PLLA (pino ¢
filme) foram colocadas em banho com tampio
fosfato satino pH 7.4 4 37° C, e retiradas a cada
2 meses.

v As  amostras  degradadas  foram
caracterizadas por: MDSC, DMA, SEM, TGA,
WAXS ¢ SAXS.

v" Preparacdo de filmes finos do biomaterial
PHB/PLLA pela técnica de “Spin-coater”.

v" Obtengo da espessura dos filmes obtidos.
v Ensaios de adsor¢do de proteinas do
sangue humano na superficie do biomaterial
confeccionado por “Spin-coater” em crnistal de
Ge, empregando um sistema de fluxo continuo
e aquisicdo de dados em tempo real por FT-IR
{ATR).

¥ Ensaios de adsor¢io de proteinas do
sangue humano na superficie do biomatenal
(pino), sepuida de cluigdo, ¢ andlise em
Eletroforese Capilar.

(WS
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CAPITULO 11

REVISAQ BIBLICGRAFICA

3.1. Biomateriais; definicio e aplicaches

A NIH Consensus Development Conference de 1982 define: “biomatenial € toda e
qualquer substancia ou combinagdo de substincias, que ndo farmacos, de natureza sintetica
ou natural que pode ser utilizada por qualquer pericdo de tempo, como um todo ou parte do

sistema, para aumentar ou substituir qualquer tecido, ¢érgde ou func¢io do corpo”
(WILLIAMS, 1987).

A definicio adotada na Consensus Conference of the Furopean Society for
Biomaterials, mais simplificada, define biomaterial como: “todo material ndo vivo, usado
em dispositivo médico ou blomédico, objetivando interagdo com o sistema biologico”
(WILLIAMS, 1987).

Outra definicio de biomaterial dada pela junta Consultiva de Biomateriais da
Universidade de Clemson — Estados Unidos, define: “biomaterial como uma substincia
sistematica e farmacologicamente inerte desenhada para ser implantada, dentro ou

incorporada a um sistema vivo” (PARK, 1992).

O conceito de biocompatibilidade se resume na habilidade de um material para
induzir no hospedeiro uma resposta adequada a uma aplicagdo especifica (WILLIAMS,
1987). A biocompatibilidade inclui fenémenos biologicos, tals como a resposta

imunolégica, carcinogenicidade e trombogenicidade (VERT, 1992).

Os biomateriais podem ser: (a) naturais: colageno, fibras de proteinas (seda, 13 e
pélo), polissacarideos (algoddo e celulose); ou (b) sintéticos: metais, cerdmica e polimeros,
sendo que os sintéticos sdo denominados de materiais biomédicos. A primeira aplicagdo de
um material biomédico foi em 1350, utilizacdo de fio de ouro como sutura (LYMAN,
1989).
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Porém, a utilizagiio dos biomateriais so se tornou efetiva ap6s o conhecimento de
técnicas cirurgicas assépticas, desenvolvidas por Lister nos anos 1860 (PARK, 1992). Em
procedimentos cirurgicos mais adiantados, os biomateriais geralmente eram mal sucedidos
em consegiiéncia de infecgdes. A infeccBio tende a ser agravada na presenga dos
biomateriats, desde que o unplante possa fornecer uma regiio inacessivel as células

competentes do sistema imunoldgico do corpo.

Estudos basicos sobre biomateriais foram iniciados recentemente. Um dos primeiros
estudos foi proposto € patrocinado pelo Instituto Nacional do Coragéo e Pulmio (EUA) na
década de 60, com o intuito de obter um material polimérico compativel com o sangue para
ser empregado em coragdo artificial. A partir dal muitas propostas foram feitas a fim de
conseguir materials para serem utilizados em cirurgia cardiovascular ¢ membranas de

hemodialise entre outras aplicacdes (TANZAWA, 1593).

3.1.1. Polimeros como Biomateriais: Funcionalidade e Biocompatibilidade

A pesquisa de polimeros naturais e¢ sintéticos tem despertado grande interesse
visando aplicagOes nas areas médica e odontoldgica. Devido as suas inameras propriedades,
esses materiais abrangem um grande nimero de aplicagdes, tais como. materiais para
implantes, liberagdo controlada de farmacos, bem como artigos para uso cirirgico, fazendo

parte da classe dos biomateriais.

A Tabela 1 mostra requisitos necessarios ao biomaterial, para satisfazer a NIH, ¢
os padrdes citados acima. Apesar da grande quantidade de materiais que ja vem sendo
empregada na area medica (Tabela 2) os padrdes de biocompatibilidade ¢ propriedades
mecanicas requeridos para os biomateriais, tém restringido bastante a aplicacio destes
(DIMITRIU, 1994).
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Tabela 1: Requisitos necessarios ac biomaterial (DIMITRIU, 1994)

Praticabilidade A funcdo do tecido ou orgdo deve ser garantida mesmo por

funcional tempo prolongado.

Bioestabilidade O meio bioldgico nio deve prejudicar a funcionalidade do
biomaterial

Biocompatibilidade | O biomaterial n3io deve provocar distirbios ao sistema
biologico.

Esterilizavel O processo de esterilizacdo ndo deve prejudicar a
funcionalidade do biomaterial.

Tabela 2: Polimeros empregados na area médica (DIMITRIU, 1994)

Polimeros Area de uso

Polietileno de baixa densidade Cirurgia reconstrutiva
Polietileno,de massa molecular ultra alta | Ortopédica

Borracha de silicone Cirurgia plastica e ortopédica
Poliacetats Ortopédica

Resina epoxi {compdsitos) Ortopédica

Poliésteres Cardiovascular

Poliacido lactico Suturas

Poliacido glicolico Suturas

Hidrogéis Oftalmica

Desta forma pode-se dividir tais requisitos em duas propriedades mais
abrangentes: (i) funcionalidade e (ii) biocompatibilidade. A primeira pode ser alcancada por
escotha ou confec¢do de um material adequado e a segunda através da modificacio

superficial do material.

Dentro da classe dos biomateriais destacam-se 0s poli(a-hidroxiacidos) que sfo
polimeros biorreabsorviveis cuja principal caracteristica ¢ a degradacdo por hidrolise,

gerando produtos absorvivets pelo organismo (ANGELOVA. 1999).

3.1.2. Polimeros Biorreabsorviveis e Funcionalidade

Como ja foi dito no item anterior s3o polimeros que sofrem decomposi¢ao dentro
de organismos, ¢ seus produtos de decomposicio podem ser metabolizados e excretados
pelo orgarmismo. Porém, materiais cujos produtos de degradagio permanecem por um

periodo muito longo no organismo vivo n&o podem ser utilizados.
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A degradag@o destes materiais pode ocorrer por meio de varias reagdes: oxidacdo,
reducdo, eliminacdo, isomeriza¢do e outras, por a¢do de enzimas ou ndo. A biorreabsorgic
de polimeros ¢ dividida em dois estagios: decomposicio e absorcdo. Somente polimeros
constituidos por ligagBes metabolicas ou seus analogos com ligagdes hidrolizavels sdo

biorreabsorvivels (KIMURA, 1993).

Atualmente os poli{o-hidroxiacidos) que sdo poliesteres alifiticos derivados de
acido glicdlico, D,L- e I.-acido lactico, B-hidroxibutirato e e-caprolactana, sdo os polimeros
que mais tem encontrado aplicacBes na area biomédica como polimeros biorreabsorviveis
para protese e liberagBio controlada de farmacos (ZHANG, 1995), (IGNATIUS, 1996),
(ELST, 1996). A melhoria em algumas propriedades destes materiais, como
permeabilidade, taxa de biodegradaclo, propriedades de tensdo, tém sido alcangadas por
copolimerizag8o de poliesteres e poli(éter-gster)s (ZHANG, 1995), (ELST, 1996).

Como ja foi visto o biomaterial deve ser funcional, ou seja, possuir propriedades
desejaveis para uma aplicacdo especifica. Para que um matenal alcance tal caracteristica
este devera apresentar propriedades mecdnicas, quimicas, fisicas, térmicas, entre outras,

que satisfacam as necessidades da aplicagio.

De modo geral sdo conhecidos como materiais de alto desempenho que podem ser
conseguidos através da mistura fisica de, pelo menos, dois polimeros conhecidos,
pretendendo-se com isso combinar as methores propriedades destes materiais para se
alcangar propriedades desejadas. Esta técnica é, financeiramente, mais viavel e rapida do

que a pesquisa e o desenvolvimento de um novo polimero (ULTRACKI, 1989).

O estudo de misturas poliméricas a partir de polimeros biorreabsorviveis ou
hidroliticamente instavels tem atraido muita atengiio como sendo uma possibilidade de
obter novos materiais para uso biomeédico, devido a faciidade que eles apresentam de

modificacio em suas propriedades e caracteristicas de degradacio (NIJENHUIS, 1996).

3.1.3. A Degradacio dos Polimeros Biorreabsorviveis

A hidrolise quimica de cadeias hidroliticamente instaveis € o principal mecanismo
na degradagio polimérica (MIDDLETON, 2000). O primeiro evento mensuravel na

degradagio dos poli{o-hidroxi ésteres) € a perda de resisténcia mecanica devido ao

7
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decréscimo da massa molar. As cadeias poliméricas sdo soliveis no fluido extracelular
guando a massa molar esta abaixo de 7000 Daltons. Neste caso o material possui resisténcia

mecéinica muito baixa e o polimero comeca a fragmentar-se devido & tensiio mecéanica local
{WAKE, 1998).

Para polimeros semicristalinos a degradagio ocorre em duas fases. Na primeira
fase, a agua penetra a superficie do dispositivo, atacando preferencialmente as cadeias
quimicas da fase amorfa e convertendo longas cadeias poliméricas em cadeias menores, €
finalmente em fragmentos solaveis. Devido a isso, ocorre inicialmente uma redugdo na
massa molar da fase amorfa sem a perda das propriedades fisicas. Em seguida inicia-se a
perda das propriedades fisicas e a agua comega a fragmentar o dispositivo. Na segunda
fase, ocorre o ataque enzimatico aos fragmentos. A metabolizacdo dos fragmentos resulta

em uma rapida perda de massa poliménica (MIDDLETON, 2000).

A degradagio de polimeros “in vive” difere da degradacio “in vitro”,
principalmente porque “in vivo” o implante esta submetido a esforgos mecénicos. Alguns
fatores que contribuem para a degradagfio, resultando em gés carbdnico e agua, representam
importante papel tanto na degradacdo “in vitro” como na “in vivo”. A taxa de degradagio
do polimero “in vitro” e “in vivo” depende ndo somente da composi¢io quimica, mas
também do tamanho, forma, e da superficie do implante. Estes sfo fatores que podem ser
sistematicamente variados e avaliados nas situagbes de teste “in vitro”. As propriedades
especificas, tais como, massa molar inicial, distribuigio de massa molar, grau de
cristalinidade e taticidade podem ser controladas e avaliadas antes da implantacdo ou do

teste de degradacio em solugo tampdo (ELST, 1996).

Os fatores que influenciam na degradacdo que ndo podem ser controlados e os
quais certamente causam diferengas entre a degradacio “in vitro” e “in vivo”, s3o as
respostas do hospedeiro ao material implantado. Num implante Osseo, por exemplo, as
habilidades de cicatrizagido de um implante individual e a capacidade de tamponamento do
hospedeiro sdo dois dos muitos fatores que imfluenciam os resultados da osteosintese
usando implantes biodegradaveis. Além disso, a biocompatibilidade do fixador da fratura
implantado estd relacionada ao tamanho do implante e ao sistema imunolégico do
hospedeiro. Estes mecanismos de defesa diferem em cada espécie e ainda em cada

individuo de uma mesma espécie (ELST, 1996).
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3.1.4. Poliacido lactico - PLA

O acido lactico (lactatos) € uma substincia natural muito empregada em alimentos
como agente conservante e flavorizante e, também, ¢ o principal bloco de construgdo na
sintese quimica dos polimeros da familia dos polilactideos. O acido lactico pode ser
sintetizado quimicamente, mas geralmente € produzido por fermentaciio microbioidgica de
agucares como a glicose e hexose sendo que este suprimento de agucar pode ser: derivado
de casca de batatas, cereais ¢ residuos lacticos. O mondmerc produzido por fermentagdo €

utilizado para a preparagdo dos polimeros polilactideos (GAJRIA, 1996).

A Figura ! apresenta a estrutura molecular do poliacido lactico.

0 O
|
{/(}\C /C\} (,Q\C /c%
i “CH, ad
PLLA FDLA

Figura 1: Estrutura molecular das duas formas opticamente ativas do Poliacido

lactico.

O acido lactico existe em duas formas estereoisoméricas, as quais proporcionam a
formacdo de quatro polimeros morfologicamente distintos; os poli(acido lactico)s (PLA)s
D-PLA e L-PLA que so as duas formas estereoregulares, o D,L.-PLA que é um polimero
racémico obtido da mistura de D- e L-acido lactico, e meso-PLA que pode ser obtido do
D,L-lactideo (GAJRIA, 1996), (KIMURA, 1993). A cristalinidade dos polimeros, fator
importante na biodegradagdo, varia com a estereoregularidade do polimero (DIMITRIU,
1994}. Os polimeros obtidos dos mondmeros D e L opticamente ativos s3o semicristalinos,

mas o D, L-PLA opticamente inativo é amorfo (GAJRIA, 1996).

Os fatores que podem afetar a degradacio dos iactatos incluem estrutura quimica e

configuracional, distribuicdo e massa molar, condi¢des de fabricag@o, local de implantagdo,
9
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fatores fisicos e condigbes de degradacfio. A degradacfc de polimeros semicristalinos se
processa por hidrolise primeiro na regido amorfa e, depois, na cristalina (DIMITRIU,
19943,

0 acido lactico possui um grupo hidroxilico e um grupo carboxilico podendo ser
facilmente convertido em poliéster. Algumas das vantagens destes polimeros sZo: alta
resisténcia mecanica, comportamento termoplastico, biocompatibilidade, sensibilidade a
agua, visto que se degradam lentamente comparados com os polimeros soltiveis que incham
na agua (GAJRIA, 1996). Como exemplo de aplicacdo pode-se citar o poli(L-lactideo)
(PLLA) semicristalino que tem sido utilizado em tecidos para fixagdo temporaria com boa
resisténcia mecénica (ZHANG, 1993},

3.1.5. Polihidroxibutirato - PHB

O polithidroxibutirato) (PHB) € um polimero termoplastico biorreabsorvivel
produzido pela bacténa “Alcaligenes eutrophus”. Este polimero possul temperatura de
fusdo (Tm) em torno de 180°C, ¢ altamente cristalino e fragil. O PHB tem atraido a atencio
industrial, por ser um plastico degradavel no meio ambiente, para varias aplicagdes na
agricultura, manmnha e aplicacdes médicas (KOYAMA, 1995) e possui uma velocidade de
hidrolise ndo enzimatica bastante pequena (KOYAMA, 1997). A Figura 2 mostra a

estrutura molecular do PHB.

0
I
- CWCHQ—(?H —0—-
CH;
FHH

Figura 2: Estrutura molecular do Polihidroxibutirato.

Na Tabela 3 pode-se verificar as propriedades térmicas e mecnicas do PLA e do
PHB, cobtidas da hiteratura (DIMITRIU, 1994),

10
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Tabela 3: Propriedades térmicas e mecanicas do PLLA e PHB (DIMITRIU, 1994)

Polimero Mw Tg | Tm | Resistén | Médulo % %
° ° c1a a MPa) | Alongamento | Alongamento
COT D wragzoma | 1Y “\?iefd” (nglebra)
ruuptura
(MPa)
L-PLA 50.000 54 170 28 1200 3,7 6,0
L-PLA 100.600 38 159 30 2760 2,6 3.3
L-PLA 300.00 59 178 48 3000 1.8 2.0
DL-PLA | 107000 51 - 29 1900 4.0 5.0
PHB 370.000 1 171 36 2500 2.2 2.5
3.1.6. Mistura PLA/PHB

Kovama e Doi estudaram a miscibilidade, morfologia e biodegradabilidade da
mistura PLA{amorfo)/PHB preparada em solugBo com cloroformie, em varias
concentragdes. Os resultados obtidos foram: uma Gnica Tg (temperatura de transi¢do vitrea)
para todas as composicdes estudadas, para a cinética de cristalizagio observou-se um
decréscimo na taxa de crescimento dos esferulitos de PHB com o aumento da concentragio
de PLA e, os esferulitos de PHB preenchiam todo o volume do filme indicando a inclusio
do PLA amorfo dentro dos esferulitos. Os autores indicam que estes resultados sugerem
que a mistura € miscivel nos estados cristalino e amorfo. Quanto a hidrolise enzimaética os
resultados mostram que a taxa de erosio enzimatica da superficie decresce com o aumento
da concentracdo de PLA no filme. Na hidrolise simples sem enzima observaram que a cisio
hidrolitica da cadeia de PHB foi acelerada na presenga de PLA, indicando efeito catalitico
neste processo por parte do PLA (KOYAMA E DOI, 1995).

Este mesmo grupo tem um outro estudo da miscibilidade desta mistura preparada
também em solug@o; porém, tal miscibilidade ¢ verificada usando PHB (Mw = 650.000} e
PLA de varias massas molares {Mw variando de 9.900 a 530.000). Como resuitado estes
pesquisadores encontraram que a miscibilidade depende fortemente da massa molar do
PLA. Eles obtiveram atraveés da analise de DSC uma tinica Tg para mistura com PLA de
Mw abaixo de 18.000, sendo que a Tg aumenta com o aumento de Mw do PLA e para
valores de Mw acima de 20.000 obtiveram duas Tg’s, sugerindo uma separagio bifasica no
estado fundido (KOYAMA E DOI, 1997).

Este mesmo resultado também foi verificado por Blim & Owen que estudaram a

estrutura esferulitica e o comportamento de fusdo da mistura PLA/PHB, empregando um
11
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PHB de Mn = 222.000. Eles encontraram miscibilidade para a mistura com Mn de PLA
abaixo de 1.759 e um sistema bifasico para Mn acima de 159400 (BLUM, 1993).

3.1.7. Biocompatibilidade

Como ja foi visto biocompatibilidade pode ser definida como a habilidade de um
material ter um desempenho satisfatorio quande em contato com O Organismo vivo, ¢om
resposta apropriada do tecido hospedeiro, para uma aplicacdo especifica (WILLIAMS,
1987).

Portanto, a biocompatibilidade € uma caracteristica essencial do biomaterial para a
seguranga do artigo meédico. Na Figura 3 tem-se uma visdo geral a respeito da

biocompatibilidade (TANZAWA, 1993).

Desvantagens causadas pelo
contato com O Organismo vivo.

v v

Resposta imune, > VR < Deterioragdo do
Coagulagic sangilinea, Esterilizacao desempenho:
Deterioragio do tecido. Quimico,

l Fisico,
Mecanico.
Condi¢Ges do
meio
Otimizagdo

;

P Biocompatibilidade |

Figura 3: Diagrama geral sobre a biocompatibilidade (TANZAWA, 1993).

A resposta natural de um sistema biologico na presenca de um corpo estranho € a
rejeicdo. O sistema alcanca este objetivo pelo desencadeamento de uma série de reacdes

celulares. A natureza destas reagdes varia dependendo das propriedades macroscdpicas e

12
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microscopicas do implante, por exemplo; tamanho, forma, natureza da superficie do

implante e local do implante (DIMITRIU, 1994},

Assim, os biomateriais devem ser biocompativeis para realizarem suas fungdes
sem provocar reagdes adversas ac sistema bioldgico (KULIK, 1996). Para haver tal

biocompatibilidade o material deve possuir uma série de caracteristicas (PINTO,1993):

ndo destruir ou sensibilizar elementos celulares do sangue,
e nio alterar as proteinas plasmaticas,

& nfo causar respostas imunes diversas,

* nfo induzir a carcinogenicidade ou mutagenicidade,

e ndo produzir reagbes toxicas ou alérgicas,

e nio dizimar eletrdlitos,

e ndo ser adversamente afetado pela esterilizacdo,

» apresentar estabilidade no ambiente fisiclogico.

.

E essencial, portanto, que os materiais empregados sejam biocompativeis com o
sistema biologico no qual sfo inseridos, j& que uma vez em contato com o sangue e fluidos
corporais, o material ndo podera liberar substincias, tais como plastificantes, que possam
ser toxicas, carcinogénicas, ativadoras da coagulagfo sangiinea e, promotoras de respostas

inflamatorias.

3.2. O Sangue e suas Proteinas

O sangue ¢ definido como um tecido que circula num sistema virtualmente
fechado de vasos e ¢ formado por elementos solidos (glébulos vermelhos, brancos e

plaquetas) em suspensdo num meio liquido, o plasma (HARPER, 1971).

3.2.1. Proteinas Plasmaticas

O teor de proteinas no plasma € de, aproximadamente, 7 a 7,5 g/100 mL;
correspondendo a maior parte dos solidos do plasma. Estas proteinas compreendem

proteinas simples e conjugadas como glicoproteinas e varios tipos de lipoproteinas. As
13
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proteinas plasmaticas sfo separadas em trés grupos principais: fibrinogénio, albumina e
giobulina (HARPER, 1971}

Fibrinogénio: participa da cascata de coagulac@o sangiiinea sendo o precursor da

fibrina, a substdncia do codgulo sangiiineo, é uma molécula assimétrica muito alongada,
com uma rela¢do axdal de cerca de 20:1 (Figura 4). Sua massa molar varia entre 350000 ¢
450000 Daltons, constituindo de 4 a 6% das proteinas totais do plasma com concentragdo
em torno de 0,2 a 0,6 g/dL, sendo sintetizada no figado e apresentando ponto isoelétrico
{pl) na faixa de 5,1 a 6,3 (HARPER, 1971; MURRAY, 1993).

Albumina: € a proteina mais abundante do soro, sendo sintetizada no figado, com
massa molar de aproximadamente 69000 Daltons (Figura 4), sendo responsavel pelo
controle da pressdo osmotica e pelo transporte de acidos graxos Iivres no sangue. A
estrutura priméaria da albumina consiste de 610 aminoacidos ordenados em uma cadeia
peptidica simples. A estrutura secundaria parece apresentar as cadeias dobradas sobre si
para formar camadas que podem ser desenroladas por reducdio de pH e re-enroladas por
elevacio de pH (HARPER, 1971). A albumina se apresenta no soro sanguineo em
concentragio na faixa de 3,5 a 5,5 g/dL, seu pl € de 4,8 (MURRAY,1993).

v - Globulira: € uma frac@io das globulinas que se originam dos plasmocitos e do
tecido linfoide, que € sede principal dos anticorpos circulantes, as chamadas
imunoglobulinas, que constituem uma familia de proteinas intimamente relacionadas
possuindo toda a atividade conhecida dos anticorpos do soro. As imunoglobulinas (Ig) sdo
divididas em trés grupos (HARPER, 1971):

a) IgG (v, globulina, vG) € a principal fra¢io que contem anticorpos, compreendendo ~
80% das gamaglobulinas 700 - 1450 mg/100mL de soro, com massa molar variando

entre 150000 e 160000 Daltons (Figura 4); seu pl é em torno de 6,3 ¢ 7,3,

b) IgA (vA, P:A) diferente da anterior pelo teor mais elevado de carboidrato e
corresponde de 140 - 260 mg/100mL de soro.

¢) IgM (vM. B.M) é a fragio de massa molar mais elevada ~750000 Daltons,
correspondendo de 70 - 130 mg/100mL de soro.

14
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Albumina _
69000 Da v - Globulina
156000 Da
Fibrinogénio
400000 Da

Figura 4: Formato, dimenses relativas e massas molares de trés moléculas de

proteina do sangue: albumina, v - Globulina e fibrinogénio. (HARPER, 1971).

3.2.2 A Coagulacio Sangiiinea

A coagulacio sangiiinea ocorre por uma seqiiéncia de reagdes bioguimicas
catalisadas enzimaticamente que envolve as células do sangue e as proteinas do plasma,

sendo conhecida como cascata de coagulacdo.

O sistema de coagulagio sangiiinea pode ser ativado pelo mecanismo extrinseco,
gue se inicia com trauma aos tecidos fora dos vasos sangiineos ou através do mecanismo
intrinseco, que comega no proprio sangue. Estes dois mecanismos convergem em um
mecanismo final comum que envoive a ativagdo da protrombina em trombina e a conversdo
de fibnnogénio, catalisada pela trombina, em filamentos de fibrina. Os mecanismos:
intrinseco, extrinseco e comum, sdo complexos e envolvem muitas proteinas diferentes,

podendo ser visualizado na Figura 5 (HARFENIST, 1993).
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Figura 3: Mecanismos da Coagulagdo Sangiiinea — Sio indicados os mecanismos

INirnseco € extrinseco.

Observagdo: Os eventos descritos abaixo do fator A sdo designados como o mecanismo
comum final, o qual € finalizado com a formac#o de fibrina reticulada. A linha pontilhada

indica a descoberta de que os complexos de fator de tecido e fator VIla ativam n3o somente
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a fator X no mecanismo extrinseco classico, mas também o fator IX no mecanismo
intrinseco. Além disso, a trombina e ¢ fator Xa retornam e ativam os dois sitios indicados

(linhas tracejadas). PX ¢ a precalicreina, HK é quininogénio e PL séo fosfolipideos.

A protrombina € uma alfa, globulina instavel que pode facilmente se fragmentar
em pequenos compostos, um dos quais € a trombina. A trombina € uma enzima com
capacidade proteolitica, que age sobre o fibrinogénio removendo dois peptidios de baixa
massa molar de cada molécula de fibrinogénio, formando uma molécula de mondémero de
fibrina, que tem a capacidade automaética de se polimerizar com outras moléculas
mondmeras de fibrina. Estes mondmeros de fibrina polimerizam-se, em poucos segundos,
em longos filamentos de fibrina formando o reticulo do coagulo. Nos primeiros estagios
desta polimerizacdo, os mondmeros de fibrina ligam-se por fracas pontes de hidrogénio e
interagdes hidrofobicas. Nestes estagios, as cadeias poliméricas estdio fracamente ligadas
podendo ser facilmente desfeitas. Porém, logo em seguida, outra globulina, o fator
estabilizador da fibrina age como uma enzima determinando a formacio de ligagdes
covalentes entre 0s mondmeros de fibrina, e também entre as cadeias dos polimeros
adjacentes, fazendo com que a rede tridimensional de filamentos de fibrina se fortaleca
tornando-se resistente. O coagulo ¢ formado por esta rede de filamentos de fibrina,
dispostos em todas as diregdes, retendo células sangiiineas, plaquetas e plasma (GUYTON,
1977).

A coagulagio sangiiinea pode ser impedida pela agfio de substincias que
interferem na conversio da protrombina em trombina. O inibidor mais conhecido é a
heparina, que € um composto hidrossoluvel, termoestavel e extremamente eficiente, 1 mg
de hepanina impede a coagulagio de 100 mL de sangue. A heparina ¢ abundante no figado
e pulmdo, e seu efeito anticoagulante ¢ devido 4 combinacdo direta e imediata de sua
molécula altamente sulfatada com vérios fatores do sistema de coagulagio (HARPER,
1971).

17
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3.3. Um enfoque do estudo da biccompatibilidade: adsor¢fio de proteinas do sangue na

superficie de materiais

Vérios grupos de pesquisadores vém empregando a técnica de Infravermelho por
Transformada de Fourler acoplada 4 técnica de Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR), a
fim de estudar a adsorgio quantitativa de proteinas na superficie de materiais poliménicos,
bem como as mudangas conformacionais sofridas pelas moléculas de proteinas, com ¢
intuito de obter informagdes a respeito do processo de adsorgio de proteinas que € de
grande interesse em sisternas bioldgicos (BRASH, 1969); (STRAATEN, 1991), (PITT,
1986); (FINK,1987); (FU,1993); (JEON, 1992); (CASTILLQ, 1985, 1986); (DENG, 1986).

Apesar das vantagens mencionadas na Tabela 4 sobre a utilizagio desta técnica em
relagiio & outras {como elipsometria por exemplo), a utilizagdo da técnica FTIR-ATR requer
um contato perfeito entre a amostra ¢ 0 elemento de reflex3o interna (IRE) devendo a
superficie do filme ser lisa, homogénea e regular para a obtengiio de resultados

satisfatorios.

Tabela 4: As principais vantagens de utilizagio do FTIR-ATR sobre outras
técnicas de analise (FINK, 1986).

Vantagens da utilizacio de FTIR-ATR em relacio a outras técnicas de analise de
proteinas.

Rapida aquisi¢@io de dados - até 10 espectros por segundo. Os dados podem ser obtidos
quase que continuamente € possibilidade de apresentar resultados num tempo real.

Capacidade de obtencio de dados de sistemas fisiologicos intactos em ambientes
aquosos através da subtrac@io do “background”.

Potencial para analise de multi-componentes de espectros complexos.

Observacio da conformagfo macromolecular através da desconvolugio de bandas
espectrais.

Nio requer preparacdo destrutiva da amostra.
Sensibilidade a superficie.
Simplicidade no procedimento de medida.

O estudo de adsor¢do de proteinas ¢ feito através do grupo amida (CONH) das
proteinas. Este grupo exibe bandas caracteristicas em 1650 cm™ (amida I), em 1550 cm’
(amuda IT) e em 1300 cm” (amida IIT). A natureza destas vibragdes foi elucidada por

Mivazawa (1960). No caso da vibragiio na regido amida I, 80% da energia potencial €
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associada ao estiramente do grupo C=0, 10% ao estiramento C-N e 10% ao dobramento C-
NH no plano. Para a vibrag@o amida I, 40% da energia estd associada ao estiramento C-N e
60% ao dobramento N-H, sendo esta a banda mais empregada nos estudo de adsorcéo de
proteinas por ser relativamente insensivel a mudancas conformacionais e sofrer menor
interferéncia da banda de absorcio de agua a 1640 cm™ (FU, 1993). Na Tabela 3, estdo
relacionadas informacdes gerais sobre as bandas espectrais caracteristicas de espectros de

proteinas.

Tabela 5: Informacdes gerais sobre espectros de proteinas (GENDRAU, 1986).

FREQUENCIA (M) FONTE INFORMACAO
1730 (1740-1710) Carbonil ¢ Lipidios Lipidios associados a proteinas
1650 (1670-1630) Amida [ Identificagdo de proteinas,
mudancas conformacionais
1850 (1570-1520) Amida 11 Quantificacio de proteinas
1450 Cadeias Laterais de CHz da | Identificacfo de proteinas
valina, leucina e isoleucina
1400 Cadeias lateriais de carboxilatos |Quantificacio  de  proteinas,
sensivel ao pH
1361 Componentes de baixa massa _
molar do sangue
1300 (1310-1240) Complexo Amida I Identificacio de proteinas,

mudangas conformacionais, regido
primana usada para diferenciagéo
de proteinas em  misturas,
informacdo relativa a estrutura
secundaria

1080 (1080 — 1040) [ Grupos funcionais carboidrato | Conteddo de glicoproteinas nas
camadas adsorvidas

3.3.1. Infravermelho por Transformada de Fourier no modo ATR - FT-IR (ATR)

A espectroscopia estuda as interagOes da radiagfo eletromagnética com a mateéria.
A radiagdo eletromagnética pode ser dividida em diferentes regides que correspondem a
diferentes técnicas espectroscopicas (Figura 6). A regido entre 4000 e 400 cm’ corresponde
a regiio considerada infravermelho médio onde bandas vibracionais e rotacionais sdo
observadas. E € nesta regiio onde se localizam as bandas de absorgio das proteinas
(COLEMAN, 1993).

A espectroscopia de infravermelho tem sido amplamente usada em quimica

orgénica ¢ analitica por muitos anos. A aplicacio das técnicas de IR a sistemas bioldgicos
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ndo era comum e somente com o desenvolvimento e a evolucio do espectrofotdmetro FTIR
(infravermelho por Transtormada de Fourier) a técnica de IR tornou-se uma ferramenta
valiosa para estudos de sisternas bioldgicos. Um espectrofotdémetro FTIR ¢ formado por
dois componentes bésicos: uma bancada Otica e um computador. A bancada dtica mede a
intensidade de uma radiacio infravermelha especialmente codificado apds este ter
atravessado uma amostra. O sinal resultante, denominado “interferograma”, contém
informacg8@o sobre todas as freqii€ncias presentes na radiagfo, sendo que um computador
interpreta este interferograma e utiliza um tratamento matematico (Transformada de Fourier
- ET) para decifrar as interagOes que ocorrem quando a luz infravermelha ¢ absorvida por

um sistema molecular, apresentando como resultado um espectro (GENREAU, 1986).

Uma das técnicas de infravermelho mais popular, a espectroscopia ATR
{(reflectdncia total atenuada), tornou-se mais amplamente utilizada apds a introducdo de sua
versdo FT. A técmca FTIR-ATR combina o poder da espectroscopia IR com a éptica da
reflexdo total atenuada. Foram os calculos tedricos realizados por Simon (1951), seguido
por Fahrenfort {1961), que desenvolveram a técnica ATR para a obtengio de espectros de
IR de materiais;, os quais ndo podiam ser obtidos facilmente por medidas convencionais. A
partir dai, a ATR vem sendo aplicada em diversos estudos sobre adsor¢do a partir de
solugdes (HLADY, 1996).

Na espectroscopia de reflexdo interna a amostra € colocada em contato com um
cristal especial denominado elemento de reflexo interna (IRE). O IRE é composto de um
material de alto indice de refracio, como por exemplo: o seleneto de zinco (ZnSe), iodeto
de talio-brometo de tilio (KRS-5} ou germénio (Ge). Nesta técnica a radiagdo
infravermelha ¢ focalizada por uma série de espelhos, em uma das extremidades inclinadas
do IRE, sendo refletida através do cristal, geralmente inimeras vezes, finalmente ¢é
direcionada ao detector por outra séric de espethos (COLEMAN, 1993). A Figura 7

apresenta um diagrama esquematico da técnica ATR.
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Figura 7: Diagrama esquematico do caminho da radiacio infravermelha no ATR.
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Como descrito anteriormenie, na técnica de refletincia total atenuada a huz
infravermelha ¢ focalizada sobre uma das extremidades do IRE, onde se o dngulo 8 no qual
a radiacio atinge a interface do IRE e o ar for maior que o angulo critico, a luz IR sera
totalmente refletida internamente no cristal (TRE). O &ngulo critico pode ser caleulado

através da seguimte equagio:

G e =S80 — (N

onde: ny = indice de refracio do IRE e n; = indice de refracio da amostra

4 cada reflexfo, um campo elétrico evanescente € criado na interface entre 0 IRE ¢
a amostra, este campo decresce exponencialmente com a distAncia de penetracio da
radiagdo na amestra (CHITTUR, 1998} A distincia de penetracio £ definida como a
distdncia a partir da interface TRE-amostra onde a intensidade da onda evanescente decresce

1/e do seu valor original. Esta disténcia de penetragio pede ser calculada usando a equagio:

A
dp = B e
Zagisen & ~{n,/n) |~

(2)

onde: 8 = angulo de incidéncia , A = comprimento de onda da radiacfio, n; = indice de

refracdo do cristal, n» = indice de refra¢io da amostra

Nas regides do infravermelho, onde a amostra absorve energia, ha interagio entre a
onda evanescente € a amosira obtendo-se o espectro {STRAATEN, 1991 A distdncia de
penetragdo varia de acordo com: o material que compde o elemento de reflexdo interna
{Figura 8), o angulo de incidéncia da radiacio (Figura 9), e com o mimerc de reflexdes

internas (Figura 10) (WASACZ, 1998).

P
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Figura 10: Varnagdo da distineia de penetracio com o numero de reflexdes internas

A wmedida que o indice de refraciio do IRE aumenta, o dngulo de incidéncia
também aumenta, enquante O nimero de reflexSes intermas e a distdncia de penetracio

diminuem, dimimindo, a intensidade das bandas.

3.3.2, Infravermelho por Transformada de Fourier acoplada a Reflectancia Total

Atenuada - FTIR{ATR)

A tecnica de FTIR/ATR € um método poderoso na obtencio de informagBes
relevantes para © entendimento da  adsorglo de proteina  em  superficies. Os

espectrofotémetros disponivers podem dar espectros IR bem reprodutiveis de proteinas em

estudo da cindtica de adsorgio de proteinas em altas concentracBes e diferentes gradientes
de cisathamento
Existern diferentes tipos de porta amostras que podem ser usados que dic

informagtes diferentes sobre proteinas. Para se estudar proteinas adsorvidas em superficies

Tt
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e meic aquoso a técnica de reflex8c interna total atenuada (usando Germénio como

elemento de reflexdo interna) € a mais adequada.

Segundo Chittur (1998) considerando um cristal ATR trapezoidal (também
chamado de elemento de reflexdo interna, ou IRE) como mostrado na Figura 11, com uma
luz infravermelha e Optica apropriada incidinde em uma das faces de entrada do cristal. Se
o angulo § formado quando a luz infravermelha atinge a interface entre o cristal ATR {meio
denso) e o meio raro (dgua, ar ou solugdo tampio), é maior que o dngulo critico, entdo a luz
refletira totalmente internamente no cristal. O angulo critico ¢ calculado como de acordo

com a equacdo (1) apresentada anteriormente.

onde n; € o indice de refragdo do meio denso {cristal) e n; € o indice de refracio do meio

raro (meio aquoso, ar ou solugio tampdo com ou sem proteina).

O numero de reflexdes internas, N, pode ser calculado por:

N= iTJ—c:oté? (3)
¢

onde L ¢ o comprimento do cristal, ¢ € a espessura do cristal e 6 ¢ o 4ngulo de incidéncia da

Iuz TV no cristal.

Cristal ATR

Radiacio
eletromagnética

Figura 11: Representagio esquematica de um cristal {ATR) trapezoidal (Chittur,
1998)
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Em cada reflexdo um campo elétrico evanescente (E) ¢ criado no meio raro cuja
. . . . e . iy
intensidade decai exponencialmente com a distncia (z) no meio raro, E = Ege ™’ % onde

dp € a profundidade de penetraco e € a distdncia em que a onda evanescente cai para l/e
vezes a intensidade na superficie. O decréscimo exponencial do campo elétrico esta
presente para ambos o0s componentes: elétrico e magnético da luz. A profundidade de
penetragdo do campo evanescente para ambas polarizacdes pode ser caiculada usando a

equagdo (2).

onde: A ¢ o comprimento de onda da luz (a profundidade de penetracio € uma funcio do
comprimento de onda), n; € o indice de refracio do cristal ATR (para germénion; ¢ 4 e
independe do comprimento de onda), n; € o indice de refracdo do meio raro (este valor €
uma func¢io do comprimento de onda), 6 € o Angulo de incidéncia e mp; € mo/n;. Para um
valor de indice de refracio de proteina de 1,5 em 1550 cm™, a dp em 1530 cm™ ¢ de 0,428

um para IRE de Ge.

Partindo do conhecimento da intensidade do campo elétrico na superficie do IRE,
um caminho optico efetive pode ser definido que ¢ equivalente ao caminho 6ptico de um
material no modo de transmissio convencional e produz a mesma absorbancia (este valor é

diferente para as duas polarizagGes).

O plano de incidéncia (plano xz) € perpendicular ao plano formado pela superficie
do meio denso e meio raro. Trés amplitudes de campo elétrico podem ser definidas na
superficie do meio raro. Existem duas polarizacdes, uma paralela ao plano de incidéncia
que € chamada de magnética transversal TM (ou paraiela, onda P) e outra € perpendicular

ao plano de incidéncia chamada de elétrica transversal (TE) (ou perpendicular, onda S).

Considerando um sistema de coordenadas no cristal ATR com x ao longo do
comprimento do cmstal ATR, v perpendicular a x (na superficie do cristal) e =z
perpendicular ac plano formado pelos eixos x-y. A onda TE tera um componente somente
ao longo da diregdo y enquanto a onda TM tera uma componente ac longo de ambas as

direcdes x € z.

Luz polarizada perpendicularmente se propagando através do cristal ATR resultara
em um campo elétrico na superficie do ATR com uma unica componente na superficie do

cristal, By = Ey. Quando a luz polarizada é paralela ao plano de incidéncia entdo
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E% =E§. «:-#Eg. Combinando as informagdes espectrais usando luz polarizada, pode-se

obter informacdes sobre a orientacdo da proteina na superficie.

A intensidade da luz refletida em cada ponto de reflexdo sera reduzida pela
presenga do material que absorve a luz IR no meio raro. A sensibilidade das superficies de

ATR € devido & adi¢do do nimero de pequenas absorbancias em cada reflexfio.

Harrick definiu caminho optico, (de) como a espessura do material que da a

mesma absorbincia no espectro de transmissio em incidéncia normal como para 0 ATR:

nmy Ed
de [ S (4)

2cosé

Usando a express@o para calcular a componente do campo elétrico ao longo das diregdes x,

y & z, 0s caminhos Opticos para as polariza¢Ses perpendicular e paralela podem ser escritos

como:
_ 2n,d, cost s

el i‘—‘ﬂ; ( )

g - 2n.,d cosB(2sen’ 61 ) .

U i e “

A razdo de polarizacio (PR) de um instrumento pode ser definida como a razdo da
intensidade da componente paralela pela perpendicular do feixe. Esta razio pode variar
com o comprimento de onda. Mas para muitos sistemas de FTIR o valor de PR ¢ bem

proximo da umdade. Assim, o caminho Optico efetivo total é:

d, PR+d
d ~ el ell 7
¢ [ 1+ PR ] 7

A densidade de proteina adsorvida em uma superficie pode ser calculada em

termos de gquantidades experimentalmente observaveis tais como a absorbéncia integrada
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por reflexfio, a absortividade molar da proteina, profundidade de penetracic do IR ¢ o

cammho optico efetivo.

3.3.2.1. Quantificacio da proteina adsorvida sobre um material — equacido da

densidade de adsor¢iio em ATR (Chittur, 1998).

Consideremos um filme, fino, de proteina adsorvida adjacente ac cristal ATR em
contato com uma solucdo protéica. A equaciio de Tompkins descreve a absorbéncia por

reflexdo como:

A nEg

, g
N 0059 ®)

V)

onde: A é a absorbancia integrada devido as reflexdes internas, N € ¢ nimero de reflexdes
internas, ny1 € a relagdo entre os indices de refracdo dos meios e o do IRE, E ¢ a intensidade
campo elétrico evanescente, € é o indice absortividade molar integrada [(L/mol.cm)], dp ¢
a profundidade de penetraco da radiagfo, z ¢ a distincia a partir da superficie do IRE (cm),
C(z) € a concentra¢do em funcfo da distdncia & partir do IRE (mol/L) e a espessura da

camada de proteina adsorvida é t.

Para a distdncia de 0 a t, C(z) = Ci, onde Ci é a concentracdo de proteina
adsorvida, € para z de t a o pode-se escrever C(z) = Cb, onde Cb € a concentragio da

solucio protéica. Considerando uma situacdo de estado estacionario pode-se escrever:
Czy=CG+Co, O0<z<t
C(z)=Chb, t<z<w

Usando um cristal ATR de Germanio com 45° que possui um dos maiores indices

de refragfo (entre os cristais normalmente usados como IRE), pode-se maximizar o sinal a

partir da superficie enquanto se minimiza o sinal da solug¢do aquosa.

A espessura da monocamada adsorvida (50 — 100 A) ¢ usualmente muito menor
que a profundidade de penetragdo (dp) podendo-se, assim, aproximar o calculo da integral

da equacdo 1, desmembrado-a em dois termos:
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EE r [_'“2 m
fé;:«_w it jC(::)exI:)‘E Z}dz r A2 (9)
N cosf - L dp cos@ J

Na primeira integral pode-se considerar C(z) fora da integral como uma constante
igual a Ci. Como t € muito menor que dp, entdo exp(-2t¥/dp) ~ 1 — 2t/dp, portanto, a primeira
integral pode ser simplificada para ¢ (2de/dp) (Cit), onde de € o caminho ¢ptico efetive da
radiagio IR (este termo € chamado de Aa/N, que € a absorbéncia por reflexdes das
moléculas de proteinas na interface). A segunda integral € igual a eCbde (chamada de
Ab/N, que ¢ a absorbancia por reflexdo de proteinas em solugdo). A equaclo simplificada

para a absorbancia por reflex@o pode ser escrita como a soma destas duas absorbancias:

; = gl\gépg)(&t) + &Chde (10)

Considerando Cit igual a I que € a densidade de adsorg3o, temos:

_ A/ N~ &Chde
(2de / dp) an

3.3.2.2. indice de absortividade molar de proteina em FTIR / ATR

O indice de absortividade molar € de proteinas pode ser calculado a partir de

experimentos de transmiss@o, assumindo a validade da lei de Beer-Lambert,
= gb(C, (12)

onde b € a espessura da amostra (cm), C, € a concentracio da amostra (mol/L) e A é

medido experimentalmente para valores conhecidos de Cs.

NOTA: Para experimentos em ATR utiliza-se como espessura da amostra (b) o caminho
optico efetivo (EPL) que é uma comparagdo aproximada entre a absorbincia esperada de
um espectro no ATR e um espectro de transmissdo. O caminho Optico efetivo (EPL) pode
ser calculado empregande as equagdes 5, 6 e 7 ja apresentadas, sendo que para ATR

horizontal N deve ser dividido por 2.
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Como j4 foi dito quando se trabalha com sistemas agquosos existe o problema com
a banda de absor¢@o da agua que coincide com a banda Amida 1 da proteina, havendo a
necessidade de se retirar a interferéncia da banda da agua. Para isso uma técnica simples e
pratica € a subtragdo direta: espectro total {proteina + solugfo aquosa) — espectro da solugéo

aquosa, cuidando para que a regido entre 1900 — 1740 em’ seja uma reta apds a subtracio.

3.3.2.3. FT-IR (ATR) e a célula de fluxo continuo

Usando um cristal com alto indice de refracio, como o de germénio (Ge), como
sendo uma parede da célula de fluxo continuo, a adsor¢io de proteina pode ser monrtorada
diretamente da solug¢8o aquosa. Os primeiros trabathos demonstraram viabilidade da técnica
de fluxo continuo, mas sofreram dificuldades na analise de misturas complexas.
Recentemente, tentativas foram feitas para estudar sistemas mais bem definidos, olhando
aspectos da adsorc¢dio tais como: cinética, mudancas conformacionais induzidas pelo

solvente, mudangas espectrais em “fibronectin™ adsorvidos (LENK, 1989).

A Figura 12 mostra uma célula de fluxo continuo para experimentos em {ATR) e
meio aquoso usada no “National Center for Biomedical Infrared Spectroscopy”. O “design”
desta célula representa o compromisso entre uma performance espectral dtima e condigdes
hidrodindmicas razoaveis para o fluxo dentro da célula. Esta célula foi construida para
estudos com: macromeléculas, interagdes enzimaticas com substrato ou inibidores e
deposi¢do de proteinas em superficies. Estudos de biocompatibilidade em que componentes
do sangue interagem com superficies poliméricas que estio cobrindo o cristal tém sido uma
das primeiras aplicagOes. Esta célula possui varias caracteristicas atrativas, ela € uma janela
estreita, com altura total de 0,8 mm, permitindo uma taxa de cisalhamento da ordem de 500
a 700 s'l, para fluxos volumétricos de aproximadamente 75mL/min. A célula é
relativamente longa com um aspecto estreito, 0 que proporciona o desenvolvimento rapido
de um fluxo do tipo laminar dentro da célula, e somente de 10 a 20% da regifo de entrada
mostra condigdes de fluxo turbulento. Polimeros de interesse podem ser depositados na
superficie ativa do cristal, ou o cristal pode ser pré coberto com outro material para estudar
interagdes na superficie. Um fluxo com substratos ou produtos é bombeado através da
célula para reagir ou adsorver com a superficie do cristal ATR coberto ou nfo. Os cristais

(ATR) de Ge possuem éngulo de 45° para a incidéncia da luz, sdo confeccionados para
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aproximadamente 50 reflexdes e permitir uma energia na faixa de 10 a 15% por todo

caminho éptico (GENDREAU,1986).

Figura 12: Representagio esquematica da célula de fluxo continuo
(GENDREAU,1986).

Como ja foi dito, para estudos proximos a superficie, 0 ATR € uma excelente
ferramenta, e representa uma das primeiras vantagens do FT-IR. Quando se utiliza do ATR
para experimentos, a superficie do ATR pode ser continuamente monitorada, e mudangas
quantitativas para a proteina adsorvida podem ser detectadas bem como mudangas
conformacionais das espécies adsorvidas, permitindo estudos das mudancas na composigdo

ou organizaciic da camada adsorvida. Devido a velocidade com que o FT-IR pode coletar
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espectros, intensidades de varias bandas podem ser medidas continuamente em periodos de

tempo muito proximos (GENDREAU,1986).

Existe uma grande quantidade de trabalhos mostra estudos sobre a adsorcéo de
proteinas em materiais; aqui serfio citados alguns trabathos onde os autores utilizam a
técnica de FT-IR {(ATR) juntamente com um sistema de fluxo continuo, no gual o cristal
ATR, usualmente Ge, ¢ recoberto com o material de interesse empregando a técnica de

cobertura “Spin Coating”.
¢ Estudo da adsorg@o de albumina em poliuretanas (PITT, 1988).
¢ Estudos da adsorgio de proteinas em biomateriais (CHITTUR_ 1986).
o Mudangas espectrais da BSA em superficies (LENK, 1989).

e Mudancas conformacionais de proteinas do plasma humano em superficies
heparinizadas (BARBUCCI, 1994).

3.3.3. Eletroforese Capilar

Diversas sdo as tecnicas utilizadas para o estudo da adsorgdo de proteinas em

biomatertais, dentre elas podemos citar a utilizacio de compostos radioativos
(RICHARDSON JR, 1993; PEREZ-LUNA, 1994, SHEPPARD, 1994; TANG, 1998), FT-

IR (BRASH, 1969; CHITTUR, 1998), elipsometria (TENGVALL, 1998, ELWING, 1998),
e ELISA(HALL, 1992).

Uma alternativa para o estudo qualitativo da adsor¢io de proteinas na interface
solido-liquido € a eluicdo da proteina adsorvida com solugdes sulfactantes (geralmente
dodecil sulfato de sddio, SDS) com posterior anélise por eletroforese em gel (SDS-PAGE).
Este método foi utilizado por varios autores (STANISLAWSKI 1995; SODERLING,
1996; SANTIN, 1997, BABEE-NSE, 1997, LUCK, 1998). Porém, este método ndo permite
a determinagdo quantitativa das proteinas adsorvidas devido a grande dispersio das
moléculas de proteina no interior do gel e pela ligacio ndo estequiométrica do corante com

as proteinas presentes no gel.

A eletroforese capilar ¢ uma técnica recente e analoga a eletroforese em gel, com

as vantagens de possibilitar uma boa remocfio de calor do sistema {(devido & pequena
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espessura do capilar), possibilitar a utilizacio de tenses matores durante as analises (o que
resuita em menores tempos de analise} e poder detectar a absorbancia da solugfo apds uma
certa distdncia do ponto de injecdo da amostra o que permite a quantificaciio das proteinas

(BARKER, 1995).

A eletroforese tem sido o método basico para separacdes bioguimicas desde os
anos 30 sendo descrita pela primeira vez por Tiselius. Esta técnica baseia-se na migracio de
particulas carregadas sob a influéneia de um campo elétrico. A mobilidade da particula,
depende de seu tamanho e sua carga, logo a mobilidade da particula ests relacionada com a

razio carga/massa.
phb =g 6mi {13}

onde 1. = mobilidade eletroforética, ¢ = numero de carga, 1 = viscosidade do meio e r =

raio da particula.

A velocidade eletroforética de um particula relaciona-se com sua mobilidade e

com a magnitude do campo elétrico aplicado.
v uf I (14}
onde v = velocidade da particula e E = intensidade do campo elétrico (volts/cm)

Ja a eletroforese capilar foi desenvolvida no final dos anos 80, sendo um método
semelhante ao desenvolvido por Tiselius, tendo como vantagem simplicidade, velocidade,
versatilidade ¢ baixo custo. Na eletroforese capilar a amostra € injetada sob pressio em uma
das extremidades do capilar. Apds a injecBio da amostra estabelece-se uma diferenca de
potencial entre os eletrodos fazendo com que as particulas movam-se na direcio do
eletrodo apropriado, passando por um detector (Figura 13). O tempo gue uma particula leva
para percorrer o comprimento do inicio do capilar até ¢ detector é chamado tempo de

migracio {tm).

A aplicag8o de um campo elétrico num capilar contendo um eletrolito causa o fluxo
da solugfio através do capilar, chamado de fluxo eletroosmotico, que bombeia as particulas

a0 longo do capilar na diregdo do detector.
O fluxo eletroosmético é definido por:

L
Mg
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onde & = constante dielétrica, n = viscosidade do tampio, £ = potencial zeta medido no

plano de cisalhamento proximo a interface solido/liquido.

Na eletroforese capilar utilizam-se capilares de didmetro na faixa de 20 a 200 um,
sendo possivel separar moléculas grandes ¢ pequenas. Tal separagio ¢ facilitada

empregando-se alta voltagem (~ 500 V/em) que permitird gerar o fluxo eletroosmatico da

solugo e o fluxo eletroforético das particulas {(espéecies iGnicas).

Alta Voltagem

|

Detector de IV

e —

Capilar Janela de
Detecclo

\ /"

Reservatorio de Reservatorio de
Tampio de Corrida Tampiao de Corrida

Figura 13: Representacdo esquematica da eletroforese capilar.

A eletroforese capilar apresenta seu resultado na forma de eletroferogramas, os
quais representam a variagdo da absorbincia com o tempo de migragio das moléculas. A
Figura 14 apresenta um eletroferograma tipico de soluciic padrio de HSA (20ug/mL),
obtido por eletroforese capilar em zona livre. O pico com tempo de migracio de 7 minutos,
representa materiais ndo carregados eletricamente que migram no interior das micelas

formadas pelos tensoativos, enquanto o pico com tempo de migragBo de 10 minutos

representa a HSA,

L
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Figura 14: Eletroferograma tipico de solugio padriio de HSA (20ug/mL).

L
LA



Capitulo IV — Materiais e Métodos

CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental do trabalho foi dividido em duas partes:

e A 1° parte envolveu a preparacio de blendas de PHB/PLLA em duas formas: pinos
e filmes. Os pinos foram obtidos por mistura fisica no estado fundido em uma mini
injetora, e os filmes por solubilizagdo seguida de evaporacdio do solvente. As
amostras das blendas de PHB/PLLA na forma de pinos e filmes foram
caracterizadas e também passaram por um estudo de degradagio “in vitro” seguido

de caracterizacdo.

e A 27 parte contou com o estudo de adsorgdo de proteinas do sangue na superficie de
filmes de PHB, PLLA e PHB/PLLA 350/50, utilizando as técnicas de infravermelho

por transformada de Fourier acoplada a técnica de reflectdncia total atenuada
(FTIR-ATR) e eletroforese capilar.

4.1. Materiais

Polimeros Biodegradaveis:

Os polimeros utilizados no decorrer do trabalho foram o poli(L-acido lactico)
(PLLA) obtido da Purac e o poli(B-hibroxibutirato) (PHB) da Aldrich, ambos de grau

analitico.
Solvente:

O solvente empregado na preparagio das blendas de PHB/PLLA na forma de filmes
foi o hexafluorisopropanol (HFIP) obtido da Aldrich, grau analitico.
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Proieinas Humanas:

As proteinas do sangue humano utilizados nos ensaios de adsor¢do na superficie
dos polimeros foram a albumina (HSA), imunoglobulina G {(Hig() e fibrinogénio (HFg)

obtidas da Sigma com grau de pureza em torno de 95 a 98%.

Agentes Tamnonantes:

As solugdes tamplo empregadas nos ensaios de adsorgio foram o tampiio fosfato
salino (NaCl) com pH 7.4, tampio fosfato com 1% de dodecil sulfato de sodio (SDS) com
pH 2.5 ¢ tampdo fosfato com 0,1% de SDS com pH 3,5, Todos os reagentes empregados na
preparacdo destas solugBes apresentavam de grau analitico e foram obtidos da Merk. A
agua utilizada também possula grau analitico, dgua milli — Q de condutividade 182

meghom-cm (MQ.cm).

4.2, Métodos

4.2.1. Obtencio das blendas PHB/PLLA na forma de filmes

As blendas PHB/PLLA preparadas na forma de filmes por solvente (“casting”)
foram caracterizadas e utilizadas no estudo de degradagio “in vitro” e os filmes obtidos
empregando o equipamento de “Spin Coating” foram usados no estudo de adsorcio de

proteinas.

a) Preparacio das blendas por evaporaciio do soivente (“casting™)

Através desta técnica foram obtidas blendas PHB/PLLA na forma de filmes nas
composigdes 100/0, 70/30, 50/50, 30/70 e 0/100 (% em massa), segundo o protocolo

abaxo.

Protocolo:
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» as Dblendas foram preparadas solubilizando ambos o8 polimeros em

hexafluorisopropanol (HFIP) (7% m/v), mantendo o frasco sob agitacio, em

agitador magnético por 2 horas.

® apds total solubilizaglio dos polimercs vertia-se a solugBio em uma placa de vidro
conforme Figura 15, deixando a placa demtro de uma cuba de vidro totalmente
fechada para evaporacio lenta do solvente durante 48 horas. Este procedimentio foi

adotado para evitar gue o filme ficasse retorcido pela répida evaporacio do

solvente.
e depois de prontos os filmes eram secos em estufa a vacuo por 8 horas a 60°C,

» os filmes foram armazenados em embalagem plastica em dessecador sob vacuo, por

—~

3 semanas para postenior caracterizaco evitando, com este procedimento, a

possibilidade de degradagiio durante o armazenamento.

Cuba de
Molde de vidro
yidro Filme
\"& secando

Figura 15: Esquema do molde com ¢ filme secando dentro da cuba fechada.

b} Preparacio das blendas empregando ¢ equipamento “Spin Coating”

Nesta etapa foram confeccionadas as biendas PHB/PLLA 0/100, 50/50 e 100/0 {%
em massa), na forma de filme sobre uma ldmina de vidro (para verificar a espessura do
filme formado) e diretamente sobre o cristal de ZnSe e Ge {ap6s a escotha dos parmetros

para obtengdo do filme) utilizando-se um equipamento do tipo “Spin Coating”,

representado na Figura 16, segundo o protocole abaixo.
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Protocelo:

&

as blendas mencionadas acima foram preparadas através da solubilizacio dos polimeros
em HFIP 0.1 ¢ 0,2% m/v (scbre a lamina de vidro} e 2% m/v sobre os cristais ZnSe ¢
Ge.

e ap6s a solubilizacio gotejava-se 200 pb da soluciio sobre o substrato (1Amina de vidro

ou cristal} ja acoplado ao equipamento “Spin Coating”.

e o “Spin Costing” era acionado para que a solucdo se espalhasse ¢ formasse um filme
extremamente fino, empregando 4000 rpm de rotacdo durante 30 segundos, sendo que
ap0s os primeiros 10 segundos ligava-se o exaustor da capela e, apés o término dos 30
segundos de rotagdo do “Spin Coating”, mantinha-se o exaustor ligado por mais 30

segundos com a finalidade de acelerar o processo de evaporagiio do solvente.

¢ o procedimento anterior era repetido 4 vezes tendo, desta forma, um filme com quatro

camadas sobre o cristal.

e o flme pronto permanecia na capela com o exaustor ligado por, aproximadamente, 3

minutoes para garantir total evaporagio do solvente.

Observacdio: O emprego de um filme com vérias camadas foi escolhido de acordo com a
literatura estudada, pois com uso de uma Gnica camada obtém-se um filme muito fragil, que

pode se soltar do cristal ou se quebrar, durante o ensaio de adsorgic (CHITTUR, 1986).
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solucds
polimérica

pi (A) ©)

Flime polimerics

b

Figura 16: Representacio esquematica da confec¢io de filmes no equipamento
“Spin Coating”, em etapas: A {gotas da sclucBo polimérica), B espalhamento da solugio

polimérica, C e D evaporacio do solvente e formacfo do filme fino.

4.2.2. Obtenciio das blendas na forma de pines, preparadas por mistura fisica no

estado fundido.

Nesta etapa foram preparadas blendas de PHB/PLLA nas composi¢les 100/0,
70/30, 50/50, 30/70 e 0/100 (% em massa), utilizando moldes na forma de pinc com
dimenses de 2,00 mm de didgmetro e 70,00 mm de comprimento para caracterizagio e
estudo de degradacio “m vitro” e 4,00 mum de didmetro e 90,00 mm de comprimento para
ensaios de adsorciio de proteina e andlise por Eletroforese Capilar. O equipamento utilizado
foi um misturador Mim Max Molder que pode ser visualizado pela representaciio

esquematica da Figura 17 e segundo o protocolo apresentado abaixo.
Protocslo:

® colocava-se 0s polimeros dentro do recipiente da mini injefora que estava aquecida a

200°C, e o molde envolto por uma camisa de aquecimento a 130°C.

e imiciava-se © processamento do material com fusio seguida de blenda durante 4.5

minutos. Ao término deste tempo o material era injetado em um molde.

e apds o término do processamento bem como injecdo da massa no molde, este era

retirado rapidamente do equipamento ¢ imersc em banho com agua & temperatura
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ambiente, permanecendo em resfriamento por 5 minutos obtendo-se, assim, blendas

PHR/PLLA no estado amorfo,

e abria-se o molde retirava-se a amostra, que era armazenada em embalagem plastica
dentro de dessecador sob vicuo por 3 semanas para equilibrioc do processo de

cristalizagio.

nino cisslhante

E

, g
_a‘iegsai ; g oy

I

]

.: T 4 - | ) A )
aguecimento eﬁ;w]a introdugao fusao
do sistema do material
A ~b

bbbl

A et

cisathamento ¢lsalhaments A —»i
circular circular g axial injecao

Figura 17: Representagho esquematica da confecgio das blendas PHB/PLLA no

equipamento Mini Max Molder.
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4.3. Medidas de Espessura do Filme Obtido Através da Técnica “Spin Coating”

As medidas de espessura foram feitas devido 3 necessidade de se obter um filme
fino o suficiente para que a radiacdo no infravermelho (IR} pudesse ultrapassé-lo, pois o
objetivo era que o IR detectasse ¢ analisasse as proteinas adsorvidas sobre este filme
durante o ensawo de adsorcBo de proteinas. A literatura consultada mostra que 2
profundidade de penetracdo da radiacfio infravermelho é de 400 nm; portanto, a espessura
do filme “spin-coater” sobre o cristal deveria ser inferior a 400 nm (profundidade de
penetragdo da radiagio IR). Desta forma, mediu-se a espessura do filme de PLLA
depositade sobre o cristal de Ge e laminas de vidro segundo o protocolo do item 3.3.1 b),
empregande trés técnicas de medida de espessura de filme fino: a) microscopia
interferométrica, b} andlise de FT-IR por reflectincia, para filme sobre o cristal e ¢)

pertilémetro, para filme sobre [dmina de vidro,

2) Microscopia Interferométrica: empregou-se um microscopio de interferéncia da marca
Carl Zeiss, com uma ldmpada branca de A = (.606um. Neste microscopio verifica-se o
nimero de franjas de interferéncia que a espessura do filme causa na luz incidente.

Aplicando a equagio (16} obtém-se a espessura média do filme.
e=A-f (16)

onde e = espessura, A = comprimento de onda da luz utilizada e f = n® de franjas de

interferéncia.

b} FT-IR por reflectincia: empregou-se um equipamento de FT-IR da Perkin Elmer
modelo Lambda 9, usando uma faixa de comprimento de onda de 1200 a 1500 nm. A
literatura mostra que ap0s a obten¢io do grafico de Transmitncia x Comprimento de onda
{ % em nm) aplicando-se a equacgdo (17), pode-se obter a espessura do filme analisado.

dnd L= N (17)

A

onde: n = indice de refracio, d = espessura, A = comprimento de onda e N = nimero de

ordem.

42



Capitulo IV — Materiais e Métodos

¢) Perfildmetro: empregou-se um perfildmetro da marca Veeco modelo Dektak’. Para
analise da espessura no perfildmetro, os filmes foram preparados conforme o item 4.2.1 b)
sobre laminas de vidro, pois temia-se a danificacio do cristal durante a medida da

espessura. Tal analise foi feita segundo o protocolo abaixo.
Protocolo:

» Fazia-se uma marca com uma caneta {do tipo pincel atdmico) sobre o filme

depositado numa ldmina de vidro.

¢ Fazia-se um risco com um estilete e com o auxilio de uma régua sobre a marca, feita
anteriormente, de maneira que tal risco ou corte estivesse no sentido transversal ao

filme depositado na ldmina.

¢ A lidmina era colocada no perfildmetro € com o auxilio da marca a caneta feita sobre
o filme posicionava-se o corte ou risco sob a “agulha” que varria a superficie do
filme e detectava a diferenca ou degrau (proporcionado pelo corte) existente,

caracterizando a espessura do filme. (vide Figura 18)

marca ladmina
!/
corte / Filme
depositado

Figura 18: Representagdo esquematica do protocolo para analise da espessura, em

perfilémetro, do filme confeccionado por “Spin Coating”.

4.4, Ensaio de Degradacio “In Vitro” das Blendas PHB/PLLA

Este ensaio foi feito com o intuito de estudar o processo de degradacio das blendas

PHB/PLLA simulando um meio fisiologico, segundo o protocolo abaixo.
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Protocole:

e foram colocados dois pinos ou um filme de cada composigdo da blenda em tubos de

ensaio, aos quais foi adicionado 20 mL de solugiio tampdo fosfato salino (pH 7.4).

e os tubos foram numerados, fechados e colocados num banhe a 37°C, por diferentes
periodos de tempo. A Tabela ¢ apresenta as blendas na forma de filmes e pinos,
empregadas neste estudo, bem como os periodos de tempo gue cada amostra ficou ne

banho para posterior caracterizacio.

e apds cada periodo especificado o material era retirado do banho, lavado com 4gua

deionizada e alcool etilico (PA).

e apos a lavagem o material era seco em estufa a vacuo por 8 horas a 60°C, e armazenado

em saquinho plastico e dessecador sob vacuo.

Tabela 6: Representagio dos periodos de tempo de degradacdo passados pelas
amostras para posterior caracterizaggo.

Composicio { Amostra Pino/ Tempo (meses)| Amostra Filme/Tempo (meses)

PHB/PLLA 21416 |8 1101121 2 4 6 10 12
0/100 XX XXX | X1 X X X X X
30/70 X1 X1 X X X X X
50/30 X XXX | XX X X X X X
70/30 X1 X1 X X X X X
100/0 X1 X1 X1 X1 XXt X X X X X

4.5, Caracterizacio das Blendas PHB/PLLA Confeccionadas na Forma de Filmes pela

Técnica de Evaporacio do Solvente (“Casting™) e Pinos

As blendas foram caracterizadas. antes e apds ensaio de degradagdo “in vitro”,
para estudar suas propriedades térmicas, mecénicas, morfologicas e estruturais. Para tanto
foram empregadas as analises: Calorimetria Diferencial de Varredura Modulada (MDSC),
Analise Dindmico Mecinica (DMA), Ensaio Mecdnico de Flexio, Analise
Termogravimétrica, Microscopia Eletronica de Varredura (SEM), Difragio de Raios-X
(WAXS), Espalhamento de Raios-X & baixos angulos (SAXS) e Cromatografia de

Permeacio em Gel (GPC).
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4.5.1. Anilise térmica: MDSC para as amostras de filmes e pinos anfes e apoés

degradacio.

Esta analise foi empregada com o intuito de obter dados a respeito das
caracteristicas térmicas das amostras, como por exemplo, temperatura de transigio vitrea
{Tg), temperatura de cristalizagio (Tc) e temperatura de fusfo {Tm) e também relaciona-las

antes € apos o ensaio de degradacgio.

Utilizou-se um equipamento TA Instruments, modelo MDSC 2910. Os parédmetros

empregados durante as analises foram:

e 1% varredura partindo de 25°C até 210°C com rampa de aquecimento de 10°C/min.,

modulagio de +/- 0,5°C a cada 60 segundos e isoterma de 5 minutos em 210°C.

e 2° varredura {resfriamento) até -30°C com rampa de resfriamento de 25°C/min,,

sem modulacdo e isoterma de 5 minutos em -30°C.

e 3% varredura aquecimento de -30°C até 210°C com rampa de aquecimento de
1°C/min., modulagdo de +/- 0,5°C a cada 60 segundos, isoterma de 5 minutos em

210°C.

4.5.2. Andlise mecinica: DMA para as amostras de filmes e pinos antes e apés

degradacao.

Esta analise fornece dados sobre os fenémenos de transigio térmica, Tg e Tm, bem

como sobre propriedades mecéinicas, resisténcia mecénica.

Foi empregado um equipamento NETZSCH Thermische Analyse, modelo DMA

242 cell. Os paramentros utilizados para a analise s&o apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Pardmetros empregados para a analise de DMA das amostras na forma

de: filmes (obtidas pelo método de solvente — “casting”) e pinos.

Parametros de Analise Tipo de Amostra: Tipo de Amosira:
FILME PINO
Porta amostra Tracdo Dual Cantilever - Flexd@o
Rampa de aquecimento 3 5
(°C/minuto)
Temperatura inicial (°C) -25 -25
Temperatura final (°C) 220 220
Freqiiéncia (Hz) 1,00 1,00
Amplitude (um) 30 15
Modo de for¢a Dingmico Estatico
Tensdo maxima (N) 1,0 1,0

4.8.3- Analise morfolégica: SEM para filmes e pinos antes da degradacio

A analise morfologica fornece informacdes a respeito da estrutura do material

como, por exemplo: miscibilidade ¢ porosidade, entre outras.

Esta analise foi feita utilizando um microscopio eletrénico de varredura da marca
Leica modelo LEO440i. Para a analise microscopica da fratura as amostras foram
fraturadas criogenicamente em mtrogénio liquido, e para analise microscopica superficial
as amostras foram cortadas. Todas as amostras foram metalizadas com ouro-paladio em um
equipamento Sputter Coater da marca BAL-TEC, modelo SCD 0350, antes de serem

analisadas.

4.5.4. Analise térmica: TGA para filmes e pinos antes e apos degradacio

Empregou-se um equipamento da marca TA Instruments, modelo DSC 2920
modulated. Os pardmetros empregados na analise foram: rampa de aquecimento de
10°C/min., temperatura micial 20°C e temperatura final 400°C, em ambiente inerte. O

objetivo desta analise € caracterizar 0 material quanto & sua degradacio e estabilidade

térmica.
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4.5.5. Analise estrutural: WAXS e SAXS para filmes e pinos antes e apos degradacio

As analises de SAXS e WAXS foram realizadas simultaneamente no Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron, Campinas/SP. O intuito das analises € saber mais a respeito da

estrutura molecular e cristalina do material.

A Figura 19 traz uma representacdc esquematica da linha de SAS utilizada para

ambas as analises. Os pardmetros empregados para tais analises foram:
o fonte: ima defletor D11A(4°), 6 v= 0,14 mm

o monocromador: cristal de Si cortado assimetricamente e com curvatura elastica

(111), &ngulo assimétrice: 11°, modo condensador; faixa de energia 6 — 12 keV (1 -

2 4)
e resolugio em energia: (B/AE):5x10° @ 7,7 keV

¢ clementos focalizantes: monocromador com cristal Si curvado elasticamente

(focalizador horizontal).

1* fotomultiplicadora 2*fotomultiplicadora
monacremador ~
\‘ amosira
1° espalhadar 2 ®espalhador
fendas fendas f-
Dietetoxr
wmidimensional

Figura 19: Representac@o esquematica da linha de SAS para anélises de SAXS ¢
WAXS.
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4.5.6. Ensaio mecinico de flex3o para pinos antes da degradacio

O ensaio mecdnico de flexfo ¢ adequado para materiais rigidos e frageis,
fornecendo a deformacgdo do material sob a influéncia de uma carga (forca) durante um
periodo de tempo, sendo que a deformaciic aumenta com o tempo. O dispositivo mais

comumente utilizado no ensaio de flexfo € o de trés pontos (Figura 20) (HUNT, 1993).

Os dados experimentais precisam ser transformados para se conseguir a curva
tensfo x deformacglo donde se obtém: o modulo de Young, a tensdo e a deformagio

maxima na ruptura. Para tanto emprega-se as equagdes 18, 19 e 20 (NIELSEN, 1974):

Tensdo: o = forga / area transversal (18)
Deformacéoe: ¢ = AL/ Lo (19)
Modulo de Young: E=do / dg (20)

Figura 20: Esquema do dispositivo de trés pontos do teste de flexdo.

Para esta analise foi empregado um equipamento da marca MTS, modelo Test Star
II. Utilizando-se 5 amostras de cada tipo de blenda na forma de pino. Os parimetros
empregados foram: célula de carga de no maximo 100Kgf, com 10Kgf de fundo de escala,
usando uma velocidade de 1,3 mm/min, distincia entre os suportes da amostra de 20 mm e

amostras com didmetro de 1,85 mm.

4.5.7. Cromatografia de Permeacio em Gel (GPC)

Empregou-se um equipamento da marca Polymer Laboratories Ltd, modelo PL-
GPC210, com os seguintes pardmetros para analise: fase movel THF; duas colunas
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MIXED-B 10um + pré-coluna 10um; detector de indice de refragBo; padrbes para

calibracio: EasyCal A e B 0,10 % em THF — tolueno marcador; amostras a 2% (m/v}) de

polimero em cloroformio; duas injecdes por amostras; tempo de corrida de 25 minutos;

vazio do sistema =1,00 mL/min ¢ temperatura 30°C.

4.6. Ensato para Obtenciio do indice de Absortividade Molar das Proteinas

Nesta etapa foram feitos ensaios para obter os coeficientes de absortividade molar

das proteinas usados na equacfo de quantificacio da proteina adsorvida. Para conseguir

realizar tal experimento utilizou-se a célula de fluxo como se esta fosse uma célula para

liquido ¢ empregou-se, como elemento de reflexfio interna, o cristal de Ge.

Protocolo:

foram preparadas solucSes de HSA, Hig(G e HF g em tampao fosfato salino pH 7.4
nas concentragdes: 0,5;0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75, 2, 2,5 ¢ 3 mg/mi..

montava-se a célula com o cristal de Ge e enchia-se esta com a solugio.

coletava-se trés espectros de 64 varreduras cada.

Tratamento espectral:

L]

colocava-se todos os espectros na mesma escala, corrigia-se a linha base
automaticamente ¢ convertia-se os espectros em dados, empregando o “software”

OMINIC que faz a interface com o equipamento de FT-IR ATR.

com 0s resultados na forma de dados numéricos subtraia-se o especiro do tampio,

obtendo, assim, somente espectros referentes a proteina detectada pelo TR,

selecionava-se a regiio de 1400 a 1750 cm’, desta regifio selecionava-se o
intervalo entre 1480 e 1700 cm™, construia-se uma linha base que é levada para a
coordenada v=0, entio, calculava-se a area integrada sob a banda em 1550 et

{1480 — 1580 cm™).

construia-se um grafico de concentragdio (mg/mL) x area integrada sob a banda
amida 11 {1550 cm™) segundo & Lei de Beer-Lambert obtendo, desta forma, uma

equagio no formato v = Ax e um indice de correlaciio, onde A=¢ 1 ¢ (1é o
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caminbo Optico da célula utilizada no experimento e que foi calculado como

mostrado no item 2.3.2. pelas equagGes 5,6 ¢ 7).

e desta forma obteve-se o ¢ {(coeficiente de absortividade molar) para as proteinas

estudadas.

4.7. Ensaio de adsorciio das proteinas sebre os biomateriais

Os ensaios de adsorgdo de proteinas sobre os biomateriais foram conduzidos em

tempo real no equipamento de FTIR ~ATR como mostrado no item 4.7.1,

4.7.1. Ensaie ¢ analise da adsorcfio de proteinas nos biomateriais PHB, PLLA e na

blenda PHB/PLLA 54/30, utilizando a téenica de FT-IR ATR

A célula de fluxo continuo e o sistema de fluxo continuo foram montados no

laboratono e podem ser visualizados nas Figuras 21 ¢ 22

Célnla de Nuxe

-*rm% Canal de
fluyo

Figura 21: Vista da parte inferior da célula de fluxo, utilizada no sistema de fluxo
continuo da Figura 22. Dimensdes da célula: 1 mm de profundidade, 8 mm de largura e 60

mm de compnmento.
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solugéo
PBS

= peristaltica

C élula de ﬂx&

Detector |
DTGS-KBr

k3

wéiw_ula
4 vias

\F@ﬁi& iR

Figura 22: Representa¢io esquematica do sistema de fluxo continuo empregado nos

ensaios de adsorgdo das proteinas sobre as blendas PHB/PLLA.

O protocolo do ensaio e andlise simultdnea da adsor¢do da proteina sobre o filme

polimérico pode ser seguido abaixo.

Protocolo:

i.  Apods a obtengio do filme polimérico, na concentragio desejada, diretamente sobre

o substrato (cristal de Ge), como foi descrito no item 3 3.1 b), montava-se 0 sistema

de fluxo de acordo com a Figura 22.

ii.  Preparava-se a solugio protéica com tampio fosfato salino pH 7,4 na concentragio

desejada.

iii.  Colocava-se as solu¢des de tampdo fosfato salino pH 7.4 e de proteina nos

respectivos tanques.

iv.  Coletava-se um espectro do (cristal + filme) (32 “scans” e resolugio de 4 cm™).
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Vi

Vi,

Vil
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Passava-se um fluxo de agua por 5 min, coletava-se 3 espectros (32 “scans” e
resoluciio 4 cm™). Esse procedimento tinha como finalidade lavar o filme e anafisar

a banda de absorcio da 4gua em 1640 cm™.

Passava-se um fluxo da solugdo PBS por 30 minutos, para equilibric da forca
idnica, e coletava-se 3 espectros (cristal + filme + PBS) a 5, 15 e 30 minutos (32

119 o~ -1
scans’ e resolugdo de 4 cm’™ ).

Trocava-se a solugdo PBS pela soluciio de proteina e coletava-se espectros {cristal +
filme + sol. salina + proteina) a cada 40 segundos nos 5 primeiros minutos (16

“seans” e resolucio de 4 cm™)

Continuava-se coletando espectros (36 “scans” ¢ 4 cm’) em 7, 10 ¢ 15 minutos de

ensaio.

Diepois passava-se a coletar espectros (64 “scans” e 4 cm™) 2 cada 7 minutos aié

atingir 2 horas de ensaio.

Trocava-se a soluglo protéica pela solugdo PBS iniciando-se ¢ processo de lavagem
do filme com o mtuito de retirar as proteinas fracamente adsorvidas e eliminar a

contribuiglio das proteinas da solugdo protéica aos espectros.

A scluglo PBS era passada e descartada por 2 horas, Neste periodo coletava-se

espectros da etapa de lavagem (64 “scans” e 4 cm™') a cada 7 minutos.

Trocava-se novamente a solugdo salina pela solugdo protéica para conseguir
quantificar a contribuigiio da proteina da solugio protéica. Esta etapa durava 30

minutos € eram coletados espectros a cada 5 min (36 “scans™ e 4 cm™).

Terminadc o ensaio a célula era desmontada, o cristal com o filme + proteina era
lavado com é4gua e deixava-se secando em ambiente de Jaboratdrio. Quando este
estivesse seco coletava-se um espectro (36 “scans” e 4 em’). Tal procedimento foi
adotado com a finalidade de se certificar que o filme polimérico ainda permanecia

sobre o cristal.

Observagiio: A vazdo das solugbes no sistema de fluxo continuo quando se empregava as

proteinas HSA e HlgG era de aproximadamente 33 mL/min., 0 que proporcionava um

gradiente de cisalhamento (A1) de 417 5™, comparavel ao sanguineo que é de At =420 s™.

Tal vazdo resultava em um niimero de Reynolds igual a 70; logo o fluxo era laminar. Para a
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; ~ - . -1
proteina HFg a vazfo usada proporcionava um At de aproximadamente 120 s°. A
deformagio precisou ser diminuida neste caso pois para deformagSes superiores ocorria a

desnaturacdo desta proteina apos 30 minutos de experimento.

4.7.1.1, Tratamento espectiral

O tratamento dos espectros foi feito de acordo com Fink (1987). Antes de iniciar tal
tratamento, todos 0s espectros obtidos durante o ensaic eram colocados na mesma escala, a
seguir fazia-se uma correcdo automatica da linha base e entdo transformava- os em dados

NUMEricos.
Fazia-se uma subtrag@o 1:1 dos dados dos espectros (E):
E (proteina + salina + filme + ¢ristal} - E (salina + filme + cristal} = E proteina

Apbs a subtragio do espectro (salina + filme + cristal) multiplicava-se 0 espectro
por um fator de normalizacgo (N) com a finalidade de padronizar todos os espectros para

comparagdes e calculos.

Foi calculado um fator de normalizagio (N) para cada experimento, pois a
intensidade da banda de absorcio da agua em 1640 cm™ variou de experimento para
experimento, provavelmente devido a montagem e desmontagem da célula de fluxo

continuo em cada expenimento de acordo com a equagio 21:

_ ]H:G(Iédﬂ)

N= (21)
(IT(IMO) “1351640})

onde: Iyz0 € a intensidade de absorgio da banda da dgua em 1640 cm”, It ¢ a intensidade de
absor¢iio em 1640 cm™ do espectro total (cristal + polimero + tamp3o + proteina adsorvida)
e Is ¢ a intensidade de absorgdo em 1640 cm™ do espectro da proteina apds a subtragio

(cristal + polimero + tamp3o).
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Depois gue os espectros passavam pelo tratamento descrito acima (subtragdo e
normalizacdo) a regifo entre 1000 e 2000 cm™ era selecionada e uma linha base era tragada
entre 1480 e 1700 cm™ como mostrado na Figura 23. Entdo, tal linha base era subtraida e a
4rea da regido entre 1480 ¢ 1580 cmera calculada por integragiio. Desta forma obtinha-se
a area da regiiio de interesse para cada espectro em cada experimento. Com as areas
integradas calculava-se a densidade de adsorcio pela Equagio 11 do item 2.3.2.1.
Construia-se uma curva da cinética de adsorcio de tempo x densidade de adsorgdo de
proteina. O resultado obtido durante a lavagem € referente & proteina adsorvida no material
sem a contribuicdo da proteina presente na solugio protéica; a meédia destes valores obtidos
durante a etapa de lavagem foi utilizada para a quantificagio da proteina adsorvida segundo

a equagdo 11, ja citada.

1640 em™
{
/
g N f |
@ 1548 cm i
pe! !
= g
0o
2 |
< \
.
1480 cm” ™ \
1700 cm™
1000 1200 1400 1800 | 1800 2000

NGmero de onda (cm™)

Figura 23: Representagiio esquematica do tratamento espectral.

4.8. Ensaio e Andlise da Adsorcio de Proteina Empregando a Técnica Eletroforese

Capilar

Nesta etapa os ensatos de adsorgdo de proteinas sobre os biomateriais PHB e

PLLA foram conduzidos no modo estatico.

4.8.1. Curva de calibracio da HSA

A curva de calibrag@o para a proteina HSA foi feita conforme o protocolo abaixo:
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Protocoio:

e Preparava-se aproximadamente 2 mL de solugdes de proteina em varias concentragdes
em tampio fosfato pH 2,5 com 1% de SDS (dodecil sulfato de sodio). Estas solugdes
eram colocadas em frascos que eram tampados e deixados sob agitagdo branda por 2

horas.

e Depois os frascos eram colocados em banho uitra-soénico por 10 minutos, seguindo-se

10 minutos em banho a 100°C e novamente banho ultra-sénico por mais 10 minutos.

e O tampio de corrida da andlise era um tampdo fosfato pH 3,5 com 0,1% de SDS. Tal

tampdo era utilizado durante a analise no equipamento de eletroforese capilar.

As analises das solugdes protéicas por Eletroforese Capilar foram feitas
empregando um capilar de silica fundida de 27 c¢m de comprimento ¢ 50 um de didmetro
interno. A amostra fo1i injetada sob pressdo de 0,5 psi por 10 segundos, o campo elétrico
utilizado foi de 400V/cm, a voltagem do processo de separagdo foi de 12 V, a temperatura

de analise foi de 20°C e a absorbéncia monitorada foi de 200 nm.

Os parametros, as solugles tampdo e as concentragdes das solugbes protéicas
utilizadas, baseiam-se no trabalho de pés-doutorado desenvolvido por Paulo Rosa (1998)

neste laboratono.

Apds as andlises foram construidas curvas de absorbdncia x tempo (min), e
calculada a area integrada sob a banda de absorc@o da proteina que ocorria em torno de 2,8
min. Com tais resultados construia-se um grafico de area integrada x concentragio
(ug/mL), fazia-se um ajuste linear da curva passado pelo ponto (0,0) e obtinha—se uma

equacgdo do tipo y = ax, onde: a € uma constante, y € a area integrada e x a concentragéo.

4.8.2. Ensaies de adsorcio de HSA em PLLA e PHB, via Eletroforese Capilar

Para o ensaio de adsorcdo de HSA nos biomateriais foram usados pinos de PLLA e
PHB, de 4,00 mm de didmetro e 90,00 mm de comprimento proporcionando, assim, uma
area superficial total de aproximadamente 10 cm?. Tais ensaios foram conduzidos segundo

o protocolo abaixo.
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Protocolo:

a) Preparacfo da superficie:

]

O matenal era sonicado com solucéo detergente por Smin,
Lavado com agua milli-Q),

Sonicado com agua milli-Q por 5 min.,

Seco em estufa 45 °C,

Equilibrio da superficie com tampao PBS: 3 ciclos de contato da superficie com 2,5

mL de tampdo por 5 min.

b) Adsorcio ¢ lavagem

O material era incubado em 3,5mL de solugio protéica por 1 h, 2 37°C sob agitagio

branda.

Terminado o ensaio de adsorcdo o material era lavado, realizando-se 8 ciclos de

lavagem com 2,5mL de tampédo PBS por 20 segundos cada ciclo.

O material lavado era removido e colocado em tubo limpo.

¢) Eluicdo da proteina adsorvida na superficie do material

Incubar 0 material com 3,5mL de tamp&o fosfato, 50mM + 1%S8SDS, pH 2.5, por 2h

a ternperatura ambiente sob agitacdo branda.
Sonicar o sistema em banho ultrassonico por 10 min.
Ferver o sistema por 10 min.

Sonicar o sistema em banho ultrassénico por 10 min.

d) Andlise da solu¢do com a proteina eluida do material, via Eletroforese Capilar

Capilar de silica fundida 27 ¢m x 50 um

Voltagem: 12 kV
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e Absorbancia (@ 200nm
e Temperatura 20°C

e Tampbes: amostra tampio fosfato (PB) 50mM + 1% SDS, pH 2,5, cormda PB 130
mM+0,1%SDS, pH 3.5.

¢) Tratamento dos dados
» Construir curva absorbancia x tempo
s (Calcular a area integrada sob o pico da proteina

s Usando a equacgdo da curva de calibrag@io calcular a concentracdo correspondente a

area calculada.

e (aiculo da densidade superficial de protema (HSA) adsorvida no biomaterial

segundo equacdo 22.

_ Cad Ve?
4

T (22)
onde: T é a densidade superficial de proteina adsorvida (ng/cm®), Cas é a concentracio de
proteina adsorvida (calculada através da curva de calibragdo), Va4 € o volume da solugio de

eluicio (no caso 3,5 mL) e A ¢ a 4rea superficial de biomaterial utilizada (no caso 10 cm®).
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1. Caracterizagio das Blendas PHB/PLLA na forma de pinos e filmes

Blendas PHB/PLLA nas concentragdes 0/100, 30/70, 50/50, 70/30 e 100/0 foram
obtidas segundo o protocolo mencionado no item 4.2.1 a) e 4.2.2, e caracterizadas atraves
das técnicas de MDSC, DMA, SEM, TGA, WAXS e SAXS, ensaio mecinco de flexfo ¢
GPC, empregando os parametros apresentados nos itens: 4.5.1, 452,453,454, 455 ¢

4.5.6,4.5.7, respectivamente.

5.1.1. Calorimetria Diferencial de Varredura - MDSC

O DSC com temperatura modulada tem alguns beneficios com relagdo ao estudo
de transigbes térmicas de materiais, quando comparado ao DSC convencional. Alguns
destes beneficios sdo: separar fendmenos sobrepostos tais como fusfo e recristalizacio, em
materiais semicristalinos; mostrar relaxagcOes entélpicas na temperatura de transiciio vitrea e
mostrar transicdes de diferentes componentes de blendas (VERDONCK, 1999; SAUER,
2000; PAK, 2000).

As Figuras 24 (a,b), 25 (a,b) e 26 (a,b) mostram os termogramas de fluxo de calor
total do primeiro aquecimento e fluxos de calor reversivel e trreversivel do segundo
aquecimento da analise de MDSC para as amostras na forma de pinos e filmes. Valores de
temperatura de transi¢io vitrea (Tg), temperatura de cristalizagdo (T¢), temperatura de
fusdo (Tf), entalpias de fusdo (AH{) e cristalizacio (AHc) e grau de cristalinidade (%yc) das

amostras na forma de pinos e filmes s3o dados nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.
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Figura 24: Termogramas do Fluxo de Calor Total do primeiro aquecimento, da

blenda de PHB/PLLA em diferentes composi¢des, para (a) pinos e (b) filmes.
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Figura 25: Termogramas de Fluxo de Calor (a) reversivel e (b) irreversivel, do

segundo aquecimento, para 0s pinos de PHB/PLLA, em diferentes composigdes.
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Figura 26: Termogramas de Fluxo de Calor (a) reversivel e (b) irreversivel, do

segundo aquecimento, para os filmes de PHB/PLLA, em diferentes composi¢Ges.
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Tabela 8: Valores de temperatura de transigio vitrea (Tg), temperatura de cristalizagdo (Tc), temperatura de fusio (T1),
entalpias de fusdo (AHf) e cristalizagio (AHc) e grau de cristalinidade (%yc); obtidos do primeiro e segundo aquecimento da

analise de MDSC, para as blendas PHB/PLLA 0/100, 30/70, 50/50, 70/30 e 100/0, na forma de pinos.
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Tabela 9: Valores de temperatura de transi¢do vitrea (Tg), temperatura de cristalizagio (Tc), temperatura de fusdo (TT),

entalpias de fusdo (AHf) e cristalizagiio (AHc) e grau de cristalinidade (%c); obtidos do primeiro e segundo aquecimento da

andlise de MDSC, para as blendas PHB/PLLA 0/100, 30/70, 50/50, 70/30 ¢ 100/0, na forma de filmes.
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Analisando as Figuras 24 (a) e (b) observa-se que no 1° aguecimento so foi
possivel identificar a Tg relativa ao PLLA puro e nas blendas na forma de pinos, em torno
de 60°C. Em relagio a Tg do PLLA puro na forma de filmes no 1° aquecimento, pode-se
dizer que o modo de preparacio da amostra; blenda e evaporagio lenta do solvente,
contribuiu para proporcionar maior cristalinidade aoc PLLA atingindo um grau de
cristalinidade de 44%, enquanto para os pinos esse valor é de 26% (Tabelas 8 ¢ 9).
Portanto, as cadeias amorfas do PLLA puro na forma de filmes, ndc tiveram mobilidade
para caracterizar sua Tg no 1° aquecimento. O mesmo pode ser dito com relagdio a Tg do
PLLA nas blendas na forma de filmes, sendo que neste caso as blendas ainda contam com a
presenga do PHB que ¢ altamente cristaline e também proporciona aumento na

cristalinidade das amostras.

A Tg relativa ao PHB puro e nas blendas na forma de pinos e filmes ndo pdde ser
visualizada porque a analise teve inicic na temperatura ambiente, ¢ a Tg relativa ao PHB

ocorre em torno de 0° C.

Desse modo, as Tg’s puderam ser melhor caracterizadas através das curvas do
fluxo de calor reversivel no 2° aquecimento, Figuras 25 (a) e 26 (a), que mostram uma
unica Tg para os homopolimeros em —1 e 60°C (pinos) e -1 e 56°C (filmes) para o PHB e
PLLA, respectivamente; ¢ mostram duas Tg’s para as blendas PHB/PLLA, em torno de -1
€ 55°C (pinos) e -2 e 47°C (filmes) referentes ao PHB e PLLA, respectivamente, sugerindo
imiscibilidade entre os polimeros para todas as concentracOes estudadas. Estudos com
blendas de PHB/P(S)LA mostraram resultados similares com a presenga de duas Tg's
(KOYAMA e DOI, 1997, OHKOSHI, 2000); ¢ estudos com a blenda PHB/PDLA também

apresentaram imiscibilidade entre os polimeros com a presenga de duas Tg's distintas
(ZHANG, 1996).

O pico de cristalizac&o no 1° aquecimento (Figura 24) s pdde ser visualizado para
o PLLA na forma de pino, pois como ja foi dito as outras amostras, apresentavam-se muito

cristalinas, ndo ocorrendo esse fendmeno durante o 1° aquecimento.

As Figuras 25 (b) e 26 (b) que apresentam resultados do 2° aquecimento mostram
um pico de cristalizago para os homopolimeros PHB e PLLA, e dois picos de cristaliza¢do
para as blendas, reEativoé ac PHB ¢ PLLA. A Tc do PLLA puro é maior que a Te do PLLA
nas blendas, para pinos e filmes, enquanto a Tc relativa ao PHB permanece constante,
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indicando gue o componente PHB afeta a crstalizacdo do PLLA na blenda. Este resultado
pode ser explicado pelo fato de que quando o PLLA cristaliza ja existem cristais de PHB
presentes na blenda, os quais podem interferir resultando na cristalizago do PLLA em
temperaturas mais baixas, fornecendo um decréscimo na Tc deste polimero, porém, a
quantidade de PHB na blenda ndo influencia a Tc do PLLA. Resultados similares foram
observados por Kovama e Doi para a blenda PHB/P(S)LA (KOYAMA e DOI, 1997).

No 1° aquecimento observou-se uma uUnica temperatura de fusdo tanto para
homopolimeros como para as blendas na forma de pinos e filmes, mostrando que os
polimeros PHB e PLLA fundem juntos, o que sugere imiscibilidade entre PHB e PLLA

para todas as blendas estudadas.

No 2° aquecimento (Figuras 25 b e 26 b) uma Unica temperatura de fusio foi
observada para os homopolimeros em torno de 168 ¢ 178°C (pinos} e 168 e 177°C (filmes)
para o PHB e PLLA, respectivamente. Um pico de recristaliza¢iio imediatamente antes da
fusdo do PLLA foi venificado, tanto para os pinos como para os filmes. As blendas
PHB/PLLA 30/70 e 50/50 na forma de pino (Figura 25 b) apresentaram um sinal de
recristalizag8o antes da fusio e também uma ligeira proeminéncia antes da Tf do PLLA,
indicando a fusdo do PHB, enquanto a blenda 70/30 mostrou duas Tf distintas relativas ao
PHB e PLLA, porém nenhum fendmeno de recristalizaciio pdde ser observado. Para as
amostras na forma de filmes (Figura 26 b) todas as blendas 30/70, 50/50 e 70/30
apresentaram duas Tf bem definidas e distintas, podendo-se ainda verificar indicio de
recristalizac@io antes da fusdo para as blendas 30/70 e 50/50. Resultados similares foram
observados por Sauer usando a andlise de MDSC para estudar o PEN (polietileno
dicarboxilato de naftaleno) (SAUER, 2000).

O fenomeno de recristalizacdo a partir da nucleagio molecular, ocorre quando
cadeias ou segmentos de cadeias se fundem proximos & cristais integros que possuem
temperatura de fusfo superiores. Quando durante a existéncia de tal situagdo ocorre um
resfriamento insignificante as cadeias ou segmentos fundidos se cristalizam sobre os

cristais ainda existentes ocorrendo, assim, a cristalizagdo por nucleac@o (SAUER, 2000).

As temperaturas de fusdo do PHB e do PLLA, no 2° aquecimento, para os dois

tipos de amostras, pinos e filmes, permaneceram constantes confirmando a imiscibilidade
entre o PHB e 0 PLLA.
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A partir dos dados de AHf e AHc e AHf® calculados considerando o polimero
100% cristalino, pode-se calcular ¢ grau de cristalinidade relativo ao PLLA e/ou PHB (yc

%) nas blendas através da equagdo (23):

_ W}Mf“AHC}_ 160

X
0
AHY £

(23)
onde: w; € a porcentagem em massa de PHB ou PLLA, AHf ¢ a entalpia de fus§o aparente
obtida da andlise, AHc: ¢ a entalpia de cristalizacio do PHB ou PLLA obtido da analise ¢
AH’f, é a entalpia tedrica de fusdo para o polimero 100% cristalino. Os valores obtidos da
literatura de AH'f sdo: 93,7 J/g para o PLLA (TSUJI e IKADA, 2000) e 146 J/g para o PHB
(AVELLA, 1997).

Os resultados a partir do primeiro aquecimento {Tabelas 8 e 9} mostraram que o
grau de cristalinidade do PLLA e do PHB diminui com o aumento da concentragiio do
outro componente na blenda, para pinos e para filmes. Observa-se, ainda, que o grau de
cristalinidade do PHB puro € maior que do PLLA puro, e que ¢ grau de cristalinidade total,
soma dos graus de cristalimidade referentes ao PHB e PLLA nas blendas, aumenta em
funcio do aumento da concentragdo de PHB nas blendas, sugerindo que provavelmente
devido a sua alta cristalinidade o PHB influenciou de alguma forma na cristalizacdo da
blenda. Resultados similares foram observados para a blenda PHBV/PLLA, onde o
pesquisador verificou aumento do grau de cristalimidade da blenda com o aumento da

concentragdo de PHBV (IANNACE, 1994).

5.1.2. Anilise Termogravimétrica - TGA

A analise termogravimetrica para filmes e pinos foi feita para se estudar a
gstabilidade térmica dos homopolimeros e das blendas PHB/PLLA. Para os pinos tal
analise também possibilitou a averiguaciio de possivel ocorréncia de processo de
degradacio durante a blenda (processamento) das amostras, que foi feita a 200°C. Esta

temperatura € considerada alta, pois esta acima da temperatura de fusdo dos polimeros PHB
e PLLA

A Tabela 10 e as Figuras 27 e 28 mostram os resultados obtidos a partir da analise

de TGA para as amostras na forma de pinos e filmes, respectivamente.
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Pode-se verificar (Tabela 10) que a temperatura imcial de perda de massa (T on
set), associada ao inicio do processo de degradagdo, para os homopolimeros € para as
blendas na forma de pinos, € superior 4 temperatura de processamento utilizada para a
obtencdo dos mesmos. Portanto, conclui-se que nenhum processo de degradacdo ocorreu

durante a obtencdo destas amostras.

Tabela 10: Dados da temperatura inicial de perda de massa (T on set), temperatura
de méaxima perda de massa (T peak) e porcentagem de perda de massa (%), obtidos da
analise de TGA para as blendas PHB/PLLA, na forma de pinos e filmes.

30/70 276 347 290 365 34 66
50/50 271 330 280 348 52 44
70/30 269 325 276 345 67 31
100/0 235 —— 249 e 98 a

30/70 266 337 280 363 28 62
50/50 268 332 280 352 49 47
70/30 268 324 276 344 63 29
100/0 264 e 277 - 97 —
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Figura 27; Curvas de perda de massa (%) em fungo da temperatura da analise

termogravimeétrica {TGA) das blendas na forma de pinos.
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Figura 28: Curvas de perda de massa (%) em func¢fio da temperatura da analise

termogravimétrica {TGA) das blendas na forma de filmes.
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Pode-se verificar ainda pelas Figuras 27 e 28, que pinos e filmes apresentam um
unico estagio de perda de massa para os homopolimeros (PHB e PLLA) e dois estagios
para as blendas PHB/PLLA, referentes ao PHB e PLLA, respectivamente. Pelos dados
obtidos (Tabela 10) observa-se para pinos e filmes que o PLLA possul maior estabilidade
térmica que o PHRB, pois o PLLA inicia sua degradagfo térmica em torno de 320° C (T on
set) e alcanga 0 maximo da perda de massa em toro de 340° C (T peak); enquanto o PHB
inicia sua degradacio térmica em torno de 235° C e sua maxima perda de massa se da por
volta de 250° C. Resultado similar foi obtido para a blenda PLLA/PHBV (FERREIRA,
2002).

Nas blendas observa-se que a estabilidade térmica do PHB aumenta com o
aumento da concentragdo de PLILA nestas, pois as temperaturas “T on set” e “T peak™
crescem em funcio da concentragiic de PLLA nas blendas. Assim, sugere-se que o PLLA
melhora a estabilidade térmica das blendas PHB/PLLA estudadas, tanto para filmes como

para pinos.

%.1.3. Anilise Dinamico Mecinica - DMA

Os modulos de perda (E”) e de armazenamento (E’) das blendas na forma de pinos
e filmes s3o plotados em funcio da temperatura nas Figuras 29 e 30, respectivamente; € 08
valores de temperatura de transico vitrea (Tg) obtidos a partir das curvas do modulo de

perda da analise (E”) sdo apresentados na Tabela 11.

Analisando o mddulo de perda E” das Figuras 29 e 30 observa-se uma unica Tg
para os homopolimeros em torno de 86 € 47° C para PLLA e PHB, nos pinos, e 47 e 6° C
para PLLA e PHB nos filmes. As blendas de PHB/PLILA apresentam, duas Tg’s relativas
ao PHB e PLIA tanto para pinos como para filmes, sugerindo imiscibilidade entre os

polimeros concordando assim com os resultados de MDSC.

Para as blendas na forma de pinos observa-se que a Tg relativa ao PLLA permanece
constante, em torno de 86° C, enquanto a Tg relativa ao PHB sofre um decréscimo com o

aumento da concentragio de PLI.A na blenda (Tabela 11).

Analisando a Tabela 11 observa-se que para as blendas na forma de filmes & Tg

relativa ao PLL.A aumenta em fun¢io da concentragio de PHB, assim como a Tg relativa
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ac PHB sofre um acréscimo com o aumento da concentragio de PLLA na blenda, 1ss0
indica que ambos os polimeros sfo influenciados pela presenga do outro, diminuindo a

mobilidade das cadeias amorfas.

Analisando amnda o E” (Figuras 29 e 30} para as amostras na forma de pinos
verifica-se que o homopolimero PHR e a blenda PHB/PLLA 70/30 apresentam também
processos em altas temperaturas, em torno de 90 e 120°C, respectivamente. Estes processos
em aitas temperaturas envoivem rearranjo da fase cristalina, assim como observado por
Lotti para o PHB puro no estudo da blenda PHB/PMMA (LOTTI, 1993). O modulo de
perda (E”) também apresentou transi¢des secundarias a baixas temperaturas devido a
mobilidade de cadeias laterais para todas as composi¢Ses da blenda PHB/PLLA na forma
de pinos. Esse fato ndo foi observado para os filmes porque estes tiveram tempo suficiente

para acomodar as cadeias durante a evapora¢io do solvente.

Para as blendas na forma de pinos 0 E” do PLLA tem um decréscimo rapido em
torno de 85° C enquanto que o E’ do PHB decresce lentamente, até alcangar a temperatura
de 156°C, quando ocorre um decréscimo drastico. Para as blendas o E* comporta-se muito
semelhante ao do PHB, exceto pelo decréscimo um pouco mais enfatico em tomo de 85°C,

devido a presenga do componente PLLA nas blendas.

Analisando o E’ das amostras na forma de filmes observa-se ¢ mesmo
compertamento tanto para homopolimeros quanto para blendas, o modulo decresce
lentamente até atingir uma temperatura em torno de 160°C, sendo que se observa um

decréscimo um pouco mais enfatico em torno de 80°C nas blendas devido a presenga do
PLLA.
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Figura 29: Graficos dos médulos de armazenamento e de perda da analise de DMA
das blendas PHB/PLI A na forma de pinos.
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Figura 30: Graficos dos médulos de armazenamento e de perda da anilise de DMA
das blendas PHB/PLLA na forma de filmes.
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Tabela 11: Dados de temperatura de transicdo vitrea (Tg) obtidos a partir das
curvas do modulo de perda (E™), da analise de DMA das blendas PHB/PILLA na forma de

pinos e filmes.

30/70 30 38
50/50 38 88
70/30 48 85
100/0 47 ----

30/70 24 61
30/50 6 68
70/30 9 66
100/0 6 -

5.1.4. Analise morfologica - SEM

As Figuras 31 e 32 mostram as micrografias da andlise de microscopia eletrénica
de varredura {(SEM) da superficie da segio transversal das blendas PHB/PLLA na forma de

pinos e filmes, respectivamente.

Analisando a Figura 31 (pinos) observa-se que todas as amostras sfo densas, sendo
que, a morfologia das blendas é diferente da morfologia dos homopolimeros. Apesar disso,

com aumentos de até 1500x, nfo se observou separacio de fase nas blendas.

Analisando a Figura 32 (filmes) verifica-se que a morfologia dos homopolimeros é
densa, sendo que o PHB apresenta morfologia esférica (Figura 32 f), enquanto que as
blendas apresentam morfologia bem diferente dos homopolimeros, podendo-se observar
poros. Comparando as blendas verifica-se que os poros da blenda 50/50 sio maitores do que
nas blendas de PHB/PLLA 30/70 e 70/30. Pode-se sugerir que nas blendas na forma de
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filmes existe separacio de fases, sendo que, na blenda PHB/PLLA 30/70 tem-se uma matriz
de PLLA e os poros seria a fase dispersa de PHB que foi retirada no momento da fratura da
amostra, o mesmo pode-se dizer da blenda de PHB/PLLA 70/30, porém nesta amostra a
matriz ¢ o PHB e a fase dispersa o PLLA. Na blenda PHB/PLLA 50/50 tem-se
concentracdo igual dos dois polimeros, logo a concentracdo da fase dispersa na matriz €
maior do que para as outras blendas, como conseqiiéncia tem-se poros de maior tamanho.
Zhang ¢ colaboradores estudaram a blenda PHB/PLA usando extragfo da fase de PLA com
solvente tolueno; a morfologia apresentada por estes autores € muito préxima da discutida
no presente trabalho. No estudo com PHB/PLA os autores mostram a presenca de duas
fases, onde os poros decorrentes da fase de PLA aumentaram de tamanho em funcio do
aumento da concentragdo de PLA na blenda (ZHANG, 1995; ZHANG, 1996). Outros
autores também observaram separacdo de fases para blendas de PHBV/PLLA (IANNACE,
1994; FERREIRA, 2002).

A diferenca de morfologia entre pinos e filmes € decorrente do tipo de preparaco
das amostras, podendo-se salientar que na preparacio dos filmes o processo de evaporacio

do solvente possivelmente favoreceu a separacio de fases.

73



Capitulo V — Resultados e Discussoes

JULES
508 -

WD

8/100 @ ' = SE1 106/8 @ ne

) b
eses - pino

EHT-10.80 kU - i
20un 1 78/30 - 8 meses - p

Figura 31: Micrografias das superficies das fraturadas das misturas PHB/PLLA na
forma de pinos: (a) 0/100, (b) 100/0, (c) 30/70, (d) 50/50 e (e) 70/30.
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Figura 32: Micrografias das superficies das fraturadas das misturas PHB/PLLA na
forma de filmes: (a) 0/100, (b) 100/0, (c) 30/70, (d) 50/50, () 70/30 e (f) 100/0 (detalhe da

superficie).
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5.1.5. Analise de difracfic de raios-X (WAXS)

A Figura 33 mostra uma representacdo grafica de um resultado de andlise de
WAXS, onde I € a intensidade de espalhamento e 26 € o angulo de espalhamento. Atraveés
deste grafico pode-se calcular o grau de cristalinidade para um material semi-cristalino. O
método mais empregado usa as intensidades integradas do modelo associado as partes
amorfas e cristalinas do material semi-cristalino. O grau de cristalinidade, X, é dado como

a fracdo em massa do componente cristalino pela equacio (24) (RYAN, 1997):

Xe= Ac 24)

AC +Ad)

onde: A, € a area sob o halo amorfo ¢ A, € a area restante sob os picos cristalinos como

mostrado na Figura 33.

Figura 33: Representacdo grafica genérica de uma andlise de WAXS (RYAN,
1997).

As Figuras 34 e 35 apresentam os resultados da analise de WAXS para as blendas
PHB/PLLA na forma de pinos ¢ filmes, respectivamente, e as Tabela 12 e 13 apresentam o
resultado do grau de cristalinidade, calculado pela equagio 24 apresentada acima e a

largura a meia altura dos principais picos, respectivamente.

| Analisando as Figuras 34 e 35 (pinos e filmes) verifica-se a existéncia de 4 picos
caracteristicos do PHB para 20 em torno de: 14, 17, 26 e 28. Verifica-se também o
aparecimento de um pico muito intenso em 26 = 17 para o PLLA, o qual coincide com um

pico caracteristico do PHB, e outros picos de pouca intensidade em torno de 15, 20 e 23.
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Para a blenda PHB/PLLA 50/50 nota-se a presenca de todos os picos caracteristicos do
PHB e do PLLA simultaneamente. Resultados similares tem sido observado para o PLLA
(FUJITWARA, 2001; JIN KON KIM, 2001).

PHB/PLLA 4/100
PHB/PLLA 50/5¢
PHB/PLLA 166/6

16060

Intensidade (u.a.)

1000

bk bk

26

Figura 34: Difractogramas para as blendas PHB/PLLA 0/100, 50/50 ¢ 100/0, na

forma de pinos.

------ PHB/PLLA 0/100
--------- PHE/PLLA 50/50
——— PHB/PLLA 1060

Intensidade (u.a.)

100 * T i T

10 26 30 40 30 60
26

Figura 35: Difractogramas para as blendas PHB/PLLA 0/100, 50/50 e 100/0, na

forma de filmes.
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Tabela 12: Grau de cristalinidade calculados (equago 24), a partir dos resultados
das analises de WAXS para as blendas PHB/PLLA 0/100, 50/50 e 100/0, na forma de pinos

e filmes.

PHB/PLLA 0/100 17
PHB/PLLA 50/50 30
PHB/PLLA 100/0 58
PHB/PLLA 0/100 32
PHB/PLLA 50/50 3
PHEB/PLLA 100/0 62

Tabela 13: Largura 4 meia altura (FWHM) obtidos da analise de WAXS para as

amostras de PHB/PLLA em vérias concentragdes na forma de pinos e filmes.

Pico Largura a meia altura (FWHM)
ameostra

Pinos 14 15,5 19,7 23 26 28
PLLA 0,5 0,447 0,57

50/50 0,257 0,295 0,46

PHB 0,340 0,908 0,5
Filmes 14 15,5 19,7 23 26 28
PLLA 0,36 0,5

50/50 0,22 0,28 0,44

PHB 0,25 0,37 0,91 0,36

Analisando a Tabela 12 observa-se aumento da cristalinidade da blenda
PHB/PLLA na forma de pino devido a presenga do PHB, podendo-se sugerir € confirmar o
que ja fol verificado na analise de MDSC sobre a influéncia do PHB na cristalinidade da
blenda PHB/PLLA, provavelmente devido ao seu alto grau de cristalinidade.

As amostras na forma de filmes ndo apresentaram variagdes significativas no grau
de cristalinidade em fung@io da composigdo (Tabela 12), mas este fato também pdde ser

verificado pela analise de MDSC, que apesar do grau de cristalinidade da blenda aumentar
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em fun¢io da concentracio de PHB a diferenga numérica nfio € grande {Tabela 9). Além
disso, ja foi discutido anteriormente que o PLLA na forma de filme possui grau de
cristalinidade elevado devido ao método de preparacdo da amostra que, provavelmente,

favoreceu sua cristalizaggo.

A Tabela 13 traz os valores da largura a meia altura de alguns picos obtidos do
grafico da analise de WAXS. A largura a meia altura ¢ inversamente relacionada ao
tamanho dos cristalitos. Desse modo, analisando a Tabela 13 observa-se que a largura dos
picos relativos ao PHB diminui quando comparamos os valores do PHB puro aos da blenda
50/50, para pinos e filmes. Isso também acontece para o PLLA, exceto para o pico na
posicio 17 onde se verifica o inverso, um aumento na largura do pico do PLLA puro em

relacdo a blenda.

Assim, pode-se dizer que os cristalitos sio maiores na blenda do que nos
polimeros puros, considerando ainda que ¢ decréscimo na largura dos picos relativos ao
PHB na blenda ¢ mais acentuado do que para os picos relativos ao PLLA, sugere-se que o
PHB possui maior influencia na cristalizagdo da blenda, assim como ja foi discutido na
analise de MDSC.

5.1.6. Anilise de espalhamento de raios-X a baixes dngulos (SAXS)

O estudo da estrutura de polimeros pelo método de espalhamento de raio-X a
baixos angulos é um campo de aplicagdo muito importante. Tais estudos podem ser
conduzidos tanto em solucbes 4 varias concentragdes como no estado solido (amorfo,
cristalino). Estes estudos dio informagdes sobre a estrutura dos polimeros, que ndo sio

conseguidas por outros métodos (FEIGIN, 1987).

Como regra tem-se que macromoléculas em solugdo apresentam conformacio
totalmente livre (estatisticamente enrolada), cristais de polimeros consistem de um
agregado de camadas lamelares orientadas aleatoriamente. As amostras de polimeros so
geralmente polidispersas contendo moléculas com diferentes massas molares (FEIGIN,
1987).

Polimeros semi-cristalinos s3o ideais para estudos por SAXS, pois apresentam

variacdo de densidade eletronica cuja correlagio de comprimento usualmente esta dentro da
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faixa detectada por esta técnica {1 ~ 100 nm). Além disso, suas estruturas podem, em
muitos casos, ser adequadamente descritas assumindo que a variacdo de densidade
eletrdnica ocorre na direcdo de uma Unica coordenada. Isto permite cdiculos de modelos de

difracdo, mesmo quando existe uma grande diferenca do modelo de estrutura periddica
ideal {VONK, 1982).

O modelo ideal de estrutura polimérica utilizado consiste de: lamelas cristalinas e
amorfas, paralelas, empilhadas, como mostrade na Figura 36. As lamelas se organizam em
esferulitos, nos quais a dire¢io lamelar normal varia gradualmente. Este modelo é uma boa

aproximacio principalmente para polimeros de aita cristalinidade.

Figura 36: Modelo da estrutura polimérica ideal (FEIGIN, 1987).

Um grafico tipico de SAXS ¢ apresentado na Figura 37, onde 1 € a intensidade de
espalhamento e q € a magnitude do vetor espathamento (ou a distancia do espalhamento no
espago reciproco). Através deste grafico tem-se um valor de g* (pico de interferéncia) em
Ig® maximo, e pela equagio de Bragg (equagdo 25) obtém-se o periodo longo (d;) que

caracteriza I (lamela cristalina) + 1, (lamela amorfa) (RYAN, 1997).

_2x

4= (25)
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Figura 37: Curva de SAXS genérica (RYAN,1997).

As Figuras 38 e 39 apresentam as curvas da andlise de SAXS para as amostras de
PHB/PLLA na forma de pinos e filmes respectivamente, e a Tabela 14 apresenta os valores

do periodo longo obtidos da analise.

4

PHB/PLLA 0/160
PHB/FLLA 50/50
PHB/PLLA 100/0

oo

0,00 0,05 .10 0,15 0,20
-1
qA)

Figura 38: Curvas de SAXS para as blendas PHB/PLLA 0/100, 50/50 e 100/0, na

forma de pinos.
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—C— PHB/PLLA 0/100
—— PHB/PLLA 50/50
T PHB/PLLA 100/0

Figura 39: Curvas de SAXS para as blendas PHB/PLLA 0/100, 50/50 e 100/0, na

forma de filmes.

Tabela 14: Resultados do periodo longo calculados pela equagio 25, a partir dos
resultados das analises de SAXS para as blendas PHB/PLLA 0/100, 50/50 e 100/0.

50/50

240

0/100 e 205
50/50 69 137
100/0 71 —
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Analisando as Figuras 38 e 39 para pinos e filmes, respectivamente verifica-se a
existéncia de picos de primeira ordem sendo que, para os homopolimeros, observa-se
somente um pico e para a blenda 50/50 nota-se a presenca de dois picos, um proveniente do
PLLA e outro do PHB. Além disso, verifica-se que os picos da blenda deslocam-se
ligeiramente, em relacdo a estes nos homopolimeros, sendo que nos pinos observa-se o
deslocamento do pico referente ao PHB para a esquerda, menores valores de g e do PLLA
para a direita, maiores valores de g. Nos filmes nota-se o deslocamento dos picos relativos

ao PHB e ao PLLA para a direita, maiores valores de g,

Observando a Tabela 14 verifica-se que o comprimento do periodo longo para ¢
PLLA de 249 A estd proximo ao da literatura que reporta 190 A (FUIITWARA, 2001). Para
o PHB o valor do periodo longo € bem menor que para o PLLA, porém nfo se encontrou
nada na literatura a respeito de SAXS em PHB. Verifica-se ainda, que os valores do
periodo longo relativo ao PHB na blenda PHB/PLLA 50/50 sdo semelhantes ao do
polimero pure, PHB, enquanto que o valor do periodo longo relativo ao PLLA na blenda
decresce principalmente para a amostra na forma de filme, comprovando mais uma vez que

o PHB influencia a estrutura do PLLA como ja observado nas analises de MDSC e WAXS.

5.1.7. Ensaio mecinico de flexio - pinos

A tensdo (o) e o alongamento (¢) foram calculados segundo a norma ASTM D
790-71 e, considerando os pinos como sistemas cilindricos (NIELSEN, 1974).

8

o= ;;If (26)

c= (6DZY].100 27)
N

E=do/dg (28)

onde: F ¢ a forga (N); Lo € a distdncia entre as pontas (mm); ¢ € ¢ alongamento (%); ¢ é a
tensdo (MPa); Y ¢ a deformagdo (mm); D € o didmetro da amostra (mm) ¢ E € o modulo de

Young.

Na Figura 40 o grafico € construido com a tensdo (o) em fungdo do alongamento
{(¢) para todas as composicdes da blenda PHB/PLLA. A Tabela 15 mostra a tensio maxima

83



Capitulo V - Resultados e Discussdo

até a ruptura (¢ max.), o modulo de Young (E) ¢ o alongamento maximo (g max.). A tensdo

maxima soffida pelas blendas até a ruptura varia em funcdo da concentrac3o das blendas

PHB/PLLA, assim como o alongamento.

140 -
] ST
120 - e :
E ‘\ "
% I@{} _ \\‘\ \l
o \
g 80- N
e \
£ 604 \'
o |
lg !
£ ol --- PHB/PLLA 0/100
= 4 PHB/PLLA 30/70
Y S PHBPLLA 50/50
; e PHB/PLLA 70/30

0

* E i E N ] Bl { * i N 1 * b * PIE_IIS'[.P%‘qu IEOO'/O H
00 05 1,0 15 26 25 30 35 40 45 50 585
€ - % Alongamento maximo

Figura 40: Curvas de tensfio maxima (o max.) em fungio do alongamento maximo

(¢ max.) do ensaio mecénico de flexdo para as blendas PHB/PLLA 0/100, 30/70, 50/50,
70/30 e 100/0.

Os resultados apresentados na Tabela 15 mostram que a tensdo maxima (c max.), o
modulo de Young (E) e o alongamento maximo (¢ max.) aumentam com o aumento da
concentragdo de PLLA nas blendas, sugerindo que o PLLA melhora as propriedades
mecinicas da blenda PHB/PLLA. Quando as blendas sio comparadas observa-se que o
PLLA tem o maior valor de tensdo maxima ¢ a blenda PHB/PLLA 30/70 tem o maior valor
de alongamento maximo. Portanto, pode-se dizer que a blenda PHB/PLLA 30/70 apresenta
as melhores propriedades mecéanicas, pois esta possui 0 maior valor para alongamento
maximo e o maior moédulo, e a tensdo maxima ¢ similar 2 do PLLA. Resultados similares

tem sido observado para a blenda PHBV/PLLA (IANNACE, 1994).
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A Tabela 16 traz os resultados experimentais de tensio mdaxima obtidos e valores
encontrados na literatura (YUEHUEI, 2000; SUDESH, 2000). Comparando os valores da
Tabela 16 observa-se boa coeréncia enfre os valores experimentais e os da literatura,

sugerindo que a blenda obtida apresenta boas propriedades mecanicas.

Tabela 15: Tensio méaxima (¢ max.), moédulo de Young (E) e alongamento

maximo (¢ max.} a partir do ensaio mecénico de flexdio para as blendas PHB/PLLA 0/100,
30/70, 50/50, 70/30 e 100/0.

8477+932 3,360,008
9100 £ 888  5.66 + 0,024
8613 +442  2.36+0.,012
8795 +628 1,40+ 0,077
8692 +502 1,22 +0.003

Tabela 16: Tensdo maxima (o max.): valores experimentais e da literatura.

PHB/PLLA 0/100 * 136

PHB/PLLA 30/70 * 115

PHB/PLLA 30/50 * 92

PHB/PLLA 70/30 * 77

PHB/PLLA 100/0 * 37

PHB *#* 40

Polipropileno *** 38

Polietileno de baixa densidade *** 10
PLLA ** 45 - 144

Poli(acido glicolico) (PGA) ** 57
Poli oxido de etileno (PEQ) ** 65 - 66

* experimentais
** YUEHUEI, 2000
*#% SUDESH, 2000
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5.2. Caracterizacio das Blendas PHB/PLLA na forma de pinos e filmes apds o ensaio

de degradacio “in vitro”

5.2.1. Analise de Calorimetria Diferencial de Varredura Modulada - MDSC

As Figuras de 41 a 45 e de 46 a 50, apresentam as curvas de MDSC que
acompanham o comportamento das blendas PHB/PLLA em varias composigdes durante a

degradacio hidrolitica, para pinos e filmes, respectivamente.

Os polimeros puros ¢ as blendas foram caracterizados pela temperatura de
transicdo vitrea (Tg), temperaturas de crstalizacio (Tc) e de fusdo (Tf)., calores de
cristalizacdo (AHc) e de fusdo (AHf), e grau de cristalinidade (yc%). Tais valores obtidos
dos termogramas durante os 12 meses de degradagio “in vitro” encontram-se nas Tabelas

de 17 a 21 e de 22 a 26, para pinos ¢ filmes, respectivamente.

No estudo de degradacfo, assim como na caracterizagio das blendas antes do
ensaio de degradagdo hidroiitica, nfio foi possivel observar a Tg relativa ao PHB puro e nas
blendas para as amostras na forma de pinos e filmes, porque a andlise teve inicio na
temperatura ambiente e a Tg no PHB ocorre em torno de 0°C. A Tg relativa ao PLLA puro
ou nas blendas na forma de pinos € visivel, ja para as amostras na forma de filmes verifica-
se uma mudanca na linha base, mas ndo € possivel identificar a Tg através do tratamento
feito com as curvas. Desse modo, os valores das Tg’s para tais amostras foram obtidos das

curvas de fluxo de calor reversivel no 2° aquecimento.
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Fhuxo de Calor frreversivel (n.a.) exo ——s

M i ¥ H ¥ T T 4 ¥ i * ] v T 4
40 60 80 100 120 140 160 180 260
Temperatura (C)

(a)

Fluxo de Calor Frveversivel (n.a) exo—

T ¥
0 50 160 150 200
Temperatura ((C)

(b)
Figura 41: Curvas de MDSC obtidas para os pinos de PHB/PLLA 0/100, em

diferentes tempos de degradag@o: (a) 1° aquecimento e (b) 2° aquecimento.
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Fluxo de Calor frreversivel (u.a.) exo ——

T v T sy LI B L
40 6t 80 100 120 140 150 180 200
Temperatura (C)

@
e

o |
;&JL_*\F

T~/

Fluxe de Calor Irreversivel (u.a.) exe ——

V1 T

T ¥ T T ¥ T i
g 56 1890 150 200
Temperatura ('C)

(b)
Figura 42: Curvas de MDSC obtidas para os pinos de PHB/PLLA 30/70, em

diferentes tempos de degradagdo: (a) 1° aquecimento e (b) 2° aquecimento.
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J——

Fluxo de Calor Irreversivel (ua.) exo
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(b)
Figura 43: Curvas de MDSC obtidas para os pinos de PHB/PLLA 50/50, em

diferentes tempos de degradago: (a) 1° aquecimento e (b) 2° aquecimento.
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0 meses

Fluxs de Calor Irreversivel (a) exo -
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] 50 160 130 260
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(b)
Figura 44: Curvas de MDSC obtidas para os pinos de PHB/PLLA 70/30, em

diferentes tempos de degradagio: (a) 1° aquecimento e (b) 2° aquecimento.
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Fluxo de Calor Irreversivel (r.a.) exo-———

T T H v i v 1 4 ] T T T
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(a)

{} meses

Fluxo de Calor Irreversivel (u.a.) exo .

: : : , .
[t} 56 100 1560 200
Temperatura ('C)

(b)
Figura 45: Curvas de MDSC obtidas para os pinos de PHB/PLLA 100/0, em

diferentes tempos de degradagﬁoz (a) 1° aquecimento e (b) 2° aguecimento.
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Fhuxo de Calor Trreversivel (wa) exo ——
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&
[

(b)
Figura 46: Curvas de MDSC obtidas para os filmes de PHB/PLLA 0/100, em

diferentes tempos de degradacio: {a) 1° aquecimento e (b) 2° aquecimento.
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—

Fluxo de Calor Irreversivel (n.a.) exo
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Figura 47: Curvas de MDSC obtidas para os filmes de PHB/PLLA 30/70, em

diferentes tempos de degradagfo: (a) 1° aquecimento e (b) 2° aquecimento.
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[ES——

Fluxo de Calor Irveversivel (va) exo

> * R LARNEE I St
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(b)
Figura 48: Curvas de MDSC obtidas para os filmes de PHB/PLLA 50/50, em

diferentes tempos de degradacdo: (a) 1° aquecimento e (b) 2° aquecimento.
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Figura 49: Curvas de MDSC obtidas para os filmes de PHB/PLLA 70/30, em

diferentes tempos de degradacdo: {(a) 1° aquecimento ¢ (b) 2° aquecimento.
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{ meses

-

10 meses

12 meses

Fluxo de Calor Irreversivel {u.a.) exo -
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(b)
Figura 50: Curvas de MDSC obtidas para os filmes de PHB/PLLA 100/0, em

diferentes tempos de degradagdo: (a) 1° aquecimento e (b) 2° aquecimento.
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Tabela 17: Dados de Temperatura de Transigio Vitrea (Tg), de Cristalizagdo (Tc¢), de Fusdo (Tf), Entalpias de
Cristalizagdo (AHc), de Fusio (AHf) e Grau de Cristalizagdo (xc), obtidos da analise de MDSC, para pinos de PHB/PLLA 0/100,

PHB/PLLA Aquecimento

(7 2 Soppynsay — 4 Ofnjdn’y
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Tabela 18: Dados de Temperatura de Transi¢io Vitrea (Tg), de Cristalizagdo (Tc), de Fusio (Tf), Entalpias de
Cristalizaglio (AHc), de Fusiio (AHf) e Grau de Cristalizagdo (y¢), obtidos da analise de MDSC, para pinos de PHB/PLLA 30/70.

TOTAL

(7 2 SOpDHSI — 4 opmpdp)

OpSSHIst
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Tabela 19: Dados de Temperatura de Transigio Vitrea (Tg), de Cristalizagio (Tc), de Fusdo (Tf), Entalpias de
Cristalizagio (AHc), de Fusiio (AHf) e Grau de Cristalizagio (yc), obtidos da analise de MDSC, para pinos de PHB/PLLA 50/50.

’HB PLLA TOTAL

(7 2 Sopoynsay — 4 O[idr)

ODSSNOS]
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Tabela 20: Dados de Temperatura de Transigio Vitrea (Tg), de Cristalizagdo (Tc), de Fusdo (Tt), Entalpias de
Cristalizaglio (AHc), de Fusio (AHf) e Grau de Cristalizagio (y¢), obtidos da andlise de MDSC, para pinos de PHB/PLLA 70/30.

(7 & SOppInsSay — 4 opnndo’y
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Tabela 21: Dados de Temperatura de Transigio Vitrea (Tg), de Cristalizagdo (Tc), de Fusdo (Tf), Entalpias de
Cristalizagdo (AHc), de Fuséio (AHf) e Grau de Cristalizagdo (xc), obtidos da analise de MDSC, para pinos de PHB/PLLA 100/0.

(7 & SoppyasSaYy — 4 OppdD’)
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Tabela 22: Dados de Temperatura de Transigio Vitrea (Tg), de Cristalizagio (Tc), de Fusao (Tf), Lntalpias de

Cristalizagdo (AHc), de Fusdo (AHf) e Grau de Cristalizagio (xc), obtidos da analise de MDSC, para filmes de PHB/PLLA
0/100,

(] 8 SOppynsay — 4 OjIdp))
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Tabela 23: Dados de Temperatura de Transicio Vitrea (Tg), de Cristalizagio (Tc), de Fusiio (Tf), Entalpias de

Cristalizagio (AHc), de Fusdo (AHf) e Grau de Cristalizagiio (yc), obtidos da andlise de MDSC, para filmes de PHB/PLLA
30/70.

(7 2 SOppynsay — 4 opnde

ODSSHIS
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Tabela 24: Dados de Temperatura de Transigdo Vitrea (Tg), de Cristalizagio (Tc), de Fusdo (Tf), Entalpias de
Cristalizagio (AHc), de Fusio (AHf) e Grau de Cristalizagiio (c), obtidos da analise de MDSC, para filmes de PHB/PLLA
50/50.

(7 2 soppynsay — 4 opmade)
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Tabela 25: Dados de Temperatura de Transigio Vitrea (Tg), de Cristalizagdio (Tc), de Fusdo (Tf), Entalpias de

Cristalizagdo (AHc), de Fusio (AHf) e Grau de Cristalizagiio ()c), obtidos da analise de MDSC, para filmes de PHB/PLLA
70/30.

SOl
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Tabela 26: Dados de Temperatura de Transi¢io Vitrea (Tg), de Cristalizagio (Tc), de Fusdo (Tf), Entalpias de

Cristalizagdo (AHc), de Fusio (AHf) e Grau de Cristaliza¢io (yc), obtidos da analise de MDSC, para filmes de PHB/PLLA
100/0.

(T 2 SOPDINS Y — A OfitIdp))
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Analisando as Figuras de 46 a 49 ¢ as Tabelas de 22 a 25 para o PLLA puro ¢ para
as blendas, na forma de filmes, no 17 aquecimento verifica-se a presenga da Tg relativa ao
PLLA; porém, esta ndo € nitida e ndo se observa pico de cristalizagdo (Tc). A dificuldade
em visualizar a Tg e a inexisténcia da Tc € devido ao fato de que o método de preparagao
das amostras na forma de filmes permitiu a maxima cristalizac@o das amostras dificultando
a mobilidade das cadeias amorfas que caracterizam a Tg e, estando as amostras totalmente
cristalizadas, nfo existe a possibilidade de cnistalizacio durante o aquecimento o que
caracterizaria a Tc. Além disso, no caso das blendas o PHB que ¢ altamente cristalino
contribuin, dificuitando a mobilidade das cadeias. Ja no 2° aquecimento pode-se observar
tanto Tg como Tc, para 0 PLLA puro e para as blendas porque o resfriamento foi rapido o
suficiente para impedir completa cristalizacio das amostras. Este fato também foi
observado por outros autores que estudaram a degradacio hidrolitica do PLLA (DUEK,
19993, e da blenda PLLA/PHBY (FERREIRA, 2001).

No 2° aquecimento a Tg relativa ao PLLA puro na forma pino e filme (Tabelas 17
e 22), a Tg relativa ao PHB puro na forma de pino (Tabela 21) e as Tg’s relativas ao PHB ¢
ao PLLA nas blendas (Tabelas 18-20 e 23-25), na forma de pinos ou filmes, permanecem

constantes em fungéo do tempo de degradacéo.

Para o PHB puro na forma de filmes (Figura 50 e Tabela 26) e pinos (Figura 45 e
Tabela 21) ndo se observa Tg no 1° aquecimento porque a temperatura inicial da analise
esta acima da Tg do PHB, e no 2° aquecimento para a amostra na forma de filme a Tg
aumenta em funcfio do aumento do tempo de degradacio, podendo-se salientar que esse

fato sugere que o PHB cristaliza durante o processo de degradagio hidrolitica.

Para o PLLA puro na forma de filmes (Tabela 22) no 2° aquecimento a Te diminui
de 88 para 81°C com o aumento do tempo de degradacio, enquanto que o AHc sofreu um
aumento de 25 para 38 J/g, para o mesmo periodo de degradacio hidrolitica. O decréscimo
na Tc ocorreu porque com a degradagio houve perda de massa molar, ou seja, as cadeias
sdo quebradas em cadelas menores que precisam de menor energia para cristalizar
diminuindo, assim, a Tc. Esse fato também foi observado por outros autores que estudaram
a degradagdo hidrolitica do PLLA (DUEK, 1999; SUMING LI, 1990). O aumento do AHc
verificado aqui for observado e discutido por outros autores (MAINIL-VARLET, 1997,
DUEK, 1999; FERREIRA, 2001), sendo que alguns consideram que esse fato ¢é
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conseqgiiéncia do rearranjo de pequenas cadeias gerado pelo processo de degradagio,
formando novos cristais, outros, consideram que a degradagio de partes das regides
amorfas resulta em aumento das regides cristalinas remanescentes. Neste estudo acredita-se
que houve um rearranjo dos cristais aumentando a cristalinidade e formando cristais
diferentes, pois na fusdo pode-se observar o aparecimento de um 2° pico de fusfo em
funciio da degradagdo (Figura 46 b), caracterizando a existéncia de dois tipos de cristais que
precisam de energias diferentes para se fundir. Para o PLLA na forma de pino a T¢ no 1°
aguecimento tende a diminuir durante a degradac¢do, como ja foi visto anteriormernte; € no
2° aquecimento a Tc permanece constante em torno de 88°C. O valor de AHc tanto no 1°

como no 2° aguecimento permanece constante.

Para as blendas na forma de filmes no 2° aquecimento (Figuras 47-49 e Tabelas
23-25) observa-se picos de cristalizacdo para o PHB e PLLA, sendo que as Tc's do PHB
nas blendas permanecem constantes em torno de 32°C durante a degradacio e as Tc¢'s do
PLLA permanecem constantes para a blenda 30/70 e sofrem acréscimos em tomo de 7°C
para as concentragdes 50/50 e 70/30, devido ao aumento da concentragiio de PHB nestas
blendas. O pico de cristalizag@o relativo ac PHB desaparece aos 12 meses de degradagio
nas blendas 50/50 e 70/30, possivelmente porque tais amostras ja atingiram cristalizagdo
méaxima. Para as blendas na forma de pinos (Figuras 42-44 e Tabelas 18-20) no 1°
agquecimento s $¢ verifica a Tc relativa ao PLLA que apresenta uma tendéncia a diminuir
em fungdo da degradagiio. No 2° aquecimento observa-se duas Tc's relativas ao PHB e ao
PLLA que permanecem constantes. O AHlc do PHB e do PLLA permanece praticamente
constante para as blendas durante a degradagio, exceto na blenda 70/30 onde se verifica um
aumento de 2,5 para 15 J/g de O para 8 meses de degradaciio no AHc relativo ao PHB,

podendo-se sugerir mais uma vez que o PHB esta cristalizando durante a degradagfio, como

ja discutido anteriormente.

Para o PHB puro na forma de filmes (Tabela 26) e pinos (Tabela 21) nido se
observa Tc no 1% aquecimento, enquanto que no 2° aquecimento a Tc e 0 AHc permanecem
constantes para as amostras na forma de filmes, ao passo que, para as amostras na forma de
pinos verifica-se uma Tc constante em torno de 30°C e o AHc aumenta de 4 para 14 J/g de

0 para 8 meses de degradagfio permanecendo constante apos este periodo.
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Observa-se que para o PLLA puro na forma de filmes (Tabela 22) a Tf diminuw
com o aumento do tempo de degradacdo tanto no 1° (de 180 para 165°C) como no 2°
aquecimento (de 177 para 161°C), isso ocorre porque o processo de degradagéo do PLLA
promove a formagdo de novos cristais, os quais podem ser fundidos com menores energias
¢ temperatura, este resultado também foi observado por Ferreira (2002) no estudo de
degradagio hidrolitica da blenda PLLA/PHBV. No 1° aquecimento observa-se um aumento
no AHf de 40 para 84 J/g com o aumento do tempo de O para 12 meses de degradagio;
conferindo aumento do grau de cristalinidade do PLLA de 43% para 90% com a
degradagdo. No 2° aquecimento o AHf permanece constante em torno de 50 J/g. Observa-se
que, a partir de 8 meses de degradagio, comega a aparecer um segundo pico de fusdo no
segundo aquecimento (Figura 46 b), podendo-se verificar, também, que o pico de
recristalizacdo imediatamente anterior a fusio desaparece. O aparecimento de dois picos de
fusio para 0 PLLA € conseqiiéncia da formac@io de cristais de tamanhos diferentes com
espessura de lamelas diferentes, esse fato também foi observado em um estudo de
degradacgdo hidrolitica do PLLA (L1, 1990). Para o PLLA puro na forma de pmos (Tabela
17) observa-se somente uma Tf constante em ambos os aquecimentos. O AHf no 1°
aquecimento € no 2° aquecimento permanece constante. O grau de cristalinidade do PLLA
no 1° aquecimento oscila aumentando e diminuindo durante a degradaggo. O fato do grau
de cristalinidade oscilar pode ser explicado porque provavelmente a degradacio do PLLA
ocorre através da quebra de cadeias que se cristalizam e também da degradaciio dos cristais,

implicando ora no decréscimo ora no acréscimo do grau de cristalinidade.

Para as blendas na forma de filmes (Tabelas 23-25) e pinos (Tabela 18-20)
verifica-se somente um pico de fusfio no 1° aquecimento com Tf constante para todas as
concentracOes estudadas (PHB/PLLA 30/70, 50/50 e 70/30). O AHf tende a aumentar em
funcio da degradaglo conferindo aumento no grau de cristalinidade (yxc) relativo ac PLLA
durante a degradac@io hidrolitica. No 2° aquecimento observa-se a presenca de dois picos de
fusdo relativos a fusio do PHB e PLLA respectivamente, sendo que as Tf's relativas PHB
nas amostras na forma de filmes sofrem acréscimos, enquanto que para amostras na forma
de pinos permanecem constantes. As Tf's relativas ao PLLA permanecem constante para
todas as blendas estudadas durante a degradag@o, tanto pinos como filmes. O AHf relativo
ao PLLA aumenta com o aumento do tempo de degradac@o para todas as blendas, filmes ou
pInos.
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Para o PHB puro na forma de filmes (Tabela 26) e pinos (Tabela 21), tanto no 1°
como no 2° aquecimento a Tf permanece constante ¢ o AHf sofre um ligeiro acréscimo para

os periodos de 10 e 12 meses de degradagio, 0 mesmo ocorre com o grau de cristalinidade.

Pode-se observar tanto para pinos como para filmes que o grau de cristalinidade
relativo ao PLLA diminui com ¢ aumento da concentracio de PHB na blenda, e que o grau
de cristalinidade do PHB puro ¢ bem maior do que do PLLA puro, confirmando a alta

cristalinidade do PHB e sugerindo sua influencia na cristalizacic do PLLA.

Pode-se concluir dos dados de MDSC que o PLLA degrada mais facilmente que o
PHB, pois os termogramas relativos ao PLLA apresentam maior varagdo com a
degradacdo do que os do PHB, sendo que, so € possivel observar diferenca significativa nos
termogramas relativos ao PHB apds o periodo de 8 meses nas blendas e 10 meses para o
PHRB puro. Esse fato leva a conclusfio de que o PLLA tende a acelerar a degradagio do
PHB. Outra observagio interessante ¢ que as amostra na forma de filmes tiveram um
processo de degradacdo mais acentuado e mais rapido do que as amostras na forma de
pinos, possivelmente devido ao maior contato existente entre filmes e solugio fisiologica, o
que aumentou a interacdo entre os sais da solugio e as cadeias poliméricas, esse fato
também foi observado por Ferreira (2002) no estudo de degradagio hidrolitica da blenda
PLLA/PHBY na forma de pinos e filmes.

5.2.2. Andlise de Cromatografia de Permeaciio em Gel - GPC

Foram feitas analises de GPC para algumas amostras na forma de pinos nos
tempos zero e 12 meses de ensaio de degradacdo “in vitro”, a fim de identificar processo de

degradacdo através de resultados de perda de massa molar, que sdo apresentados na Tabela
27.

Analisando os resultados de massa molar média ponderal (Mw) nfo se verifica
diferenca entre os valores para PHB puro em zero e em 12 meses de ensaio “in vitro”,
sugerindo que nd3o houve degradacio deste polimero neste periodo. O PLLA purc (pino)
apresentou decréscimos de Mw dando evidéncias de degradagio em 12 meses, o mesmo foi
verificado para a blenda 50/50 (pino), podendo-se sugerir que o componente da blenda
PHB/PLLA que degradou foi o PLLA. Os resultados de GPC confirmaram o que foi

verificado nas analises de MDSC ¢ TGA.
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Tabela 27: Resultados de massa molar (Mw), nimerc molar (Mn), viscosidade
molar (Mz) e indice de polidispersividade (Mw/Mn) obtidos analise de GPC para amostras

na forma de pinos.

PLLA Omeses | 12345 | 76757 | 230100 | 62793 | 6218
_PLLA 12 meses H 141948

PHB 0 meses | 24387 | 57645 | 119884 | 51222 2,364
PHBE 12 meses | 14081 | 57122 | 175004 | 47187 4,065

Mn = massa molar média numérica
Mw = massa molar média ponderal
Mz = massa molar media 7.

Mv = massa molar viscosimétrica UNICAMP
D = MW/Mn = distribuicdo de massa molar BIBLIOTECA CENTRAL
Lo

SECAD CIRCULANTE

5.2.3. Analise Termogravimétrica — TGA

As Figuras de 51 a 35 (pinos) e 56 a 60 (filmes) e as Tabelas 28 e 29 apresentam

os resultados obtidos das analises de TGA para pinos e filmes, respectivamente.

Analisando as Figuras para pinos e filmes, observa-se um Gnico estigio de perda
de massa para os homopolimeros e dois para as blendas, relativos a perda de massa do PHB
do PLLA, respectivamente, que também variam de acordo com a % em massa de cada

componente na blenda.

Observando os resultados obtidos para pinos nas Figuras de 51 a 55 e Tabela 28
observa-se que as temperaturas T on set ¢ T peak aumentam com o aumento do tempo de
degradac@o de O para 6 meses, permanecendo constante apos este periodo. Considerando
que neste periodo as analises de MDSC, SEM e DMA ndo mostraram degradacgio para as
amostras na forma de pinos, nada se pode afirmar com relagdo a este resultado observado

através do TGA no periodo de 0 a 6 meses de degradacfo. Pode-se sugerir ainda que a
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técnica de analise de TGA n#o foi sensivel o suficiente para detectar degradacio hidrolitica

nas amostras na forma de pinos no periodo de 0 a 12 meses.

Analisando os resultados dos filmes, Figuras de 56 a 60 e Tabela 29, verifica-se que
o PLLA puro se degrada no periodo de 12 meses de ensaio apresentando decréscimos de 51
e 36°C para T on set e T peak, respectivamente, sendo que, o decréscimo nas temperaturas
foi mais significativo apods 10 meses de degradaciio, esse fato também foi observado nas
analises de MDSC, DMA e SEM. Amnda para o PLLA purc verifica-se um acréscimo na %
de perda de massa em torno de 11% durante a degradagdo. Para as blendas ndo se verifica
variacio significativa nos valores das temperaturas analisadas, T on set ¢ T peak que
permanecem constantes durante o periodo de degradacdio. O mesmo pode ser observado

para o PHB puro.

Assim, pode-se dizer que o processo de degradagic depende do modo de
preparacdo da amostra, bem como do tipo de amostra, ja que os filmes, muito mais finos
que os pinos, se mostraram mais susceptivel a acdo do meio, como observado nas anahises
de MDSC, SEM e DMA. Alem disso, sugere-se que o PLLA diminui o tempo do processo
de degradacfo das blendas e o PHB confere maior estabilidade térmica as blendas durante o

processo de degradagdo.
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Figura 51: Curvas de perda de massa (%) em fungio da temperatura da analise
termogravimétrica (TGA) das blendas de PHB/PLLA 0/100, na forma de pinos em

diferentes tempos de degradacio.
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Figura $2: Curvas de perda de massa (%) em fungdo da temperatura da analise
termogravimétrica (TGA) das blendas de PHB/PLLA 30/70, na forma de pinos em
diferentes tempos de degradagio.
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Figura 53: Curvas de perda de massa (%) em funclo da temperatura da anilise

termogravimétrica (TGA) das blendas de PHB/PLLA 50/50, na forma de pinos em

diferentes tempos de degradacéo.
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Figura 54: Curvas de perda de massa (%) em fungio da temperatura da analise

termogravimétrica {TGA) das blendas de PHB/PLLA 70/30, na forma de pinos em

diferentes tempos de degradacio.
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Figura 55: Curvas de perda de massa (%) em fun¢io da temperatura da analise
termogravimeétrica (TGA) das blendas de PHB/PLLA 100/0, na forma de pinos em
diferentes tempos de degradacio.
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Figura 56: Curvas de perda de massa (%) em funcdo da temperatura da andlise

termogravimétrica (TGA) das blendas de PHB/PLLA 0/100, na forma de filmes em

diferentes tempos de degradacio.
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Figura 57: Curvas de perda de massa (%) em funcio da temperatura da analise

termogravimétrica (TGA) das blendas de PHB/PLLA 30/70, na forma de filmes em

diferentes tempos de degradacio.
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Figura 58: Curvas de perda de massa (%) em fungiio da temperatura da analise

termogravimétrica (TGA) das blendas de PHB/PLLA 50/50, na forma de filmes, em

diferentes tempos de degradacgéo.
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Figura 59: Curvas de perda de massa (%) em funcdo da temperatura da andalise

termogravimétrica {TGA) das blendas de PHB/PLLA 70/30, na forma de filmes em
diferentes tempos de degradagio.
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Figura 60: Curvas de perda de massa (%) em fungdo da temperatura da analise
termogravimétrica (TGA) das blendas de PHB/PLLA 100/0, na forma de filmes em

diferentes tempos de degradacéo.
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Tabela 28: Valores das temperaturas de inicio (T on set) e maxima (T peak) de

perda de massa e % de perda de massa para as blendas PHB./PLLA na forma de pinos, em

diferentes tempos de degradagio “in vitro™.

U meses 322
6 322
8 346
10 340
12 345
0 meses 276 347 290
6 267 330 293
8 273 342 286

340 99
361 98
364 97
360 98
362 94
365 34 66
367 32 65
362 34 63

0 meses
6 264 332 289
8 270 336 283
10 267 335 284
12 271 337 287

0 meses 269 325 276
6 261 320 287
8 269 333 283

0 meses 235 249
6 260 283
8 266 278
10 263 274
12 267 280

360 46 49
355 31 46
358 52 48
358 50 46
345 67 31
352 68 27
354 53 35

98

99

94

96

99

T on set = temperatura de inicio de perda da massa

T peak = temperatura onde ocorre a maximo de perda de massa

i18



Foo A WA e PR BAARARAS L AL DRSNS

Tabela 29: Valores das temperaturas de inicio (T on set) e maxima {T peak) de
perda de massa e %o de perda de massa para as blendas PHB./PLLA na forma de filmes, em

diferentes tempos de degradacdo “in vifro”.

4 344 364 89
6 344 365 85
10 346 365 94
12 295 329 97

10 268 338 284 360 29 67
12 270 338 282 360 32 62
0 meses 368 332 280 352 49 47
4 263 333 278 352 51 50
10 270 334 281 258 52 46
12 270 333 280 357 52 45
0 meses 268 324 276 344 63 29
4 264 324 278 344 69 30
10 266 326 280 347 70 27
12 267 325 277 345 69 27
0 meses 264 277 97
4 267 281 98
6 266 277 90
10 266 276 99
12 265 278 100

T on set = temperatura de inicio de perda da massa
T peak = temperatura onde ocorre a maximo de perda de massa
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£.2. 4. Analise Dinamice Mecanica — DMA

As Figuras 61 a 65 e 66 a 70 apresentam curvas dos Modulos de Perda (E”) e de
Armazenamento (E’) do estudo de degradagio “in vitro” das blendas PHB/PLLA na forma
de pinos e filmes, respectivamente. As Tabelas 30 e 31 apresentam os valores da Tg dos
componentes da blenda, obtidos das curvas do modulo de perda, para os pinos e filmes,

respectivamente.

Como apresentado no Capitulo IV (Materiais ¢ Métodos), as andlises de DMA

foram feitas nos modos de flex8o e tracio para os pinos e filmes, respectivamente.

O PLLA puro apresentou perda de propriedade mecanica mais rapida na forma de
filme do que na forma de pino. As amostras de PLLA puro na forma de filmes s¢ puderam
ser analisadas até 6 meses de degradacfio hidrolitica, apds este periodo as amostras se
tornaram muito quebradicas. Porém, com as amostras na forma de pinos de PLLA puro,
pdde-se fazer analises até 12 meses de degradacdo. O mesmo aconteceu com as blendas na
forma de filmes que puderam ser analisadas até no maximo 10 meses de degradacfo. Ja as
blendas na forma de pinos foram analisadas até 12 meses. Pode-se sugerir que a forma de
preparacio da amostra influencia na degradac¢io como ja foi observado nos resultados de
TGA e MDSC. Os filmes tém maior area de contato com o fluido de degradacio. Além
disso, eram bastante finos, apresentavam espessura em torno de 0,8 mm; portanto houve

maior interacdo entre sais do fluido e cadeias poliméricas.

O PHB, na forma de filmes e pinos, pdde ser analisado até 12 meses, mostrando
que, apesar deste polimero apresentar propriedades mecanicas inferiores as do PLLA, ele

consegue manter suas propriedades por mais tempo que o PLLA.

Este resultado € coerente com o que foi verificado na literatura, por exemplo,
Duek e colaboradores (DUEK, 1999} e Li e colaboradores (LI, 1990) mostraram que apos
duas semanas de degradacdo o PLLA perde 50% de suas propriedades mecanicas e essa
perda se acentua com o aumento do grau de cristalinidade. Holland e colaboradores
(HOLLAND, 1990), e Ferreira e colaboradores (FERREIRA, 2001), mostraram que o
PHBYV puro apesar de possuir tensio maxima no escoamento inferior ao PLLA mantém
suas propriedades mecdnicas por um longo periodo de tempo durante a degradagio

hidrolitica.

120



Capitulo V - Resultados e Discussdo

Temperatura ("C)
0 20 8 20 40 60 80 100
. e . . et 90D
- 800
- T80
= 660

- 300
e PTEB/PLEA 0/100 6 meses

------ PHB/PLLA /1006 2 meses
s PHBAPLLA §/100 4 meses
———- PHB/PLLA /100 6 meses
—— PHB/PLLA #/100 12 meses

~ 400

300

Maodulo de armazensmenio (117
Madulo de Pevda (B*)

2086

P

o

e

b 180

-3¢ -20 9 20 40 60 806 169 128 144
Temperatura ("C)

Figura 61: Curvas do Module de Armazenamento (E’) e Modulo de Perda (E”)
obtidas do DMA, para as blendas PHB/PLLA 0/100 na forma de pinos.
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Figura 62: Curvas do Mddulo de Armazenamento (E’) e Modulo de Perda (E7)
obtidas pelo DMA, para as blendas PHB/PLLA 30/70 na forma de pinos.
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Figura 63: Curvas do Modulo de Armazenamento (E’) e Modulo de Perda (E”)
obtidas pelo DMA_ para as blendas PHB/PLLA 50/50 na forma de pinos.
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Figura 64: Curvas do Médulo de Armazenamento (E’) e Modulo de Perda (E”)
obtidas pelo DMA, para as blendas PHB/PLLA 70/30 na forma de pinos.
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Figura 65: Curvas do Mddulo de Armazenamento (E’) e Mddulo de Perda (E™)
obtidas pelo DMA, para as blendas PHB/PLLLA 100/0 na forma de pinos.
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Figura 66: Curvas do Mdédulo de Armazenamento (E’) e Modulo de Perda (E)
obtidas pelo DMA, para as blendas PHB/PLLA 0/100 na forma de filmes.
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Figura 67: Curvas do Modulo de Armazenamento (E’) e Modulo de Perda (E™)
obtidas pelo DMA, para as blendas PHB/PLILA 30/70 na forma de fiimes.
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Figura 68: Curvas do Moadulo de Armazenamento (E”) e Médule de Perda (E7)
obtidas pelo DMA, para as blendas PHB/PLLA 50/50 na forma de filmes.
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Figura 69: Curvas do Modulo de Armazenamento (E’) e Modulo de Perda (E™)
obtidas pelo DMA, para as blendas PHB/PLLA 70/30 na forma de filmes.
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Figuras 70: Curvas do Modulo de Armazenamento (E’) e Modulo de Perda (E™)
obtidas pelo DMA, para a blenda PHB/PLLA 100/0 na forma de filmes.
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Tabela 30: Temperaturas de Transic3o Vitrea (Tg) obtidas por DMA, nas curvas
de Mdédulo de Perda (E”), para as blendas PHB/PLLA na forma de pinos.

86

U meses -

2 meses - 79
4 meses - 8]
6 meses - 81
12 meses - 82

88

0 meses

2 meses 43 90
4 meses 52 86
6 meses - 82

0 meses 38

2 meses 44 86
4 meses - 33
6 meses - 83
12 meses - -

0 meses 48 85
2 meses 65 86
4 meses 47 80
6 meses - 76

0 meses 47 -
2 meses 34 -
4 meses 60 -
6 meses - -
12 meses - -
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Tabela 31: Temperaturas de Transicio Vitrea (Tg) obtidas por DMA_ nas curvas
de Modulo de Perda (E™), para as blendas PHB/PLLA na forma de filmes.

0 meses - 47
4 meses - 45
6 meses - 49

0 meses 24 61
4 meses 20 66
10 meses - 70
{ meses 6 68
4 meses 20 77

0 meses 9 66
4 meses 20 72
10 meses 18 70

0 meses 6 -
4 meses 15 -
6 meses 13 -
10 meses 17 -
12 meses 17 -

Através das Figuras e Tabelas verifica-se que os homopolimeros em zero meses
apresentam somente um pico de transi¢do enquanto as blendas apresentam dois picos de
transicdo relativos as Tg’s do PHB e PLLA, sugerindo imiscibilidade entre os polimeros em
todas as composigdes estudadas tanto para pinos como para filmes concordando, assim,

com os resultados de MDSC.

Os picos relativos & Tg do PHB nas blendas tornam-se mais dificeis de serem

visualizados com o aumento do tempo de degradagio para as amostras na forma de pinos e
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filmes, confundindo-se com o ruido da curva ou com as transigdes secundarias, talvez pelo
decréscimo de porgiio amorfa e aumento da cristalinidade em consequéncia da degradacio,

fato ohservado também na analise de MDSC.

Para as amostras na forma de pinos (Tabela 30) observa-se decréscimo na Tg do
PLLA no polimerc puro Tg do PLLA nas blendas em funcio do tempo de degradagio,
enquanto que a Tg do PHB no polimero puro e nas blendas aumenta ligeiramente. Esse fato

sugere aproximagao entre as Tg’s do PHB e do PLLA nas blendas.

Para as amostras na forma de filmes verifica-se uma tendéncia de acrésciimos nas
Tg’s do PHB e do PLL A nos polimeros puros e nas blendas, sugerindo aumento no grau de

cristalinidade das amostras como ja discutido também na analise de MDSC.

5.2.5. Analise de Microscopia Eletronica de Varredura - SEM

As Figuras 71, 72, 73 e 74 apresentam as micrografias das analises de SEM das

amostras de pinos e filmes, antes e apds a degradagio.

As amostras na forma de filmes e pinos apresentaram-se esbranquicadas apds um
periodo de dois meses de ensaio de degradag@io hidrolitica. Analisando as amostras
macroscopicamente observou-se que os filmes se degradaram mais rapidamente, pois as
amostras comegaram a se quebrar, perdendo propriedades mecinicas como ja discutido na
analise de DMA, sobretudo o PLLA puro e as blendas 30/70 e 50/50, como pode ser visto
na Figura 75, onde PLLA puro que se apresentava na forma de um filme, se transformou
em pequenos pedagos apos dez meses de degradagio. Ferreira (2002) também observou na
blenda PLLLA/PHBV que o PLLA apresentou-se quebradico com a degrada¢io hidrolitica.
Com relag@o as amostras na forma de pinos, para o0 PLLA puro e para as blendas 30/70 e
50/50, verificou-se maior facilidade em fraturd-las caracterizando, também, perda de
propriedades mecanicas. As amostras de PHB puro e a blenda 70/30 ficaram mais

maleaveis e “fofas”.

Apesar das mudangas verificadas macroscopicamente e da perda de propriedade
mecanica apresentada pelas amostras na forma de pinos, ndo foi possivel observar, através
de microscopia (Figura 71) mudancas morfolégicas evidentes que caracterizassem

degradacio.
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Analisando a Figura 72 (b, ¢), observa-se que a amostra de PLLA puro na forma
de filme apresenta trincas na superficie e na fratura em torno de 10 meses de degradagdo
“in vitro”. Antes deste periodo, nfo se verificou nenhuma evidencia morfologica de

degradacio, mesmo com aumento de 5000 x.

Com relacgo as blendas (Figura 73 e 74 a, b, e) verifica-se que a blenda que
apresentou maior evidéncia de degradagfo foi a 50/50, pois no tempo zero como ja foi
discutido anteriormente observa-se nitida separagio de fases, e com a degradacdo € possivel
verificar que uma das fases vai degradando, com seis meses tem-se a amostra totalmente
porosa ¢ com 12 meses sO se observa uma fase, como se a outra tivesse sido retirada, no
caso degradada. Sugere-se que a fase que degradou foi do PLLA, ja que através das
micrografias e das andlises de MDSC e DMA, o PLLA apresenta maior variacdo em suas
propriedades térmicas e mecanicas, caracterizando sua degradac@o. As micrografias das
blendas 30/70 e 70/30 apresentam-se mais porosas quando se compara o tempo zero e 12

meses de degradacio.

O PHB puro na forma de filmes (Figura 74 ¢, d, f) nfo apresenta nenhuma evidéncia
morfologica de degradacio, pois comparando os tempos 4 e 10 meses as micrografias sdo

muito parecidas.

Como conclusdo da analise de SEM pode-se dizer mais uma vez, como j4 verificado
por MDSC e DMA, que o modo de preparagdo das amostras influencia no processo de
degradac@o, sendo que, as amostras na forma de filmes degradam-se mais rapido do que as
amostras na forma de pinos, pois segundo Koyama (1995) a degradacgio hidrolitica nio
enzimatica ocorre atraves do filme, ja que a solucdo € capaz de permear através da amostra,
0 que ndo acontece para a amostra na forma de pino. Além disso, pode-se dizer que o
PLLA degradou mais rapido que o PHB, assim, sugere-se que o PLLA pode acelerar o
processo de degradac@o hidrolitica das blendas PHB/PLLA, como pode ser visto na blenda

50/50.

Resultados similares foram observados por Koyama (1995) que estudou a
degradacio hidrolitica da blenda P(R)-3-HB/P(R, S)LA. O autor concluiu que o P(R, S)LA
acelera o processo de cisdo das cadeias de P(R)-3-HB, devido ac efeito catalitico dos

oligdmeros de P(R, S)LA na matriz de P(R)-3-HB.
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EHT =10:00 kV. WD 25 mm Mag = 1,00 K X EHT =.10.00.kV .. WD .25 mm Mag =1.00.K X
10 pm. — 0/100.0 meses - pino . Detector = SE1 10 um 0/100 6 meses — pino.  Detector = SE1

EHT = 10.00 kV . WD 25 mm Mag = 1.00 K-X EHT =10.00 kV. WD 25 mm Mag = 1.00 KX
20.um ——— 50/50.0 meses = pino - Detector = SE1 20 um ——  50/60-12 meses ~ pino  Detector = SE1

10.00kV WD 25 mm Mag = 1.00 K'X EHT = 10.00kV WD 25 mm Mag=1.00K X
—--100/0.-0 meses — pino ' ‘Detector = SE1 20 um 100/0-12 meses ~ pino' Detector = SE1

Figura 71: Micrografias das superficies das fraturadas das misturas de PHB/PLLA
na forma de pinos: (a) 0/100 com 0 meses, (b) 0/100 com 6 meses, (¢)50/50 0 meses, (d)
50/50 com 12 meses, (€) 100/0 com 0 meses e (e) 100/0 com 12 meses; ampliagdo 1000X.
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it Me= 150K X
filme Detector = SE!

Mg =1.50 K X

EHT = 10.00} WD = 25 mm Mg =200 X
FOO. pum | = 0/100 10 meses ~ filme Detector

Figura 72: Micrografias da analise de SEM de amostras de PLLA puro na forma de
filmes (a) superficie da fratura para zero més de degradacdo (1500x), (b) superficie da
fratura para 10 meses de degradaciio (1500x) e (c) superficie para 10 meses de degradacéo

(200x).
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EHT = 10.00 kV WD = 26 mm Mag=1.60KX EHT = 10.00 kV WD = 26 mm Mag = 1.80 K X

A0 30/70'0 meses ~ filme Detector SE1 10um A0IT0 12 meses — filme Detector SE1

e

EHT = 10.00 kV WD Mag =800 K X

e

WD = 28 mm Mag = 6.00 K X
B50/60 4 meses — filme Detector SE1 Zum 60/60 6 meses ~ filme Detector SE1

Figura 73: Micrografias da analisc de SEM de amostras de PHB/PLLA na forma de
filmes (a, b, ¢) superficie da fratura da mistura 30/70 com 0 e 12 meses de degradagdo
(1500x e 5000x); (d, e, f, g) superficic da fratura da mistura 50/50 com 4, 6 ¢ 10 meses de
degradacgdo (1500x e 5000x).
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EHT =10.00 kV WD =25mm - Mag=5.00 KX EHT = 10.00kV. WD =25mm_. Mag=5.00K X
70130 :0. meses ~ filme Detector SE1 2.um

7013012 meses ~ filme Detector SE1

4

EHT = 10.00 kV._ WD =25 mm. .. Mag=500K X - EHT =10.00-kV--WD-=25mm-Mag = 5.00K-X
2um - 100/0 4 meses — filme Detector SE1 2 pm 100/0 10 meses ~ filme Detector SE1

Figura 74: Micrografias da analise de SEM de amostras de PHB/PLLA na forma de
filmes (a, b, e) superficie da fratura da mistura 70/30 com 0, 10 ¢ 12 meses de degradagfo
(1500x e 5000x); (c, d, f) superficie da fratura da mistura 100/0 com 4, 10 ¢ 12 meses de
degradacio (1500x e 5000x).
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Figura 75: Fotografia comum, com maquina fotografica digital da amostra PLLA

puro na forma de filme apds 10 meses de degradacgio “in vitro”.

5.2.6. Anilise de Difracio de Raios-X — WAXS

As Figuras de 76 a 78 e de 79 a 81 e as Tabelas de 32 a 35, apresentam 0s

resultados das anélises de WAXS para pinos e filmes.

)

Imtensidade (u.a

~ 10006

1600

ettt

— PLLA amorfe

I - PLELA 0 meses

I PLLA 6 meses
PLIA 12 meses

o,
ot
“‘v\\maw,u,ﬂw,,%

T T H T

15 20 25 30 35 40 45 50

Figura 76: Difractogramas para amostras de PLLA na forma de pinos, em

diferentes periodos de degradacgo, e do PLLA amorfo sem degradar.
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Intensidade (w.a.)

.......... — PHB/PLLA 58/50 0 meses
e PHB/PLLA 50/50 6 meses
PHB/PLLA 50/50 12 meses

Figura 77: Difractogramas para amostras de PHB/PLLA 50/50 na forma de pinos

em diferentes periodos de degradacio.

Intensidade {u.a.)

4 — PHB amorfo

: — PHB {f meses
PHB 6 meses
PHB 12 meses

Figura 78: Difractogramas para amostras de PHB na forma de pinos em diferentes

periodos de degradaciio, ¢ do PHB amorfo sem degradar.
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Figura 79: Difractogramas para amostras de PLLA na forma de filmes em

diferentes periodos de degradag3o.
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Figura 80: Difractogramas para amostras de PHB/PLLA 50/50 na forma de filmes
em diferentes periodos de degradacio.
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Figura 81: Difractogramas para amostras de PHB na forma de filmes em

diferentes periodos de degradacio.

Tabela 32: Resultados do grau de cristalinidade calculado pela equagio 24, a

partir dos resultados da anilise de WAXS

para as blendas PHB/PLILA na forma de pinos,

em diferentes periodos de degradacgio hidrolitica.

12 meses

12 meses

36
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Tabela 33: Resultados do grau de cristalinidade calculado pela equacdo 24, a
partir dos resultados da andlise de WAXS para as blendas PHB/PLLA na forma de filmes,

em diferentes periodos de degradagio hidrolitica.

4 meses 60

PHB/PLLA 100/0

4 meses 66

Tabela 34: Valores de Largura 4 meia altura (FWHF) de alguns picos

caracteristicos da cristalizacio do PHB e do PLLA para amostras na forma de pinos.

Pico Largura & meia altura (FWHF) - pinos
amostra 14 15.5 Y 19.7 23 L 26 28

"PLLAOm | 05 | 036 0.447 |
PLLA 6 m 0737 | 0273 | 0391
PLLA 12 m - 0304 | 0.389
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Tabela 35: Valores de Largure a meia altura (FWHF) de alguns picos

caracteristicos da cristalizagdo do PHB ¢ do PLLA para amostras na forma de filmes.

Pico iargura a meia altura (FWHF) - filmes

amostra

PLLA Om 0.36 0.325 0.5
PLLA 4 m (.29 0.27 0.37

Analisando os graficos observa-se que durante a degradacfio hidrolitica tanto para
pinos como para filmes, os picos de cristalizacdo caracteristicos dos polimeros puros PHB e

PLLA mantém a mesma posicdo para a blenda PHB/PLLA 50/50, (pino e filme).

Comparando as amostras durante a degradagio observa-se que, para o PHB puro
pino e filme (Tabelas 34 e 35) os picos diminuem de largura com a degradacio, o mesmo
acontece com o PLLA exceto para ¢ pico em 15,5 (pino) onde se observa um aumento na

largura do pico.

Para a blenda 50/50 na forma de pino (Tabela 34) verifica-se um aumento na
largura de todos os picos com o aumento da degradacdo; enquantc gue para a blenda na

forma de filme (Tabela 35) observa-se o inverso a largura diminui com a degradacio.

Sabendo-se que a largura do pico estd inversamente relacionada ao tamanho dos
cristalitos pode-se dizer que, com excecdio da blenda 50/50 na forma de pino, todas as
outras amostras apresentam acréscimos no tamanho dos cristalitos em fungio da
degradaclio. Analisando as Tabelas 32 e 33 que apresentam o grau de cristalinidade das
amostras, observa-se a tendéncia ao aumento no grau de cristalinidade em funciio da
degradacdo exceto para a amostra 50/50 pino e para o PLLA pino; resultado similar ja foi

observado e discutido na analise de MDSC.

Através dos resultados observados pode-se sugerir uma inter-relacio entre o
aumento do grau de cristalinidade e o aumento no tamanho dos cristalitos, em fungdo da

degradacio.
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5.2.7. Analise de espalhamento de Raios-X a baixos ingulos — SAXS

As Figuras 82 a 84 ¢ 85 a 87, e as Tabelas 36 e 37 apresentam os resultados das
analises de SAXS.

Analisando os graficos apresentados nas Figuras 82, 84 e 85, 87 para os polimeros
PHB e PLLA puros na forma de pinos e filmes, observa-se gue as curvas das amostras no
estado amorfo nfo apresentam picos de correlacio como era esperado, € as curvas
referentes 4s amostras que estfo em estado semi-cristalino, apresentam um Unice periodo

longo.

Analisando as Figuras 83 ¢ 86 para a blenda PHB/PLLA 50/50 (pino e filmes)

observa-se a presenca de dois periodos longos, relativos ao PHB e ao PLLA.

Os picos de correlagio deslocam-se para menores valores de q, sendo que, para a
amostra de PLLA {pino) 12 meses de degradacio, os valores de g sdo muito pequenos,
inferiores a0 Qmia (0,015 13\'1), Portanto, pode-se inferir que o periodo longo desta amostra

sera maior que aproximadamente 447 .y

o~
T 1E54

T T T ¥ ] T H T T
0,000 0,025 0,058 0,075 0,160 0,125
-1
qiAT

Figura 82: Curvas de SAXS para amostras de PLLA na forma de pinos, em
diferentes periodos de degradacio.
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- 50/50 0 meses
e SO50 6 meses
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Figura 83: Curvas de SAXS para amostras de PHB/PLLA 50/50 na forma de

pinos, em diferentes periodos de degradagio.

— PHB 0 meses
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1 PHB 12 meses
1 — PHB amorfo
o~
T 1E44
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Figura 84: Curvas de SAXS para amostras de PHB na forma de pinos, em

diferentes periodos de degradagio.
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Figura 85: Curvas de SAXS para amostras de PLLA na forma de filmes, em

diferentes perfodos de degradacio.

1E-3
~~~~~~~~ PHE/PLLA 50/50 0 meses
PHB/PLLA 50/50 4 meses
1E-4§
o
1E-5 4
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Figura 86: Curvas de SAXS para amostras de PHB/PLLA 50/50 na forma de

filmes, em diferentes periodos de degradagio.
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Figura 87: Curvas de SAXS para amostras de PHB na forma de filmes, em

diferentes periodos de degradacio.

Tabela 36: Resuiltados do periodo longo (L), obtidos a partir dos resultados da
analise de SAXS para as blendas PHB/PLLA na forma de pinos, em diferentes periodos de
degradagiio hidrolitica.
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Tabela 37: Resultados do pericdo longo (L), obtidos a partir dos resultados da
analise de SAXS para as blendas PHB/PLLA na forma de filmes, em diferentes periodos de

degradacfo hidrolitica.

L HESCS

4meses

Analisando as Tabelas 36 e 37 observa-se que para o PLLA na forma de pino o
periodo longo cresce em fungio da degradacdo e na forma de filme o pico de correlagio
ndo esta mais visivel provavelmente ele se encontra em valores de ¢ inferior ao detectavel
Para o PHB na forma de pinos {Tabela 36) o periodo longo apresenta um leve acréscimo
em fungfo da degradagfio, enquanto para os filmes (Tabela 37) o periodo longo permanece
constante. Para a blenda 50/50 na forma de pino observa-se aumento no tamanho dos
periodos longos relativos ao PHB ¢ PLLA, ja para a blenda na forma de filme o tamanho do
periodo longo relativo ao PHB permanece constante, e aquele relative ao PLLA deixa de

ser visualizado em funcido da degradacio.

Nzo se pode afirmar nada com relagio & espessura dos componentes cristalino e
amorfo, porém a tendéncia mostra um crescimento do periodo longo em funcio da
degradagio, que pode estar relacionado com o aumento da cristalinidade observado pelas
analises de WAXS e MDSC, sugerindo um possivel aumento na espessura da lamela

cristalina.
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5.3. Analise e Calculo da Espessura do Filme de PLLA Spin-Coating

Como foi visto no item 4.3, a), b) e ¢) foram utilizadas trés técnicas de analise para

se obter a espessura do filme de PLLA “Spin-Coating”.

5.3.1. Microscopia Interferométrica.

Desta anélise obteve-se como resposta f = 0.4 (franjas de interferéncia). Sabendo-se

que A=0,606um ¢ aplicando a equacdo (16) apresentada no item 4.3, a), tem-se que:
e=10,2424 ym ou 242 nm.

Este resultado mostrou que a espessura do filme obtido através da técnica “Spin-
Coating” ¢é bastante inferior 4 profundidade de penetragdo da radiacdo infravermelho (400-
600 nm), assegurando que a técnica de analise FT-IR {ATR) é sensivel o suficiente para

analisar as proteinas adsorvidas sobre o biomaterial.

5.3.2. FT-IR - Reflectincia

Para esta analise, empregou-se os pardmetros apresentados no item 4.3. b), e
obteve-se o grafico da Figura 88. Sabendo que ¢ indice de refragio (n) do PLLA ¢ de
aproximadamente 1,2 ¢ supondo numero de ordem N = 1, empregou-se a equacdo (17),
apresentada no item 4.3. b), e obteve-se o valor da espessura. Assim o resultado da

espessura do filme apresentou o valor de 288 nm, aproximadamente.
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Figura 88: Transmitincia x comprimento de onda obtido da analise de FT-IR por

Reflecténcia para obter a espessura do filme de PLLA spin-coater.

5.3.3. Perfilometro

Apesar dos resultados obtidos com as técnicas de analises anteriores sugerirem que
os filmes tinham espessura inferior a profundidade de penetragio do IR (+/- 400nm),
desejava-se, ainda, diminuir tal espessura buscando o aumento da sensibilidade da analise

de proteina adsorvida sobre estes filmes.

Foram realizados alguns testes com filmes preparados sobre laminas de vidro com
quatro camadas empregando solu¢des poliméricas de 0,1 e 0,2% (m/v). Tais filmes foram

analisados em um perfildmetro da marca Veeco, modelo Dektak’.

O procedimento empregado para confecgdo do filme ¢ apresentado no item 4.2.1. b},

e o protocolo da analise da espessura no item 4.3. ¢).

Os resultados obtidos mostraram que o filme preparado com 0,1% apresentava
espessura de 30 nm = 5 nm; e o filme preparado com solugo de 0,2% apresentava
espessura de 40 nm *+ 5 nm. Tais resultados confirmam que o filme preparado tem

espessura bastante inferior a profundidade de penetragio do raio IR, dando seguranga para

o prosseguimento dos experimentos.
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Os resultados podem ser visualizados na Figura 89 que traz o resultado da analise da
espessura do filme no perfildmetro. Verifica-se a ocorréncia de um vale no eixo y variando

de -400 a 0 A, caracterizando o degrau ou espessura do filme.

Desta forma optou-se por confeccionar os filmes diretamente sobre o cristal

utilizando solugdo polimérica de 0,2% e com quatro camadas.
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Figura 89: Gréfico da anélise da medida de espessura do filme de PLLA em ldmina

de vidro, medida em um perfilémetro.

5.4. Resultados da obtencio do indice de Absortividade Molar (g) das proteinas

Os experimentos para a obtencdo do indice de absortividade molar da HSA, HigG
e HFg foram feitos segundo o protocolo experimental apresentado no item 4.6, no qual
também se encontra o tratamento espectral utilizado para se chegar ao resultado final. A
partir da literatura estudada e apresentada no item 3.3.2.2, Capitulo 3 de Revisio
Bibliografica, dos resultados obtidos foram plotadas curvas de area da banda de absorgio
das proteinas em fungdo da concentrag@o da solugio protéica, obtendo-se segundo a Lei de

Beer-Lambert equagdes do tipo v = Ax.

Segundo a Lei de Beer : A4bs = gc/, portanto & = Abs/cl
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onde: Abs ¢ a area de absorgio integrada (em™), ¢ é a concentragio {mol/L.) e 1 é o caminho
optico {cm). No caso de ATR o caminho &ptico foi calculado segundo as equagbes 5, 6e 7

doitem 3.3.2.

Os resuitados obtidos s@o apresentados na Tabela 38 e nas Figuras de 90 a 92,
Pode-se dizer que os resultados s3o confiaveis ja que o & da HIgG estd de acordo com a

fiteratura consultada (SINGH, 1999).

Tabela 38: Resultados dos indices de absortividade molar das proteinas; obtidos

experimentalmente e da literatura (SINGH, 1999).

Proteina & (L/(mol cm®)) g (L/(mol cm®))
experimental literatura
HSA 2,86 x 10° *
HFg 732 x 107 *
HIgG 8,33 x 10° 54x10°

* valores ndo encontrados na literatura

0,40 ~ .
{Imunoglobulina G humana - HIgG ",
0,35~ e

0,30 -
0,25 -
0,20-

0,15 s

0,10 -

9,03 Ajuste linear
1 y=0,133x
R=0595

Area Integrada (1520 - 1570 cm™)
2,

0,00+

-9’05 ] T T T 1 T T T T T T T T
0,0 8,5 1.0 L3 2.0 2.5 3.0
Concentracio (mg/ml)

Figura 90: Grafico obtido do ensaio para calculo do indice de absortividade molar
da HlgG.
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Figura 91: Grafico obtido do ensaio para célculo do indice de absortividade molar

da HSA.
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Figura 92: Grafico obtido do ensaio para célculo do indice de absortividade molar

da HFg.
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4.5. Resultados dos Ensaios de Adsorcio de Proteina Empregando a Técnica FT-IR /

ATR em Sistema de Fluxo Continuo

Os ensaios foram feitos segundo o protocolo experimental apresentado no item

4.7.1. e o tratamento espectral dos resultados foi feito como descrito no item 4.7.1.1.

5.5.1. Cinética de adsorcio de HSA em PLLA e PHB utilizando ZnSe (seleneto de

zinco) como cristal ATR

Os primeiros ensaios foram realizados utilizando-se o ZnSe como elemento de
reflexdo interna. Os resultados obtidos através destes expenmentos deixavam davidas
quanto a coeréncia da analise, ja4 que o pico interferométrico durante os experimentos era
muito pequenc. Sendo necessario diminuir muito a velocidade de coleta de espectros,
portanto, diminuia a freqiéncia de coleta de espectros no inicio dos experimentos
interferindo no estudo da cinética. Apds 0s experimentos concluidos, foi feito ¢ tratamento

espectral.

Devido a divida quanto a veracidade dos resultados, foram feitas também analises
com a adsor¢do de HSA em policarbonato (PC). Estes experimentos foram feitos na
tentativa de comparar os resultados obtidos para este sistema com resultados obtidos por
Rosa (1998), que estudou a adsor¢iio de proteinas do sangue humano (HSA, HIgG e HFg)

na superficie de PC usando Eletroforese Capilar como técnica de analise.

As Figuras 93, 94 e 95 apresentam os graficos da cinética de adsor¢do de HSA em
PLLA, PHB e PC, respectivamente.

Analisando a Figura 93 que apresenta a cinética de adsorgdo de HSA em PLLA,
verifica-se certa coeréncia nos resultados para 5 e 7,5 mg/mL de solugio protéica, que
mostram um aumento proporcional da densidade de adsorcio em fun¢do do aumento da
concentragio da solugio protéica. Porém quando se avalia a curva para concentragio de
solucdo protéica 10 mg/mL, verifica-se um acentuado decréscimo na densidade de adsorgdo
na etapa de lavagem, caracterizando densidade de adsor¢do inferior as obtidas nos

experimentos com solucéo protéica de menor concentracio, contrariando as expectativas.

Foi feito também experimento empregando 1 mg/ml de solucdo protéica

(resultado ndo apresentado), verificando-se que a adsor¢do ndo atingiu o equilibrio, pois os
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resujtados dos calculos de densidade de adsorgdo da etapa de lavagem foram superiores
aqueles da etapa de adsor¢do. Pode-se dizer que para tal concentragio, a difusdo das
moléculas de proteina é muito lenta havendo necessidade de um tempo maior para que a
cinética de adsorcdo atinja o equilibrio. Sugere-se, também, que no periodo de 2 horas de
adsorgdo, as moléculas de proteina ndo conseguiram se ligar fortemente ao matenal,

podendo ter ocorrido dessorgdo destas proteinas na etapa de lavagem.

A Figura 94 apresenta as curvas da cinetica de adsorcio de HSA em PHB para
concentragdes de solugdo protéica de 1 e 5 mg/ml. As curvas destes experimentos para 1 €
5 mg/mL de solugdo protéica apresentam coeréncia com a densidade de adsorcdo

aumentando com o aumento da concentragio da solugio protéica.

Foram feitos também experimentos com solugdo proteica nas concentragdes de 7,5
e 10 mg/ml (resultados ndo apresentado) e verificou-se que a densidade de adsorgio

apresentou valores negativos.

Analisando os resultados dos experimentos de adsorcdo de HSA em PC verificou-
se que exceto os resultados do experimento com solugdo protéica de 1mg/mL (Figura 95),
para as outras concentragdes de 5, 10 e 15 mg/mL estudadas (resuitados ndo apresentados)
os valores de densidade de adsor¢io eram negativos. Assim n3o foi possivel comparar tais

resultados com aqueles obtidos por Rosa (1998).

Portanto, com base nos resultados obtidos para os sistemas estudados resolveu-se
abandonar as andlises usando o ZnSe como IRE. Para tentar explicar tais resultados
negativos pode-se dizer que o segundo termo da equagdo 9 do item 3.3.2.1, que se refere &
indice de absortividade molar e caminho Optico € maior que o primeiro termo que se refere
a area da absorbéncia por reflexio, talvez este termo tenha sido muito pequeno devido a
falta de sensibilidade e resolu¢do, como ja foi dito, pois o pico interferométrico era muito

baixo.
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Figura 93: Cinética de adsor¢do de HSA em PLLA usando ZnSe como elemento de

refiexfo interna.
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Figura 94: Cinética de adsor¢o de HSA em PHB usando ZnSe como elemento de
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Figura 95: Cinética de adsor¢do de HSA em PC usando ZnSe como elemento de

reflexfio interna.

5.5.2. Cinética de adsorcio de HIigG em PLLA, PHB e blenda PHB/PLLA 30/50

utilizando Ge (germiinio) como cristal ATR

Devido aos resultados inesperados obtidos da adsor¢do HSA em PHB, PLLA ¢

PC, usando ZnSe como IRE, resolveu-se trabalhar com o cristal de Ge.

Trabalhando com o cristal de Ge obtivemos um pico interferométrico com
qualidade superior em termos de sensibilidade aquele obtido nos experimentos quando se
trabalhava com o cristal de ZnSe. Dessa forma, pGde-se trabalhar com uma velocidade de
coleta de espectros aproximadamente 2 vezes maior, obtendo mais espectros no mesmo

intervalo de tempo.

As Figuras 96, 97 e 98 apresentam os resultados obtidos dos experimentos com ©0s
sistemas PHB/HIgG, PLLA/HIgG ¢ blenda/Hlg(, respectivamente. Nestes graficos foram
construidas curvas que apresentam as duas etapas do expenimento para cada concentragio.

Os valores da quantidade final de proteina adsorvida em cada sistema, usando para
calculo a equagdo 11 apresentada no item 3.3.2.1., sdo apresentados nas Tabelas 39, 40 ¢
41, sendo que tal resultado é obtido da etapa de lavagem, que tem por finalidade retirar as
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proteinas fracamente adscrvidas e, também, eliminar a contribuicdo das proteinas que estic

na solucio protéica.

Analisando a Figura 96 e a Tabela 39 que mostram os resultados obtidos para os
sistemas PHB/HIgG, verifica-se que todos os resultados obtidos sdo positivos, bem como
existe coeréncia, ja que, a densidade de adsorgdo apresenta tendéncia a aumentar em funcdo
do aumento da concentragdo da solugdo protéica, na faixa de concentragdes estudadas.
Apesar de verificar que a densidade de adsor¢io aumenta nota-se, também, que para 0s
sistemas PHB/HIgG 2,5 mg/ml, 3.5 mg/mL e 5 mg/mL de solucdo protéica, as densidades
de adsor¢ao durante a etapa de lavagem ¢ praticamente constante, verificando-se um
aumento mais significativo na concentragdo 8,5 mg/mL. Verificou-se, ainda, que para as
concentragdes 6 mg/ml e 7.5 mg/mL, as densidades de adsor¢io diminuiram contrariando
as expectativas, porém, dentre estes dois ultimos sistemas, ¢ mais critico € ¢ de 7,5 mg/mL.
Sugere-se que para tais experimentos, de 6 mg/mL e 7,5 mg/mlL., pode ter ocorrido algum

erro expertmental.

Analisando a Figura 97 ¢ a Tabela 40 que mostram os resultados obtidos dos
experimentos da adsor¢io de HIgG em PLLA verifica-se que a densidade de adsorcdo
aumenta com o aumento da concentragio da solugdo protéica de 2,5 mg/ml para 3,5
mg/ml, permanecendo praticamente constante para os experimentos que utilizam solugdes
protéicas de concentragio variando de 3,5 mg/mL a 7,5 mg/ml.. Sugere-se que a densidade
de adsorgdo atinge o equilibrioc e permanece estavel a partir de 5 mg/ml, e mesmo
aumentando a concentragdo da soluciio protéica ndo se verifica aumento da densidade de

adsor¢do.
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Figura 96: Resultados das analises de adsor¢do de HigG em PHB usando a

técnica de FT-TR/ATR.
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Figura 98: Resultados das analises de adsorgio de HIgG na blenda PHB/PLLA
50/50 usando a técnica de FT-IR/ATR.

Tabela 39: Resultados da area e densidade de adsorciio dos experimentos de
adsorc¢io de HIgG em PHB.

Sistema PHB/HIgG Area integrada sob a banda de I" (ug/em?) da
soluciio protéica (mg/mL) absorcao da proteina adsorvida proteina adservida
(1480 — 1580 cm™)
2,5 2,79 1,23
3,5 3,01 1,32
5,0 3,07 1,31
6,0 2.47 1,00
7.5 1,98 0,47
8,5 3,53 1,45
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Tabela 40: Resuitados da area e densidade de adsorgio dos experimentos de

adsorgdo de HigG em PLLA.
Sistema PLLA/HIgG Area integrada sob a banda de T (ug/em’)
solucdio protéica (mg/mL) | absorcio da proteina adsorvida | da proteina adsorvida
(1480 — 1580 cm™)
2.5 1,09 0,56
3.5 2,17 1,14
5,0 2,51 1,3
6,0 2,36 1,2
7,5 2,5 1,24

Tabela 41: Resultados da area e densidade de adsorgfio dos experimentos de
adsorc¢do de HIgG na blenda PHB/PLLA 50/50.

Sistema blenda 50/50 /HIgG | Area integrada sob a banda de I (ng/cm?®)
solucdo protéica (mg/mkL) absorcac da proteina da proteina adsorvida
adsorvida (1480 — 1580 cm™)
3,5 2,52 1,09
5,0 2,22 0,91
7,5 2,47 0,98

Para o sistema PHB/PLLA 50/50 / HlgG (Figura 98 e Tabela 41) observa-se que
houve uma incoeréncia na densidade de adsorcfo, pois esta decresceu com © aumento da
concentragdo da solugdo protéica. Porém, pode-se observar na curva da cinética de
adsorcdo (Figura 98) para a concentracdo de 3,5 mg/mlL que a densidade de adsor¢do na
etapa da lavagem ¢ praticamente igual a do final da etapa de adsorcdo, esse fato nos leva a
sugerir que para a concentragdo de 3,5 mg/mlL, a adsor¢do pode nio ter atingido o
equilibrio. J& para as concentragdes maiores, 5 ¢ 7,5 mg/ml., observa-se um aumento da
densidade de adsorgio em fungfio do aumento da concentragio da solugdo protéica. Para
estas concentragdes também se verifica que a adsor¢do das proteinas conseguiu atingir ©
equilibrio, ja que na etapa da lavagem tem-se um decréscimo da densidade de proteinas

adsorvida.

E interessante perceber que a densidade de adsor¢io nfio varia muito com ©
aumento da concentragdo da solugio protéica para os sistemas estudados (PHB/HIgG,

PLLA/HIgG e blenda/HIgG), indicando que provavelmente se trabalhdssemos em
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concentracdo sanguinea de HigG (12mg/mlL), a densidade de adsorgfio para tais sistemas

seria muito proxima a verificada.

Os valores obtidos para as densidades de adsorgio de HigG em PHB e em PLLA
se situam em torno de 1,3 ug/em’. e para a blenda PHB/PLLA 50/50 em torno de 1,0
gg/cmz, 0s quais sd0 comparavels a valores de adsor¢io de HlgG encontrados na literatura.
Lassen e Malmsten (1997} reportam valores em torno de 0,5 ‘ug,/cm2 para a adsorcdo de
HlgG na superficie de PP-AA, utiizando como técnica de anélise espectroscopia de
fluorescéncia (TIRF). Brash e Lyman (1969) empregando a técnica de FT-IR/ATR
mostraram que valores de adsorgdo de HigG em trés materiais poliestireno (PS), polietileno

(PE) e Silastic s3o, respectivamente, 0,7 pg/cmz, 1,0 ;;Lg/cm2 e 1,8 ug/em’.

5.5.3. Equilibric de adsor¢iic de HigG em PILLA, PHB e blenda PHB/PLLA 50/50

utilizando Ge (germanio) como cristal ATR

As isotermas de adsor¢do da HIgG nos materiais estudados sfo apresentadas na
Figura 99, e a Tabela 42 traz os pardmetros: densidade méxima de adsor¢do por unidade de
area do matenal e constante de dissociacdo referentes a adsor¢do da proteina nos materiais.
Tais pardmetros foram obtidos pela linearizagio (equagdo 30) do modelo de Langmuir
(equagdo 29) que € normalmente empregado para ajustar isotermas de adsor¢do, como

apresentado nas equagdes 29 e 30.

. C'
e tmet (29)
(K, +C )
1 K, 1 1
TTLC T 30

onde: I” ¢ a densidade de proteina adsorvida por unidade de area, [, ¢ a densidade
maxima de proteina adsorvida por unidade de area, K; € a constante de dissociacio
referente a adsorcdo da proteina nos materiais e ' é a concentragio de equilibrio de

proteina em solugdo.

Apesar da lmitagio de pontos experimentais, as isotermas de adsor¢io
apresentadas na Figura 99 mostram uma tendéncia a saturacdo, para os sistemas estudados
em torno de 6 mg/mL de solugdo protéica. Pode-se observar que a densidade de proteinas
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adsorvida € diferente para cada sistema, devido provavelmente a diferenca de interacBes
entre Os materiais € a proteina. Assim, pdde-se obter os parimetros de densidade maxima
de adsorgdo e constante de dissociacdo apresentados na Tabela 42, os valores de densidade
maxima de adsorc@io mostram que o PHB ¢ o material que apresenta maior capacidade de
adsor¢do de HigG, seguido pela blenda PHB/PLLA e PLLA.

A maior capacidade de adsor¢io de HigG na blenda PHB/PLLA em relagio ao
PLLA puro pode ser devido ao fato de que, como observado no estudo de caracterizacdo da

blenda PHB/PLLA, o PHB influencia na estrutura do PLLA quando s&o blendados.

T (pg/om’)
[—3

Q

0.2 # PHB/HIgG
] o PLLA/HIgG
6,0+ & & PHB/PLLA 56/50 / HigG

T = T i |1 T T i P * H H I T H T I T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concentragio da selucio protéica (mg/mL)

Figura 99: Isotermas de adsorcdo a 37°C de HlgG para os sistemas: PHB/HIgG,
PLI.A/HIgG e PHB/PLLA 50/50/HlgG.

Tabela 42: Valores dos pardmetros: /,. (densidade méaxima de proteina
adsorvida por unidade de area) ¢ K {a constante de dissociagio referente a adsorgio da

proteina nos matenais) obtidos a partir da linearizagdo do modelo de Langmuir.

Sistema D imiximo (ug/em’) | Ka
PHB 2,57 1,69
PLLA/HISG 0.25 0,04
PHB/PLLA 50/50 / HIgG 0,85 0,73
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5.5.4. Cinética da adsorcio de HSA em PLLA e PHB utilizando Ge (germinic) como
cristal ATR

As Tabelas 43 e 44 trazem os valores de 4rea da banda de absorgdo e densidade de
adsorgdo de HSA em PHB e PLLA, respectivamente, sendo que tais valores foram obtidos
do equilibrio, na etapa de lavagem. As Figuras 100 ¢ 101 apresentam os resultados das

anélises de adsor¢do de HSA em PHB e PLLA, respectivamente.

Analisando a Figura 100 observa-se que aumentando a concentracdo da solucio
protéica a densidade de adsorcdo também aumenta. Pode-se notar, ainda, que os valores de
densidades de adsor¢do da proteina HSA em PHB (Tabela 43) sdo ligeiramente superiores
aos de HigG em PHB (Tabela 39).

Para o sistema HSA/PLLA observa-se também que ¢ aumento na concentragdo da
solucio protéica provoca aumento na densidade de adsorg@io (Figura 101). Porém, verifica-
se que para a concentragio de solugdo de HSA de 8,5 mg/mL resulta em densidade de

adsor¢do inferior a concentrag@o de 7,5 mg/ml., contrariando as expectativas.

Comparando os valores da densidade de adsorcio de HSA em PLLA (Tabela 44) e
de HlgG em PLLA (Tabela 40), verifica-se que a HSA adsorve mais que a HIgG na
superficie do PLLA, assim como verificado para o PHB, podendo-se sugerir que devido ao
tamanho da HlgG esta tenha maior dificuldade em adsorver. Entretanto a maior adsor¢io de
HSA em relacio a HigG para ambos os sistemas com PLLA e PHB favorece a

biocompatibilidade, ja que a literatura sugere que a HSA passiva o processo de coagulagio

sanguinea.

Tabela 43: Resultados da area e densidade de adsorcdo dos experimentos de
adsorcdo de HSA em PHB.
Sistema PHB/HSA Area integrada sob a banda de I' (ug/cm®)

soluciio protéica (mg/mL) | absor¢iio da proteina adsorvida | da proteina adsorvida
(1480 — 1580 cm™)

3,0 1658 0,967
75 2.47 1,358
8.5 3,045 1,983
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Tabela 44: Resultados da érea e densidade de adsorcio dos experimentos de

adsorcio de HSA em PLLA.

Sistema PLLA/HSA
soluciio protéica (mg/mL)

Area integrada sob a banda de
absorcio da proteina adsorvida
(1480 — 1580 em ™)

I (ng/em’)
da proteina adsorvida

3.0 1,536 1,103
5.0 2,514 1.702
7.5 3,752 2,635
8.5 2,732 2,06

3,8
Etapa de adsorgio ~— ! Etapa de lavagem
F
2.5 A
A
4 A
2.0+ : A AADA
o~ :
gI,S— A ..;ozczoudn
2 RN
p— ] -
. L0 A » * “ono m o= oo
4 A “u. . *
G5- _' .
:.. . = PHB/HSA 3,0 mg/ml.
0.0 ] as & PHB/HSA 7,5 mg/ml.
’ . 4  PHB/HSA 8.5 mg/mL
i T T T ¥ T T T T 1
0 50 109 156 2060 250

Tempo (min)

Figura 100: Resultados da analise de adsor¢iio de HSA em PHB usando a técnica

de FT-IR (ATR).
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Figura 101: Resultados da analise de adsorcdo de HSA em PLLA usando a técnica

de FT-IR (ATR)

5.5.5. Equilibrio da adsor¢io de HSA em PLLA e PHB utilizando Ge (germinio) como
cristal ATR

A Figura 102 apresenta as isotermas de adsor¢do de HSA em PLLA e PHB. Os
valores dos pardmetros de densidade maxima de adsorco e constante de dissociagdo

obtidos da linearizaco do modelo de Langmuir, ja apresentado, estdo na Tabela 45.

Analisando a Figura 102 observa-se tendéncia a satura¢3o para os sistemas
PHB/HSA e PLLA/HSA em torno 7 mg/ml, concentragdo um pouco superior aquela
observada para os sistemas com HlgG, sugerindo que a HSA possui maior interagio com os
materiais comparada a HIgG. Os pardmetros de densidade maxima de adsor¢io,
apresentados na Tabela 45 mostram maior capacidade de adsor¢iio da HSA no PHB assim

como verificado para HigG.
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Figura 102; Isotermas de adsor¢do a 37°C de HIgG para os sistemas: PHB/HSA e
PLLA/HSA.

Tabela 45: Valores dos parametros: 7., (densidade maxima de proteina
adsorvida por unidade de area) e K, (a constante de dissociagdo referente a adsorgdo da

proteina nos materiais) obtidos a partir da linearizagio do modelo de Langmuir.

Sistema Tmisimo (ng/cm’) | Ky
PHE/HSA 0,67 0,36
PLLA/HSA 0.50 0.11

5.5.6. Cinética de adsorcdo de HFg em PLLA ¢ PHB utilizando Ge (germéanio) como
cristal ATR

Os experimentos com os sistemas PHB/HFg e PLLA/HFg foram conduzidos com
um fluxo de solugdo protéica em torno de 5,5mL/min proporcionando um gradiente de
deformacdo de aproximadamente 65 s bastante inferior ao utilizado até entdo, que era de
33,3 mL/min com 417 s” de gradiente de cisalhamento. A diminuigio na velocidade do

fluxo da solugio protéica foi feita porque a solugio apresentou sinais de desnaturacio da
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proteina HFg durante experimentos conduzidos com fluxo de 33,3 mi/min. O sinal
observado foi floculagdio e coloragdo esbranquicada adquirida pela solugdo apds um
periodo em torno de 20 minutos, sendo que a situacdo se tornava mais evidente quando se
aumentava a concentragdo da solugdo protéica. Considerando que as moléculas de HFg séo
maiores e apresentam forma bem mais alongada em relagdo as de HSA e HigG pode-se
sugerir que as moléculas de HFg desnaturavam em fungiio do cisalhamento sofrido pela
amostra. Assim, o fluxo da solugdo foi reduzido a um minimo no qual ndo se observou mais
desnaturacio para solucdes de baixas concentracBbes. Para altas concentragdes de solugio
protéica a redugdo no fluxo nfio foi suficiente para evitar a desnaturaciio; porém, com o
equipamentc (bomba peristaltica) empregado nfio foi possivel reduzir mais o fluxo da

solugdo.

As Tabelas 46 e 47 trazem os valores de area e densidade de adsorgio de HFg em
PHB e PLLA, respectivamente, sendo que tais valores foram obtidos do equilibrio, na etapa
de lavagem. As Figuras 103 e 104 apresentam os resultados das analises de adsor¢do de

HFg em PHB e PLLA, respectivamente.

Analisando a Figura 103 observa-se que para a concentragio de 2 mg/ml de
solucdo protéica o sistema nio atingiu o equilibrio, devido & baixa concentragio da solugio
e ao grande tamanho das moléculas de HFg que pode provocar o decréscimo na velocidade
de difusdo das mesmas. Ja para as concentracGes de 3 e 4 mg/mL verificou-se resultados
coerentes quanto ao equilibrio da adsor¢do, porém a densidade de adsorcio ndo sofreu

variagdo significativa em fungdo do aumento da concentragiio (Tabela 46).

Para o sistema PLLA/HFg (Figura 104 e Tabela 47), infelizmente os resultados
obtidos das analises mostraram que para as concentragdes estudadas a adsor¢io ndo atingiu
o equilibrio, obtendo-se valores de densidade de adsorgdo, da etapa de lavagem, maiores do
que da etapa de adsor¢o, podendo-se sugerir que o tempo de experimento ndo foi
suficiente para que o equilibrio fosse atingido devido a4 menor taxa de difusdo das
moléculas de HFg, como ja discutido anteriormente, ou ainda que as concentragdes eram

baixas.
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Tabela 46: Resultados da area e densidade de adsorco dos experimentos de

adsorgdo de HFg em PHB.

Sistema PHB/HFg
solucio protéica (mg/ml)

Area integrada sob a banda de I

absorcio da proteina adsorvida
(1480 — 1580 cm™)

I (ug/em’)
da proteina adsorvida

2,0 2,47 0,29
3,0 1,75 0,172
4.0 1,86 0,17

Tabela 47: Resultados da area e densidade de adsor¢iio dos experimentos de

adsorcdo de HFg em PLLA.

Sistema PLLA/HFg
soluciio protéica (mg/mL)

Area integrada sob a banda de
absorcido da proteina adsorvida
(1480 — 1580 cm™)

I (pg/em’)
da proteina adsorvida

1,0 2.31 0,35
2,0 2,26 0,33
3,0 3.3 0,49
0 30_- Etapa da adsorcio —— -~ Etapa da lavagem
§ : - &om S oe 87°
0,25 - =
u
i |
0,20 - F
g ’2 = .A ;/\u /:)O © ,QAO e}
E 1 T a T A0 o
Gl - L LY o o
‘%‘.i 0,15 - .
g 1 ", 4
0,10 - . e
“ F Y
0.05 "om s = PHB/HFg2 mg/mL
’ F 4 ® PHB/HFg 3 mg/mL
1 WA, 4 PHB/HFg 4 mg/mL
0,00 T IR LA A Rt R A NG SN SR B N
g 13 30 45 60 75 90 193 120 135 130 163

Tempo {min)

Figura 103: Resultados da analise de adsor¢do de HFg em PHB usando a técnica

de FT-IR (ATR).
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Figura 104: Resultados da anélise de adsor¢io de HFg em PLLA usando a técnica

de FT-IR (ATR)

5.6. Resultados dos Ensaios de adsorciio Analisados por Eletroforese Capilar (EC)
5.6.1. Curva de Calibracio de HSA em EC

Os ensaios para a obtengdo da curva de calibragio da HSA foram seguidos de
acordo com o protocolo apresentado no item 4.8.1. A Figura 105 apresenta a curva de

calibracdo da HSA juntamente com o ajuste linear.

148~ /
12¢
o /
] ./
=
s -
= BG4
g -
= 60
g
T
< 40
E = Ajuste finear
20 a * ¥=12,485
" R = 0,9923
@ T T 1 T
¢ 2 4 13 8 10
Concentragio (pg/mL)

Figura 105: Curva de calibragdo da HSA feita através de anélises em Eletroforese
Capilar.
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5.6.2. Resultados dos ensaios de adsorcio de HSA em PLLA ¢ PHB analisados por EC

Os ensaios de adsor¢o de HSA em PLLA e PHB, ¢ a analise da adsorgio foram

feitos segundo os protocolos apresentados no item 4.8.2.

A Figura 106 apresenta eletroferogramas de analises dos sistemas PHB/HSA e
PLLA/HSA empregando 15 mg/ml. de solugfo protéica. Os resultados obtidos das analises

para todos os sistemas estudados sfio mostrados nas Tabelas 48 ¢ 49.

Analisando a Figura 106 verifica-se que o tempo de migracdo da HSA varia de um
sistema para o outro, o que era esperado. Pode-se observar, também, que o pico referente ao

tampdo permanece no mesmo tempo de migragio.

so00- i Tampao ——— PLLA/HSA 15 mg/mL
¥ -+ PHB/HSA 15 mg/mL
2560 -

20004 i il

1504 -

Absorbincia @ 2046 nm

1600

T N T T T v 1

. SE———
1.0 15 2,0 25 3.0 32 4,0 45
Tempo {min)

Figura 106: Eletroferograma da andlise da proteina adsorvida nos sistemas
PHB/HSA e PLLA/HSA 15 mg/ml. de solucio protéica.

Tabela 48: Resultados obtidos do ensaio de adsorcio de HSA em PLLA analisados

por eletroforese capilar.

Co (mg/mL) Area sob o pico | Cad (ug/ml) i I° (ug/cm"l
3,5 7,86 0,63 0,22
5,0 9.3 0,74 0,26
7,5 10,34 0,83 0,29
12,5 42,7 3,42 1,2
15,0 53.4 4,27 1,5
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Tabela 49: Resultados obtidos do ensaio de adsor¢io de HSA em PHB analisados

por eletroforese capilar.

Co (mg/mL) | Area sob o pico | Cad (ug/mL) |I" (ug/em’)
1,0 4.68 0,375 0.13
5,0 79,68 6,382 2,23
) 104 8,33 2,92
10,0 112.6 5,02 3.16
15,0 75 6.00 21

Analisando os resultados da Tabela 48 para os sistemas PLLA/HSA verifica-se
que para as concentragdes de 3,5 mg/ml a 7,5 mg/ml, a densidade de adsor¢iio
praticamente ndo varia, havendo um aumento significativo quando a concentragdo da
solugio protéica varia de 7,5 mg/ml. para 12,5 mg/mL e voltando a permanecer constante

para a maior concentragdo de 15 mg/mi..

Para o sistema PHB/HSA (Tabela 49) venfica-se que a densidade de adsorgio
aumenta com o aumento da concentragdo da solucio protéica quando esta varia de 1
mg/mL para 10 mg/mL e depois para a maior concentragio a densidade de adsorgao

decresce um pouco.

Os valores experimentais de adsor¢o de HSA em PLLA e PHB estio emtormo de I
= 1,5 pg/em’ e 2 pg/em?, respectivamente. Tais resultados estdio de acordo com a literatura
consultada que apresenta adsor¢iio de HSA em outros materiais, como: Rosa (1998) mostra
para o sistema HSA/PVC (policloreto de vinila) a densidade de adsor¢io ¢ da ordem de 1,2
pg/cm’ empregando como método de analise eletroforese capilar, Brash e Lyman (1969)
apresentam a adsor¢io de HSA em polietileno (PE), poliestireno (PS) e em Silastic,
analisadas por FT-IR/ATR com valores de densidade de adsorgiio de 0,8pg/cm?; 0,5pg/cm®
e 1,6ug/cm’ respectivamente. Para comparagio com outros resultados observamos que,
Jeon (1992) apresenta que densidade de adsor¢éio de HSA em poliuretana (PU) empregando
solucdo protéica de concentragio de 30 mg/mL (concentragio fisiologica), é de

aproximadamente 3,9 pg/em®.
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5.6.3. Equilibrio da adsorcie de HSA em PLLA ¢ PHB analisados por EC

A Figura 107 apresenta as 1sotermas de adsor¢@o, a Tabela 50 os pardmetros de
densidade maxima de adsor¢do e constante de dissociagdo da proteina, obtidos a partir da
linearizac¢io do modelo de Langmuir ja citado, e a Tabela S1traz os valores de I', I'max € K4

para os sistemas analisados por FT-IR (ATR) e EC.

Através da Figura 107 observa-se tendéncia a saturagdo para ambos os sistemas
em torno de 12mg/mL, enquanto a Tabela 50 mostra que o PHB tem maior capacidade de
adsorcdo que o PLLA como ja verificado através da analise de FT-IR {ATR). O fato da
saturacdo da adsor¢@o ocorrer em concentragdo superior aquela observada por FT-IR
(ATR) se deve a diferenca entre as amostras, para a analise em FT-IR as amostras eram
filmes e para Eletroforese Capilar eram pinos. Os resultados sugerem mais uma vez que 0
método de preparacdo influencia nas propriedades dos materiais como observado através
dos resultados de caracterizagdo das amostras (MDSC, SEM, WAXS e SAXS).

Analisando a Tabela 51 nota-se que os valores de densidade de adsor¢io para os
sistemas analisados por FT-IR (ATR) e Eletroforese Capilar apresentam boa coeréncia,
apesar das amostras serem diferentes (filmes e pinos), sugerindo que estas duas técnicas

podem proporcionar resultados confiaveis.

L3 w

I' (ng/em’)

1,04

0,5

] * & k<4
0.0-4¢ o % PLLA/MSA

©  PHB/HSA

'035 LR L A I Al A L % 3 T [ A 1
012 3 45 6 7 8 910113121314 1516
Concentracdo da solugdio protéica (mg/ml.)

Figura 107: Isotermas de adsorgdo a 37°C de HSA para os sisternas: PHB/HSA e
PLLA/HSA.
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Tabela 50: Valores dos pardmetros: [, (densidade maxma de proteina
adsorvida por unidade de area) e K; (a constante de dissociacdo referente a adsorgdo da

proteina nos materiais).

Sistema | Tnamo (Mg/cm’) Ky
PHB/HSA 0,74 0,05
PLLA/HSA 0,14 0,34

Tabela 51: Valores de I’ (densidade de proteina adsorvida), /.. (densidade
maxima de proteina adsorvida) e Ky (constante de dissociagdo referente a adsorgio da

proteina nos matenais), para os sistemas analisados por FI-IR (ATR) e EC.

PHB/HIgG 1,3 2,57 1,69
PLLA/HIgG 1,2 0,25 0,04
50/50 / HigG ] 0,85 0,73

PHB/HSA 1,5 0,67 0,36
PLLA/HSA 2 0,50 0,11

PHB/HSA 2.5 0,74 0,05
PLLA/HSA 1,3 0,14 0,34
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5.7. Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) das proteinas adsorvidas em PHB

A titulo de ilustracdo foi feita analise de microscopia eletronica de varredura
(SEM) de amostras de PHB na forma de pino, antes e apds ensaios de adsor¢dio, com a

finalidade de identificar a proteina adsorvida na superficie da amostra.

A Figura 108 apresenta as micrografias das andlises de SEM, através da qual ¢
possivel verificar a presenca de pontos brancos infinitamente pequenos sobre a superficie
dos pinos de PHB, muito parecido com p6, apds os ensaio de adsorc¢do das proteinas HSA,

HIgG e HFg, sugerindo que tais proteinas esto realmente adsorvidas sobre o material.

3 WD =23 mm ] 1.00 KX EHT = 3.00 kV Mag=1,
10 jvm PEEB ) or =S[1 10 um PEIB/HISA Detector

EHT = 3.00 kV D mm ag=1.00 KX EHT =3.00 KV D Mag = 1.00 K X
10 wm 5 e G tor = 51 10 um /g Detector = SE1

Figura 108: Micrografias das analises de SEM, de amostras de PHB na forma de
pinos: (a) PHB antes da adsorcdo, (b) PHB apds a adsorcdo de HSA, (¢c) PHB apos a
adsor¢do de HIgG, e (d) PHB apés a adsorcdo de HFg, (ampliagdo de 1000 x).
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CAPITULO VI

6.1. CONCLUSOES

O estudo das blendas PHB/PLLA permitiu concluir que os polimeros sio
imisciveis, sendo que o PLLA confere estabilidade térmica e mecénica, ¢ o PHB aumenta a
cristalinidade das mesmas. As blendas na forma pinos apresentaram morfologia densa e na

forma de filmes a2 morfologia observada foi porosa com separagio de fases.

Durante o estudo de degradaciio pdde-se observar que o método de preparagio
influenciou o processo de degradacdo das amostras, sendo que, os filmes se mostraram
mais susceptiveis ao meio apresentando maiores evidéncias de degradacfo. Além disso,
verificou-se também que o PLLA degradou mais rapidamente que o PHB, ¢ influenciou a
degradacdo das blendas PHB/PLLA na forma de filmes, acelerando a degradacdo destas,

enquanto o PHB contribuiu para aumentar a estabilidade térmica e mecanica.

Morfologicamente ndo se observou degradacdo para as amostras na forma de
pinos, somente para os filmes, principalmente para o homopolimero PLLA. O processo de
degradacdo ocorreu de modo que as amostras se tornaram mais cristalinas em funcfo da
degradacio, sendo que o PLLA na forma de filme demonstrou probabilidade de formagio
de cristais de tamanhos diferentes possivelmente com espessura de lamelas cristalinas
diferentes. Pdde-se concluir ainda que durante a degradacdo dos homopolimeros e blenda
50/50 (pinos e filmes) ocorreu aumento do tamanho dos cristalitos, bem como o aumento
da espessura do periodo longo o que levou a pensar que a espessura da lamela cristalina

aumentou.

Através dos resultados dos ensaios de adsorcdo de proteinas (HSA e HigG) sobre
os biomateriais (PHB, PLLA e PHB/PLLA 50/50), concluiu-se que a utilizacdo de filmes
finos sobre o cristal de germénio, “spin-coating”, proporcionou maior sensibilidade a
técnica de analise empregada, o FT-IR (ATR). Além disso, o emprego do sistema de fluxo

continuo simulando condi¢des fisiologicas (fluxo sanguineo, temperatura, pH, forca idnica)
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deu maior veracidade aos resultados obtidos, podendo-se inclusive acompanhar a cinética

de adsor¢do das proteinas sobre os polimeros em tempo real.

As isotermas de adsorc@o mostraram que os sistemas tendem a saturar a adsorgio
em torno de 6 mg/mL a 7 mg/mL para analise em FT-IR (ATR), e em torno de 12mg/mL
para andlise em Eletroforese Capilar. Esses resuitados conduzem a conclusdo de que o
método de preparagdo das amostras (filmes e pinos), também, influencia no processo de
adsorcio das proteinas na superficie dos materiais. Essa afirmacgdo ¢ reforcada pelos
resultados de caracterizagdo das blendas que mostrou influéncia do método de preparagio

das amostras nas propriedades térmicas, mecanicas, morfologicas € estruturais destas.

Os resultados dos ensaios de adsorgdo obtidos por FT-IR (ATR) e por Eletroforese
Capilar mostrou que a densidade de proteinas adsorvidas nos biomateriais s&o proximos a
valores obtidos da literatura para a adsorgio destas proteinas em outros materiais. Os
valores obtidos para HSA sdo maiores do que para HlgG, mostrando que ocorre uma maior

interacio da HSA com a superficie dos biomateriais estudados.

As blendas PHB/PLLA possuem potencialidade para utilizagio na area medica,
podendo-se sugerir o emprego dos pinos PHB/PLLA 30/70 em ortopedia para pequenas
fraturas e, dos filmes como barreira contra invasdo de tecido; pois, as blendas apresentaram
bons resultados de caractenizacio ¢ ensaios de adsor¢3o de proteinas. Além disso, a blenda
PHB/PLLA apresenta um processo de degradacio lento maior que 12 meses, podendo ser

utilizada para dispositivos que requeiram tal caracteristica.
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6.2. Sugestdes para Trabalhos Futuros

Estudo “in vivo”™ da blenda PHB/PLLA 30/70, visando aplicagio dos pinos em
ortopedia para pequenas fraturas, e dos filmes como barreira contra invasio de

tecido.

Utilizar a teécnica de Eletroforese Capilar para estudar adsor¢io competitiva das
proteinas H5A, HlgG e HF g em biomaterial.

Estudar as mudangas conformacionais sofridas pelas proteinas durante e apds a
adsor¢d@o em um biomaterial empregando o sistema de fluxo continuo em FT-IR

(ATR) e dicroismo circular (CD).

Estudar as propniedades superficiais dos filmes preparados por “Spin Coating”,
visando melhor entendimento do processo de adsorgdo das proteinas na superficie

destes materiais.
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